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RESUMO 

NOGUEIRA, G. A. Estudo do metabolismo oxidativo de neutrófilos humanos 
expostos a produtos de alga marinha e fungo endofítico provenientes da 
Antártica. 2018. 77f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2018. 

 
Neutrófilos são a primeira linha de defesa do sistema imunológico, eles 
produzem substâncias microbicidas, tais como espécies reativas de oxigênio 
(ERO), são capazes de eliminar patógenos e possuem papel importante em 
processos inflamatórios fisiológicos e patológicos. No entanto, os efeitos 
benéficos e nocivos mediados por esta célula dependem, em grande parte, do 
equilíbrio redox, que se estabelece entre a produção de ERO e a ação de 
antioxidantes. A quebra deste equilíbrio leva ao estresse oxidativo, capaz de 
causar danos pelas ERO sobre as estruturas biológicas. Sendo assim, a 
regulação das funções dos neutrófilos é um importante alvo terapêutico. O 
objetivo deste trabalho foi avaliar a ação de produtos naturais – extrato bruto, 
frações e subfrações – oriundas da Antártica na regulação do metabolismo 
oxidativo de neutrófilos humanos. Para este propósito, o extrato bruto da alga 
Palmaria decipiens, nove (9) frações do fungo endofítico Aspergillus unguis e 
nove (9) subfrações deste foram estudadas. As amostras foram avaliadas quanto 
à atividade scavenger, utilizando-se o 2,2-difenil-β-picrilhidrazil; à citotoxidade 
aos neutrófilos, por análise da viabilidade celular com o ensaio de exclusão do 
Azul de Trypan; e ao efeito sobre a produção de ERO pelos neutrófilos, medida 
por quimiluminescência dependente de luminol, utilizando-se forbol-12-miristato-
13-acetato como estímulo para os neutrófilos. Os resultados mostraram que: 1) 
nenhuma das amostras apresentou atividade scavenger; 2) a viabilidade celular 
manteve-se igual ou maior que 90% quando neutrófilos foram expostos às 
frações FR5, FR6*, FR8, e às subfrações contendo 100% Acetato de Etila, 10% 
Acetato de Etila:Hexano, 20% Acetato de Etila:Hexano e 40% Acetato de 
Etila:Hexano; 3) dentre as frações que mostraram viabilidade celular maior que 
90%, a inibição da  produção de ERO pelos neutrófilos foi observada com a FR5 
(51%), a FR6* (20%), a subfração 100%  Hexano (73%), a subfração 20% 
Acetato de Etila/Hexano (42%) e a subfração 40% Acetato de Etila/Hexano 
(38%). Os resultados mostram que algumas das frações e subfrações do fungo 
endofítico Aspergillus unguis apresentaram inibição da produção de ERO pelos 
neutrófilos humanos entre (20 a 73%). Esta inibição não é por atividade 
scavenger de radiciais de oxigênio, sugerindo que este efeito regulador sobre o 
neutrófilo possa resultar da atividade dos componentes nestas frações sobre 
outras vias metabólicas desta célula. A partir destes resultados, faz-se 
necessário identificar a composição destas frações e seus efeitos sobre vias 
metabólicas e sobre outras funções efetoras dos neutrófilos. A contribuição deste 
estudo é a procura por moléculas bioativas, capazes de regular parcialmente as 
respostas do neutrófilo, para restabelecer o equilíbrio funcional desta célula em 
estados patológicos, diminuindo seus efeitos nocivos sem prejuízo do seu papel 
crucial para a homeostase. 
 

Palavras-chave: Neutrófilo; Metabolismo Oxidativo; Produtos Naturais. 
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ABSTRACT 

 
NOGUEIRA, G. A. Study of the oxidative metabolism of human neutrophils 
exposed to compounds of marine algae and endophytic fungi from 
Antarctica. 2018. 77f. Dissertation (Master) Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2018. 
 

Neutrophils are the first line of defense of the immune system, they produce 
microbicidal substances, such as reactive oxygen species (ROS), able to 
eliminate pathogens and play important roles in physiological and pathological 
inflammatory processes. However, the beneficial and harmful effects mediated 
by this cell depend on the redox balance, which is established between the 
production of ROS and the action of antioxidants. The imbalance leads to 
oxidative stress capable of causing damage by ROS on biological structures. 
Thus, the regulation of neutrophil functions is an important therapeutic target. The 
aim of this work was to evaluate the action of natural products - crude extract, 
fractions and subfractions - originating from Antarctica environment in the 
regulation of the oxidative metabolism of human neutrophils. For this purpose, 
the crude extract of the Palmaria decipiens algae, nine (9) fractions of the 
endophytic fungus Aspergillus unguis and nine (9) subfractions from this fungus 
were studied. The samples were evaluated for scavenger activity using 2,2-
diphenyl-β-picrylhydrazyl; cytotoxicity to neutrophils, by cellular viability analysis 
with the Trypan Blue exclusion assay; and to the effect on neutrophil production 
of ROS, as measured by luminol-dependent chemiluminescence, using 
phorbol 12-myristate 13-acetate as a stimulus for neutrophils. The results 
showed that: 1) none of the samples had scavenger activity; 2) the cell viability 
remained equal to or greater than 90% when neutrophils were exposed to 
fractions FR5, FR6*, FR8, and subfractions containing 100% Ethyl Acetate, 10% 
Ethyl Acetate:Hexane, 20% Ethyl Acetate:Hexane and 40% Ethyl 
Acetate:Hexane; 3) among the fractions that showed cellular viability greater than 
90%, the inhibition of ROS production by neutrophils was observed with FR5 
(51%), FR6* (20%), subfraction 100% Hexane (73%), the subfraction 20% Ethyl 
acetate / Hexane (42%) and subfraction 40% Ethyl acetate / Hexane (38%). The 
results show that some of the fractions and subfractions of the endophytic fungus 
Aspergillus unguis showed inhibition of ROS production by human neutrophils 
between (20 to 73%). This inhibition is not by scavenger activity of oxygen 
radicals, suggesting that this regulatory effect on the neutrophil may result from 
the activity of the components in these fractions on other metabolic pathways of 
this cell. From these results, it is necessary to identify the composition of these 
fractions and their effects on metabolic pathways and on other effector functions 
of neutrophils. The contribution of this study is the search for bioactive molecules, 
able to partially regulate neutrophil responses, to restore the functional balance 
of this cell in pathological states, reducing its harmful effects without prejudice to 
its crucial role for homeostasis. 
 
Keywords: Neutrophil; Oxidative Metabolism; Natural Products. 
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1. Introdução 

1.1.  Neutrófilos: características gerais 

O sistema imunológico é composto por um arsenal de células e moléculas 

solúveis. Didaticamente o sistema imunológico é dividido em inato e adaptativo 

ou adquirido. Esta divisão ocorre considerando que o sistema imunológico inato 

é filogeneticamente mais antigo, no entanto, as ações efetoras de ambos se 

comunicam em todas as fases da resposta frente ao agente invasor. O sistema 

imunológico inato constitui a primeira linha de defesa em resposta à invasão de 

patógenos para a prevenção e/ou resolução de infecções. Dentre as células da 

imunidade inata destacam-se os neutrófilos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; 

WARD; ROSENTHAL, 2014).  

Os neutrófilos são as células mais produzidas pela medula óssea de um 

indivíduo saudável (2x1011 células/dia), constituindo cerca de 40-60% das 

células sanguíneas.  Sua forma madura apresenta características morfológicas 

distintas, com aproximadamente 10-15 µm de diâmetro, núcleo com 3 a 5 

lóbulos, citoplasma rico em grânulos e tempo de meia vida de aproximadamente 

6-8 horas. As características morfológicas de núcleo lobulado e citoplasma com 

grânulos conferem ao neutrófilo a classificação como leucócito polimorfonuclear 

e granulócito, respectivamente (BORREGAARD, 2010). 

Os neutrófilos são originados a partir de uma célula hematopoiética 

pluripotente da medula óssea e sua produção é estimulada na presença de 

fatores de crescimento, como o fator estimulador de crescimento de colônia de 

granulócitos (G-CSF). Em resposta aos fatores de crescimento, os precursores 

dos neutrófilos são estimulados à diferenciação e maturação, tendo o 

mieloblasto como a forma mais imatura desta linhagem celular seguido pelo pró-

mielócito, mielócito, metamielócito, neutrófilo bastonete e, por fim, o neutrófilo 

segmentado, a forma celular mais madura (MA et al., 2012; FRANCISCO-CRUZ 

et al., 2014). 

 Enquanto viáveis, em organismos saudáveis, os neutrófilos 

desempenham funções efetoras características, como a fagocitose, produção e 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ERO) resultantes do seu 

metabolismo oxidativo ou burst respiratório, liberação de grânulos com ação 

microbicida direta ou indireta, e liberação extracelular de DNA, um mecanismo 

de “armadilha” para capturar e imobilizar patógenos denominada de NETose 



Gabriel Antonio Nogueira │16 

 

 

(Neutrophil Extracellular Trap, armadilha extracelular dos neutrófilos) 

(ABDALLAH et al., 2011). 

 

1.2. Produção de espécies reativas de oxigênio pelos neutrófilos 

A ativação dos neutrófilos pode se dar pelo reconhecimento e interação 

dos seus receptores com moléculas ligantes na superfície dos patógenos, tais 

como imunoglobulinas, proteínas do sistema complemento e/ou padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs). A partir da interação entre 

receptores e ligantes, o neutrófilo é ativado e desempenha seu papel como 

fagócito profissional, levando à internalização do patógeno e formação de um 

vacúolo citoplasmático que se funde ao lisossomo, o fagolisossomo.  Para que 

haja eliminação do agente invasor, há a formação do complexo enzimático 

NADPH-oxidase (Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato) na membrana do 

fagolisossomo, conforme esquematização na Figura 1, iniciando a formação de 

seu primeiro produto microbicida, o ânion superóxido (O2
-), que atua como 

mediador da produção de outras substâncias citotóxicas (HORDIJK, 2006; 

AMULIC et al., 2012; MITTAL et al., 2014).  

 O ânion superóxido pode sofrer dismutação para peróxido de hidrogênio 

(H2O2), por ação da enzima Superóxido Dismutase (SOD), que atua como 

catalisadora de reação. Posteriormente, moléculas de H2O2 reagem, na 

presença da enzima mieloperoxidase, com íons cloro (Cl-), originando ácido 

hipocloroso (HOCl) (FLANNAGAN et al., 2012; MITTAL et al., 2014). 

Adicionalmente, o ânion superóxido como mediador na produção de 

substâncias oxidantes pode reagir com íons Ferro (Fe3+), tendo como resultado 

a formação de radicais hidroxila (OH-) por duas vias: a primeira, conhecida como 

reação de Haber-Weiss, ocorre quando íons ferro (Fe3+) produzem OH- pela 

redução do O2
-. A segunda reação ocorre quando as hidroxilas são formadas a 

partir da interação de íons ferro reduzidos (Fe2+) com H2O2, na denominada 

reação de Fenton (MITTAL et al., 2014) 

Apesar de eliminar patógenos, as ERO podem causar dano tecidual caso 

não haja equilíbrio de sua liberação e interação com substâncias antioxidantes 

circulantes, as quais atuam prevenindo, removendo ou postergando o dano 

oxidativo da molécula alvo (WINTERBOURN, 2008). O balanço estabelecido 

entre oxidantes e antioxidantes é conhecido por equilíbrio redox.  
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Compõe o arsenal de substâncias antioxidantes enzimas com ação 

scavenger como a catalase, glutationa peroxidase (GPO), superóxido dismutase, 

peroxirredoxinas e tioredoxinas. Além de substâncias endógenas, a ação 

antioxidante pode ser obtida de forma exógena, pela alimentação e 

suplementação. Diversos compostos têm sido investigados como potenciais 

agentes antioxidantes. Dentro deste conjunto, há destaque para o interesse 

crescente por substâncias de origem natural (VALKO et al., 2007; LI et al., 2011; 

HANDY; LOSCALZO, 2012; TAKAO et al., 2015).  

 

Figura 1 – Representação esquemática do metabolismo oxidativo de neutrófilos. Após 
formação do complexo enzimático NADPH-oxidase, há conversão do O2 em ânion 
superóxido (O-), que pode ser submetido a duas transformações: reagindo com o óxido 
nítrico (NO-) é capaz de formar peroxinitrito, ou sofrer dismutação espontânea pela 
enzima superóxido dismutase (SOD). O peróxido de hidrogênio pode reagir com íons 
ferro e gerar radicais hidroxila, ou pela ação da enzima mieloperoxidase (MPO) gerar 
ácido hipocloroso (HOCl). O HOCl, na presença de aminoácidos é capaz de gerar 
cloraminas. Esse processo é dependente de enzimas granulares e é passível de 
regulação pelo sistema antioxidante, endógeno e exógeno. ERO, Espécies Reativas de 
Oxigênio; NADPH, Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato; SOD, Superóxido 
Dismutase; MPO, Mieloperoxidase; CAT, Catalase; GPO, Glutationa Peroxidase; GSH, 
Glutationa Reduzida; GSSH, Glutationa Oxidada (Adaptado a partir de Kabeya, 2006). 
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1.3. Neutrófilos como alvo terapêutico de produtos naturais 

Os neutrófilos constituem a primeira linha de defesa do hospedeiro. No 

entanto, em processos inflamatórios de caráter crônico, estas células podem ser 

constantemente ativadas, gerando uma quantidade de ERO superior às 

moléculas destinadas ao equilíbrio redox, causando dano tecidual, prejuízo 

funcional ou perda do órgão (SMALL et al., 2012). 

Pelo seu papel em processos inflamatórios, os neutrófilos têm se tornado 

alvo na pesquisa de compostos capazes de controlar suas funções efetoras em 

situações onde estes mecanismos se apresentam prejudiciais.  O desafio está 

em como desenvolver um alvo terapêutico que controle as respostas deletérias 

dos neutrófilos sem prejudicar as funções importantes para a manutenção da 

homeostase.   

Dentre as funções dos neutrófilos, destacam-se como possíveis alvos de 

controle o processo de fagocitose, a migração endotelial, a desgranulação, a 

liberação de NETs e o sistema oxidante (JOHANSSON et al. 2002; COSTA et 

al., 2016; KORINEK et al., 2016; HMOTEH; MUSTHAFA; 

VORAVUTHIKUNCHAI, 2018). As estratégias utilizadas para estudo do sistema 

oxidante incluem a atividade direta (scavenger) de produtos naturais sobre as 

espécies reativas de oxigênio (radicalares e não radicalares), a inibição das 

subunidades da enzima NADPH-oxidase (Nox2) ou as enzimas que participam 

da geração de produtos oxidantes (DEROCHETTE et al., 2013; FIGUEIREDO-

RINHEL et al., 2017; McDONALD, 2017; ZEINALI et al. 2017). 

A escolha dos neutrófilos como alvo de pesquisa para utilização 

terapêutica se baseia na crescente demanda da descoberta destas células como 

importantes biomarcadores, capazes de auxiliar no diagnóstico clínico, 

monitoramento e prognóstico de doenças. Na prática clínica já são utilizados 

medicamentos (sintéticos e biofármacos) que controlam suas funções, a fim de 

auxiliar o tratamento (McDONALD, 2017). Neste sentido, o avanço na 

descoberta, elucidação e síntese de novos fármacos a partir de produtos naturais 

se mostra como um potente e crescente nicho de atuação. 

 

1.4. Produtos naturais de origem marinha 

Os produtos naturais representam uma fonte de diversidade química para 

a descoberta de novos candidatos a fármacos com potencial terapêutico para 

uma variedade de doenças (KINGSTON, 2011; NEWMAN; CRAGG, 2012; 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009279713002366?via%3Dihub#!
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CRAGG; NEWMAN, 2013). Na área farmacêutica, os metabólitos de origem 

natural representam aproximadamente 64% do número de substâncias (de baixo 

peso molecular) aprovadas para serem usadas como fármacos, no período de 

janeiro de 1981 a dezembro de 2010 (NEWMAN; CRAGG, 2012). Estes dados 

atestam a contribuição significativa da química de produtos naturais para o 

desenvolvimento de novos medicamentos.  

Neste contexto, o ambiente marinho é considerado uma importante fonte 

de produtos naturais, acumulados principalmente nos organismos vivos 

(OLIVEIRA et al., 2012; UZAIR et al., 2012). Estima-se que cerca de 1% das 

250.000 espécies marinhas conhecidas tem sido estudado (BLUNT et al., 2014), 

o que mostra que existe uma enorme variedade de organismos marinhos a 

serem explorados quanto à suas propriedades química, biológica e biossintética. 

O Continente Antártico possui um cenário marinho exuberante. É um dos 

ambientes mais extremos da Terra, com o clima mais frio e seco do planeta e 

uma variação da temperatura anual de 15°C no verão a -80°C no inverno 

(FERREIRA, 2009). Mesmo em condições tão adversas, uma diversidade de 

formas de vida está presente no continente Antártico como bactérias, fungos, 

invertebrados, aves e mamíferos (ONOFRI et al., 2007; SHIVAJI; PRASAD, 

2009). Em particular, o ambiente marinho é perfeito para proliferação de algas 

(BISCHOFF, 1996). 

A pesquisa sobre a biodiversidade de macroalgas na Antártica é restrita 

devido à falta de informações taxonômicas e de distribuição consistente, o que 

impulsiona a realização de estudos de prospecção química e biológica com as 

mesmas (CLAYTON, 1994). 

As macroalgas são organismos multicelulares que apresentam clorofila e 

são retratadas com ampla distribuição nas regiões litorâneas de todo o planeta 

(SILVA et al., 2008; GAMAL, 2010). Estima-se que 90% das espécies de 

macroalgas estão localizadas no oeste da Antártica (WIENCKE; CLAYTON, 

2002). Por ser fortemente isolada, a flora ficológica do Oceano Antártico teve 

como consequência um alto grau de endemismo na Antártica e, por isso, 

aproximadamente 30% das espécies da região são endêmicas. 

Macroalgas saudáveis produzem uma secreção rica em carboidratos, 

lipídeos e peptídeos, os quais agem como um fator atrativo para os 

microrganismos colonizadores (ZUCCARO; MITCHELL, 2005), como por 

exemplo, fungos. Fungos em associação com macroalgas integram um grupo 



Gabriel Antonio Nogueira │20 

 

 

variado que inclui espécies simbiontes, sapróbias, parasitas e patogênicas 

(KOHLMEYER; VOLKMANN-KOHLMEYER, 2003; RAGHUKUMAR, 2006; 

SURYANARAYANAN, 2012).  

 

1.4.1. Palmaria decipiens e o fungo endofítico Aspergillus unguis 

Dentro das espécies de algas encontradas no ambiente antártico, 

destaca-se neste trabalho a macroalga Palmaria decipiens, um dos 37 membros 

do filo das rodófitas na Antártica, sendo pertencente à classe Florideoficeae. Sua 

macro morfologia é caracterizada pelo seu talo de até 70 cm e superfície 

brilhante com coloração avermelhada ao roxo, sendo encontrada normalmente 

em ambientes rasos (menor que 6 m) (HOMMERSAND et al., 2009; BECKER et 

al., 2011).  

Na literatura não são encontrados estudos que avaliem o potencial 

biológico dos produtos obtidos a partir desta alga. No entanto, foi demonstrado 

por McDowell e colaboradores (2014) que esta alga possui capacidade oxidante. 

Em outro estudo realizado por Bucolo e colaboradores (2012) foi evidenciada a 

capacidade quimiossensorial de metabólitos produzidos pela alga P. decipiens 

na formação de esporos de outra espécie de alga marinha, o que reafirma a 

complexidade dos produtos metabótitos secundários desta macroalga. 

Além disso, Palmaria decipiens tem sido descrita como hospedeira de 

diferentes espécies fúngicas, das quais os produtos de extração têm mostrado 

papel bioativo (GODINHO et al., 2013). Neste cenário a relação entre alga e 

fungo desempenha papel importante, uma vez que há relação direta entre o meio 

em que a macroalga se desenvolve e a produção de metabólitos que serão 

compartilhados na relação simbiótica. 

Dentre os fungos que coabitam de forma endofítica a macroalga Palmaria 

decipiens, há destaque neste trabalho para a espécie Aspergillus unguis. As 

informações sobre o gênero Aspergillus são diversas, no entanto aquelas 

relacionadas à espécie A. unguis são escassas, não havendo informações sobre 

a relação endofítica com Palmaria decipiens, refletindo a importância de estudos 

químicos e taxonômicos.  

As principais classes de compostos descritas nesta espécie são as 

depsidonas, dentre as mais conhecidas encontram-se a nidulina, nornidulina e 

2-clorounguinol (Figura 2). Às depsidonas têm se atribuída atividade antitumoral, 

antibacteriana, antifúngica e antioxidante (CHOMCHEON et al., 2009; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDowell%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26988009
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KHUMKOMKHET et al., 2009; ABDOU et al., 2010; SURERAM et al., 2012). El-

Hady e colaboradores (2015) descreveram, em ensaios livres de células, 

atividade scavenger sobre o ânion superóxido, inibição da enzima 

acetilcolinesterase e alfa-glucosidase.  
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Figura 2 – Estruturas de depsidonas descritas no fungo Aspergillus unguis (adaptado a 

partir de MORAES, 2017).               

 

As relações ecológicas que existem entre microrganismos e macroalgas 

são pouco conhecidas e podem ter grande significado para a conservação e 

exploração biotecnológica dos ambientes marinhos (HAWKSWORTH, 1991). 

Os fungos marinhos são uma classe de microrganismos pouco estudada 

dentro de um diversificado e complexo ecossistema, no entanto, sabe-se que 

estes fungos são importantes no reaproveitamento de nutrientes, principalmente, 

na decomposição de substratos lenhosos, herbáceos e até mesmo de animais 

Nidulina Nornidulina 
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mortos nos oceanos (HYDE et al., 1998), podendo ser uma fonte de novas 

substâncias com atividade terapêutica.  

A parte externa das algas fornece uma região protegida em um ambiente 

que constantemente é alvo de fatores de estresse como a baixa concentração 

de nutrientes, dessecamento, salinidade e radiação ultravioleta. Por crescerem 

em um habitat extremo e crítico para reprodução, os fungos produzem 

metabólitos secundários diferenciados, resultantes da adaptação química frente 

às pressões ambientais (BHADURY et al., 2006).  

O primeiro fármaco oriundo do ambiente marinho foi a Ziconotida, que é 

potente analgésico extraído do gastrópode Conus magus (OLIVEIRA et al., 

2012). O antibiótico cefalosporina C foi o primeiro metabólito terapeuticamente 

ativo extraído do fungo marinho Cephalosporium sp. obtido de água marinha 

(BURTON, 1951, KELECOM, 2002).  

Embora um grande número de compostos com novas estruturas e grande 

diversidade de atividades biológicas tenha sido isolado e identificado dos fungos 

endofíticos de origem marinha (GAUTSCHI et al., 2004; KJER et al., 2010), a 

literatura é escassa a respeito dos efeitos destes compostos.  
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2. Conclusão  

 

✓ As amostras – extrato da Palmaria decipiens e frações do fungo endofítico 

Aspergillus unguis - estudadas neste trabalho não apresentaram atividade 

antioxidante, quando analisadas quanto à atividade scavenger sobre o radical 

DPPH. 

 

✓ As 4 subfrações  mais apolares do fungo Aspergillus unguis (100% Hexano, 

10% Acetato de Etila:Hexano, 20% Acetato de Etila:Hexano 40% Acetato de 

Etila:Hexano) obtidas por cromatografia líquida a vácuo (CLV), não 

apresentaram citotoxicidade para os neutrófilos, os quais mantiveram 

viabilidade superior a 90%, e inibição da formação/liberação de ERO pelos 

neutrófilos.  
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