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RESUMO

NOGUEIRA, G. A. Estudo do metabolismo oxidativo de neutréfilos humanos
expostos a produtos de alga marinha e fungo endofitico provenientes da
Antartica. 2018. 77f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Neutrofilos sdo a primeira linha de defesa do sistema imunolégico, eles
produzem substancias microbicidas, tais como espécies reativas de oxigénio
(ERO), sdo capazes de eliminar patdgenos e possuem papel importante em
processos inflamatérios fisiolégicos e patolégicos. No entanto, os efeitos
benéficos e nocivos mediados por esta célula dependem, em grande parte, do
equilibrio redox, que se estabelece entre a producdo de ERO e a ac¢do de
antioxidantes. A quebra deste equilibrio leva ao estresse oxidativo, capaz de
causar danos pelas ERO sobre as estruturas biolégicas. Sendo assim, a
regulacdo das funcdes dos neutréfilos € um importante alvo terapéutico. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo de produtos naturais — extrato bruto,
fracbes e subfracdes — oriundas da Antartica na regulacdo do metabolismo
oxidativo de neutréfilos humanos. Para este propésito, o extrato bruto da alga
Palmaria decipiens, nove (9) fracdes do fungo endofitico Aspergillus unguis e
nove (9) subfragdes deste foram estudadas. As amostras foram avaliadas quanto
a atividade scavenger, utilizando-se o 2,2-difenil-B-picrilhidrazil; a citotoxidade
aos neutrdfilos, por andlise da viabilidade celular com o ensaio de exclusao do
Azul de Trypan; e ao efeito sobre a producédo de ERO pelos neutrdfilos, medida
por quimiluminescéncia dependente de luminol, utilizando-se forbol-12-miristato-
13-acetato como estimulo para os neutrofilos. Os resultados mostraram que: 1)
nenhuma das amostras apresentou atividade scavenger; 2) a viabilidade celular
manteve-se igual ou maior que 90% quando neutréfilos foram expostos as
frac6es FR5, FR6*, FR8, e as subfracdes contendo 100% Acetato de Etila, 10%
Acetato de Etila:Hexano, 20% Acetato de Etila:Hexano e 40% Acetato de
Etila:Hexano; 3) dentre as fracbes que mostraram viabilidade celular maior que
90%, a inibicdo da producédo de ERO pelos neutrdfilos foi observada com a FR5
(51%), a FR6* (20%), a subfracdo 100% Hexano (73%), a subfracdo 20%
Acetato de Etila/Hexano (42%) e a subfracdo 40% Acetato de Etila/Hexano
(38%). Os resultados mostram que algumas das fragdes e subfra¢gdes do fungo
endofitico Aspergillus unguis apresentaram inibicdo da producédo de ERO pelos
neutréfilos humanos entre (20 a 73%). Esta inibicAo ndo é por atividade
scavenger de radiciais de oxigénio, sugerindo que este efeito regulador sobre o
neutréfilo possa resultar da atividade dos componentes nestas fracbes sobre
outras vias metabdlicas desta célula. A partir destes resultados, faz-se
necessario identificar a composicéo destas fracdes e seus efeitos sobre vias
metabdlicas e sobre outras fun¢des efetoras dos neutrofilos. A contribuicdo deste
estudo é a procura por moléculas bioativas, capazes de regular parcialmente as
respostas do neutréfilo, para restabelecer o equilibrio funcional desta célula em
estados patolégicos, diminuindo seus efeitos nocivos sem prejuizo do seu papel
crucial para a homeostase.

Palavras-chave: Neutrofilo; Metabolismo Oxidativo; Produtos Naturais.



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 Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo 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-B-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 Iluminol-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. Introducéao
1.1. Neutrofilos: caracteristicas gerais

O sistema imunoldgico € composto por um arsenal de células e moléculas
soluveis. Didaticamente o sistema imunoldgico € dividido em inato e adaptativo
ou adquirido. Esta divisdo ocorre considerando que o sistema imunolégico inato
é filogeneticamente mais antigo, no entanto, as acgdes efetoras de ambos se
comunicam em todas as fases da resposta frente ao agente invasor. O sistema
imunologico inato constitui a primeira linha de defesa em resposta a invasao de
patégenos para a prevencao e/ou resolucao de infecgcbes. Dentre as células da
imunidade inata destacam-se os neutréfilos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013;
WARD; ROSENTHAL, 2014).

Os neutrdfilos sédo as células mais produzidas pela medula 6ssea de um
individuo saudavel (2x10!! células/dia), constituindo cerca de 40-60% das
células sanguineas. Sua forma madura apresenta caracteristicas morfoldgicas
distintas, com aproximadamente 10-15 um de diametro, ndcleo com 3 a 5
I6bulos, citoplasma rico em granulos e tempo de meia vida de aproximadamente
6-8 horas. As caracteristicas morfologicas de nacleo lobulado e citoplasma com
granulos conferem ao neutrodfilo a classificacdo como leucocito polimorfonuclear
e granuldcito, respectivamente (BORREGAARD, 2010).

Os neutrofilos sdo originados a partir de uma célula hematopoiética
pluripotente da medula éssea e sua producdo é estimulada na presenca de
fatores de crescimento, como o fator estimulador de crescimento de col6nia de
granulécitos (G-CSF). Em resposta aos fatores de crescimento, 0s precursores
dos neutrofilos sdo estimulados a diferenciacdo e maturacdo, tendo o
mieloblasto como a forma mais imatura desta linhagem celular seguido pelo pro-
mielécito, mieldcito, metamieldcito, neutrofilo bastonete e, por fim, o neutréfilo
segmentado, a forma celular mais madura (MA et al., 2012; FRANCISCO-CRUZ
et al., 2014).

Enquanto viaveis, em organismos saudaveis, 0s neutrofilos
desempenham funcdes efetoras caracteristicas, como a fagocitose, producéo e
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) resultantes do seu
metabolismo oxidativo ou burst respiratorio, liberacdo de granulos com acgéo
microbicida direta ou indireta, e liberacdo extracelular de DNA, um mecanismo

de “armadilha” para capturar e imobilizar patégenos denominada de NETose
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(Neutrophil Extracellular Trap, armadilha extracelular dos neutroéfilos)
(ABDALLAH et al., 2011).

1.2. Producdo de espécies reativas de oxigénio pelos neutréfilos

A ativacdo dos neutroéfilos pode se dar pelo reconhecimento e interacéo
dos seus receptores com moléculas ligantes na superficie dos patégenos, tais
como imunoglobulinas, proteinas do sistema complemento e/ou padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS). A partir da interacdo entre
receptores e ligantes, o neutréfilo € ativado e desempenha seu papel como
fagdcito profissional, levando a internalizacdo do patdgeno e formacdo de um
vacuolo citoplasmatico que se funde ao lisossomo, o fagolisossomo. Para que
haja eliminagdo do agente invasor, ha a formacdo do complexo enzimatico
NADPH-oxidase (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) na membrana do
fagolisossomo, conforme esquematizacéo na Figura 1, iniciando a formacéao de
seu primeiro produto microbicida, o anion superéxido (O2’), que atua como
mediador da producdo de outras substancias citotoxicas (HORDIJK, 2006;
AMULIC et al., 2012; MITTAL et al., 2014).

O anion superoxido pode sofrer dismutacao para peroxido de hidrogénio
(H202), por acdo da enzima Superoxido Dismutase (SOD), que atua como
catalisadora de reacdo. Posteriormente, moléculas de H202 reagem, na
presenca da enzima mieloperoxidase, com ions cloro (CI), originando &cido
hipocloroso (HOCI) (FLANNAGAN et al., 2012; MITTAL et al., 2014).

Adicionalmente, o anion superéxido como mediador na producdo de
substancias oxidantes pode reagir com ions Ferro (Fe®*), tendo como resultado
a formacao de radicais hidroxila (OH") por duas vias: a primeira, conhecida como
reacdo de Haber-Weiss, ocorre quando ions ferro (Fe®*) produzem OH- pela
reducdo do O2". A segunda reagéo ocorre quando as hidroxilas sdo formadas a
partir da interacdo de ions ferro reduzidos (Fe?*) com H202, na denominada
reacao de Fenton (MITTAL et al., 2014)

Apesar de eliminar patégenos, as ERO podem causar dano tecidual caso
ndo haja equilibrio de sua liberacéo e interacdo com substancias antioxidantes
circulantes, as quais atuam prevenindo, removendo ou postergando o dano
oxidativo da molécula alvo (WINTERBOURN, 2008). O balanco estabelecido

entre oxidantes e antioxidantes é conhecido por equilibrio redox.
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Compde o arsenal de substancias antioxidantes enzimas com agao
scavenger como a catalase, glutationa peroxidase (GPO), superoxido dismutase,
peroxirredoxinas e tioredoxinas. Além de substancias enddgenas, a acao
antioxidante pode ser obtida de forma exdgena, pela alimentacdo e
suplementacdo. Diversos compostos tém sido investigados como potenciais
agentes antioxidantes. Dentro deste conjunto, h4 destague para o interesse
crescente por substancias de origem natural (VALKO et al., 2007; LI et al., 2011;
HANDY; LOSCALZO, 2012; TAKAO et al., 2015).

r/ _
NADPH o, ONOO
\ Fe3

NADPH
Oxidase

HO

cloraminas
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peptideos,
etc.
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NO:
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SOD l

GPO MPO,
H,O -—— H;0, 7\—' H;0
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Figura 1 — Representac@o esquematica do metabolismo oxidativo de neutréfilos. Apos
formacdo do complexo enzimético NADPH-oxidase, ha conversdo do O, em &nion
superoéxido (O), que pode ser submetido a duas transformacdes: reagindo com o 6xido
nitrico (NO") é capaz de formar peroxinitrito, ou sofrer dismutacdo espontanea pela
enzima superoéxido dismutase (SOD). O peréxido de hidrogénio pode reagir com ions
ferro e gerar radicais hidroxila, ou pela acdo da enzima mieloperoxidase (MPQO) gerar
acido hipocloroso (HOCI). O HOCI, na presenca de aminoacidos é capaz de gerar
cloraminas. Esse processo € dependente de enzimas granulares e é passivel de
regulacéo pelo sistema antioxidante, enddgeno e exdgeno. ERO, Espécies Reativas de
Oxigénio; NADPH, Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato; SOD, Superédxido
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. Neutréfilos como alvo terapéutico de produtos naturais

Os neutrdfilos constituem a primeira linha de defesa do hospedeiro. No
entanto, em processos inflamatorios de carater cronico, estas células podem ser
constantemente ativadas, gerando uma quantidade de ERO superior as
moléculas destinadas ao equilibrio redox, causando dano tecidual, prejuizo
funcional ou perda do érgdo (SMALL et al., 2012).

Pelo seu papel em processos inflamatorios, os neutrofilos tém se tornado
alvo na pesquisa de compostos capazes de controlar suas funcdes efetoras em
situacdes onde estes mecanismos se apresentam prejudiciais. O desafio esta
em como desenvolver um alvo terapéutico que controle as respostas deletérias
dos neutrofilos sem prejudicar as funcdes importantes para a manutencédo da
homeostase.

Dentre as fungfes dos neutrdfilos, destacam-se como possiveis alvos de
controle o processo de fagocitose, a migracado endotelial, a desgranulacéo, a
liberacdo de NETs e o sistema oxidante (JOHANSSON et al. 2002; COSTA et
al., 2016; KORINEK et al, 2016; HMOTEH; MUSTHAFA,
VORAVUTHIKUNCHAL, 2018). As estratégias utilizadas para estudo do sistema
oxidante incluem a atividade direta (scavenger) de produtos naturais sobre as
espécies reativas de oxigénio (radicalares e nédo radicalares), a inibicdo das
subunidades da enzima NADPH-oxidase (Nox2) ou as enzimas que participam
da geracao de produtos oxidantes (DEROCHETTE et al., 2013; FIGUEIREDO-
RINHEL et al., 2017; McDONALD, 2017; ZEINALI et al. 2017).

A escolha dos neutréfilos como alvo de pesquisa para utilizacdo
terapéutica se baseia na crescente demanda da descoberta destas células como
importantes biomarcadores, capazes de auxiliar no diagnéstico clinico,
monitoramento e progndéstico de doencas. Na pratica clinica ja sao utilizados
medicamentos (sintéticos e biofarmacos) que controlam suas func¢des, a fim de
auxiliar o tratamento (McDONALD, 2017). Neste sentido, o avanco nha
descoberta, elucidacéo e sintese de novos farmacos a partir de produtos naturais

se mostra como um potente e crescente nicho de atuacao.

1.4. Produtos naturais de origem marinha

Os produtos naturais representam uma fonte de diversidade quimica para
a descoberta de novos candidatos a farmacos com potencial terapéutico para
uma variedade de doencas (KINGSTON, 2011; NEWMAN; CRAGG, 2012;
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CRAGG; NEWMAN, 2013). Na area farmacéutica, os metabdlitos de origem
natural representam aproximadamente 64% do nimero de substancias (de baixo
peso molecular) aprovadas para serem usadas como farmacos, no periodo de
janeiro de 1981 a dezembro de 2010 (NEWMAN; CRAGG, 2012). Estes dados
atestam a contribuicdo significativa da quimica de produtos naturais para o
desenvolvimento de novos medicamentos.

Neste contexto, 0 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),
0 que mostra que existe uma enorme variedade de organismos marinhos a
serem explorados quanto a suas propriedades quimica, biolégica e biossintética.

O Continente Antartico possui um cenario marinho exuberante. E um dos
ambientes mais extremos da Terra, com o clima mais frio e seco do planeta e
uma variacdo da temperatura anual de 15°C no verdo a -80°C no inverno
(FERREIRA, 2009). Mesmo em condi¢cBes tdo adversas, uma diversidade de
formas de vida estd presente no continente Antartico como bactérias, fungos,
invertebrados, aves e mamiferos (ONOFRI et al., 2007; SHIVAJI; PRASAD,
2009). Em patrticular, o ambiente marinho € perfeito para proliferacdo de algas
(BISCHOFF, 1996).

A pesquisa sobre a biodiversidade de macroalgas na Antartica é restrita
devido a falta de informacgbes taxonémicas e de distribuicdo consistente, o que
impulsiona a realizacdo de estudos de prospeccdo quimica e biolégica com as
mesmas (CLAYTON, 1994).

As macroalgas sédo organismos multicelulares que apresentam clorofila e
sao retratadas com ampla distribuicdo nas regides litoraneas de todo o planeta
(SILVA et al., 2008; GAMAL, 2010). Estima-se que 90% das espécies de
macroalgas estdo localizadas no oeste da Antartica (WIENCKE; CLAYTON,
2002). Por ser fortemente isolada, a flora ficoloégica do Oceano Antartico teve
como consequéncia um alto grau de endemismo na Antartica e, por isso,
aproximadamente 30% das espécies da regido sao endémicas.

Macroalgas saudaveis produzem uma secrecao rica em carboidratos,
lipideos e peptideos, os quais agem como um fator atrativo para o0s
microrganismos colonizadores (ZUCCARO; MITCHELL, 2005), como por

exemplo, fungos. Fungos em associagdo com macroalgas integram um grupo
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variado que inclui espécies simbiontes, saprébias, parasitas e patogénicas
(KOHLMEYER; VOLKMANN-KOHLMEYER, 2003; RAGHUKUMAR, 2006;
SURYANARAYANAN, 2012).

1.4.1. Palmaria decipiens e o fungo endofitico Aspergillus unguis

Dentro das espécies de algas encontradas no ambiente antértico,
destaca-se neste trabalho a macroalga Palmaria decipiens, um dos 37 membros
do filo das rodofitas na Antértica, sendo pertencente a classe Florideoficeae. Sua
macro morfologia € caracterizada pelo seu talo de até 70 cm e superficie
brilhante com coloracdo avermelhada ao roxo, sendo encontrada normalmente
em ambientes rasos (menor que 6 m) (HOMMERSAND et al., 2009; BECKER et
al., 2011).

Na literatura ndo sé&o encontrados estudos que avaliem o potencial
biol6gico 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 metabdlitos produzidos pela alga P. decipiens
na formacdo de esporos de outra espécie de alga marinha, o que reafirma a
complexidade dos produtos metabdétitos secundarios desta macroalga.

Além disso, Palmaria decipiens tem sido descrita como hospedeira de
diferentes espécies fungicas, das quais os produtos de extracao tém mostrado
papel bioativo (GODINHO et al., 2013). Neste cenario a relacdo entre alga e
fungo desempenha papel importante, uma vez que ha relacao direta entre 0 meio
em gue a macroalga se desenvolve e a producdo de metabdlitos que serdo
compartilhados na relagéo simbiética.

Dentre os fungos que coabitam de forma endofitica a macroalga Palmaria
decipiens, ha destaque neste trabalho para a espécie Aspergillus unguis. As
informacdes sobre o género Aspergillus sdo diversas, no entanto aquelas
relacionadas a espécie A. unguis sdo escassas, ndo havendo informacgdes sobre
a relacéo endofitica com Palmaria decipiens, refletindo a importancia de estudos
quimicos e taxonémicos.

As principais classes de compostos descritas nesta espécie sao as
depsidonas, dentre as mais conhecidas encontram-se a nidulina, nornidulina e
2-clorounguinol (Figura 2). As depsidonas tém se atribuida atividade antitumoral,
antibacteriana, antifungica e antioxidante (CHOMCHEON et al., 2009;
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KHUMKOMKHET et al., 2009; ABDOU et al., 2010; SURERAM et al., 2012). EIl-
Hady e colaboradores (2015) descreveram, em ensaios livres de células,
atividade scavenger sobre o anion superéxido, inibicdo da enzima

acetilcolinesterase e alfa-glucosidase.
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cl cl
o cl o cl
HO cl = HO cl =
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Figura 2 — Estruturas de depsidonas descritas no fungo Aspergillus unguis (adaptado a
partir de MORAES, 2017).

As relagdes ecoldgicas que existem entre microrganismos e macroalgas
sdo pouco conhecidas e podem ter grande significado para a conservacao e
exploracéo biotecnoldgica dos ambientes marinhos (HAWKSWORTH, 1991).

Os fungos marinhos sdo uma classe de microrganismos pouco estudada
dentro de um diversificado e complexo ecossistema, no entanto, sabe-se que
estes fungos sdo importantes no reaproveitamento de nutrientes, principalmente,

na decomposi¢cdo de substratos lenhosos, herbaceos e até mesmo de animais
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mortos nos oceanos (HYDE et al., 1998), podendo ser uma fonte de novas
substancias com atividade terapéutica.

A parte externa das algas fornece uma regido protegida em um ambiente
gue constantemente € alvo de fatores de estresse como a baixa concentracao
de nutrientes, dessecamento, salinidade e radiacao ultravioleta. Por crescerem
em um habitat extremo e critico para reproducdo, os fungos produzem
metabalitos secundarios diferenciados, resultantes da adaptacdo quimica frente
as pressdes ambientais (BHADURY et al., 2006).

O primeiro farmaco oriundo do ambiente marinho foi a Ziconotida, que é
potente analgésico extraido do gastropode Conus magus (OLIVEIRA et al.,
2012). O antibiotico cefalosporina C foi o primeiro metabdlito terapeuticamente
ativo extraido do fungo marinho Cephalosporium sp. obtido de agua marinha
(BURTON, 1951, KELECOM, 2002).

Embora um grande nimero de compostos com novas estruturas e grande
diversidade de atividades bioldgicas tenha sido isolado e identificado dos fungos
endofiticos 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. Concluséo

v' As amostras — extrato da Palmaria decipiens e fragcbes do fungo endofitico
Aspergillus unguis - estudadas neste trabalho n&o apresentaram atividade
antioxidante, quando analisadas quanto a atividade scavenger sobre o radical
DPPH.

v' As 4 subfragcdes 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 liquida a vacuo (CLV), néo
apresentaram citotoxicidade para os neutrofilos, os quais mantiveram
viabilidade superior a 90%, e inibicdo da formacao/liberacdo de ERO pelos
neutrofilos.
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