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RESUMO

JORDAO, A.C. Prospeccéo quimica e estudo do potencial fotoprotetor e imunomodulador
do fungo endofitico Arthrinium sp. isolado da alga Phaeurus antarcticus. 2020. 113f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

O ambiente marinho é vasto e apresenta uma enorme biodiversidade, onde organismos se
adaptaram de forma excelente a situacéo extrema do ecossistema. Essa biodiversidade adaptada
as condigdes inospitas resultou em compostos quimicos diferenciados e de grande importancia
para a medicina humana. Varios farmacos de origem marinha ja se encontram no mercado
farmacéutico, e muitos candidatos se encontram em testes clinicos e pré-clinicos. O continente
Antartico também é um ambiente extremo inospito. O interesse aos organismos antarticos em
particular vem crescendo devido as suas habilidades de sobreviver neste ambiente severo. Em
virtude disso, o presente trabalho teve como objeto de estudo o fungo Arthrinium sp. endofitico
da alga antéartica Phaeurus antarcticus, com o objetivo de isolar e identificar metabdlitos
secundarios e avalid-los quanto ao potencial fotoprotetor e de modulagéo de producéo de ERO
por neutrdfilos. Cinco substancias foram isoladas, entre elas trés xantonas ja relatadas como
sendo produzidas por espécies de Arthrinium: a 2,3,6,8-tetraidroxi-1-metilxantona, a 2,3,4,6,8-
pentaidroxi-1-metilxantona e a 3,6,8-triidroxi-1-metilxantona; e outras duas substancias com
relato inédito nesta espécie de fungo: o alcool 3-hidroxibenzilico e a 6,8-diidroxi-3-(2-
hidroxipropil) isocumarina. As substancias E.p5 e F.p8 mostraram um efeito de absorcdo na
faixa do UV potencial, assim como o extrato e algumas fragdes. Com isso, conclui-se que o
fungo Arthrinium sp. é uma O6tima fonte de novos produtos naturais, e estudos mais
aprofundados sdo necessarios para descoberta de metabdlitos novos e bioativos, ndo
descartando o seu potencial efeito fotoprotetor e de modulacéo na producdo de ERO.

Palavras-chave: Produtos naturais marinhos, Continente Antartico, Fungos endofiticos,
Atividade bioldgica, Arthrinium sp.



ABSTRACT

JORDAO, A.C. Chemical prospecting and study of the photoprotective and
immunomodulatory potential of the endophytic fungus Arthrinium sp. isolated from the
seaweed Phaeurus antarcticus. 2020. 113s. Dissertation (Master). School of Pharmaceutical
Sciences of Ribeirdo Preto - University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

The marine environment is wide and has an enormous biodiversity, where organisms have
excellently adapted to the extreme circumstances of the ecosystem. This biodiversity adapted
to inhospitable conditions that resulted in distinct chemical compounds and of great importance
for human medicine. Several drugs from marine origin are already in the pharmaceutical
market, and many candidates are in clinical and pre-clinical tests. The Antarctic continent is
also an extreme and inhospitable environment. Interest in Antarctic organisms in particular, has
been growing due to their ability to survive in this severe environment. Due to the exposed, the
present study had as object the fungus Arthrinium sp. endophytic of the Antarctic seaweed
Phaeurus antarcticus, with the objective of isolating and identifying secondary metabolites and
evaluating them for the photoprotective potential and modulation of ROS production by
neutrophils. Five substances were isolated, including three xanthones already reported to be
produced by species of Arthrinium: 2,3,6,8-tetrahydroxy-1-methylxanthone, 2,3,4,6,8-
pentahydroxy-1-methylxanthone and 3,6,8-trihydroxy-1-methylxanthone; and two other
substances with unprecedented reports in this species of fungus: 3-hydroxybenzyl alcohol and
6,8-dihydroxy-3- (2-hydroxypropyl) isocoumarin. The substances E.p5 and F.p8 showed a
potential UV absorption effect, as well as the extract and some fractions. Thus, it is concluded
that the fungus Arthrinium sp. is a great source of new natural products, and further studies are
needed to discover new and bioactive metabolites, not discarding its potential photoprotective
and modulation of the production of ROS effects.

Keywords: Marine natural products, Antarctic Continent, Endophytic fungi, Biological
activity, Arthrinium sp.



1. INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Produtos naturais marinhos

Os mares e oceanos recobrem mais de 70% da superficie terrestre e representam uma
fonte de grande biodiversidade (PANGESTUTI et al., 2018). No entanto, menos de 5% dos
oceanos foi explorado. Os ecossistemas marinhos proporcionam um ambiente Severo,
caracterizado por alta pressao, alta salinidade, baixos niveis de nutrientes e condi¢cdes de alta
ou baixa temperatura e alta ou baixa luz natural (LI et al., 2020; NEWMAN e CRAGG, 2016).
Para se adaptarem a estas condi¢des, os organismos marinhos deram origem a metabdlitos
secundarios com grande diversidade quimica, tornando os oceanos uma importante fonte de
produtos naturais com bioatividades de grande interesse para a descoberta de novos
medicamentos. Uma peculiaridade do ambiente marinho é, também, a presenca de organismos
sésseis, ou seja, que ndo possuem mecanismos de locomocéo, como algas, esponjas e cnidarios,
desenvolvendo, portanto, um sistema de defesa quimico. Tudo isso, entdo, culminou em uma
diversidade e complexidade estrutural dos metabdlitos secundarios de varios tipos de classes,
que despertam o interesse de muitos pesquisadores de produtos naturais (LI et al., 2020).

Olhando através de uma perspectiva historica, o “Purpura Tiria”, um corante retirado de
um molusco mediterraneo que fora utilizado nos tempos romanos, apresentou uma atividade
significativa contra células cancerigenas, sendo assim utilizado para tratamento de leucemia na
medicina chinesa tradicional. Além deste, um dos primeiros relatos de metabdlitos secundarios
originados de invertebrados marinhos é a toxina conhecida como nereistoxina provinda do
verme marinho Lumbrineris brevicirra. Pescadores japoneses ja conheciam ha anos a
propriedade inseticida do verme (NEWMAN e CRAGG, 2016). Em 1934, Nitta isolou este
ativo e a estrutura foi proposta por Okaichi e Hashimoto em 1962. Em 1965 foi reportada a
sintese total do composto por Hagiwara e colaboradores (HAGIWARA et al., 1965; NEWMAN
e CRAGG, 2016). A substancia mostrou-se uma antagonista da acetilcolina. Nos anos seguintes
sua estrutura foi utilizada como base para o desenvolvimento do analogo Padan®,
comercializado pela empresa Takeda (NEWMAN e CRAGG, 2016).

Deve ser mencionado ainda outro relato importante, que € a identificacdo feita por
Bergmann, em 1950, dos nucleosideos bioativos contendo arabinose espongotimidina e
espongouridina ambos isolados da esponja proveniente do Caribe Tethya crypta. Esta
identificacdo é diretamente relacionada ao desenvolvimento do farmaco Ara-C, pois sem o
relato da arabinose substituindo a ribose ou a desoxirribose, a substancia seria um componente

comum dos &cidos nucleicos. O farmaco antiviral Ara-A, sintetizado e comercializado pela



Glaxo SmithKline, também esta relacionado com esta descoberta, pois também foi baseado na
substituicdo por arabinose. A substancia adenosina arabinose (Ara-A) foi, mais tarde, isolada
do coral mediterraneo Eunicella cavolini (NEWMAN e CRAGG, 2016). Através de décadas de
estudos em instituicdes de pesquisa e em industrias farmacéuticas, varios farmacos derivados
de organismos marinhos alcangaram com sucesso o mercado, exemplos sdo mostrados na figura

1. Entre os exemplos, cinco s&o utilizados no tratamento do cancer (LIANG et al., 2019).

> 4 ~N
Brentuximabe Vedotina, Polatuzumabe Vedotina
Mab: CD30 Mab: CD79b
Anticancer Anticancer
NH, HO. ’

N
HOL_ 9

) N
] o

™ HQ

|

OH
Citarabina, Ara-C
Anticdncer

(o]

A

0505~

9 * M
o My

e | “"N ] -0,

o o
=
) 0. .
" oR} i 0804

Iota-Carrégeenan
Antiviral

-0 én
Trabectedina, ET-743
Anticancer

Esteres etilicos de Omega 3
Anti-hipertrigliceridemia

Vidarabina, Ara-A
Antiviral i
N AN

- Cys ~Lys — iy ~1ys ZiCONOtida

| Analgésico
Als — Gy

Acidos carboxilicos de Omega 3
Anti-hipertrigliceridemia
o

Mesilato de Eribulina
Anticdncer

HO ¢ /\k Y \Js HN HO 9/ = : -']'on
I ol e N S
-O. I | o, 0 OX . .
HO HN “ilr‘ "]" Cys —Ser — Arg—Ley & I w] o OOl 1
4 - X
Lys Gly = Ser CI/ Qor O
OH | L [ I&"_-
Gly - Ser - Arg — Cys }7 ‘

Acido Etil Eicosapentaenoico
Anti-hipertrigliceridemia
o

. e P T N
( o

Figura 1: Linha do tempo de farmacos aprovados provindos de organismos marinhos.
Adaptado de LIANG et al., 2019.

Mais de vinte Produtos Naturais Marinhos (PNMs) candidatos a se tornarem farmacos
aprovados estdo sob investigacGes em diferentes fases de testes clinicos, alguns exemplos se
encontram na tabela 1. Além disso, ha uma abundéncia de substancias em avaliagOes pré-

clinicas com a finalidade de desenvolvimentos para varias aplicagdes (LIANG et al., 2019).



Tabela 1: Exemplos de substancias em fase clinica derivadas de organismos marinhos.

Substancia Fase Clinica Origem Atividade
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Fonte: (LIANG et al., 2019).
1.2. Fungos associados a algas marinhas antarticas

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, através de um fungo do
género Penicillium, € um dos acontecimentos mais marcantes da histéria da ciéncia, da
medicina e da farmécia do século XX. Essa descoberta abriu 0 caminho a novos investimentos
cientificos e, consequentemente, a descoberta de novos farmacos, estimulou a investigacao de
substancias dessa fonte, os fungos e, acima de tudo, proporcionou a cura de patologias
infecciosas para as quais ndo havia qualquer terapéutica medicamentosa eficaz (PEREIRA,
2005).

A Antartica, figura 2, possui um dos ecossistemas mais primitivos e severos do planeta.
Isso se deve as baixas temperaturas, baixos niveis de nutrientes organicos, baixa disponibilidade
de agua, ventos fortes e alta incidéncia de raios UV. Porém, mesmo sob as condicGes
mencionadas, comunidades de algas e de microrganismos prosperam. As algas marinhas séo as
principais produtoras primarias do litoral e do infralitoral da Antartica. Elas cobrem
aproximadamente 30% da superficie inferior dos mares. Essas comunidades sdo caracterizadas
por um alto grau de endemismo e pela presenca de espécies adaptadas ao frio, sendo mais

comuns neste ambiente as algas pardas e vermelhas (OGAKI et al., 2019).



Numerosas espécies de fungos foram descritas em associacdo com as algas marinhas
podendo ter rela¢Oes parasiticas, saprofiticas ou endofiticas. Esses organismos sdo conhecidos
coletivamente como “fungos algicolas” e sao relativamente inexplorados, porém com grande
potencial metabdlico. O interesse aos fungos antarticos em particular vem crescendo devido a
capacidade de sobrevivéncia no ambiente severo da antértica, o que sugere presenca de rotas
biossintéticas incomuns e promissoras, que poderia conduzir a novos compostos bioativos
(OGAKI et al., 2019).

No estudo de Godinho e colaboradores (2013) foram reportadas duas espécies distintas
do género Penicillium isoladas de macroalgas antérticas. De acordo com o0s autores, 0s extratos
apresentaram uma atividade antifungica alta e seletiva contra o fungo patdégeno de plantas
Cladosporium sphaerospermum e atividade tripanocida contra Trypanosoma cruzi, o causador
etioldgico da doenca de Chagas. O espectro de RMN sugeriu presenca de compostos aromaticos
altamente funcionalizados (GODINHO et al., 2013; OGAKI et al., 2019). O trabalho de Furbino
e colaboradores (2014) também relatou fungos algicolas capazes de produzir metabdlitos
secundarios com atividade antiflngica seletiva contra Candida albicans, Candida krusei e C.
sphaerospermum. Além disso, o estudo demonstrou a capacidade do fungo Penicillium steckii
isolado da alga Monostroma hariotii em produzir substancias antivirais que inibiram a
proliferacdo do virus causador da febre amarela (FURBINO et al., 2014; OGAKI et al., 2019).
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Figura 2: As paisagens do Continente gelado, a Antartica, e a pesquisa desenvolvida durante a
OPERANTAR XXXVI, 2017. Fotos por: Gustavo Souza dos Santos.



1.3. O género Arthrinium

O género Arthrinium foi reportado como sendo cosmopolita, ocorrendo em varios
habitats e em ambos ambientes terrestre e marinho. O fungo Arthrinium sp. marinho é mais
comumente citado como endofitico de algas marinhas, especialmente algas pardas (HEO et al,
2018). Fungos endofiticos sdo membros funcionais e essenciais de uma planta ou alga, fazendo
parte de sua microbiota e ndo causando nenhum dano visivel ou sintomas de doencas. Esta
interacdo é classificada como uma simbiose. As plantas e algas habitadas por fungos endofiticos
apresentam um vigor vegetativo aumentado, melhores defesas contra fungos invasivos e contra
varios patdgenos. Em troca, os enddfitos residentes ganham um nicho ecoldgico especifico,
acesso a nutrientes e protecdo contra estresses e dessecacdo (FURTADO et al., 2019)

Atualmente, 98 espécies do género Arthrinium foram relatados no Mycobank (2020). O
género ja foi reportado como produtor de muitos compostos naturais, como, por exemplo,
arthrinonas, arthrichitinas, terpestacina, norlichexantona, mirocinas, libertellenonas,
spiroarthrinols e griseofulvina. Entretanto, um ndmero limitado de substancias bioativas (tabela
2) foram relatadas, devido a numero reduzido de estudos. Com isso, sugere-se que o fungo
Arthrinium sp. possui grande potencial para produzir varios compostos bioativos, muitos dos
quais ainda nao foram descritos (HEO et al, 2018).

Tabela 2: Exemplos de substancias bioativas isoladas de fungos do género Arthrinium.

METABOLITO(S) ESPECIE BIOATIVIDADE(S) | REFERENCIA
Arthpironas (F-1) Arthrinium sp. Antibacteriana BAO etal., 2018
Apiosporamida
Arthrinium Citotdxica WANG et al.,
Arthpironas (A-C) arundinis Inibicdo de 2015
acetilcolinesterase
Arthrininas (A-D) Arthrinium sp. Antitumoral EBADA et al.,
Antiproliferativa 2011
Decarboxiidroxicitrinona Arthrinium sp. Antiangiogénica BAO et al., 2018

Mirocina A

Libertellenona C




Meleina Arthrinium sp. Esquistossomicida RAMOS et al.,
Cis-(3R,4R)- 2013
hidroximeleina
Arthona C Arthrinium sp. Antioxidante BAO etal., 2018
2,3,4,6,8-pentaidroxi-1- (DPPH, ABTS)
metilxantona

Em virtude das informacdes citadas anteriormente, o fungo Arthrinium sp., isolado da
alga marinha Phaeurus antarcticus, coletada na ilha Greenwich - Antértica; foi objeto de nossos
estudos visando a busca por metabdlitos bioativos. Inicialmente, outro fungo foi também
estudado juntamente com o fungo Arthrinium sp.: o Epicoccum dendrobii, também isolado da

alga Phaeurus antarcticus.

1.4. A radiagdo UV e fotoprotecao

O sol emite um espectro eletromagnético amplo em comprimentos de onda (figura 3),
que compreendem entre 10-12 nm (raios-y) a 104 nm (ondas de radio) (BENEVENUTO, 2012).
Entre todos, a luz ultravioleta é a mais prejudicial para a pele. A radiacdo ultravioleta (UVR) é
dividida em trés categorias dependentes dos comprimentos de onda: curtos ou UVC (200-280
nm), médios ou UVB (280-320 nm) e longos ou UVA (320-400 nm) (SAEWAN e
JIMTAISONG, 2013).
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Figura 3: Espectro eletromagnético emitido pelo sol. Disponivel em:
https://pt.khanacademy.org/science/9-ano/materia-e-energia-9-ano/ondas-
eletromagneticas/a/o-espectro-eletromagnetico. Acesso em 17 de fevereiro de 2020.



A radiagdo UVC é completamente absorvida na atmosfera terrestre pelas moléculas de
oxigénio e ozobnio. Os raios UVB compreendem apenas a 4-5% da radiacdo ultravioleta que
atinge a terra e, por apresentarem um comprimento de onda menor, possuem maior frequéncia
e maior energia. Isso faz com que os raios UVB sejam capazes de penetrar apenas nas camadas
mais superficiais da pele, sendo responsaveis por causar queimaduras solares, cancer de pele e
fotoenvelhecimento (BENEVENUTO, 2012). A radiacdo UVA representa mais de 90% dos
raios UV totais a atingir a superficie do planeta, tendo capacidade de penetrar mais
profundamente na pele humana, alcangando a epiderme e a derme, além de aumentar a geracéo
de espécies reativas do oxigénio (ERO). Exposicao cronica aos raios UVA pode danificar as
estruturas da derme, ocasionando em fotoenvelhecimento prematuro da pele causando flacidez
e rugas (SAEWAN e JIMTAISONG, 2015). Pode também produzir danos estruturais ao DNA,
prejudicar o sistema imunologico e levar ao cancer (SAEWAN e JIMTAISONG, 2013).

A quantidade de radiacdo ultravioleta (UV) atingindo a superficie da Terra aumentou
acentuadamente nos udltimos anos (SAEWAN e JIMTAISONG, 2013). Este fendémeno,
adicionalmente ao excesso de exposi¢do a radiacdo UV da luz solar, vem contribuindo ao
aumento constante de distarbios relacionados a pele humana (SAEWAN e JIMTAISONG,
2015).

Para prevenir estes efeitos nocivos que os raios solares podem causar, a Academia
Americana de Dermatologia recomenda o uso de chapéus/bonés, camisetas, éculos de sol,
barracas, aplicacdo uniforme de protetores solares e evitar a exposi¢do ao sol por longos
periodos, principalmente entre 10-16 horas (MACIEL, 2016). A aplicacdo topica de protetores
solares é uma forma eficiente de protecao para a pele frente aos efeitos nocivos da radiacdo UV
emitida pelo sol (SAEWAN e JIMTAISONG, 2015).

A deplecdo da camada de ozbnio levou a niveis aumentados de radiacdo ultravioleta a
atingir toda a superficie terrestre, porém este fendbmeno € mais pronunciado na Antartica
principalmente na primavera, onde houve um aumento da radiagdo UV de 130% desde 1980
(RUHLAND et al., 2005). Os organismos habitantes dessa regido, portanto, necessitam de
algum tipo de fotoprotecdo para a sobrevivéncia (AVILA et al., 2015).

Sendo assim, é promissora e justificada a procura de substancias fotoprotetoras em

organismos de origem Antartica.



1.5. Produtos naturais como fotoprotetores

Os ativos fotoprotetores sdo classificados em duas categorias amplas baseado em seu
mecanismo de a¢do: inorganicos e organicos. Agentes inorganicos sdo particulas inertes que
refletem os fotons de ambos raios UVA e UVB da superficie da pele. Porém, essas particulas
sdo comumente visiveis, 0 que causa um efeito visual cosmeticamente indesejavel. Sao
tipicamente presentes em protetores solares inorganicos o 6xido de zinco e o dioxido de titanio.
Os ativos organicos sao comumente compostos aromaticos conjugados com um grupamento
carbonilico, o que permite que a molécula absorva os raios UV. Exemplos de fotoprotetores
comercializados s&o oxibenzona, sulisobenzona e octilmetoxicinamato, mostrados na figura 4.
Essas moléculas, entretanto, podem ser ativadas pela radiacdo UV, resultando em produtos
fotossensibilizantes que podem causar efeitos adversos na pele como alergias e inflamacdes
(SAEWAN e JIMTAISONG, 2015).

Oxibenzona Sulisobenzona OH
Octilmetoxicinamato

Figura 4: Ativos organicos utilizados em formulagdes fotoprotetoras.

Diversos organismos, especialmente aqueles expostos a radiagfes UV intensas,
desenvolveram vérios mecanismos fotoadaptativos incluindo produgdo de metabolitos
antioxidantes e capazes de absorver raios UV (SAEWAN e JIMTAISONG, 2015). Essas
substancias naturais receberam uma atencéo consideravel a fim de seu uso para fotoprotecéo e
reducdo do dano causado pelos raios solares. Exemplos desses produtos sao as scitoneminas,
exclusivas de cianobactérias; micosporinas, encontradas em fungos; aminoacidos tipo

micosporinas (MAAS), encontrados em cianobactérias, algas e animais e os fenilpropandides e



flavonoides, facilmente encontrados em plantas complexas (PALLELA et al., 2010). Alguns
ativos fotoprotetores importantes derivados de organismos marinhos sdo mostrados na figura
5. Um estudo realizado em colaboragdo com nosso grupo de pesquisa, demonstra a utilizacao
topica da fucoxantina, um carotenoide comum em algas marinhas, utilizando-se de métodos in
vitro para avaliar o seu potencial fotoprotetor e sua capacidade fototdxica, mostrando que a
substancia aumenta a capacidade de absor¢do da luz UV de protetores solares em 72%, além de
diminuir a producdo de ERO (TAVARES et al., 2020).
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Figura 5: Substancias fotoprotetoras isoladas de organismos marinhos. Adaptado de
PALLELA etal., 2010.

A busca por novas substancias com capacidade fotoprotetora, principalmente as de
origem natural, é importante devido a demonstraces em estudos cientificos de alguns
problemas ocasionados pelas substancias utilizadas atualmente em formulacdes de protetores

solares. Preocupacdes sobre a seguranca da oxibenzona, um dos ativos mais utilizados em
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produtos fotoprotetores, surgiram apos relatos de casos de dermatites de contato causadas por
alergia e fotoalergia referente ao composto. A oxibenzona também mostrou ser um
contaminante ambiental potente, pois estudos demonstraram que a substancia nao é totalmente
eliminada durante o tratamento de agua. O produto e seus metabolitos foram detectados em
peixes, que demonstraram efeitos antiandrogénicos e antiestrogénicos (LIM et al., 2017). Além
disso, como mostrado no estudo de Danovaro et al. (2008), os fotoprotetores organicos estdo
danificando recifes de corais, causando branqueamentos (figura 6), liberacdo de zooxantelas e
infeccdes virais. O impacto causado pelos fotoprotetores pode ser crucial no habitat de recifes
de corais com baixa renovacdo de agua e alta taxa de visitacdo de turistas (DANOVARO et al.,
2008) e, por isso, 0s arquipélagos Havai (EUA) e Palau decretaram recentemente leis proibindo
o uso de formulacdes fotoprotetoras contendo substancias quimicas que podem ser prejudiciais
a vida marinha local (RAFFA et al., 2018; G1, 2020).

_

Figura 6: Imagens mostrando o branqueamento do coral Acropora divaricata causado por
fotoprotetores ap6s 24 horas de exposi¢do. As imagens correspondem, na ordem da esquerda
para a direita, ao controle, ao coral exposto a fotoprotetores incubado a 28° C e ao coral
incubado a 30° C, também com exposic¢do as formulagdes. Fonte: DANOVARO et al., 2008.

1.6. Modulacéo da producéo de ERO pelos neutrofilos

Os neutrofilos séo amplamente reconhecidos por desempenhar um papel importante nas
respostas inflamatdrias agudas, além de demostrarem um papel na modulacdo inflamatéria
cronica e doencas autoimunes (CHEN et al., 2016). Sdo os primeiros leucocitos a serem
recrutados para um tecido lesionado ou infectado. Estas células tém um potencial para gerar
moléculas com atividades microbicida e oxidante, que sdo importantes para a eliminacao dos

patdgenos. Adicionalmente, os neutréfilos sintetizam e secretam mediadores inflamatorios,
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para amplificar e regular a resposta inflamatoria. Estas propriedades fazem dos neutrdfilos as
principais células do processo inflamatdrio agudo. A fagocitose, a degranulacéo, a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a liberacdo de redes formadas por DNA, proteinas e
enzimas digestivas (NETs, armadilhas extracelulares dos neutrofilos) sdo as principais
atividades bioldgicas dos neutréfilos responsaveis pela eliminacdo dos patégenos
(KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013; DINAUER, 2019).

Em particular, a producéo de ERO resulta do metabolismo oxidativo do neutrofilos, que
¢ mediado pelo complexo enzimatico NADPH oxidase e pelas enzimas dos granulos
citoplasmaticos. Normalmente o arsenal toxico produzido pelos neutréfilos é liberado no
ambiente intracelular no fagolisossomo sobre o alvo internalizado. A importancia do neutréfilo
em controlar a infec¢do na fase inicial é evidente em pacientes com neutropenia (diminuicao
do namero de neutrofilos), que resulta na dificuldade de conter a disseminacdo do patdgeno,
podendo desenvolver sepse, bem como em pacientes com deficiéncia da atividade da NADPH
oxidase, 0s quais sdo mais suscetiveis as infec¢cdes causadas por microrganismos. Ao contrario,
em processos inflamatorios cronicos, a ativacdo exacerbada dos neutrofilos pode resultar em
exposicao dos tecidos do hospedeiro as moléculas oxidantes e enzimas proteoliticas, levando a
lesdo tecidual mediada pela resposta imune. Desta forma, a ativacdo inadequada ou excessiva
de neutrofilos resulta em danos ao hospedeiro (KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013;
DINAUER, 2019). Assim, o recrutamento e a ativacdo dos neutréfilos podem ser alvos
terapéuticos para diferentes condi¢bes clinicas, nas quais o papel anti-inflamatério dos
neutrofilos possa ser controlado de modo a restringir os efeitos deletérios de uma resposta

excessiva sem prejudicar sua funcédo para a eficiéncia da resposta imune.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo inicial o estudo do potencial quimico e bioldgico
de dois fungos: Epicoccum dendrobii e Arthrinium sp., ambos isolados a partir da alga Antéartica
Phaeurus antarcticus. A partir destes dados, o fungo Arthrinium sp. foi selecionado para o
prosseguimento do projeto de pesquisa. Assim, efetivou-se o isolamento e identificacdo de
metabolitos secundarios produzidos pelo fungo e também avaliacdo do efeito fotoprotetor e de
modulacdo da producdo de ERO por neutrofilos do extrato, fracGes e substancias isoladas.
Foram realizados experimentos preliminares com o objetivo de determinar melhores condigdes
para producdo qualitativa de metabdlitos secundarios do fungo Arthrinium sp. Com isso, pode-
se concluir que um melhor potencial fotoprotetor do extrato foi obtido com crescimento do
fungo realizado em meio CBD em um periodo de cultivo de 14 dias.

O fungo Arthrinium sp. j& havia se mostrado como sendo uma fonte promissora de
metabdlitos com uma diversidade de atividades bioldgicas (vide item 1.3). Neste estudo foram
isoladas 3 xantonas ja relatadas como sendo produzidas por espécies de Arthrinium e
consideradas bioativas, principalmente como antioxidantes (ABDEL-LATEFF et al., 2002): a
2,3,6,8-tetraidroxi-1-metilxantona, a 2,3,4,6,8-pentaidroxi-1-metilxantona e a 3,6,8-triidroxi-1-
metilxantona. As xantonas apresentaram fraca atividade quanto a fotoprotecdo, foco deste
trabalho.

Além das xantonas, outras duas substancias foram isoladas do extrato de Arthrinium sp.,
com relato inédito nesta espécie de fungo: o lcool 3-hidroxibenzilico, encontrado em outras
espécies de fungo como o Penicillium novae-zeelandiae (ALFARO et al., 2003) e o Aspergillus
nidulans (KUMAR et al., 2017); e a isocumarina 6,8-diidroxi-3-(2-hidroxipropil) isocumarina,
relatada como sendo produzida pelos fungos Ceratocystis fimbriata coffea (GREMAUD et al.,
1994) e Drechslera siccans (HALLOCK et al., 1988). Estas substancias ndo apresentaram
atividade potencial para fotoprotecéo.

Embora as substancias isoladas e identificadas apresentaram uma absorbancia fraca na
faixa de interesse do UV, o fungo Arthrinium sp. ndo deve ser descartado como um possivel
produtor de substéncias para a finalidade de fotoprotecdo, visto que o extrato e fracoes
apresentaram boa atividade e algumas substancias isoladas também mostraram um potencial
efeito fotoprotetor (E.p5 e F.p8), porém estas ainda estdo em processo de identificagdo. As
fracbes também mostraram boa atividade quanto & modulagdo da producdo de ERO por
neutrdfilos, porém as substancias isoladas ainda ndo foram testadas devido a baixa quantidade

de amostra obtida.
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Com isso, conclui-se que o fungo estudado Arthrinium sp. é uma fonte rica de
metabdlitos secundarios e mais estudos sdo necessarios para descoberta de substancias novas e
promissoras para atividades bioldgicas, tendo o fungo se mostrado um potencial produtor de
metabolitos secundarios ativos nos ensaios de fotoprotecdo e de modulacdo da producédo de
ERO.
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