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RESUMO

Parizzi, C. Avaliacédo do potencial fotoprotetor de fungos marinhos isolados do continente
Antartico. 2022. 76f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

A exposicdo a radiacdo solar pode provocar efeitos indesejaveis, como o0
fotoenvelhecimento cutdneo e céncer de pele. Desta forma é recomendado o emprego de
medidas de fotoprotecdo. A busca de novas substancias com capacidade fotoprotetora de
origem natural nos leva a prospectar principios ativos a partir de ambientes extremos com alto
indice de radiacdo. Este é o caso do continente Antartico, habitado por organismos capazes de
resistir aos danos causados pela alta incidéncia de radiacdo solar. Para este estudo foram
selecionadas duas espécies de fungos do continente antartico: Geomyces vinaceus, coletado de
sedimentos de agua de fumarola, e Rhinocladiella similis, isolado da alga parda Phaeurus
antarcticus, com objetivo de analisar o potencial fotoprotetor e antioxidante de seus extratos.
Para isso foram avaliadas diferentes condicdes de cultivo dos fungos variando meio de cultura
e tempo de incubacao para selecionar extratos mais promissores. Foi realizado fracionamento
e subfracionamento dos extratos pelas técnicas de cromatografia liquida a vacuo e em camada
delgada. Para analise do potencial fotoprotetor foram obtidos os espectros de absor¢édo na regido
UV das amostras, bem como analise da fotoestabilidade perante exposicéo a radiacdo UVA. A
atividade antioxidante foi analisada pelo método de neutralizacdo do radical DPPH e pela
deteccdo da geracdo de ERO intracelular induzida por radiacdo UVA em monocamada celular
(HaCaT). Também foram analisadas a fototoxicidade baseada no guia 432 da OECD em
monocamada celular de fibroblastos murinos e a irritagdo ocular pelo método HET-CAM. Os
extratos brutos extraidos com acetato de etila dos fungos cultivados em arroz, suas fracoes e
subfragdes, mostraram alta absorcéo na regido do UVA e UVB, entretanto foram consideradas
fotoinstaveis perante a dose de radiacao utilizada. Os extratos brutos, fracdes e subfracdes do
fungo R. similis cultivado em 14 e 28 dias também apresentaram potencial cito e fototoxico,
contudo as fragdes testadas pelo ensaio de HET-CAM ndo apresentaram potencial irritante.
Fracdes do fungo R. similis cultivado em 28 dias apresentaram boa atividade de neutralizacéo
do DPPH e fracGes de R. similis cultivado em 14 dias apresentaram reducdo da producéo de
ERO induzidos pelo UVA em até 22% em baixas concentra¢des (<25 pg/mL). O estudo
realizado contribuiu para indicar possiveis aplicacfes de fraces e substancias isoladas dos
fungos endofiticos estudados. Entretanto sdo necessarios estudos complementares para a
confirmar da auséncia de toxicidade, avaliar e identificar quais sdo as substancias responsaveis
pela cito e fototoxicidade e quais séo as de interesse para a fotoprotecéo.

Palavras-chave: Fungos, Fotoprotecdo, Fototoxicidade, Antioxidante, Métodos in Vvitro,
Geomyces vinaceus, Rhinocladiella similis.



ABSTRACT

Parizzi, C. Evaluation of photoprotective potential of marine fungi isolated from Antarctic
continent. 2022. 76f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Exposure to solar radiation can cause unwanted effects, such as photoaging and skin cancer.
Thus, different photoprotective approaches are important. The search for new compounds of
natural origin with photoprotective potential lead to prospect extreme environments with high
radiation levels. This is the case of Antarctic continent, inhabited by organisms capable of
protect themselves from UV induced damages. In this study we selected two species of fungi
from the Antarctic continent: Geomyces vinaceus, collected from fumarole sediments, and
Rhinocladiella similis, isolated from brown algae Phaeurus antarticus, aiming to evaluate the
photoprotective potential and antioxidant activity of their extracts. Different cultivation
conditions were tested altering culture medium and incubation time to obtain most promising
extracts. The extracts were fractionated and subfractionated by vacuum liquid chromatography
and thin layer chromatography. Photoprotection was assessed by obtaining the UV absorption
spectra and determination of photostability with exposure to UVA radiation. Antioxidant
activity was assessed by DPPH radical scavenging and detection of intracellular ROS induced
by UVA radiation in cell monolayer (HaCaT). Photoxicity was evaluated by OECD 432
guidelines in mouse fibroblast cell monolayer assay, and ocular irritation was assessed by the
HET-CAM assay. The crude extracts of ethyl acetate of fungi cultivated in rice, its fractions
and subfractions presented high UVA and UVB absorption, however were considered
photounstable under the radiation dose employed. The crude extract, fractions and subfractions
of R. similis cultivated for 14 and 28 days also presented cyto and phototoxic potential, although
fractions tested by the HET-CAM assay did not present any irritation potential. Fractions of R.
similis cultivated for 28 days presented good scavenging activity of DPPH radical and fractions
of R. similis cultivated for 14 days decreased of ROS production induced by UVA up to 22%
in lower concentrations (<25 pg/mL). This study contributed to indicate possible applications
of fractions and substances isolated from the studied endophytic fungi. However, further studies
are needed to confirm the absence of toxicity, evaluate and identify which substances are
responsible for cytotoxicity and phototoxicity and which are of interest for photoprotection.

Keywords: Fungi, Photoprotection, Phototoxicity, Antioxidant, in vitro methods, Geomyces
vinaceus, Rhinocladiella similis.



1. INTRODUCAO



A radiagdo ultravioleta (UV) faz parte do espectro eletromagnético da luz solar,
sendo dividida entre UVC (200 — 290 nm), UVB (290 — 320 nm) e UVA (320 — 400 nm),
sendo esta subdividida em UVA 11 (320 — 340 nm) e UVA | (340 — 400 nm). A radiacdo
que atinge a superficie da Terra € majoritariamente composta pela radiacdo UVA (>90%),
junto com a radiacdo UVB (<10%), enquanto a radiacdo UVC é completamente absorvida
na regido da camada de ozénio, ndo atingindo a superficie terrestre e ndo apresentando,
portanto, relevancia clinica (NARAYANAN et al., 2010).

A exposicdo a radiacdo UV A pode produzir espécies reativas de oxigénio (ERO), que
induzem reacg6es inflamatdrias e danos ao DNA. Além disso, é responsavel pelo efeito de
bronzeamento imediato, através da oxidacdo da melanina presente na epiderme. J4 o UVB
é responsavel pelo eritema, pelo espessamento da epiderme e por danos diretos ao DNA,
como, por exemplo, a formacdo de dimeros de pirimidina. Apesar dos efeitos danosos, a
radiacdo UVB assume um papel importante para o organismo, participando da sintese de
vitamina D (NARAYANAN et al., 2010; CASTRO, 2011; MADDODI et al., 2012; ASSIS
etal., 2021; GUAN et al., 2021).

Adotar medidas de fotoprotecdo pode atenuar os efeitos danosos da exposicdo a
radiacdo UV ao organismo. Estas podem ser feitas com a utilizagdo de itens de vestimenta
apropriados ou uso de filtros solares de aplicacdo topica, que podem ser formulados
incluindo compostos antioxidantes para maior protecdo cutdnea contra os efeitos da
formacédo de ERO pela radiacgéo.

Uma atual tendéncia de mercado na area de protecao solar € a busca de novas matérias
primas de origem natural. O Helioguard 365 da empresa Mibelle Biochemistry (MIBELLE
GROUP, Suiga), por exemplo, é uma matéria prima utilizada em fotoprotetores, extraido
de algas vermelhas Porphyra umbilicalis. Além dos compostos produzidos por algas,
também € descrito na literatura que algumas espécies de fungos também produzem
substancias que absorvem radiacdo na regido do UV (TORRES et al., 2004; PALLELA et
al., 2010; RANGEL et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2021).

Organismos provenientes do ambiente marinho apresentam grande potencial para
prospec¢do e producdo de novas estruturas quimicas. Diferentes espécies de
microrganismos podem colonizar uma grande variedade de algas marinhas, em associa¢des
simbioticas, denominados microrganismos endofiticos. Estes representam uma fonte
promissora de estruturas quimicas com atividade biologica devido a relacdo entre
microrganismo e a alga hospedeira (STROBEL, 2003; SARASAN et al., 2017; CARROLL
et al., 2020).



O ambiente antartico é considerado um ambiente de condigbes extremas devido a
baixa temperatura, baixos niveis de nutrientes, periodos de luz varidveis e a alta incidéncia
de radiacdo UV. Microrganismos que habitam a Antartica possuem diversos mecanismos
de defesa para suportar os danos da radia¢dao, como, por exemplo, a producéo de pigmentos
absorvedores de radiacdo UV, mecanismo antioxidante enzimético ou ndo, entre outras
(ORDENES-AENISHANSLINS et al., 2016; NUNEZ-PONS et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Em busca de novas opc¢des de matéria-prima para uso em fotoprotetores, selecionamos
dois fungos provenientes do Continente Antartico: Geomyces vinaceus, coletado do ambiente
antartico, a partir de sedimentos de dgua de fumarola (orificios no solo que emitem vapores e
gases em alta temperatura, associados a atividade vulcanica); e Rhinocladiella similis, fungo
endofitico isolado da alga parda Phaeurus antarcticus.

O fungo R. similis ja foi isolado de organismos de outros ambientes além da
Antartica, como o deserto e 0 mangue, e foram descobertas novas moléculas da classe dos
sesquiterpenoides e analogos de lactonas de acido resorcilico com atividade bioldgica (LI
etal., 2019; LIU etal., 2019). Fungos do género Geomyces sdo encontrados em abundancia
na Antartica, entretanto ainda ndo possuem muitas espécies identificadas (ROSA et al.,
2010; GONCALVES et al., 2012; GODINHO et al., 2013). Possuem pigmento de
coloracdo avermelhada denominado geomycamine (WANG et al., 2015; HUANG et al.,
2020). Especificamente ao G. vinaceus, informagdes na literatura permanecem escassas.

Desta forma, este projeto apresenta relevancia para descoberta de novas substancias
com possivel potencial bioativo a partir do estudo de organismos provenientes do ambiente

marinho antartico, focando na atividade fotoprotetora e antioxidante para uso cosmético.



2. CONCLUSAO



Os fungos Rhinocladiella similis e Geomyces vinaceus foram cultivados e extraidos com
utilizacdo de solventes organicos. A utilizagdo de diferentes condic¢des de cultivo mostrou que
ao se alterar as condicdes de crescimento do fungo R. similis, houve alteracdo dos resultados
que obtivemos no processo de fracionamento. Os extratos brutos mostraram absor¢cdo UV, em
ambas as regides do UVA e UVB. As fracdes e subfracbes mostraram alta absor¢do UV,
principalmente as amostras RS28D, RS28E, RS14F, RS14G, e as subfragdes D4 e E6.

Os ensaios mostraram que a maioria das fragdes foram consideradas fotoinstaveis, sendo
que a fracdo RS28F apresentou menor absorcdo e menor fotodegradacdo UVB que as demais
fracOes analisadas.

O extrato bruto RS28 (R. similis cultivado em arroz por 28 dias) e as fracdes RS28 D, E
e F fracbes RS14 E, F e G, e subfracdes RS28 E4, E5 e E8 também apresentaram potencial
fototoxico. Ja as fraces RS28 D, E e F; RS14 D, E, F e G, RS28 E6 e E7 apresentaram
citotoxicidade, entretanto as fracdes RS28 D e F ndo apresentaram potencial irritante no ensaio
de HET-CAM.

Para 0s ensaios de atividade antioxidante, as fracdes RS28E, RS28F, RS14E, RS14F e
RS14G apresentaram reducédo da producdo de ERO induzidos pelo UVA quando avaliadas
nas concentracdes de 2,5 a 10pug/mL. A substadncia RS14F apresentou maior atividade
antioxidante dentre as analisadas com diminuicdo de geracdo de ERO de 22%. Ja as fracdes
RS28F e RS28E6 apresentaram atividade pro-oxidante acima de 25 pg/mL.

Para caracterizacdo estrutural das substancias, embora ndo tenha sido realizada
elucidacdo completa das estruturas quimicas, foi possivel inferir a partir dos dados obtidos de
RMN de 'H e de experimentos bidimensionais, informac@es estruturais das substancias em
estudo, como a presenca de anel benzénico dissubstituido na amostra RS28E7, também o
padrdo semelhante a estruturas de rhinoclactonas e/ou sesquiterpenoides. Para a substancia
RS28D4, foi possivel observar a presenca de um sinal referente a carbonila cetbnica, além de
outros grupos metilicos caracteristicos de estruturas de citocalasinas, semelhantes aquelas
isoladas de fungos do género Rhinocladiella sp.. Além da presenca de hidrogénios
caracteristicos de liga¢fes duplas que podem justificar os resultados obtidos para alta absor¢éo
da radiacdo UV através de um sistema de liga¢6es duplas conjugadas.

O estudo realizado contribuiu para indicar possiveis aplicacdes de fracdes e substancias
isoladas dos fungos endofiticos estudados. Entretanto sdo necessarios estudos complementares
para a confirmar da auséncia de toxicidade, avaliar e identificar quais sdo as substancias

responsaveis pela cito e fototoxicidade e quais sdo as de interesse para a fotoprotecdo, o que
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abre novas perspectivas para continuidade dos estudos, inclusive com a proposta de novos
ensaios de avaliacdo de eficacia.
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