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RESUMO

Do fungo Aspergillus nidulans foi isolado um mutante que apresenta produgao
aumentada do pigmento melanina. Este pigmento, formado pela polimerizagcao
oxidativa de compostos fendlicos e/ou indodlicos, pode estar presente na parede
celular ou no meio de cultura. Embora ndo seja essencial para o crescimento dos
fungos, a melanizagdo parece aumentar a capacidade de sobrevivéncia das
espécies em condicbes desfavoraveis, fornecendo protecdo contra radiagao UV,
altas temperaturas, enzimas hidroliticas, metais pesados e agentes oxidantes. A
obtencdo deste pigmento, na forma pura, tem despertado interesse biotecnolégico
devido a sua utilizacdo em formulagdes cosméticas, principalmente pela sua
propriedade fotoprotetora e antioxidante. Tendo em vista o potencial farmacolégico
do pigmento melanina, este trabalho tem como objetivos fazer a caracterizagao
estrutural e funcional do pigmento extraido do fungo A. nidulans. Os resultados de
espectrometria de massas indicam que a estrutura da melanina do fungo A. nidulans
€ composta de duas grandes unidades, representadas pelos fragmentos de massas
moleculares igual a 573 e 550, com grupamentos diidroxindol e anéis pirrdlicos
substituidos. Os ensaios de citotoxicidade mostram que a melanina extraida do
fungo A. nidulans nao causa danos significativos aos componentes celulares, tanto
antes como pés metabolizagdo. Os ensaios de mutagenicidade sugerem que a
melanina ndo apresenta propriedades mutagénicas para as linhagens TA 97a, TA
98, TA 100 e TA 102 de Salmonella thyphimurium. No teste antimicrobiano, observa-
se que a melanina do fungo n&o apresenta potencial como antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis, quando
comparadas com as substancias de referéncia, ampicilina e cloranfenicol. Quanto a
atividade imunomoduladora foi verificado que a melanina nao estimula a liberacao
de NO e exerce uma inibicdo acentuada da sua produgao, e em relacdo ao TNF-q,
foi observada estimulacdo da liberagdo, mas a presenga do pigmento causa uma
pequena inibicdo na sua producdo. Os resultados dos ensaios antioxidantes
realizados demonstram a capacidade da melanina de impedir a formacédo de
oxidantes extremamente reativos como o radical hidroxil por diversas maneiras,
como quelando o Fe?*, impedindo a acdo do perdxido de hidrogénio e do radical
superoxido. A atividade antioxidante da melanina foi confirmada pelo espectro de

ressonancia paramagnética eletrénica, que mostrou a presenga de grupos capazes
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de doar ou aceitar elétrons, sugerindo a capacidade da melanina do fungo de
neutralizar os radicais livres. A grande importancia destes resultados esta centrada
no potencial deste pigmento de se tornar uma estratégia terapéutica, pois o
pigmento apresenta baixa citotoxicidade, ndo apresenta potencial mutagénico, pode
inibir mediadores inflamatérios como o TNF-a e NO e bloqueia a geragao de varios

oxidantes.
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ABSTRACT

A mutant that presents increased production of the melanin pigment was
isolated from the Aspergillus nidulans fungus. This pigment, formed by the oxidative
polymerization of phenolic and/or indolic compounds, can be present in the cellular
wall or culture medium. Although it is not essential for the fungal growth, melanization
seems to increase the survival capacity of the species in unfavorable conditions,
supplying protections against UV radiation, high temperatures, hydrolytic enzymes,
heavy metals and oxidants agents. The attainment of this pigment, in its pure form,
has taken biotechnological interest due to its use in cosmetic formulations, mainly for
its photoprotector and antioxidant property .Considering the pharmacological
potential of the melanin pigment, this study aims to make the structural and functional
characterization of the pigment extracted from A. nidulans fungus. The results of
mass spectrometry indicate that the melanin structure of the A. nidulans fungus is
composed of two large units, represented by the fragments of molecular mass equal
to 573 and 550, with dihydroxyindole groups and substituted pyrrolic rings. The
cytotoxicity assays have shown that the melanin extracted from the A. nidulans
fungus does not cause significant damages to the cellular components, before and
after metabolization. The mutagenicity assays suggest that the melanin does not
present mutagenic properties for the strains TA 97a, TA 98, TA 100 and TA 102 of
Salmonella thyphimurium. In the antimicrobial test, it is observed that the fungal
melanin does not present antibacterial potential facing Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis and Escherichia coli, when compared to the reference
substances, ampicilin and cloranphenicol. Regarding the immunomodulatory activity,
it was verified that the melanin does not stimulate NO release and exerts an
accented inhibition of its production ,and in relation to TNF-a, was observed release
stimulation, but the presence of such pigment causes a small inhibition in its
production. The results of the oxidant assays show the capacity of the melanin to
hinder the formation of extremely reactive oxidants such as the hydroxyl radical in
several ways, quelating the Fe?*, hindering the action of the hydrogen peroxide and
superoxide radical. The antioxidant activity of the melanin was confirmed by the
spectrum of electronic paramagnetic resonance showing the presence of groups that
are able to donate or accept electrons, and suggesting the capacity of the fungal

melanin to neutralize the free radicals. The great importance of these results is
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centered in the potential of such pigment to become a therapeutical strategy, since
the pigment presents low cytotoxicity, does not present mutagenic potential, is able
to inhibit inflammatory mediators such as the TNF-a and NO and blocks the

generation of several oxidants.
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A utilizagdo de microorganismos vivos com finalidades praticas, como na
fabricagao de bebidas e alimentos, constitui uma tradigdo milenar. Contudo, somente
nas ultimas trés décadas do século XX, devido as dificuldades de comércio e
abastecimento de diversos materiais e a diversidade de recursos de origem
bioldgica, os paises foram estimulados a procurarem fontes alternativas de matérias-
primas. Neste sentido, os fungos, em funcdo da sua grande variabilidade genética e
diversidade metabdlica, vém sendo utilizados na producdo de farmacos, enzimas,
solventes, acidos organicos e em processos como a biorremediagao e o controle de
praga, pois representam uma op¢ao mais viavel do ponto de vista econdmico
(BARNUM, 1988; BENETT, 1998).

Entretanto, pode-se afirmar que essa exploracdo da diversidade microbiana
ainda é muito incipiente, pois estima-se que menos de 5% dos microrganismos
existentes na biosfera tenham sido caracterizados e descritos. Em relacdo aos
fungos considera-se que o numero total de espécies descritas seja de 150.000, isto
corresponderia aproximadamente a 10% do numero estimado em cerca de
1.500.000 (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000).

Atualmente, diversos programas de triagem de produtos naturais de fungos
vém sendo desenvolvidos visando a descoberta de novas substancias com
atividades biologicas (BARREIRO; FRAGA, 2001). Recentemente, em nosso
laboratério, foi isolado a partir da alga Caulerpa sp, o fungo Beauveria felina, o qual
produziu uma substancia, relacionada as destruxinas, que apresenta atividade
antimicobacteriana e citotoxica (VITA-MARQUES et al., 2008).

Dentre os fungos filamentosos, o Aspergillus nidulans é considerado um
organismo modelo para varios estudos de biologia celular de eucariotos. As
pesquisas com este organismo tém contribuido para o entendimento de regulacao
do metabolismo e desenvolvimento, controle do ciclo celular, estrutura da cromatina,
funcao do citosesqueleto, reparo do DNA, controle de pH, morfogénese, estrutura do
DNA mitocondrial e doencas genéticas humanas (GOLDURAN; MORRIS, 1995;
OSMANI; MIRABITO, 2004). Este fungo também apresenta um grande potencial
biotecnolégico devido a producdo de varios metabdlitos uteis, como enzimas para
industria de alimentos e uso comercial e também proteinas heterdlogas (BENETT,
1998).
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O fungo A. nidulans é muito estudado pelo fato de apresentar uma série de
vantagens experimentais, como crescimento rapido sob ampla faixa de temperatura
e pH; formacdo de colénias compactas em meio sodlido; presenca dos ciclos
assexual, sexual e parassexual curtos, esporos sexuais com nucleos dipléides,
relativamente estaveis, adequados para os testes de agdo génica e um sistema
genético bem caracterizado tendo o seu genoma totalmente sequenciado
(MARTINELLI, 1994; GALAGAN et al., 2005).

Em estudos anteriores, nds isolamos mutantes do fungo Aspergillus nidulans,
usando o agente mutagénico 4-nitroquinolina-1-6xido (NQO), denominados MEL1 e
MEL2 (POMBEIRO, 1991). Estes linhagens apresentam producdo aumentada do
pigmento melanina intracelular (presente no micélio) e extracelular (presente no
meio de cultura, como pode ser visto na Figura 1.

O pigmento melanina, é formado pela polimerizagao oxidativa de compostos
fendlicos e/ou inddlicos (BUTLER; DAY, 1998; JACOBSON, 2000), podendo estar
presente na parede celular (melanina intracelular) formando complexos com
proteinas e carboidratos (BULL, 1970; ELLIS; GRIFFITHS, 1974), e também pode
ser encontrado no meio de cultura (melanina extracelular), sendo formado devido a
oxidagdo de compostos fendlicos presentes no meio ou por aqueles que foram
secretados pelo fungo (FOGART; TOBIM, 1996).

Figura 1 — Crescimento das linhagens selvagem e mutantes do fungo A.
nidulans em meio de cultura solido (1) e em meio de cultura liquido (2). (A e
B) linhagens mutantes MEL1 e MEL2, respectivamente; (C) linhagem mutante
com auséncia de producdo de melanina denominada 0316 e (D) linhagem

selvagem denominada VE.
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Dentro das diferentes classes dos fungos tém sido identificados varios tipos
de melanina, classificadas de acordo com os seus precursores (Figura 2): catecol,
1,8-diidroxinaftaleno (DHN), y-glutaminil-4-hidroxibenzeno (GHB) e
diidroxifenilalanina (DOPA) (BUTLER; DAY, 1998; SHIVPRASAD; PAGE, 1989). Nos
Basidiomicetos foram identificados a y-glutaminil-3,4-diidroxibenzeno (GDHB) e a
catecol-melanina. Na espécie Agaricus bisporus, parece estar presente a GDHB-
melanina, pois foi encontrado GHB no micélio e corpo de frutificagdo do fungo
(BELL; WHEELER, 1986). Por outro lado, em Ustilago maydis, outro componente do
mesmo grupo, foi sugerido a ocorréncia da catecol-melanina, pois as analises dos
produtos de degradagdo da melanina, isolados dos esporos deste fungo, indicam a
presenga de catecol como precursor do pigmento (BELL; WHEELER, 1986;
FOGARTY; TOBIN, 1996). O processo para formagdo de ambos os pigmentos é
muito semelhante, ocorrendo pela acdo de uma fenoloxidase sobre o precursor
(GHB ou catecol) produzindo quinonas, as quais sofrem polimerizagdo (n&o-
enzimatica) para formagao da melanina (GRIFFIN, 1994).

A DHN-melanina é o tipo mais comum de melanina nos fungos, sendo
encontrado em varias espécies das classes dos Ascomicetos e Deuteromicetos
(JACOBSON, 2000). A identificacao deste tipo de melanina foi possivel pelos
estudos com mutantes albinos (melanina-deficientes) do fungo Verticillium dahliae,
nos quais as mutagdes responsaveis por este fendtipo, ocasionam o acumulo de
varios metabalitos (2,2’- dimero DHN), sendo estes considerados os precursores na
via de biossintese da DHN-melanina (BELL; WHEELER, 1986). Esta via é referida
como uma sintese de pentacetideos, ja que o anel naftalénico da estrutura da DHN-
melanina é formado pela enzima policetideo sintase através da ciclizagdo de cinco
cetideos obtidos de cinco moléculas de acetato (TSAI et al.,, 2001). Este tipo de
melanina tem sido muito estudado por representar um papel importante na
fitopatogenicidade de varios fungos (BUTLER; DAY, 1998).

No entanto, alguns fungos da classe dos Ascomicetos, como Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans e Neurospora crassa, parecem nao apresentar o
pigmento do tipo DHN-melanina. Evidéncias mostram que a melanina presente
nestes fungos pode ser do tipo DOPA-melanina, pois o pigmento isolado

apresentam caracteristicas espectroscopicas e reagdes quimicas semelhantes
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Figura 2 - Substancias precursoras de melaninas.

a DOPA-melanina sintética (BELL; WHEELER, 1986; GONCALVES, 2002). A
DOPA-melanina é formada pela oxidagao da tirosina a DOPA pela enzima tirosinase
seguido de uma série de reagdes ndo-enzimaticas (Figura 3) (BLOIS, 1978).

Embora as melaninas estejam distribuidas em varios reinos, atingindo desde
microorganismos até o homem, a sua estrutura quimica ainda ndo esta definida.
Este fato pode ser devido a contaminacao e baixo indice de recuperacédo durante o
processo de obtengao e as dificuldades de purificagdo e caracterizagao do pigmento,
pois as melaninas apresentam-se como compostos amorfos (NOSANCHUK et al.,
1999). Varias hipoteses tém sido lancadas, segundo NICOLAUS (1964), partindo do
precursor DOPA, a melanina consistiria de unidades inddlicas com grupos 2-
carboxila, que poderiam variar nos tipos de ligagdes dos mondbmeros (Figura 4),
estrutura esta que foi deduzida através de analises cromatograficas e eletroforéticas
dos produtos de degradacao de melaninas sintética e natural (extraida de animais
marinhos). Posteriormente, HEMPEL em 1966 (apud BLOIS, 1978) propds um
copolimero de dopaquinona, 5,6-indolquinona, 5,6-indolquinona-2-acido carboxilico
(Figura 4), deduzida a partir de melanina extraida de ratos com melanoma que
haviam recebido injecdo de preparacdes de DOPA marcadas com °H e 'C,

injetadas em ratos com melanona, com subsequente extragdo da melanina.
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O progresso tecnoldgico, principalmente a partir dos anos 80, alcangado por
técnicas cromatograficas e de elucidagao estrutural [ressonancia magnética nuclear
(RMN), espectrometria de massas (EM)] e, mais recentemente, cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a RMN e EM, tém permitido maior rapidez na
identificacdo de substancias ativas de origem natural. Técnicas de espectrometria de
massas, como impacto eletrbnico e bombardeamento por atomos rapidos, foram
utilizadas na analise de intermediarios da melanogénese, confirmando as primeiras
etapas da via proposta por RAPER e MASON em 1920, no qual tirosina é convertida
enzimaticamente a DOPA, diidroxindol, 5,6-indolquinona, para posteriormente formar
a melanina (Figura 3) (ALLEGRI et al.,, 1990) . Em outros estudos, usando
espectrometria de massas por ionizagao dessor¢cao de matriz assistida por laser
(MALDI) mostrou a presenca de varios oligbmeros de 5,6-diidroxindol-2-acido
carboxilico (DHICA) (Figura 3) (BERTAZZO et al., 2001).

O processo de melanizagao nao € essencial para o crescimento dos fungos,
no entanto, parece aumentar a capacidade de sobrevivéncia das espécies em
condicoes desfavoraveis (ZHADANOVA; BORISYUK; ARTZATBANOV, 1990).
Varios estudos tém mostrado que o pigmento melanina fornece protecdo contra
radiacdo UV, altas temperaturas, enzimas hidroliticas, metais pesados, agentes
oxidantes (BUTLER; DAY, 1998; JACOBSON, 2000). A preponderancia de fungos
escuros sobre amostras de rochas e folhas de arvores pode ser indicativo do efeito
protetor das melaninas contra raios UV (luz solar) e dessecacdo (BUTLER; DAY,
1998).

Em alguns casos, a habilidade de certos fungos em produzir melanina
também parece ser importante para a patogenicidade (JACOBSON, 2000). A
penetragcdo da parede celular de plantas por determinados fungos parasitas é
realizado por uma estrutura celular especializada, denominada apressorio, na qual a
DHN-melanina € um componente necessario, pois fortalece esta estrutura para
exercer a pressao na parede. Por isso, componentes que inibem a biossintese de
DHN-melanina, sao usados como antifungicos na agricultura; eles nao matam os
patdégenos das plantas, mas causam o desenvolvimento de um apressorio
defeituoso devido a perda da melanina, o qual € incapaz de penetrar no epitélio da
planta e estabelecer a infeccdo (BUTLER; DAY, 1998). A antracnose, doenca que

ocorre em pepinos e feijdo, causada por Colletotrichum lagenarium, pode ser
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controlada pela aplicacédo de triciclazol, que inibe a biossintese deste tipo de
melanina (KUBO et al.,1985). Além disso, alguns trabalhos relatam a existéncia de
uma relagao direta entre a presenca de melanina na parede celular de certos fungos
e sua resisténcia a lise (POTGIETER; ALEXANDER, 1966; KUO; ALEXANDER,
1967). Estudos com A. nidulans estabeleceram que a resisténcia a lise é afetada
pela concentracdo do pigmento na parede celular; sugerindo que o material
poliaromatico das melaninas ndo permitiria a acdo de enzimas que degradam a
parede, mantendo a integridade dos constituintes localizados na superficie
(BIOOMFIELD; ALEXANDER, 1967; KUO; ALEXANDER, 1967). Esta fungado do
pigmento melanina em consolidar os componentes da parede, levando
consequentemente ao fortalecimento desta contra a degradacao e a lise, pode ser
comparado a cuticula nos insetos ou a casca das sementes (CLUTTERBUCK,
1990). Pesquisas feitas com Cryptococcus neoformans, mostraram uma agao
semelhante, onde o pigmento tipo-melanina se liga a proteinas da parede celular da
levedura, dando protecdo contra o ataque enzimatico de proteinas leucocitarias
(JACOBSON, 2000).

A melanina também parece estar relacionada a protecao do microorganismo a
acao de varios farmacos. Cultura melanizada de C. neoformans, sobrevive uma hora
a mais no tratamento com anfotericina B, provavelmente porque a melanina
presente na parede celular deste organismo diminui a permeabilidade a droga
(WANG; CASADEVALL, 1994). Por outro lado, a melanina pode funcionar como alvo
para antifungicos, potencializando seu efeito, devido a sua maior afinidade por estas
drogas. O antipsicotico trifluoperazina apresenta atividade antimicrobiana contra
uma variedade de patégenos devido a sua alta afinidade por melanina. Estudos in
vivo e in vitro com C. neoformans mostraram uma maior atividade desta droga contra
células melanizadas (WANG; CASADEVALL, 1996). Outro exemplo seria do
antimalarico cloroquina que tem se mostrado téxico a células de melanoma, inibindo
o crescimento celular, como resultado da sua habilidade de se ligar a melanina
(LARSSON, 1993; KNORLE et al., 1998).

Os estudos da via melanogénica também tém despertado interesses na
estratégia de tratamento e diagnéstico do melanoma maligno, pois o alto nivel de
pigmentacdo das células parece desempenhar um outro papel na eficacia do

tratamento desta neoplasia, ligando e inativando algumas drogas antineoplasicas e
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modificando os efeitos da radiagdo ionizante (NOSANCHUK et al., 1999; RILEY,
1997).

Evidéncias da literatura também sugerem que a melanina pode apresentar
atividade antimicrobiana. SADIK et al. (2002) verificaram que um composto com
caracteristicas semelhantes a melanina extraido das folhas da espécie Vanda
roxburghii, apresentou atividade contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Shigella dysenteriae.

Outra fungéo sugerida para os pigmentos tipo-melanina seria como protetor
ao ataque de radicais livres de oxigénio e nitrogénio, funcionando como um tampéao
redox, neutralizando estes oxidantes (WANG; CASADEVALL, 1994; JACOBSON;
HOVE; EMERY, 1995). GOMEZ et al. (2001) observaram que células melanizadas
de C. neoformans sao menos susceptiveis aos danos causados durante a fagocitose
mediada por macrofagos. O efeito da melanina em aumentar a sobrevivéncia do
fungo pode ser principalmente devido a sua capacidade de ligagdo as espécies
reativas de oxigénio (EROs) (JACOBSON; TINNEL, 1993).

Estas espécies s&o geradas com o aumento do consumo de oxigénio, durante
processos de respiragao mitocondrial, metabolismo de poluentes e medicamentos e
no processo de combate aos microorganismos invasores pelos fagocitos (Figura 5)
(JANG, 1999; PRIOR; CAO, 1999; AUGUSTO, 2006). Nestas condicbes do
metabolismo celular aerobio, o O, sofre redugdo tetravalente, com aceitacdo de
quatro elétrons, resultando em formagdo de H;O (Figura 6) (DAHLGREN,;
KARLSSON, 1999; BABIOR, 2000). No entanto, durante esse processo sao
formados intermediarios reativos (EROs), como os radicais superoxido (O2’) formado
a partir de oxigénio e NADPH pela enzima NADPH oxidase, hidroperoxila (HO,") que
representa a forma protonada do radical superéxido, o hidroxil (OH’) considerada a
espécie mais reativa em sistemas bioldgicos, pois sua combinagdo extremamente
rapida com metais ou outros radicais, pode lesar o DNA e iniciar a peroxidacao
lipidica, e o perdxido de hidrogénio (H2O;) formado pela acdo da superoxido
dismutase no anion superoxido, um radical extremamente importante, pois participa
da formagédo de oxidantes de alta reatividade (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
JANG, 1999; PRIOR; CAO, 1999; AUGUSTO, 2006). A partir destas espécies iniciais
sdo gerados oxidantes secundarios, como o acido hipocloroso (HOCI), formado a
partir de peroxido de hidrogénio pela agdo da mieloperoxidase (DAHLGREN;
KARLSSON, 1999; BABIOR, 2000). Em sistemas biolégicos, o acido hipocloroso
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Figura 5 - Representagao esquematica sobre as fontes externas e internas de
geracdo de oxidantes, suas fungbes celulares e os danos causados as
biomoléculas (Retirado de AUGUSTO, 2006).
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Figura 6 - Reacado de reducao tetravalente do oxigénio molecular (O;) na
mitocdndria até a formagao de agua (H,0) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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pode ser considerado o oxidante mais abundante e mais toxico, pois rapidamente
ataca uma grande variedade de moléculas fisiologicamente relevantes e muitas
vezes podem gerar outras espécies oxidantes com o oxigénio singleto e o radical
hidroxil (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

Um estimulo exagerado na produgcdo de espécies reativas de oxigénio,
associado a uma falha na defesa antioxidante, pode causar danos a biomoléculas
importantes como lipidios, proteinas e DNA, contribuindo para a patogenia de varias
doencas inflamatérias crénicas imunes e ndo-imunes (FERREIRA et al., 1997,
PARIJ, 1998; AUGUSTO, 2006) e patologias pulmonares, como enfisema e asma
(HALLIWELL, 1995; DAHLGREN; KARLSSON,1999; BABIOR, 2000).

Os oxidantes podem causar danos em todos os componentes celulares,
porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagao lipidica,
que acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade. Como conseqiéncia,
ocorre perda da seletividade na troca idnica, liberacdo do conteudo de organelas,
como as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formagao de produtos citotéxicos,
culminando com a morte celular. Este processo esta envolvido no envelhecimento,
no desenvolvimento de arteriosclerose e cancer e também contribui na patogénese
de doencgas neurodegenerativas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BYSHNEVA;
SENCHUK, 1999; AUGUSTO, 2006).

Para prevenir os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio existe
uma variedade de sistemas de defesa antioxidante, os quais podem atuar em duas
linhas, uma delas atua como detoxificadora do agente antes que ele cause lesédo, e
a outra tem a funcdo de reparar a lesao ocorrida. A primeira linha de defesa é
constituida por glutationa reduzida (GSH), presente na maioria das células, e a qual
a sua capacidade redutora € determinada pela presenga do grupamento —SH, e
protege contra a lesdo resultante da exposicdo aos ions ferro; a superoxido
dismutase (SOD), uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos que
catalisa a dismutacédo do radical superéxido em perdxido de hidrogénio; a catalase,
uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redugcdo do H,O,; a glutationa
peroxidase (GSH-Px), que catalisa a reducdo do H,O, e perdxidos organicos para
seus respectivos alcoois e por fim a vitamina E, uma vitamina lipossoluvel que pode
inativar os oxidantes produzidos durante a peroxidagao lipidica. A outra linha de

defesa é constituida pela glutationa redutase (GSH-Rd) que regenera a glutationa
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(GSH), pelo acido ascérbico e por outras substancias. (HALLIWELL, 1995;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LIU, 2000; ARUOMA, 2003).

Varias evidéncias tém mostrado que melaninas naturais, extraidas de varios
microorganismos, desempenham fungdo antioxidante. Derivados fendlicos, como as
melaninas, sao considerados substancias antioxidantes naturais, pois agem como
doadores e aceptores de prétons e elétrons, sendo que as melaninas interagem com
radicais livres e outras espécies reativas devido a presenca de elétrons nao-
pareados na molécula (SHCHERBA et al.,, 2000). No fungo C. neoformans, foi
encontrado que as ceélulas melanizadas sobreviviam aproximadamente 10 vezes
mais que as ceélulas ndo-melanizadas quando em contato com os radicais livres de
oxigénio e nitrogénio, sugerindo que o papel da melanina na viruléncia seria proteger
os patdégenos contra radicais livres gerados imunologicamente (JACOBSON, HOVE,
EMERY, 1995; DOERING et al., 1999). Em infec¢cbes pulmonares, freqientemente
letais em imunodeprimidos, como a aspergilose causada por fungos do género
Aspergillus spp e fibrose cistica causada pela bactéria Bulkhoderia cepacia,
observou-se que as linhagens ndo-melanizadas, apds incubagdo com fagdcitos,
eram mais danificadas (cerca de 10 a 12 vezes mais sensiveis aos oxidantes
produzidos) do que as linhagens selvagens melanizadas, por consequéncia, quando
estes mutantes albinos (ndo-melanizados) foram inoculados em ratos demonstraram
ser menos letais (ZUGHAIER; RILEY; JACKSON, 1999; JAHN et al., 2000).
BYSHNEVA e SENCHUK (1999) observaram que o pigmento tipo-melanina obtido
do fungo Cladosporium cladosporidae também apresenta atividade antioxidante, o
qual foi determinado pela habilidade deste pigmento de quelar Fe?* | interferindo na
peroxidacao lipidica. Em estudos anteriores, nés demonstramos que a melanina
extraida do mutante MEL1 do fungo A. nidulans é capaz de neutralizar o acido
hipocloroso (HOCI) apresentando uma magnitude de inibigdo comparavel a melanina
sintética (GONCALVES, POMBEIRO-SPONCHIADO, 2005).

Neste contexto, as melaninas despertam interesses como matéria-prima
farmacéutica, em fungcao da sua possivel atividade antioxidante e/ou antiinflamatéria
(RILEY, 1997). No entanto, a descoberta de novos compostos € sem duvida uma
atividade multidisciplinar, onde os estudos sobre possiveis atividades bioldgicas,
mecanismos de agao, potencial e genotoxico, devem ser realizados para que essas

substancias possam ser validadas como produtos farmacéuticos ou cosméticos.
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O desenvolvimento de bioensaios simplificados, novos métodos de
screening, introdugao de testes in vitro que mimetizam situagbes analogas in vivo,
entre outros, determinou o ressurgimento do interesse na investigagao de produtos
naturais como possiveis fontes de novos protétipos (SCHENKEL; GOSMANN;
PETROVICK, 1999). Para varios compostos quimicos isolados de microorganismos
torna-se necessaria a determinagdo de medidas imunotoxicologicas e
imunofarmacolégicas, que sdo pontos criticos para avaliar beneficios e riscos de
compostos quimicos sobre o sistema imunoldgico.

Testes in vitro foram desenvolvidos para o estudo de alguns mediadores
envolvidos na resposta imune, e os fagocitos mononucleares sao as células-alvo
para avaliar os efeitos toxico-farmacolégicos de farmacos (WILLIANS; LENKE,
2002). O macrofago € uma das principais células envolvidas na resposta imune do
hospedeiro, participando na imunidade celular e humoral, apresentacdo de
antigenos e produzindo mediadores soluveis que regulam as fungdes linfocitarias.
Sua importancia no sistema de defesa do hospedeiro também esta relacionada a
processos de quimiotaxia e fagocitose. Estas células, quando se deparam com
certos estimulos, como lipopolissacarideos (LPS), um produto de bactérias Gram-
negativas, sofrem um processo de ativagao caracterizado por um rapido aumento no
seu metabolismo, motilidade e atividade fagocitica, sendo de grande importancia no
processo inflamatorio (WATSON, 1992). Durante este processo também secretam
produtos como enzimas, componentes do sistema complemento, fatores de
coagulagado, e substancias mediadoras como o 6xido nitrico (NO) e o fator de
necrose tumoral (TNF-a) (ROITT; DELVES, 2004).

Na década de 80, a descoberta do 6xido nitrico (NO) como um mensageiro
molecular envolvido em varios processos fisiolégicos, tais como inibicdo da
agregacado plaquetaria e regulacdo da citotoxicidade mediada por células,
revolucionou as pesquisas acerca da extensdo de sua atividade biolégica (FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

O NO é uma espécie reativa de nitrogénio produzido por uma variedade de
células, principalmente por macrofagos. Ele € sintetizado por uma familia de
enzimas chamadas de éxido nitrico sintetase (NOS), que converte a L-arginina em
NO e L-citrulina. Trés isoenzimas foram identificadas como responsaveis pela
producao de NO e foram denominadas de: neuronal (nNOS ou NOS 1), induzivel
(INOS ou Nos 2) e endotelial (eNOS ou NOS 3). A iNOS é purificada e clonada a
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partir de macrofagos ativados, sendo a principal responsavel pela formacado de NO
durante os ensaios in vitro (SARIH; SOUVANNAVONG; ADAM, 1993).

O NO formado pode ser transformado em espécies reativas citotoxicas, como
o acido peroxinitroso (OOOH) e peroxinitrito (ONOO-) formados na reagéo entre NO
com anion superoxido. Estas espécies citotoxicas podem colaborar para a
eliminacdo de microorganismos contribuindo na defesa nao especifica do
hospedeiro, mas também podem ser lesivas, proporcionando danos inflamatérios.
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; CONNER; GRISHAM, 1996). Desta forma, o
descontrole da sintese de NO esta implicado na patogénese de doencgas
cardiovasculares, autoimunidade, septicemia, rejeicdo de transplantes, doencas
cerebrais neurodegenerativas, indugdo de cancer, genotoxicidade e na inflamagao
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2002; COSTA
et al., 2003).

Entre as citocinas produzidas durante o processo inflamatério destacamos o
TNF-a, produzido principalmente por macréfagos ativados, sendo o principal
mediador da resposta inflamatdria aguda, possuindo muitas fungdées centrais na
inflamacgao crénica, na resposta antitumoral e nas infecgbes. No entanto, esta
citocina também induz diversas substancias pro-inflamatérias nas células
endoteliais, incluindo a produgao de outras citocinas, a expressdao de moléculas de
adesdo e a liberagdo de substancias pro-coagulantes relacionadas ao choque
séptico, a estimulagao de linfocitos T e B, induzindo a febre e ainda a supressao da
lipase lipoprotéica contribuindo para a caquexia (EIGLER et al., 1998; MOURA,;
POMERANTZEFF; GOMES, 2001; ODEH, 2007). Agentes que bloqueiam a sintese
de TNF-a, como a sulfassalazina e o infliximab (anticorpo monoclonal anti-TNFa),
tém sido usados no tratamento de doencas inflamatdrias crénicas, como a doenga
de Chron e artrite reumatoide (BALDAIA et al., 2002; TAYLOR, 2003). Neste sentido,
agentes que modulem a atividade do NO e do TNF-a podem ter consideravel valor
terapéutico, em particular aqueles capazes de reduzir a sua formagao, podem ser
benéficos em estados patofisioldgicos decorrentes da producdo excessiva desses
mediadores.

Dentre as substancias naturais que apresentam potencial imunomodulador
tém-se os polissacarideos, vitaminas, minerais e compostos inddlicos, como a
melanina (WILLIANS, 2001). MIMURA (1987) mostrou que o pigmento melanina

extraido de Ommastrephes bartramioque apresenta atividade antiinflamatéria, pois
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suprimiu o edema na pata de rato induzido por carragenina, diminuiu a
permeabilidade vascular causada por xileno e inibiu a migragéo de leucécitos.

Durante o desenvolvimento de um farmaco, varios estudos pré-clinicos e
clinicos sao realizados através de bioensaios farmaco-toxicoldgicos in vitro e in vivo,
visando determinar o grau de eficacia, aplicabilidade terapéutica e seguranca, visto
que todas as substancias também tém potencial para causar efeitos indesejaveis
(KLAASSEN, 2003; SIMOES et al., 1999). Resultados positivos em relagdo a
mutagenicidade e carcinogenicidade sugerem que eles sejam descartados antes
mesmo que os beneficios para aplicagdo terapéutica sejam adequadamente
avaliados.

A toxicologia farmacoldgica avalia, através de estudos de toxicidade aguda,
subaguda, cronica e acumulativa, os efeitos adversos de um farmaco durante os
tratamentos, além de identificar estruturas e fungdes celulares alteradas (SILVA,
2002). Substancias com atividade farmacoldgica reconhecida sao submetidas a
testes de citotoxicidade visando o conhecimento dos possiveis efeitos adversos, os
quais sao biologicamente distintos do terapéutico. Inumeros exemplos s&o
conhecidos onde o farmaco administrado, denominado de pro-farmaco, € um
produto inativo e que in vivo €& convertido na forma farmacologicamente ativa.
VARANDA et al. (1997) demonstraram que as paepalantinas (isocumarinas) podem
facilmente reagir durante a biotransformacédo produzindo metabdlitos oxidativos
citotéxicos. Assim, na terapéutica, € de extrema importancia a avaliacdo da
biotransformacédo de substancias quimicas em seus metabdlitos e analise de seus
efeitos antes de serem administrados in vivo (RANG; DALE; RITTER, 2003).
Sistemas de ativagdo metabdlica in vitro vém sendo utilizados para demonstrar se
um determinado composto necessita ser metabolizado para tornar-se toxico ou se
possui agao direta sobre componentes celulares na sua forma original. O sistema
composto por fragcdo microssomal Sg e cofatores sdo amplamente empregados na
biotransformacao de substancias quimicas e posterior analise do seu potencial
toxico (BARILE, 1994; LEVI, 1994).

Na avaliagdo da mutagenicidade de produtos quimicos vém sendo utilizadas
técnicas com linhagens bacterianas. O teste de Ames (Salmonella/Mammaliam
Microssome Mutagenesis Assay) foi o primeiro ensaio descrito para avaliagdo da
genotoxicidade e mutagenicidade de substéncias quimicas. Esse teste avalia a

capacidade de determinados agentes induzirem mutagdo génica em diferentes
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linhagens de Salmonella typhimurium. Alguns produtos quimicos também
necessitam ser metabolizados in vivo para que seus derivados apresentem atividade
mutagénica. Sistemas de ativacdo metabdlica, como nos ensaios de citotoxicidade,
sao comumente utilizados para realizacdo de testes in vitro, revelando se o
composto necessita ser metabolizado para tornar-se mutagénico (mutageno indireto)
(MARON; AMES, 1983).

Nos ultimos anos, tém sido freqiente o uso de metabdlitos primarios ou
secundarios de microorganismos na formulagdo de medicamentos, cosméticos e
preparagdes de produtos de higiene pessoal, como uma opgao mais viavel do ponto
de vista econbmico. Melaninas estdo sendo utilizadas em cosméticos como
componente fotoprotetor, minimizando os efeitos lesivos teciduais causados pela
radiagcdo UV, isso devido a sua capacidade de neutralizar oxidantes biolégicos e
impedir a peroxidacao lipidica em membranas bioldgicas. Entre as formulacdes
cosméticas estdo incluidos, bloqueadores solares, bronzeadores (na forma de
cremes ou logbes), perfumes, condicionadores, shampoos, batons e hidrantes
labiais. Em perfumes, a melanina também pode atuar diminuindo a oxidacdo de
outros componentes da férmula e fornecendo uma coloragao atrativa. Em batons e
hidratantes labiais, a melanina atuaria contra a infeccédo pelo virus Herpes simplex.
Em shampoos e condicionadores, a melanina pode fornecer pigmentagcdo e para
isso as formulagdes apresentam geralmente um composto de aménio quaternario
que auxilia na sua penetragdo no cabelo, juntamente com um pH basico que pode
variar de 7 a 9 (HONDA; TAKEKOSHI; ARAI, 1995; KALKA et al., 2000).

Também foi demonstrado que melaninas derivadas de acido caféico, que
apresentam-se soluveis em solventes aquosos, podem ser usadas em baixas
concentracdées em formulacbes cosméticas devido a sua capacidade de reduzir
inflamacaolirritacdo causada por outros componentes de formulagdes, como a
diidroxiacetona e/ou surfactantes. Nestas formula¢des, a melanina na forma de um
po ultrafino, pode ser utilizada em concentragdes preferenciais que variam de 2 a
20% do peso total da composi¢cao (CHEETHAN; TAYLOR, 2007).

Tem sido relatado o uso de melaninas soluveis, em filmes plasticos soélidos
contendo a mistura polivinil-alcool, que em associagdo com outros plasticos séo
usados na fabricacédo de lentes de 6culos, por proteger contra danos causados pela
radiacao eletromagnética (GALLAS; EISNER, 2003).
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Melaninas sintéticas tém sido preparadas na forma de suspensdes, solucdes
ou em polimeros apropriados, e sdo dispersos na atmosfera em altitudes que variam
de 35.000 a 45.000 pés, com objetivo de neutralizar as radiagdées UVA, UVB e UVC.
Estas melaninas sao encontradas em pequenas particulas ou em vesiculas do tipo
lipossomas, no qual o tamanho varia de 0,5 a 100 micrémetros, e permanecem por
um longo periodo de tempo na atmosfera (BERLINER; LEONG, 1993).

Levando-se em conta todas as informagdes obtidas anteriormente,
consideramos que um estudo da estrutura e da atividade biolégica da melanina
presente no fungo Aspergillus nidulans € de fundamental importancia para uma

futura aplicacao pratica deste pigmento.
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2 - OBJETIVOS
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Tendo em vista o possivel potencial farmacolégico do pigmento melanina
extraido do mutante MEL1 do fungo A. nidulans, este trabalho tem como objetivos:
Obtencéao do pigmento melanina puro;

Caracterizacao estrutural do pigmento utilizando as técnicas de espectrometria de
massas (EM) e ressonancia paramagnética eletrénica (EPR);

Analise das atividades bioldgicas do pigmento, em relagéo a:

a) atividade citotoxica na auséncia e na presenga da fragdo S9;

b) atividade mutagénica na auséncia e na presencga da fragao S9;

c) atividade antimicrobiana;

d) atividade antioxidante;

e) atividade imunomoduladora.
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3 - MATERIAIS E METODOS
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3.1Microorganismo

O presente estudo foi realizado com a linhagem mutante do fungo A. nidulans,
denominada MEL1, a qual apresenta auxotrofia para inositol (inoB1) e produgao
aumentada do pigmento melanina (melC1) isolada por POMBEIRO (1991). A
linhagem esta estocada no Laboratério de Fungos Filamentosos no Departamento
de Bioquimica e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica, Campus de
Araraquara (UNESP). As solug¢des e reagentes utilizados nos ensaios descritos a

seguir estdo descritos no Apéndice 1.

3.2 Cultivo do Microorganismo

Para realizar o cultivo do microorganismo do meio liquido, primeiramente os
conidios provenientes do crescimento da linhagem MEL1 em meio minimo solido por
4 dias a 37°C foram coletados em solugéo salina 0,85%, e em seguida filtrados em
I& de vidro. O numero de conidios por mililitro foi estimado através da camara de
Neubauer sob microscopio optico.

Cerca de 2 x 10® conidios foram inoculados em 200 mL de meio minimo
liquido (Apéndice 1), suplementado com glicose (55 mM) e nitrato de sodio (70 mM),
respectivamente como fonte de carbono e nitrogénio, e inositol (20 ug/mL) como
requerimento nutricional necessario para o crescimento da linhagem. Apés
crescimento por 72 horas a 37°C sob agitacdo de 250 rpm, as culturas foram
submetidas a filtracdo para separagdo da massa micelial. A massa micelial foi

desprezada e no meio de cultura foi realizada a extragdo da melanina.

3.3 Extragao e purificagcao do pigmento

A extracdo da melanina presente no meio de cultura foi feita seguindo o
método descrito por PAIM et al. (1989) com algumas modificagées (Figura 7). Foi
realizado inicialmente a precipitagdo do pigmento com acido cloridrico 7 M, ja que
este pigmento apresenta-se insoluvel em solugdes acidas. O precipitado obtido apos
centrifugacéao foi lavado com agua destilada e posteriormente submetido a hidrélise
acida utilizando acido cloridrico 7 M e fenol 5% em atmosfera de nitrogénio, por 7

dias, para a retirada de carboidratos e proteinas (SAVA et al. 2001).
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Meio de cultura

- J

(Acidificacdo com HCI 7 M até pH )
1,5 por 3 dias

- /

minutos

Sobrenadante — Precipitado — Lavado com agua
descartado destilada (3X) e liofilizado

Figura 7 - Etapas de extragao da melanina extracelular.

[ Centrifugagao a 4000 g por 30 }

ApoOs a hidrélise, o pigmento foi lavado com cloroférmio, éter etilico e etanol,
conforme descrito por Sava et al. (2001) com algumas modificagdes, para a retirada
de lipid1os, seguido de lavagens em agua destilada estéril e posterior liofilizagao.

A melanina sintética (Sigma ref.: M-8631) foi utilizada como referéncia.

3.4 Analise cromatografica da melanina

Apés a obtencdao do pigmento do mutante MEL1 foi realizada uma analise
cromatografica em camada delgada para determinagdo de unidades pirrdlicas,
seguindo o método descrito por ITO, FUJITA (1985), com algumas modificagdes. A
amostra de melanina do fungo e a melanina sintética usada como padrao foram
submetidas a oxidagao por permanganato de potassio em meio acido e depois foram
diluidas em metanol/agua (Milli-Q) na proporgao 90:10 (v/v) e aplicadas na placa de
Silica Gel IB-F Baker Flex (ref. 4463-04) com auxilio de capilar. A fase movel

utilizada continha metanol e tampéao fosfato pH 7,0 na proporgéao 80:20 (v/v).

3.5 Analise espectrométrica de infravermelho da melanina



49

A melanina do mutante MEL1 foi submetida a analise espectrométrica de
infravermelho antes e depois do procedimento de hidrélise. As amostras foram
preparadas uniformemente em pastilhas de KBr, em uma mistura de 2 mg de
amostra para 20mg de grade espectrométrica de KBr, usando as devidas
precaugdes para eliminar as interferéncias da mistura, sendo mantidas em
dessecador a vacuo antes do uso. As analises foram feitas variando o numero de

onda de 4000 a 400 cm™ em espectrometro Nicolet Impact 400.

3.6 Analise da melanina por espectrometria de massas

A melanina do mutante MEL1 e a melanina sintética foram submetidas a
espectrometria de massas com ionizagao por “electrospray” (ESI-MS), operando em
modo positivo em alta resolucdo em aparelho ultrOTOFq ESI-TOF Mass
Spectrometer (Fabricante: Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). As amostras foram
preparadas em temperatura ambiente em metanol/agua (Milli-Q) na proporgéo 90:10
(v/v). Na analise foi utilizada uma bomba de infusdo com fluxo de 80 pL/h. Apds a
obtencdo dos espectros, foi feita a analise por ESI-MS/MS utilizando diferentes
energias de colisdo, dependendo do fragmento obtido.

Antes de realizar as analises foi feita uma calibragao interna do aparelho com
uma solucado de NA-TFA a 10mg/ml e uma calibragdo externa com uma solugao de
formiato de sédio a 10 mM.

As analises de espectrometria de massas foram realizadas no Departamento
de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da Universidade de Sao
Paulo (USP), Ribeirdo Preto.

3.7 Andlise da melanina por ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

A andlise de ressonancia paramagnética eletrénica foi realizada em aparelho
BRUKER mod. Ellexys — E580 operando em banda X em temperatura ambiente na
freqiéncia de 9,4 GHz com modulagcdo de 100 kHz. Esta analise foi realizada no
Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo (USP), campus de Sao Carlos, com
a supervisado do grupo de Biofisica Molecular “Sérgio Mascarenhas”.

A partir dos resultados obtidos foi calculado o fator g (posicdo absoluta do

campo magnético em um espectro de EPR), usando a férmula descrita abaixo:
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“ hv = gBHo

h = constante de Planck

v = frequiéncia (GHz)

B = Bohr magneton

Ho = campo magnético no qual ocorre o centro da linha a ser calculada (Kgauss)
Quando v é expresso em GHz e Hy em Kgauss, o valor de h/ B é igual a

0,71444.

3.8Determinacgao da citotoxicidade basal in vitro da melanina

Neste teste foi usada a técnica do corante vermelho neutro (3-amino-m-
dimetilamino-2-metilfenazina hidroclorido), um corante catibnico fraco que
rapidamente penetra nas membranas celulares por difusdo e acumula-se
intracelularmente nos lisossomos. Este corante se acumula apenas nos lisossomos
das células viaveis, portanto qualquer alteracdo causada por agente quimico ou
fisico, que possa levar a morte celular acarretara uma menor penetragcdo do corante
no interior da célula que sera detectada através de uma diminuicao absorbancia em
540 nm (BABICH; BORENFREUND, 1990; BOREUNFREND; PUERNER, 1985).

No ensaio, 6 x 10* células McCoy (linhagem de fibroblastos ATCC CRL-
1696b)/mL, preparadas em meio Eagle, foram distribuidas em microplaca e
incubada por 24 horas a 35-37°C. Posteriormente, o meio foi removido e foram
adicionadas diferentes concentragcbes da melanina extraida do mutante MEL1 e de
melanina sintética (500, 250, 125, 62,5 e 31,25 yg/mL). Ap6s incubagao por 24
horas, 200 pL de solucdo de vermelho neutro diluida em meio Eagle sem soro (50
Mg/mL) foram adicionados ao crescimento celular. Apés 3 horas a 35-37°C, a placa
foi vertida e cerca de 200 uL de uma mistura acido acético-etanol foram adicionados
a cada orificio. A leitura da absorbancia foi realizada em Espectrofotdmetro
multicanal Spectra & Rainbow Readers da Tecan Austria, em comprimento de onda
de 540 nm com filiro de referéncia 620 nm. Os testes foram acompanhados de
crescimento controle (sem a adicdo da substancia em estudo) realizados em
triplicata e repetidos no minimo 3 vezes (DEVIENNE et al., 2002).

A influéncia da ativacdo metabdlica também foi ensaiada. Neste ensaio,
6 x 10* células/mL foram inoculados em microplacas e incubadas a 37°C para

fornecer cerca de 60 a 70% de confluéncia. Apds 24 horas, o meio foi removido e as
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células foram tratadas com diferentes concentragdes (500, 250, 125, 62,5 e 31,25
Mg/mL) da melanina do mutante e melanina sintética previamente submetidas a
ativacdo metabodlica. Esta ativacao foi feita em um sistema composto por 4% de
fragdo Sy de figado de rato tratado com Aroclor 1254, 1% de solugao de cloreto de
magnésio 0,4 M, 1% solugao cloreto de potassio 1,65 M, 0,5% de D-glicose-6-fosfato
1M, 4% de B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1 M, 50% de tampé&o
fosfato 0,2 M pH 7,1 e 39,5% de agua destilada estéril. Apds incubagédo por 24
horas, o meio foi removido e a placa tratada para o teste do Vermelho Neutro. Os
ensaios foram acompanhados de crescimento celular controle (sem a substancia
teste), crescimento celular na presenga de S9, crescimento celular na presenca de
DMSO e crescimento celular com ciclofosfamida (controle da reacado de
metabolizacdo). Os testes foram realizados em ftriplicata e repetidos, no minimo, 3
vezes.

A determinacao do indice citotoxico (ICsp), concentragdo do agente que reduz
em 50% a absorbéancia espectrofotométrica foi feita através de analise de regressao

linear da curva dose-resposta obtida.

3.9 Avaliagao da morfologia das células McCoy na presenca de melanina

No ensaio, 6 x 10* células McCoy/mL, preparadas em meio Eagle, foram
distribuidas em laminulas e incubada por 24 horas a 35-37°C. Posteriormente, o
meio foi removido e foi adicionada a melanina em concentracdo de 250 pg/mL
(preparada conforme descrito no item 8.1). Apds incubagao por 24 horas, as células
foram coradas usando os corantes de May-Grunwald e Giemsa. Nesta coloragao, a
laminula foi coberta com uma solugéo contendo 5 mL do corante de May-Grinwald
(solugdo-mae) e 5 mL de tampao de Sorensen durante 5 minutos. Apds este
periodo, a laminula foi lavada com uma mistura contendo 5 mL de solugéo de
Giemsa e 10 mL de tampdo de Sorensen, permanecendo em repouso durante 15
minutos, para posteriormente ser lavada com &gua destilada. Estas foram
observadas em microscopio Optico e comparadas com células McCoy na auséncia

de melanina (controle negativo).

3.10 Determinagao da atividade mutagénica in vitro da melanina
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O ensaio de mutagédo génica reversa utilizado nesse trabalho foi o Teste de
Ames que se baseia na utilizacdo de linhagens de Salmonella typhimurium
auxotréficas para o aminoacido histidina, as quais revertem a prototrofia pelo
tratamento com agentes mutagénicos (MAROON, AMES, 1983). Neste estudo foram
utilizadas as linhagens:

e TA98: apresenta mutacdo no gene D (hisD3052), e detecta compostos
mutagénicos que deslocam o quadro de leitura do DNA.
e TA100: apresenta mutacdo his G46, e detecta agentes que causam

substituicdes, principalmente em pares G-C.

e TA102: contém a mutagado no gene his G428, detectando agentes quimicos e
radiagoes, além de agentes cross-link.

e TA97a: detecta mutagenos do tipo frameshift, apresentando mutagdo no gene
hisD6610.

As linhagens de Salmonella typhimurium TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 102
foram inoculadas em 30 mL de caldo nutriente, os quais foram incubados a 37°C por
14 horas, sob agitagdo, até obtencédo de 1 a 2 x 10° células/mL. Diferentes
concentragdes da melanina extraida do fungo A. nidulans (1 mg/placa, 500, 250 e
125 ugl/placa) e 100 uL de cultura bacteriana foram adicionadas a 2 mL de Top
agar, homogeneizados e vertidos sobre placas de Petri contendo agar minimo
seletivo. Apds solidificagdo do Top agar, as placas foram incubadas a 37°C. Apos 48
horas, colbnias histidina positiva foram contadas manualmente. A influéncia da
ativacdo metabdlica na melanina do fungo A. nidulans foi testada sobre as mesmas
linhagens de S. typhimurium, através da adigao de 500 uL de fragdo microssomal S9
(proveniente de figado de ratos induzidos com arocloror 1254) ao Top agar,
seguindo a metodologia descrita acima. Os experimentos foram realizados em
triplicata e repetidos duas vezes para os ensaios sem ativagao metabdlica. Cada
experimento foi acompanhado de crescimento espontaneo, crescimento com DMSO
(controle negativo) e crescimento na presenga da fracdo Sy (quando necessario).
Para controle positivo de mutagenicidade foram utilizadas as substancias
apresentadas na tabela 1.

Os dados da mutagenicidade foram analisados utilizando o programa
estatistico Salanal elaborado e gentiimente cedidio pelo Dr. L. Myers do Research

Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA. Esse programa permite avaliar o
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efeito dose-resposta através do calculo de analise de variancia (ANOVA) entre as
médias do numero de rervertentes nas diferentes doses testadas e o controle
negativo, seguido de uma regressao linear.

Tabela 1 — Relag¢des das substancias mutagénicas utilizadas como controle

positivo.

Linhagem Mutageno padréo

TA 97a/-Sg NPD = 4-o-nitrofenilenodiamina (10 ug/placa)
TA 97a/+Sy ANTR = 2-antramino (3 pg/placa)

TA 100/ -Sg AS = azida sddica (2,5 ug/placa)

TA 100 / +Sg ANTR = 2-antramino (3 ug/placa)

TA 98/ -Sg NPD = 4-o-nitrofenilenodiamina (10 ug/placa)
TA 98/ +Sg ANTR = 2-antramino (3 ug/placa)

TA 102/ -Sg MITC = Mitomicina C (3 pg/placa)

TA 102 / +Sg AF = 2-aminofluoreno (10 ug/placa)

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razdo de mutagenicidade (RM),
que é a razao entre a média do numero de revertentes por placa teste (espontaneos
e induzidos) e a média do numero de revertentes por placa do controle negativo
(esponténeos). Uma substancia € considerada mutagénica quando a razdo de
mutagenicidade (RM) for maior ou igual a 2, em pelo menos uma das doses
testadas, e houver uma relacao dose-resposta entre as concentragdes avaliadas e o
nuamero de revertentes induzidos. (VALENT, 1993; VARGAS et al., 1993).

3.11 Determinagao da atividade antimicrobiana da melanina

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), definida como a
menor concentracdo que inibe o crescimento bacteriano, foi realizada através da
técnica espectrofotométrica de microdiluicdo (DEVIENNE, RADDI, 2002). A CIM foi
determinada através da relagdo direta entre a absorbancia do crescimento
bacteriano e concentragcédo da substancia teste.

Primeiramente foi realizado o cultivo dos microganismos Staphylococcus
aureus ATCC 25913, Enterococcus faecalis ATCC 10541 em placas contendo Agar
sangue de carneiro 5% e de Escherichia coli ATCC 25922 em Agar McConkey. Apds

24hs de incubacdo a 37°C, as colbnias foram repicadas para tubos contendo meio
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de crescimento e incubados durante a noite. Uma aliquota dessa cultura foi
semeada no mesmo meio e incubado a 37°C até turvagdo equivalente a 0,5 da
escala de McFarland para obtencao de crescimento em fase exponencial.

Para avaliar a atividade antimicrobiana, orificios de microplacas foram
preenchidos com 100 uL de meio de crescimento, contendo concentragcdes variadas
da substancia teste (1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ug/mL), sobre os quais foram
adicionados 100 pL de cultura dos diferentes microrganismos (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis) em fase de crescimento
exponencial. As placas foram submetidas a leitura espectrofotométrica em 620 nm.
Apos incubacao a 35-37°C por 24 horas, as mesmas foram homogeneizadas e nova
leitura realizada para determinacdo da concentrag&o inibitoria minima (CIM). Os
testes foram realizados em triplicata e acompanhados de crescimento controle. A
primeira leitura espectrofotométrica foi realizada para eliminar a coloragéo de fundo,
dessa maneira somente o crescimento bacteriano foi computado nos experimentos.
Um branco da reacao foi realizado com melanina diluida em meio de crescimento

nas mesmas concentragoes do teste para descontar a sua absorbancia em 620 nm.

3.12 Avaliacao da atividade antioxidante da melanina

3.12.1 Teste do DPPH

O ensaio espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazila) € um teste que permite fazer uma avaliagéo indireta da capacidade
antioxidante da substancia em analise. O DPPH apresenta coloracao violeta, tendo
assim uma absor¢do em 540 nm, quando se encontra reduzido torna-se amarelo
nao sendo absorvido neste comprimento de onda. Esta reducao é devida a acéo de
algumas substancias capazes de doar hidrogénio radicalar ao DPPH, formando
assim um radical estavel, o qual esta associado a propriedade antioxidante
(FENGLIN et al., 2003). Neste ensaio espectrofotométrico utilizou-se 100 yL de uma
solugéo de DPPH (1,1 — difenil-2-picril-hidrazila) em metanol (0,004%), adicionado
de 50uL das melaninas em diversas concentracdes (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200
ug/mL em DMSO), e apds 30 minutos de reacao foi determinada a absorbancia em
540 nm. Como referéncia de maxima absorcao foi utilizada a leitura obtida com
100uL da solugao de DPPH adicionado de 50uL de DMSO. A partir dos valores das
absorbancias obtidos foi calculada a porcentagem de decaimento da absorbancia

utilizando a formula descrita abaixo.
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%A = porcentagem de decaimento da absorbancia
Ao = absorbancia do DPPH sem a substancia teste

A = absorbancia verificada com a adi¢ao da substancia teste

Os resultados da porcentagem de decaimento da absorbancia foi plotado em um
grafico versus a concentragdo da amostra. Deste grafico foi obtido o valor do ICs (a
concentracdo da amostra requerida para capturar 50% do radical livre). Neste teste,
foi usado Trolox como substancia controle de efeito antioxidante comprovado. Um
branco da reacido foi preparado com melanina diluida em DMSO nas diversas

concentracdes para descontar possiveis interferéncias em 540 nm.

3.12.2 Analise do peroxido de hidrogénio (H,0-)

Neste ensaio o H,O, € quebrado pela peroxidase gerando um intermediario
que oxida o vermelho de fenol a um composto amarelo que em pH basico se torna
vermelho purpura, podendo ser quantificado em 610 nm (PICK, KEISARI, 1980). A
diminuicdo da absorbancia deste sistema indica neutralizacdo do H,0O, pelas
substancias em estudo. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata em
um volume final de 1 mL da mistura de reagao contendo diferentes concentracdes
de pigmento e da melanina sintética (25, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/mL), enzima
peroxidase (8,5 U/mL), vermelho de fenol (0,1mg/mL) e H,O, (20 uM), completado
com tampao fosfato (NaCl 140 mM, fosfato de potassio 10 mM e dextrose 5,5 mM),
pH 7. Esta misutra foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e a reagao
foi terminada pela adigdo de 100 pL de NaOH 1N. O complexo purpura do vermelho
de fenol oxidado foi quantificado em 610 nm em espectrofotbmetro BECKMAN
DU530 e os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de Hy0,

utilizando a féormula descrita no teste de DPPH. Neste teste, foi usado Trolox como
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substancia controle de efeito antioxidante comprovado, e foi preparado o branco da

reacao na presencga de amostra e todos os reagentes na auséncia de peroxidase.

3.12.3 Ensaio da deoxirribose

O ensaio da deoxirribose descrito por HALLIWELL, GUTTERIDGE, ARUOMA
(1987) com algumas modificagdes, consiste na degradacao do agucar deoxirribose
quando exposto ao radical hidroxil (OH") gerado por reacdo de Haber-Weiss. Este
sistema resulta na formacéo do malonaldeido (MDA) que pode ser detectado pela
habilidade de reagir com acido tiobarbiturico formando um cromoégeno rosa. A
diminuigdo na intensidade do cromodgeno, medida pela absorbancia em 532 nm,
evidencia a inibigdo dos radicais hidroxil (OH").

A mistura de reagdo em um volume final de 1,2 mL continha os seguintes
reagentes: deoxirribose (2,8 mM), FeClz (25 uM), EDTA (100 pM), H,0O, (2,8 mM),
tampao KH,PO4/KOH 10 mM pH 7,4, ascorbato (100 uM) e melanina do mutante ou
melanina sintética em varias concentragdes (25, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/mL). A
formacéao de radical hidroxil ocorre apods incubag¢ao da mistura de reagao a 37°C por
1 hora. Apds este tempo foram adicionados 1 mL de acido tiobarbiturico 1%
preparado em NaOH 50 mM e 1 mL de acido tricloroacético 2,8%. Esta mistura,
apos ser aquecida por 5 minutos, desenvolveu o cromoégeno rosa, que foi
quantificado em 532 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de
inibicdo da formacao de radical hidroxil, calculado como descrito no teste de DPPH.
Nesta reacao, Trolox foi utilizado como substancia antioxidante controle, e foi feito o
branco da reagcdo contendo amostra e os reagentes da mistura reacional na

auséncia de deoxirribose.

3.12.4 Atividade quelante de Fe**

Neste ensaio a presenga de um agente quelante interrompe a formagéo do
complexo entre o ion Fe** e o composto ferrozine, resultando na diminuicdo da
coloragao vermelha, o qual pode ser evidenciado pela diminuicdo da absorbancia
em 562 nm (GULCIN, 2006). O experimento foi realizado pela mistura de 0,4 mL de
diferentes concentragdes de pigmento do mutante ou melanina sintética (25, 50, 75,
100, 150 e 200 ug/mL em etanol) e 0,05 mL de FeCl, (2 mM). A reacéo foi iniciada

pela adicao de 0,2 mL de Ferrozine 5 mM e o volume total foi ajustado a 4 mL com
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etanol. Esta mistura foi agitada vigorosamente e mantida por 10 minutos em
temperatura ambiente. A absorbancia em 562 nm foi determinada em
espectrofotometro BECKMAN DU 530. A porcentagem de inibigdo da formagao do
complexo Fe?-ferrozine foi calculada como descrito no teste do DPPH. A
substancia controle utilizada foi o EDTA, e o branco da reagao foi preparado com

pigmento diluido nas diversas concentragbes em etanol.

3.12.5 Reagado com anion superoxido

A mistura de hipoxantina e xantina oxidase em pH 7,4 geram radical
superoxido, o qual pode ser detectado pela habilidade de reduzir Nitro Blue
Tetrazolio (NBT). A geracdo do anion superoéxido foi realizado em um volume final de
3 mL contendo 0,1 mL de hipoxantina (30 mM) (dissolvido em solugéo de hidréxido
de potassio 1%), 0,1 mL de EDTA (0,3 mM), 0,1 mL de NBT (3 mM), 0,1 mL de da
melanina do mutante e melanina sintética em concentragdes de 50, 75, 100, 150 e
200 pg/mL e tampéo KH2,PO4-KOH pH 7,4 (concentracao final de 88 mM). A reacéo
foi iniciada pela adigdo de 0,3 mL de xantina-oxidase (0,04 Ul/mL). Os efeitos da
melanina foram avaliados através da redugcdao do NBT medido em 560 nm
(MARSHALL et al., 1996). Os resultados foram expressos em porcentagem de
inibicdo da formagao de anion superoéxido e foi calculado como descrito no teste de
DPPH. Nesta reagao Trolox foi utilizado como substancia antioxidante controle. Foi
feito o branco da reagdo contendo amostra e os reagentes da mistura reacional na

auséncia de deoxirribose.

3.12.6 Ensaio da atividade da xantina-oxidase

Este método espectrofotométrico, descrito por MASUOKA et al. (2006), foi
usado para avaliar a inibicdo da xantina oxidase pela substancia teste, em funcao da
diminuicdo da formacao de acido urico. A mistura de reacdo em um volume final de
3 mL continha xantina como substrato (concentracao final de 100 uM) e 0,06 mL de
melanina do mutante e melanina sintética em concentragdes de 50, 75, 100, 150 e
200 pg/mL, ambos dissolvidos em tampao Na,CO3; 40 mM contendo 0,1 mM de
EDTA pH 10. A reagéo foi iniciada pela adi¢ao de 0,04 unidades de xantina oxidase
e completada a 25°C apo6s 5 minutos. A concentragdao de acido urico formado foi

determinada através da absorbancia em 293 nm e a porcentagem de inibigcao
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calculada como descrito no teste do DPPH. O branco da reagao a mistura reacional

na auséncia de xantina oxidase e o pigmento nas diversas concentragoes.

3.13 Avaliagao da resposta imunolégica na presenga de melanina

3.13.1 Obtencao de macrofagos peritoneais

Para andlise do fator de necrose tumoral (TNF-a) e 6xido nitrico (NO) foi
utilizada uma cultura de macrofagos, os quais foram extraidos da cavidade
peritoneal de camundongos. Esta cultura foi obtida apds injecao intraperitonial de 3
mL de caldo tioglicolato estéril e apds 3-4 dias, as células foram coletadas pela
injecdo de 5 mL de tampao PBS pH 7,0 (BARILE, 1994 - modificado). Apods 3
lavagens com 10 mL de tampao PBS as células foram ressuspensas em meio RPMI-
1640 para a realizacéo do teste de deteccdo de TNF-a e NO. Em todos os testes foi
determinado a viabilidade dos macrofagos na presenga da substéncia em estudo
através da técnica do vermelho neutro (VN). No teste de viabilidade, 200 pL de
solucao de vermelho neutro foram adicionados ao crescimento celular e incubados a
35-37°C, por 3 horas. ApoOs esse periodo, a placa foi vertida e cerca de 200 pL de
uma mistura acido acético—etanol (1:50) foram adicionados a cada orificio. A leitura
da absorbancia foi realizada em Espectrofotdmetro multicanal em comprimento de
onda de 540nm com filtro de referéncia 620 nm (BORENFRUND, PUERNER, 1985).
O controle de estimulagdo imunolégica foi o lipopolissacarideo de Escherichia coli
(LPS). Todos os testes foram realizados em triplicata e repetidos, no minimo, 3
vezes.

3.13.2 Avaliagao do processo de fagocitose na presenga de melanina

Neste ensaio, foram adicionados uma cultura de macréfagos, contendo 1,5 x
10° células /mL preparados em meio RPMI, em laminulas acondicionadas em
microplacas. As laminulas contendo as células foram incubadas por 30 minutos a
37°C em estufa de CO,, e posteriormente lavadas trés vezes com Solucdo de
Hanks. A melanina foi preparada na concentragao de 250 ug/mL em meio RPMI, e
adicionado 0,1 mL a cada laminula, seguido por incubagao por 90 minutos a 37°C
em estufa contendo 5% de CO,. Apds este periodo, as laminulas foram lavadas com
o proprio meio (3 vezes), foram fixadas com metanol durante 30 minutos e coradas

utilizando a coloragdo de May-Grinwald e Giemsa (descrito no item 10). Para este
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ensaio foram preparadas 10 laminulas utilizando 5 animais e foi realizado um

controle de negativo (células na auséncia de melanina).

3.13.3 Teste para deteccdao da producdo de fator de necrose tumoral

(TNF-o)

Neste ensaio aproximadamente 1,5 mL da cultura de macréfagos, contendo 5
x 10° células /mL foram adicionados em microplaca de 24 cavidades e incubada a
37°C em estufa contendo 5% de CO,. Apds 1 hora, a placa foi vertida para retirada
do sobrenadante e foram adicionados 1,5 mL de meio RPMI e 50 uL de diferentes
concentragdes da melanina do mutante MEL1 (50, 100 e 200 ug/mL). Apds 24 horas
de incubacdo nas mesmas condigdes especificadas acima, o sobrenadante da
cultura foi retirado e centrifugado a 10.000 g a 4°C por 10 minutos. Posteriormente
foram adicionados 100 uL de actinomicina D e 100 uL do sobrenadante sobre o
tapete de células L-929 (células de fibrosarcoma de murino sensivel a TNF-a)
previamente preparado (100 pL de células L-929 contendo 4 x 10° células/mL,
incubacgédo por 18 horas em atmosfera contendo 5% de CO;) e novamente incubados
a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apds 24 horas, a placa foi vertida e
determinada a viabilidade celular com o teste do Vermelho Neutro descrito no item
12.1. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro multicanal em
comprimento de onda de 540 nm com filtro de referéncia 620 nm. A quantidade de
TNF-a produzido foi determinada através da viabilidade das células L-929. A
atividade de TNF-o é expressa em U/mL, onde 50% de lise celular de L-929
correspondem a 1U dessa citocina (KIRIKAE et al, 1996). Os ensaios foram
realizados em ftriplicata e repetidos, no minimo, com 4 animais. Os testes foram
acompanhados de controle negativo (macrofagos e L-929 sem estimulo), controle
positivo (estimulagdo imunologica com LPS) e a viabilidade celular pés-experimentos

determinada através da técnica do vermelho neutro.

3.13.4 Teste para a detecgio da produgio de Oxido Nitrico (NO)
Neste ensaio, uma suspensédo de macrofagos peritoneais contendo 5 x 10°
células/mL em RPMI foram inoculados em microplaca, a qual foi incubada por 24

horas a 37°C em atmosfera contendo 5% CO,. Apdés esse periodo, foram
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adicionados 100 uL de diferentes concentragdes da melanina do mutante (50, 100 e
200 pg/mL) aos orificios e a placa reincubada nas mesmas condi¢des. Aliquotas de
50 uL do sobrenadante de cada orificio foram transferidas para uma nova microplaca
sobre as quais foram adicionados 50 uL de reagente de Griess. A absorbancia foi
determinada apés 15 minutos, em comprimento de onda de 540 nm (GREEN et al.,
1982; FEDER, LASKIN, 1994; LASKIN et al., 1994). A quantidade de 6xido nitrico foi
expressa em pmol de nitrito/5x10° células e foi determinada a partir da equacéo da
reta obtida da curva padrao. Os testes foram realizados em triplicata e repetidos, no
minimo, com 3 animais. Os ensaios foram acompanhados de controle negativo
(macrofagos sem estimulo ou tratamento), de controle positivo (estimulagao
imunoldgica com LPS), controle da viabilidade de celular pés-experimentos através
da técnica do vermelho neutro (descrito no item 3.13.1), e branco da reagdo com a
amostra preparada nas diversas concentracoes em meio RPMI na auséncia de

células.

3.13.5 Teste de inibigao na produgao de TNF-a

Foi utilizada a suspensédo de macrofagos peritoneais (na concentragado de
5x10° células/mL) preparada como descrito no item 12.1. Apés a aderéncia, os
macrofagos foram incubados na presenca de 25 pL de solugéo de LPS (1ug/mL) e
25 pL de cada concentragdo da melanina do mutante (50, 100 e 200 pg/mL). A
incubacéo foi feita por 24 horas em estufa a 37°C com suprimento constante de 5%
de CO,. Posteriormente ocorreu a centrifugacédo, e foram adicionados 100 uL do
sobrenadante sobre o tapete de células L-929 (preparadas como descrito no item
12.2) e, novamente, incubados a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apds 24
horas, a placa foi vertida e determinada a viabilidade celular com a técnica do
vermelho neutro como descrito no item 12.1. A quantidade de TNF-a produzido foi
determinada através da viabilidade das células células L-929. A atividade de TNF-a
€ expressa em U/mL, onde 50% de lise celular de L-929 correspondem a 1U dessa
citocina (KIRIKAE et al, 1996). Os testes foram realizados em triplicata e repetidos,

no minimo, com 3 animais.

3.13.6 Teste de inibigdo da liberagao de 6xido nitrico (NO)
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Foram utilizados macréfagos na concentracdo de 5 x 10° células/mL.
ApoOs a aderéncia, os macrofagos foram incubados na presenca de 100 uL de
solugéo de LPS (1ug/mL) e 100 yL de cada concentragao da melanina do fungo A.
nidulans (50, 100 e 200 pg/mL). A incubacgao foi feita por 24 horas em estufa a 37°C
com tensdo constante de 5% de CO,. A produgcdo de NO foi determinada
espectrofotometricamente através do acumulo de nitrito do meio de cultura com a
utilizacdo do reagente de Griess. A quantidade de éxido nitrico (umol de nitrito) no
sobrenadante foi determinada através equacao da reta obtida da curva padrao. Os
resultados foram expressos em micromoles de nitrito/5x10° células. Os testes foram
realizados em ftriplicata e repetidos, no minimo, com 3 animais. Os ensaios foram
acompanhados de controle negativo (macréfagos sem estimulo ou tratamento), de
controle positivo (estimulagdo imunoldgica com LPS), controle da viabilidade de
celular pos-experimentos através da técnica do vermelho neutro (descrito no item
3.13.1), e branco da reacdo com a amostra preparada nas diversas concentragdes

em meio RPMI na auséncia de células.

3.14 Anadlise estatistica

A analise estatistica foi realizada a fim de verificar a reprodutibilidade e
validacdo dos resultados, através de técnicas de analise estatistica de regresséo,
avaliando se o modelo de regressédo linear é adequado para a compilagédo e
significancia dos resultados nos ensaios de citotoxicidade, e analise estatistica de
variancia (ANOVA), para averiguar se ocorreu diferengas estatisticamente
significativa dos resultados obtidos entre os padrdes e o pigmento testado para os
testes antioxidantes. Também foi utilizado ANOVA nos ensaios imunoldgicos
comparando os resultados apds tratamento com o pigmento com o controle

negativo. O intervalo de confianga utilizado foi de 95% (o = 0,05) (LAPPONI, 1997).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizagao estrutural da melanina

4.1.1 Analise espectrométrica de Infravermelho da melanina

A espectroscopia de infravermelho tem sido empregada para estudar as
peculiaridades estruturais de substancias, como o pigmento melanina, por fornecer
informagdes sobre os grupos funcionais presentes (BILINSKA, 1996; PAIM et al.,
1990). No presente trabalho o método foi usado para verificar se ocorreram
modificagdes estruturais na molécula apds o processo de purificacdo da melanina
extraida do fungo, pois este processo envolve prolongada hidrolise em acidos
aquosos para remover proteinas e carboidratos associados, alternando ciclos de
solventes organicos e acidos quentes, na tentativa de fornecer um material com
maior grau de pureza (ELLIS: GRIFFITHS, 1974; PATEL et al., 1995; FOGARTY;
TOBIN, 1996).

O perfil espectrométrico de infravermelho do pigmento obtido do mutante
MEL1, na presenca e na auséncia do procedimento de hidrélise e da melanina
sintética, esta apresentado na figura 8. O espectro da melanina sem hidrélise mostra
as seguintes caracteristicas: uma banda larga na regido entre 3400-3200 cm™
representando deformacdes de estiramento dos grupos OH e/ou NH, (BONNER,;
DUNCAN, 1962); uma banda na regido de 2930-2860 cm™, atribuida a deformagdes
de estiramento dos grupos CH, e CH3 (SENESI; MIANO; MARTIN, 1987; BRIDELLI;
TAMPELLINI; ZECCA, 1999), que juntamente com as bandas em 1460-1450 cm™
atribuidas a deformagdes angulares de grupos CH; e CH3 indicam que o pigmento
tem um alto contetido de grupos alifaticos; uma banda em 1030 cm™, devido a
estiramento C-O, indicando a presenga de polissacarideos (PAIM et al., 1990); uma
banda entre 1620 e 1650 cm™ atribuida a deformacdes de estiramento de ligagdes
C=C ou C=0 (BONNER; DUNCAN, 1962); uma banda na regido de 1720 cm™
reconhecida como grupo COOH (carboxila), caracteristico da estrutura de melaninas
(SENESI; MIANO; MARTIN, 1987); uma banda na regido de 2340 cm™ que pode ser
devido & presenca de grupos NHs;" e =NH," de aminoacidos (SENESI; MIANO;
MARTIN, 1987; PAIM et al., 1990).

Para a amostra de melanina do mutante MEL1 que passou pelo processo de
hidrélise foram encontradas caracteristicas semelhantes as anteriores, porém
algumas bandas apresentam diferengas na intensidade. As bandas em 1620 e 1650
cm™ atribuidas a ligagdes C=C ou C=0 estdo presentes antes e depois da hidrdlise,

e podem ser indicativo da presenga de quinonas, que S&0 grupos comuns na
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estrutura de melaninas (BRIDELLI; TAMPELLINI; ZECCA, 1999). A diminuigdo na
intensidade das bandas na regido de 2930-2860 cm™, atribuida as deformagdes de
estiramento dos grupos CH,; e CHj3; (SENESI; MIANO; MARTIN, 1987; BRIDELLI;
TAMPELLINI; ZECCA, 1999), e das bandas em 1460-1450 cm™ atribuidas as
deformacgdes angulares de grupos CH, e CH3, que indicam um menor conteudo de
grupamentos alifaticos, juntamente com a auséncia da banda em 1030 cm™1,
sugerem uma diminuicdo na contaminagdo com carboidratos (SENESI; MIANO;
MARTIN, 1987; PAIM et al., 1990; BRIDELLI; TAMPELLINI; ZECCA, 1999).

hidrolise
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Figura 8 — Espectros de infravermelho da melanina obtida do mutante MEL1,

submetida ou nao ao processo de purificagdo por hidrélise.

A auséncia da banda na regido de 2340 cm™, que é atribuida & presenca de
grupos NH3" e =NH," de aminoacidos, e a diminuigéo de intensidade da banda larga

na regido entre 3400-3200 cm™ que representa deformacgdes de estiramento dos
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grupos OH e/ou NH,, sugerem uma diminuicdo na contaminagdo com proteinas
(SENESI; MIANO; MARTIN, 1987; PAIM et al., 1990), provavelmente devido a
eficacia do método de purificacdo em retirar este tipo de contaminacéo.

Perfis espectrométricos semelhantes foram obtidos por SENESI, MIANO e
MARTIN (1987), durante a analise de pigmentos obtidos de Aspergillus glaucus,
Eurotium echinulatum, Hendersonula toruloidea, Stachybotrys atra e Aspergillus
sydowi, apo6s purificagao por hidrolise acida.

Os resultados obtidos, portanto, sugerem que o processo de hidrolise e
purificacdo nao alterou significativamente a estrutura da melanina e contribuiu para a
retirada de contaminagdes, como proteinas e carboidratos, que poderiam interferir

nos ensaios de atividade bioldgica.

4.1.2 Analise cromatografica da melanina

Para auxiliar na identificacdo estrutural da melanina do mutante MEL1, foi
realizada a cromatografia em camada delgada, uma vez que o sistema
cromatografico utilizado € capaz de evidenciar a presencga de fragmentos de DOPA-
melanina contendo unidades pirrdlicas (ITO; FUJITA, 1985).

A placa cromatografica, apresentada na figura 9, foi feita utilizando amostras
de melanina do mutante MEL1 (M1) apds hidrolise e da melanina sintética (S),
usada como padrao. Os resultados mostram a presenca de uma unica mancha tanto
para a melanina do fungo como para a melanina sintética, com um mesmo fator de
retencéo de 0,43. Estes resultados sugerem a presenga de um mesmo fragmento
pirrélico, indicando que as duas substancias apresentam as mesmas caracteristicas

estruturais.
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Figura 9 — Cromatografia em camada delgada da melanina extraida do

mutante MEL1 (M1) e da melanina sintética (S).

4.1.3 Andlise da melanina por espectrometria de massas

A caracterizagao estrutural do pigmento tipo melanina extraido do mutante
MELA1, foi feita utilizando a técnica de espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray (ESI-MS). A ionizagao por electrospray € baseada na extragao de ions
em solucdo ou na formacgao desses ions sob a acdo de um forte campo elétrico. O
fato de gerar ions com altos pesos moleculares com cargas multiplas que podem ser
observados e analisados em espectrometros de massas simples, torna esta técnica
a mais amplamente utilizada para a analise de compostos polares, idnicos e nao-
volateis (GASKELL, 1997). Considerando que aproximadamente 80 % de todos os
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produtos naturais ndo sao volateis, fica evidente a importancia dessa técnica de
ionizagao (STREGE, 1999).

A natureza do solvente utilizado e o pH s&o igualmente importantes na
geracdo dos ions na técnica de ESI-MS. ions positivos sdo, geralmente, analisados
empregando-se solugdes da amostra em metanol e em baixo pH, e ions negativos,
por sua vez, sao produzidos, em maior propor¢cdo, a partir de solugdes de
cloroformio com altos valores de pH (COLE, 1997). Outra orientagdo, € que
substancias contendo funcdes acidas, tais como acidos carboxilicos e fendis, sado
mais facilmente desprotonadas, e consequentemente, deveriam ser analisadas no
modo negativo (CROTTI et al., 2006). Embora a melanina apresente,
aparentemente, um grande numero de grupos carboxilicos, a sua analise foi feita no
modo positivo usando metanol como solvente, devido a dificuldade de dissolugdo em
cloroférmio e a falta de reprodutibilidade no modo negativo.

Durante o processo de ionizacgao, trés tipos de ions podem ser gerados: ions
moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas e moléculas cationizadas ou
anionizadas. A extensdo com que cada um destes ions é formado depende das
reagdes ocorridas no interior dos capilares. Em compostos como a melanina, que
apresentam grandes potenciais redox, geralmente ocorrem reag¢des do tipo acido-
base e/ou coordenacédo com ions metalicos, principalmente Na* e K (CROTTI et al.,
2006). Os resultados obtidos com a melanina do mutante sugerem que todos os
fragmentos gerados durante o experimento foram cationizados com Na”.

O espectro obtido utilizando ES/-MS dos monémeros da melanina do mutante
estd apresentado na figura 10, e podemos observar cinco fragmentos importantes
com m/z 573, 550, 522, 397 e 325 u (unidades de massa atdmica). Devido ao fato
destes resultados fornecerem informacgdes pouco esclarecedoras sobre a estrutura e
possiveis mondmeros da melanina, foi realizada uma analise dos fragmentos “filhos”

gerados através da técnica de espectrometria de massas sequencial (ES/-MS/MS).
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Figura 10 — Fragmentograma (ES/, modo positivo) da melanina do mutante
MELA1.
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O espectro de ESI-MS/MS do fragmento com m/z 573 u esta apresentado na
figura 11. Os resultados sugerem que o fragmento com m/z 573 u e seus fragmentos
“filnos”, com m/z 501 e 403 u, referem-se a ions cationizados [M+Na]’, e, portanto,
representam massa real de 550, 478 e 380 u, respectivamente. A estrutura proposta
para este fragmento com m/z 573 u € composta de uma unidade pirrélica substituida
que apresenta hiroxilas e um grupo cetoacido, um grupo 5,6-indolquinona-2-acido
carboxilico (IQCA) e uma unidade 5,6-didroxindol-2-acido carboxilico (DHICA)
(Figura 12). A unido das unidades 5,6-diidroxindol-2-acido carboxilico e 5,6-
indolquinona-2-acido carboxilico sao feitos pelos grupos carboxilicos e pelo
nitrogénio do anel inddlico da indolquinona, como foi descrito anteriormente por
PROTA (1996).

A presenca do grupamento pirrdlico substituido contendo hidroxilas e o grupo
cetoacido no fragmento com m/z 573 u, foram confirmados devido a perda de
fragmentos com massa 72 u gerando o fragmento com m/z 501 u (massa real de
478 u), que sugere a perda de um grupamento cetoacido, e a perda de 170 u que
sugere a perda de todo grupo pirrélico substituido gerando o fragmento com m/z 403
u (massa real de 380 u. Estes anéis pirrdlicos substituidos, principalmente com
grupamentos carboxilicos, também foram demonstrados em estudos anteriores, por
degradacgédo da melanina de Sepia e de melaninas polimerizadas a partir de DHICA
(NAPOLITANO; PEZZELLA; PROTA, 1996; WAKAMATSU; ITO, 2002).



Figura 11 — Fragmentograma de ES/-MS/MS (modo positvo, 35 eV)

monitorando os fragmentos “filhos” de m/z 573 u.
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Figura 12 — Estruturas propostas para o fragmento com m/z 573 u e de seus

fragmentos “filhos”.

O espectro de ESI-MS/MS do pico m/z 550 u esta apresentado na figura 13.
Os resultados demonstram que o fragmento representado por m/z 550 u fornece um
fragmento “flho” de m/z 297 u, no entanto estes referem-se a moléculas
cationizadas [M+Na]’, que apresentam, portanto, massa real de 527 e 274 u,
respectivamente.

As estruturas propostas para o fragmento com m/z 550 u e seu fragmento
com m/z 297 u estao apresentadas na figura 14. A estrutura do fragmento com m/z
550 u (representando uma espécie com massa real de 527 u) € composta de uma

unidade
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Figura 13 - Fragmentograma de ES/-MS/MS (modo postivo, 40 eV),

monitorando os fragmentos “filhos” de m/z 550 u.
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5,6-diidroxindol com um grupo cetoacido na posigcao 2 e dois grupamentos pirrélicos
apresentando grupamentos hidroxila, acido carboxilico e aldeidico, que foram
confirmados com o fragmento de m/z 297 u (representando uma espécie com massa
real de 274 u), no qual ocorreu a perda de uma unidade pirrdlica, juntamente com o

grupamento cetoacido do diidroxindol, totalizando uma perda de massa de 253 u.

OH
HO
/ \ N
CH=0 R
HOOC N < HO H
HO HOOC N
A\ cco \
HO H COOH HO
HOOC N CH=0
HO [M+Na]* = 550 [M+Na]" = 297

Figura 14 - Estruturas propostas para o fragmento com m/z 550 u e seu

fragmento “filho”.

Estes resultados foram confirmados com o experimento de ES/I-MS/MS do ion
cationizado de m/z 522 u, que forneceu um fragmento “filho” de m/z 297 u (Figura
15). O ion cationizado que apresenta m/z 522 u (representando uma massa de 499
u) € composto das mesmas unidades do fragmento com m/z 550 u, no entanto com
a auséncia do grupamento aldeidico. O fragmento com m/z 297 u (representando
uma massa real de 274 u), que também foi obtido na fragmentacdo do fragmento
com m/z 550 u, representa o grupo 5,6 diidroxindol sem o grupamento cetoacido e o

grupo aldeido (Figura 16).



Figura 15 - Fragmentograma de ESI-MS/MS (modo postivo, 45 eV),

monitorando os fragmentos “filhos” de m/z 522 u.
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Figura 16 - Estruturas propostas para o fragmento com m/z 522 u e seu

fragmento “filho”.

O fragmentograma obtido no experimento de ESI-MS/MS do fragmento em
m/z 397 u, com seu respectivo fragmento filho, esta apresentado na figura 17. Os
resultados estruturais também sugerem que tenham sido formados ions cationizados
[M+Na]". A estrutura proposta para o ion cationizado observado em m/z 397 u
(representando uma molécula com massa real de 374 u), esta apresentada na figura
18, e é formada por uma unidade 5,6-diidroxindol com um grupamento cetoacido e
uma unidade pirrélica semelhante aquelas encontradas anteriormente, com um
grupamento hidroxil, uma unidade carboxilica e um grupo aldeido. O fragmento filho
encontrado em m/z 325 u representando uma espécie com massa 302 u) constitui
uma perda de massa de 72 u, o qual mostra que o grupo cetoacido foi retirado do

fragmento com m/z 397.
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Figura 17 - Fragmentograma de ES/-MS/MS (modo postivo, 15 eV),

monitorando os fragmentos “filhos” de m/z 397 u.
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Figura 18 - Estruturas propostas para a espécie com m/z 397 u. e seu

fragmento “filho”.

O outro fragmento analisado por ESI-MS/MS foi o de m/z 325 u, que esta
apresentado na figura 19. A estrutura proposta para esta espécie (massa real de 302
u) esta apresentada na figura 20. A unidade € composta de um grupamento 5,6-
diidroxindol, e um anel pirrélico substituido com grupamentos carboxilicos, hidroxil e
aldeidico. A partir desta estrutura foram gerados dois fragmentos “filhos”, com m/z
309 e 253 u e, considerando que estes fragmentos também estdo cationizados com
sodio, teremos uma massa real de 286 u e 230 u, respectivamente. O fragmento
com m/z 309 u sugere a perda de um grupamento hidroxil da unidade pirrdlica, e o
fragmento filho com m/z 253 u sugere a perda do grupamento carboxil e aldeidico

também do grupo pirrol.
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Figura 19 - Fragmentograma de ESI-MS/MS (modo postivo, 20 V),

monitorando os fragmentos “filhos” de m/z 325 u.
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Figura 20 - Estruturas propostas para a espécie com m/z 325 u e seus

fragmentos “filhos”.

Os resultados encontrados sugerem que a estrutura da melanina do mutante
MEL1 apresenta duas grandes unidades, representadas pelos fragmentos de
massas moleculares igual a 573 e 550 u, com grupamentos diidroxindol e anéis
pirrélicos substituidos. A estrutura proposta para estes fragmentos esta de acordo
com os relatos da literatura sobre a estrutura da DOPA-melanina, a qual a melanina
seria um heteropolimero composto de varias formas carboxiladas e/ou nao
carboxiladas de anéis diidroxiindol e indolquinona (Figura 4) (BLOIS, 1978;
NAPOLITANO; PEZZELLA; PROTA, 1996; WAKAMATSU; ITO, 2002; TRAN;
POWELL; MEREDITH, 2006; PLONKA; GRABACKA, 2006).
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4.1.4 Analise da melanina por ressonancia paramagnética eletrénica
(EPR)

No sentido de mostrar que a capacidade antioxidante da melanina esta
relacionada a presenca de radicais livres na sua estrutura, foi realizada a analise por
ressonancia paramagnética eletrénica (EPR). Esta técnica permite detectar a
presenga de elétrons desemparelhados baseada no momento magnético de spin
dos elétrons livres (AUGUSTO, 2006). O paramagnetismo estavel dos biopolimeros
de melanina, associado com os radicais livres do tipo semiquinonas ou
semiquinoninas presentes (Figura 40), permite o uso do EPR para uma possivel
investigacao estrutural (BUZMAN et al., 2003; KAYSER, PALIVAN, 2006).

Pelos resultados do espectro de EPR, apresentados nas figuras 21 e 22,
podemos observar que a melanina do mutante MEL1 e a sintética apresentam
praticamente o mesmo sinal de EPR. A partir destes graficos foi calculado o fator g,
que fornece a posi¢ao absoluta do campo magnético em um espectro de EPR, cujos
valores foram muito proximos para ambas as melaninas, em torno de 2,007. O perfil
observado indica a presenca de elétrons livres desemparelhados na estrutura da
melanina do mutante, devido a presenca de semiquinonas (Figura 17), o que
explicaria a sua capacidade de capturarem radicais livres agindo tanto como pro-
oxidante como antioxidante.

Portanto, as melaninas de varias origens apresentam como caracteristica
comum a presenga de um centro paramagnético de alta estabilidade, o qual revela a
sua capacidade de interagir com radicais livres. COMMONER et al. (1954) reportou
que a melanina apresenta um sinal de absorcao pela espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica (EPR), o qual é indicativo da presencga de radicais livres no
polimero de melanina, como radicais semiquinonas do grupo 5,6-dihidroxiindol
formados durante a polimerizagdo oxidativa (Figura 3). Blois (1978) confirmou esta
hipétese usando inibidores da polimerizacdo do radical livre, como o acido
ascorbico, que bloqueia a formagao de melanina in vitro.

Estes resultados foram similares aos sinais de EPR gerados por melaninas
extraidas de Cryptococcus neoformans (ROSAS et al.,, 2000), Paracoccidioides
brasiliensis (GOMEZ et al., 2001), Sporothrix schenckii (MORRIS-JONES et al.,
2003) e Aspergillus fumigatus (YOUNGCHIM et al., 2004).



81

T T T T T T T T T T
3320 3340 3360 3380 3400 3420
Campo Magnético (Gauss)

Figura 21 — Espectro de EPR da melanina sintética operando em 9,4 GHz.
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Figura 22 — Espectro de EPR da melanina extraida do mutante MEL1

operando em 9,4 GHz.
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Figura 23 — Estrutura parcial de melaninas mostrando grupos semiquinonas

responsaveis pelos sinais na analise por EPR [retirado de RILEY (1997)].
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4.2 Avaliacao das atividades bioldgicas

A avaliacéo das atividades biologicas da melanina extraida do mutante MEL1
foi feita através de testes in vitro, pois embora estes bioensaios farmaco-
toxicoldgicos ndo substituam os testes em animais(in vivo), eles sdo usados em

estudos preliminares para uma rapida triagem de novos xenobiéticos.

4.2.1 Determinagéao da citotoxicidade basal in vitro da melanina

De acordo com o ISO 10993 (International Standard Organization), o ensaio
de citotoxicidade in vitro deve ser o primeiro teste realizado em substancias com
potencial farmacolégico, pois define as concentragdes que podem ser usadas para
evitar danos celulares e também avaliam a compatibilidade da substancia em uma
formulacao farmacéutica final. Somente depois de comprovada a sua nao toxicidade
€ que a substancia pode ser ensaiada em animais de laboratério e em humanos
(CHAVES et al., 2006; ROGERO et al., 2003).

Os testes de citotoxicidade in vitro tém sido atualmente aplicados no
desenvolvimento piloto de novas drogas em fungdo da sua maior rapidez, economia
e também por mostrarem uma boa correlagédo com o teste de DLz, (dose letal para
50% dos animais testados), permitindo a extrapolagao direta de dados quantitativos
a situagdes analogas in vivo (BACON; LINSEMAN; RACZNIAK, 1990;
SHRIVASTAVA et al.,1992). Nestes testes a citotoxicidade é avaliada através da
determinagao do indice citotoxico (ICsp), que € a concentragdo do agente que reduz
50% da absorbancia espectrofotométrica, obtido por analise de regressao linear a
partir das curvas de dose-resposta. Apesar de existirem outras técnicas na
determinacao de citotoxicidade in vitro, neste trabalho foi usada a técnica do corante
vermelho neutro por possuir um “endpoint” mais sensivel (GARZA-OCANAS et al.,,
1992; MOREIRA NETO, 1999).

Os resultados obtidos para a melanina sintética e para a melanina extraida do
mutante MEL1 mostraram indices médios de citoxicidade de cerca de 406 pg/mL
para a melanina sintética e em torno de 373 pg/mL para a melanina extraida do
mutante MEL1 (Tabela 2 e Apéndice 2.1). Estes valores indicam que ambas as
melaninas possuem baixa citotoxicidade em comparagdo com agentes citostaticos
como a cisplatina e a epirubicina, que apresentam ICsy de 41,2 uyg/mL e 15,9 pg/mL,
respectivamente (DEVIENNE, 2000). Alguns estudos com substancias que

apresentam grupos quimicos semelhantes aos das melaninas relataram alta
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citotoxicidade. CHAVEZ et al. (2006), realizaram estudos citotoxicos com
substancias extraidas de plantas e demonstraram que as de composi¢cao fendlica
danificaram mais as células, consequentemente apresentaram menores ICsy, sendo
este efeito atribuido a presenga de grupos hidroxila que podem aumentar as
especies reativas de oxigénio possibilitando les&o celular através do processo de

peroxidacgao lipidica.

Tabela 2 — indice citotdxico (ICso) da melanina sintética e da melanina extraida

do mutante MEL1 de 4 experimentos independentes realizados em triplicata.

ICsp (ug/mL)
Melanina do mutante Melanina sintética
MEL1
Experimento 1 3729+ 2,5 402 + 2,3
Experimento 2 377,2+28 417 + 2,3
Experimento 3 3754 +24 395 + 3,1
Experimento 4 368,5+1,9 412 + 3,2

Também foi realizado o ensaio de citotoxicidade das melaninas apods
metabolizagdo, utilizando a fracdo microssomal hepatica S9, pois algumas
substancias somente apresentam efeito citotoxico apdés a biotransformagdo. Um
exemplo é a ciclofosfamida, um agente antineoplasico que requer ativacao
metabdlica por enzimas hepaticas do sistema citocromo P-450, para que os
metabdlitos possam exercer atividade antitumoral (RANG; DALE; RITTER, 2003).

A presenga de grupos nitrogenados das unidades inddlicas presentes na
estrutura da melanina (Figuras 12 e 14), proporcionam pontos para que ocorram
reagdes de oxidagao, sugerindo, portanto, que na presencga da fragdo microssomal
S9 pode ocorrer a ativagao metabdlica do pigmento.

A fracdo microssomal hepatica S9, faz parte de um grupo de enzimas do
citocromo P-450, e estdo ligadas a membrana do reticulo endoplasmatico, que é
composta basicamente por proteinas e lipideos. Quando o figado é removido e
homogeneizado, o reticulo endoplasmatico € rompido e as isoenzimas presentes

podem ser isoladas por centrifugacédo. O sobrenadante obtido € chamado de fragao
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S9 e é rica em enzimas soluveis que podem ser avaliadas quanto a sua capacidade
catalitica frente a substratos especificos (PARKINSON, 1998).

O citocromo P450 é responsavel por reagdes de oxidacdo, as quais fazem
parte do grupo de reagdes de biotransformacao de fase |, que causam aumento da
polaridade da substancia a ser metabolizada e ancoram grupos para subsequentes
reagoes de conjugacdo (WERMUTH, 2003; THOMAS, 2003). As principais reacdes

catalisadas por este sistema estdo apresentadas na figura 24.

Figura 24 - Principais reagbdes de biotransformacédo catalisadas pelo
citocromo P450 (retirado de WERMUTH, 2003).

O valor de ICsp para o pigmento extraido do mutante MEL1 obtido depois de
submetido a fragdo S9, foi em torno de 413 pg/mL, enquanto que para a melanina
sintética o resultado foi em torno de 316 pyg/mL, na mesma condi¢céo (Tabela 3 e
apéndice 2.1). Os resultados obtidos com a ciclofosfamida (Figura 25), revelam que
apos a ativacao pela fracado S9 nao se observa células viaveis na concentragao de
22 pg/mL, com um ICsy de aproximadamente 15 ug/mL, o que ndo acontece antes
deste processo. Comparando os resultados sem e com ativacio pela fracado S9 para

ambas as melaninas (Figura 26), verifica-se que os perfis das curvas dose-resposta
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e os valores de ICsyp foram muito semelhantes, indicando que as melaninas
apresentam um baixo efeito citotdxico.

Tabela 3 - indice citotoxico (ICsp) apds metabolizagdo pela fracdo S9 da
melanina sintética e da melanina extraida do mutante MEL1 de 4 experimentos

independentes realizados em triplicata.

ICs0 (1g/mL)
Melanina do mutante Melanina sintética
MEL1
Experimento 1 408,1+2,3 314 + 3,2
Experimento 2 415,2 + 3,8 316,2 + 21
Experimento 3 412,2 + 3,3 316,4 + 2,3

Experimento 4 417 + 3,1 318+ 3,4
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URABE et al. (1994) mostraram que apenas os precursores da sintese do
DOPA-melanina, diidroxifenilalanina (DOPA) e 5,6-diidroxindol, sao citotoxicos em
células de melanoma. Alguns pigmentos semelhantes a melanina, como o
prodigiosin, um pigmento vermelho extraido de Serratia marcescens, apresenta
citotoxicidade somente em células tumorais (SOTO-CERRATO et al., 2004). Em
relacdo aos nossos resultados, a melanina do fungo apresentou altos valores de
ICs0, tanto antes como apds a metabolizagao, indicando que este pigmento néao
causa danos significativos no sistema celular testado.

Na Figura 27 estdo mostrados os resultados da microscopia de ldminas das
células McCoy na presenga de melanina extraida do mutante MEL1. Embora a
melanina apresente baixos indices de citotoxicidade, estas micrografias mostram

que a melanina interage com a membrana celular.

A) B)

Figura 27 — Microscopia 6ptica das células McCoy na auséncia (A) e na

presencga da melanina extraida do mutante MEL1 (B).
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4.2.2 Atividade mutagénica in vitro da melanina

O objetivo deste teste foi avaliar o potencial mutagénico da melanina extraida
do mutante MEL1 pelo estudo de reversao da utilizacdo do aminoacido histidina em
cepas de Salmonella typhimurium. A importancia da integragdo dos ensaios de
genototoxicidade aos testes que avaliam propriedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas e toxicologicas de novos farmacos, € enfatizada por KRISHNA et
al. (1998), uma vez que esses testes vém sendo requeridos, em todo mundo, para
aprovacao de novos produtos.

Para a linhagem TA97a o numero de revertentes obtido na presenga de varias
concentragcbes de melanina do fungo, sem ativagdo metabdlica, n&do foram
significativamente diferentes do controle negativo e os valores de RM n&o foram
maiores que 2,0 (Tabela 4). Os resultados para esta linhagem apds a ativagao
metabdlica, mostraram numero de revertentes significativamente diferentes do
controle negativo em todas as concentragdes, exceto a de 1 mg/mL (Tabela 4). No
entanto, os valores de RM foram menores que 2,0 e também nao houve relagcéo
linear entre a concentracdo de melanina e o numero de revertentes, pois na
concentragdo de 1 mg/mL o numero de revertentes e o RM foram menores que os
anteriores. Para as linhagens TA98, TA100 e TA 102 (Tabelas 5, 6 e 7,
respectivamente), os numeros de revertentes nao apresentaram diferengas
significativas em relagéo ao controle negativo, e as razdes de mutagenicidade foram
menores que 2,0, tanto na presenga como na auséncia do sistema de ativagao
metabdlica.

Estudos semelhantes com a melanina presente no cabelo humano, utilizando
as linhagens TA1535, TA1538, TA100 e TA98, demonstraram que o pigmento se

tornava
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Tabela 4 — Numero de revertentes e valores de RM da melanina extraida do
mutante MEL1 com e sem ativagdo metabdlica sobre a linhagem TA97a de S.

typhimurium. Valores apresentados como meédia + desvio padréao.

Melanina Numero de revertentes RM
(mg/placa) - So +So - So +So
0® 136 + 18 151+ 3

0° 1983 +72 1206 + 14

0,125 200 +5 256 + 1** 1,47 1,69
0,25 181 +4 254 + 1** 1,37 1,68
0,50 142 +3 252 + 4** 1,04 1,66
1 136 + 1 210+ 3 1 1,39

*p<0,05 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o
controle negativo e a amostra.

**p<0,01 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o
controle negativo e a amostra.

2 Controle negativo (0): dimetilsulféxido 75 pL/placa.

® Controle positivo (+): TA 97a (- Sg) 4-nitrofenilenodiamina 10 ug/placa; TA
97a (+ Sg) 2-antramino 3 pg/placa.



91

Tabela 5 — Numero de revertentes e valores de RM da melanina extraida do
mutante MEL1 com e sem ativagdo metabdlica sobre a linhagem TA98 de S.

typhimurium. Valores apresentados como meédia + desvio padréao.

Melanina Numero de revertentes RM
(mg/placa) - So +So - So +So
0? 24 + 1 35+2

oP 2782 + 20 1014 + 31

0,125 26 + 1 36 + 1 1,006 1,01
0,25 22 +1 35+0 0,92 0,96
0,50 21 +1 35+ 1 0,88 0,96
1 20 +1 34+2 0,84 0,97

*p<0,05 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o
controle negativo e a amostra.

**p<0,01 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o
controle negativo e a amostra.

2 Controle negativo (0): dimetilsulféxido 75 pL/placa.

® Controle positivo (+): TA 98 (- Sg) 4-nitrofenilenodiamina 10 pg/placa; TA 98
(+ Sg) 2-antramino 3 ug/placa.
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Tabela 6 — Numero de revertentes e valores de RM da melanina extraida do
mutante MEL1 com e sem ativagdo metabdlica sobre a linhagem TA100 de S.

typhimurium. Valores apresentados como meédia + desvio padréao.

Melanina Numero de revertentes RM
(mg/placa) - So +So - So +So
0® 126 + 8 164 + 6

oP 1697 +11 1180 + 48

0,125 156 + 2 195 + 1 1,24 1,19
0,25 150 + 1 176 + 3 1,19 1,07
0,50 126 + 1 166 + 1 1 1,01
1 107 +1 162 + 1 0,85 0,98

*p<0,05 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o
controle negativo e a amostra.

**p<0,01 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o
controle negativo e a amostra.

2 Controle negativo (0): dimetilsulféxido 75 pL/placa.

® Controle positivo (+): TA 100 (- Se) azida sédica 2,5 ug/placa; TA100 (+Sg) 2-

antramino 3 pg/placa.
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Tabela 7 — Numero de revertentes e valores de RM da melanina extraida do

mutante MEL1 com e sem ativagdo metabdlica sobre a linhagem TA102 de S.

typhimurium. Valores apresentados como meédia + desvio padréao.

Melanina Numero de revertentes RM
(mg/placa) - So +So - So +So
0® 191 +1 304 +8

0° 2328 + 73 336 + 10

0,125 279 +6 401 +23 1,46 1,32
0,25 234 + 6* 387 +5 1,23 1,27
0,50 181 + 1 353+3 0,95 1,16
1 179 + 1 339+3 0,94 1,14

*p<0,05 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando

controle negativo e a amostra.

**p<0,01 (ANOVA) resultados estatisticamente diferentes comparando o

controle negativo e a amostra.

2 Controle negativo (0): dimetilsulféxido 75 pL/placa.

® Controle positivo (+): TA 102 (- Sg) mitomicina 3 pg/placa; TA 102 (+ Sg) 2-

aminofluoreno 10 pg/placa.
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mutagénico somente apos tratamento com luz ultravioleta e na auséncia de ativagao
metabdlica, em concentragcbes que variavam de 6,8 a 27,5 mg/placa. Estas
observacbes podem explicar o aumento na incidéncia de cancer de pele em
humanos, particularmente aqueles de cabelos louros e avermelhados, com a
exposicao a luz solar
(HARSANY!I et al., 1980). MIRANDA et al., 1997 demonstrou que o intermediario da
sintese de melanina 5,6-diidroxindol, apdés irradiagdo com luz ultravioleta (UV), pode
levar a formacao de ligagdes cruzadas com a molécula de DNA.

A mutagenicidade de alguns compostos inddlicos e substancias relacionadas
como as melaninas, foram estudadas por CURVALL, FLORIN, JANSSON (1982)
frente a linhagem TA98 de Salmonella Typhimurium, e foi demonstrado que somente
compostos possuindo substituintes metil nas posigdes 2 e 3 do anel inddlico
apresentam propriedades mutagénicas em doses iguais ou maiores a 3 umol/placa.

Portanto, com os resultados de mutagenicidade obtidos podemos concluir que
a melanina ndo apresenta propriedades mutagénicas para as linhagens S.
thyphimurium ensaiadas, principalmente se for usada em formulagdes cosméticas

para aplicagao topica.

4.2.3 Determinacao da atividade antimicrobiana da melanina

A atividade antimicrobiana foi determinada utilizando a técnica de
microdiluicdo para os microorganismos Gram-positivos (Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus) e Gram-negativos (Escherichia. coli). Esta técnica é
potencialmente util para determinagcdo da CIM (concentragado inibitéria minima =
menor concentragdo que impede o crescimento microbiano), pois pode ser usado
frente a uma variedade de microorganismos requerendo pequenas quantidades da
substancia teste (ELOFF, 1998; DEVIENNE; RADDI, 2002). Neste ensaio, o diluente
utilizado foi o dimetilsulféxido, em concentracdes inferiores a 12,5%, pois nestas
concentragcbes nao causam diminuigdo significativa do crescimento bacteriano
(DEVIENNE, 2000).

O efeito de diferentes concentracbes da melanina do mutante MEL1 e da
melanina sintética sobre o crescimento dos microrganismos ensaiados, esta
mostrado na figura 28 (valores médios de absorbancia estdo apresentados no

apéndice 2.2).
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Figura 28 - Relacado dose-resposta do crescimento de Escherichia coli (A),

Enterococcus faecalis (B) e Sthaphylococcus aureus (C) para melanina

sintética e para com a melanina extraida do meio de cultura apds cultivo do

mutante MEL1 do fungo Aspergillus nidulans.
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Pode-se observar que a melanina extraida do mutante MEL1 como também a
melanina sintética, até a concentragdo de 125 pug/mL, n&do causam uma diminui¢gao
acentuada do crescimento de E. coli (Figura 28 A) e E. faecalis (Figura 28 B), sendo
que uma diminuicao efetiva da viabilidade microbiana somente foi observada a partir
de 500 ug/mL. No entanto, para S. aureus observa-se uma diminuigdo gradativa do
crescimento microbiano em fungdo do aumento da concentracdo das melaninas
(Figura 28 C).

Os valores de CIM (calculados a partir das curvas dose-resposta) para a
melanina extraida do mutante MEL1 e para a melanina sintética foram iguais ou
maiores que 1000 ug/mL para todos os microorganismos ensaiados, exceto para a
melanina sintética em relagdo ao E. faecalis, onde o valor de CIM foi de 500 pg/mL.
Desta forma, os resultados obtidos sugerem que as melaninas testadas nao
apresentam atividade antimicrobiana, impedindo o crescimento microbiano somente
em concentragdes elevadas, com valores de CIM extremamente altos (> 1000
ug/mL), quando comparados com as substancias de referéncia, ampicilina e

cloranfenicol (Tabela 8).

Tabela 8 — Valores da concentracdo inibitoria minima (CIM) em pg/mL da
melanina produzida pelo mutante MEL1 e da melanina sintética comparada

com as drogas usadas na padronizagao.

CIM (ng/mL)
Substancias teste E.coli S. aureus E .faecalis
Ampicilina* 8 0,125
Cloranfenicol* 8 16
Melanina de MEL1  >1000 >1000 >1000
Melanina sintética  >1000 >1000 500

* dados obtidos de Devienne (2000).
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4.2.4 Determinagao da atividade antioxidante da melanina
A importéncia biolégica das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
esta centrada na formagao de uma grande variedade de oxidantes secundarios,
0s quais mostram capacidade destrutiva na célula (HALLIWELLL, 1995;
HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998). Neste trabalho, varios testes in
vitro foram utilizados para avaliar a capacidade antioxidante da melanina extraida

do mutante MEL1 em comparagado com a melanina sintética.

4.2.4.1 Teste do DPPH

Um dos testes usados para verificar a propriedade antioxidante de
substéancias consiste em avaliar a presenga do DPPH (1,1 — difenil — 2 — picril —
hidrazil) na sua forma reduzida. Esta redugao € devido a capacidade de algumas
substancias de doar hidrogénio radicalar ao DPPH, formando assim, um radical

estavel (Figura 29).

N N
N« + RH - NH
02N N02 OZN N02
NO, NO,
1,1-difenil-2-picril-hidrazila Coloragao amarela

Coloragado purpura

Figura 29 - Reacéao de reducédo do DPPH (1,1 — difenil — 2 — picril — hidrazil) por

um agente redutor (RH).
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Os resultados para este teste, apresentados na figura 30 e apéndice 2.3,
mostram a redugao do radical livre DPPH, diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo das melaninas do mutante MEL1 e sintética, sendo que os valores de
ICs0 (concentragao que inibe em 50% o radical DPPH) foram de 8 ug/ mL e 7 pg/ mL,
respectivamente. Estes resultados foram bem proximos aqueles obtidos para o
trolox (ICsp = 5 pug/ mL), uma substancia com atividade antioxidante comprovada,
sugerindo que o pigmento melanina apresenta potencial antioxidante frente ao
radical livre DPPH.

A reducao do radical DPPH ocorreu provavelmente devido a presenca de
unidades diidroxindol na estrutura da melanina do fungo (Figura 12), que fornece o

hidrogénio do radical OH em uma reagdo com transferéncia de elétrons.
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Figura 30 — Efeito da melanina extraida do mutante MEL1, da melanina
sintética e do trolox (controle) na redugao do radical livre DPPH. Resultados
apresentados como média + desvio padrao de, no minimo, 3 experimentos

independentes.

4.2.4.2 Ensaio da Deoxirribose
O ensaio da deoxirribose, descrito por HALLIWELL et al. (1987), foi realizado

para determinar a capacidade da melanina em neutralizar radical hidroxil (OH")



99

formado, o qual é considerado uma das espécies mais reativa em sistemas
biolégicos (HALLIWELL, 1991; MAFRA; ABDALA; COZZOLINO, 1999).

A combinagédo extremamente rapida do radical hidroxil com metais ou outras
moléculas organicas explicam porque este é considerado uma das espécies mais
reativas. No DNA, o radical OH" pode causar modificagdes nas bases purinicas,
pirimidinicas e na pentose 2-desoxirribose levando a mutacdo. Pode inativar varias
proteinas, oxidando seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS), e
também pode iniciar a lipoperoxidagdo ao oxidar os acidos graxos polinsaturados
das membranas celulares (AUGUSTO, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998).

O radical hidroxil pode ser formado a partir de reag¢des catalizadas por ions,
como a reagdo de Haber-Weiss (equagédo 1) e reagado de Fenton (equagédo 2)
(ARUOMA, 1995).

Equacao 1

Ho0, + O E5%0, + @+ OH

Equacgao 2

HoO, + Fe?" —> Fe™ + OH’

Os resultados obtidos para a melanina do mutante MEL1, melanina sintética e
trolox (substancia controle) estdo apresentados na figura 31. Neste ensaio, a
presenga da melanina do fungo e da sintética ocasionou uma inibigdo da agéo do
radical hidroxil sobre a pentose, a qual foi diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo do pigmento. Na concentracdo de 200 uyg/mL esta inibicdo atingiu
niveis de 87% e 90%, respectivamente, para a melanina do fungo e sintética, sendo
que a analise estatistica demonstrou que n&o ha diferengas significativas no
percentual de inibicdo para as duas melaninas (Apéndice 2.3). No caso do trolox
(controle) nao foi observada uma correlagdo entre inibicdo do radical e
concentracgao, pois 95% de inibi¢cao foi obtida com apenas 25 pg/mL. Em fungéo dos
resultados obtidos, pode-se considerar que o pigmento extraido do mutante MEL1
exerce atividade antioxidante efetiva inibindo cerca de 87% o radical hidroxil a partir
da concentracao de 150 ug/mL.

No entanto, é importante verificar se esta acao € devido a uma inibicdo do
radical hidroxil ou de algum intermediario da reagdo de sua formagéo, pois a

presenga de fortes quelantes de metais e/ou de substédncias que reajam com
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peroxido de hidrogénio ou anion superéxido pode diminuir ou impedir a formagéo do
radical hidroxil (HALLIWELL et al., 1987). Por este motivo a melanina foi ensaiada
quanto a sua atividade quelante de Fe®, inibicdo do radical superoxido e do

peroxido de hidrogénio.

melanina de MEL1
[] melanina sintética

[ Trolox
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Figura 31 - Porcentagem de inibicdo da agdo do radical hidroxil (OH") sobre a
pentose na presenca de diversas concentragbes de pigmento do mutante
MEL1, melanina sintética e Trolox (controle). Resultados apresentados como

meédia + desvio padrao.
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4.2.4.3 Andlise do peroéxido de hidrogénio
A toxicidade do peroxido de hidrogénio esta mais relacionada a formagao
de oxidantes secundarios como o radical hidroxil (OH"), embora, niveis de
peréxido acima de 20 - 50 mg em alguns tipos celulares podem levar a
citotoxicidade (GULCIN, 2006).

Neste trabalho, a analise do peréxido de hidrogénio foi realizada usando o
meétodo de oxidacido do vermelho de fenol mediada pela peroxidase, como
descrito por PICK e KEISARI (1980). Neste ensaio € avaliada a capacidade da
melanina em neutralizar o sistema peroxidase-H,O, através da diminuicdo na

formacao do vermelho de fenol oxidado.

A figura 32 mostra a porcentagem de inibigdo da oxidagédo do vermelho de
fenol em fung¢do das concentragdes do pigmento extraido do mutante MEL1, da
melanina sintética e do Trolox (controle). Os resultados obtidos mostram que a
inibicdo é diretamente proporcional a concentragao das melaninas em estudo,
sendo que na concentragao de 200 ug/mL a inibigao foi de 81% e 88%,
respectivamente, para a melanina extraido do fungo e a sintética. Estes
resultados n&o foram estatisticamente diferentes como mostrado no apéndice 2.3.
Para o trolox (controle), cerca de 90% de inibigado foi conseguida na concentragéo
de 50 pg/mL (Figura 32).

Anteriormente, nos ja haviamos mostrado que o pigmento obtido de A.
nidulans inibe a oxidagao do acido 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB) pelo perdxido de
hidrogénio em uma porcentagem em torno de 36% na concentragéo de 100
pug/mL, mostrando uma menor agéo antioxidante (GONCALVES; POMBEIRO-
SPONCHIADO, 2005). Este resultado pode ser explicado pelo fato da reagdo com
peréxido requerer condigdes alcalinas (WOLFRAM, 1970) que nao estavam
presentes no teste do TNB. No entanto, no teste realizado neste trabalho, obteve-
se inibigdo do perdéxido de hidrogénio de 56,5 % na concentragédo de 100 ug/mL,

provavelmente devido ao aumento do pH reacional, que esta em torno de 7,0.

Portanto, os resultados obtidos confirmam que a melanina extraida do
mutante MEL1 apresenta atividade inibitéria sobre o sistema peroxidase-H,O,,

podendo provavelmente diminuir a agao peréxido de hidrogénio, impedindo sua
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possivel citotoxicidade, e a formacao de oxidantes secundarios, como por

exemplo, o radical hidroxil (OH").
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Figura 32 - Porcentagem de inibicdo da oxidagao do vermelho de fenol por
diferentes concentracbes de melanina extraida do mutante MEL1, da
melanina sintética e do trolox (controle antioxidante). Resultados
apresentados como média + desvio padréo.

4.2.4.4 Atividade quelante de Fe?*

Este teste foi realizado com o objetivo de verificar a capacidade da melanina
de se ligar ao ion ferroso (Fe®"), inativando sua ac&o. Entre os varios metais de
transicao, o ferro € conhecido como o mais importante pro-oxidante na oxidacdo de
lipidios, devido a sua alta reatividade. Pode estimular a peroxidacéo lipidica pela
formacgéao de radical hidroxil (OH"), através das reagdes de Haber-Weiss (equacgao 1)
ou de Fenton (equagdao 2) ou também pode acelerar a peroxidacdo por
decomposicéo de hidroperéxidos lipidicos em radicais peroxil e alcoxil (HALLIWELL,
1991; ARUOMA, 1996).
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Equacéao 1
H,O, + Ozhﬂ O, + + OH"
Equacgao 2

H,0, + Fe** —> Fe™ + OH

Os resultados obtidos neste ensaio, apresentados na figura 33, mostraram
que a melanina extraida do mutante MEL1 exerce atividade quelante do Fe?*
proporcional ao aumento da sua concentragdo, sendo que 90% de quelagao foi
atingida na concentragdo de 100 pg/mL. Comportamento semelhante foi observado
para a melanina sintética, sendo os resultados considerados estatisticamente iguais
(Apéndice 2.3). No teste realizado com o EDTA (quelante de metais usado como
controle), verifica-se que esta substancia apresentou inibigdo do ion ferroso de cerca
de 81% na concentragdes acima de 100 ug/mL. Este resultado pode indicar que a
melanina do fungo e a sintética exercem um efeito quelante superior ao EDTA.

Uma explicagdo para estes resultados seria a presenga dos grupamentos
hidroxila (OH), carboxila (COOH) ou carbonila (C=0) na estrutura das melaninas
(Figuras 12 e 14), pois tém sido reportado que compostos contendo dois ou mais
grupos funcionais, como: -OH, -SH, -COOH, -PO3sH,, C=0, -NR;, -S-, e -O-, em uma
configuragéo favoravel, podem apresentar atividade quelante de metais (GULCIN,
2006).

Portanto, com os resultados obtidos podemos sugerir o pigmento tipo-
melanina extraido do mutante MEL1 também pode ser considerado um antioxidante
secundario, por interagir com metais de transicao, diminuindo a formagao de radical
OH" e consequentemente exercendo uma acgdo protetora sobre a deoxirribose do
DNA e também no processo de peroxidagéo lipidica (ARUOMA, 2003; GULCIN,
2006).
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Figura 33 - Porcentagem de efeito quelante do ion Fe?" na presenca de
diversas concentragbes da melanina do mutante MEL1, melanina sintética e

EDTA (controle). Resultados apresentados como média + desvio padrao.

4.2.4.5 — Reagao com anion superoéxido

A atividade antioxidante da melanina frente ao anion superoxido foi
determinada através da diminui¢cdo da formacao de anion superdxido no sistema
hipoxantina e xantina-oxidase (GULCIN, 2006).

O grafico apresentado na figura 34 mostra que a formagao do anion
superoéxido (medido pela abosorbancia em 560 nm) diminuiu em fungao do tempo
de maneira proporcional na presenga da melanina extraida do mutante MEL1 e da

melanina sintética.

Na figura 35 estdo mostrados os resultados da porcentagem de inibigdo da
formacéo do anion superéxido apés uma hora de reagcédo na presenca de varias
concentragdes de melanina extraida do mutante MEL1, da melanina sintética e do
trolox (controle antioxidante). Os resultados obtidos mostram que na
concentragcéo de 200 ug/mL a melanina do fungo conseguiu inibir cerca de 85% a
formacao do anion superoxido, enquanto a melanina sintética inibiu cerca de 79%
e o trolox 88%. Os valores de ICsq calculados foram em torno de 72 e 49 ug/mL

para a melanina de A. nidulans e melanina sintética, respectivamente. ZUGHAIER
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et al. (1999) usando o pigmento tipo-melanina produzido pela levedura
Burkholderia cepacea, também mostraram que a melanina inibe o anion
superoxido de maneira dependente da concentracao, fornecendo um fator de
protecdo ao microorganismo contra radicais livres, o qual pode contribuir para a

infeccdo em diversos organismos, aumentando sua patogenicidade.

Portanto, com os resultados obtidos podemos sugerir que o pigmento tipo-
melanina presente no fungo Aspergillus nidulans apresenta atividade antioxidante
efetiva contra o anion superoxido comparavel a melanina sintética e ao trolox. No
entanto, € necessario estabelecer se a interage com o anion superéxido

diretamente ou se esta inibe a enzima xantina oxidase, impedindo sua atividade.
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Mel sint 150 =
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Figura 34 — Quantificagdo da formagdo do anion superdoxido na presenga da
melanina extraida do mutante MEL1 (Mel1) e da melanina sintética (Mel sint)
em concentracées de 50, 100, 150 e 200 pg/mL em fungdo do tempo.

Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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Figura 35 - Porcentagem de inibigdo da formacédo do anion superéxido na
presenca de diferentes concentracdes de melanina extraida do mutante
MEL1, melanina sintética e Trolox (controle antioxidante). Resultados

apresentados como média + desvio padréao.

4.2.4.6 Ensaio da atividade da xantina-oxidase

Para verificar a possibilidade do pigmento melanina inibir a enzima xantina
oxidase, impedindo a conversdo de xantina a acido urico, foi feito o ensaio
espectrofotométrico descrito por MASUOKA et al. (2006). Neste ensaio € avaliada a
formacdo do acido urico em uma mistura de reagdo, contendo xantina como
substrato e a enzima xantina oxidase, através da medida da absorbancia em 293
nm.

Na figura 36 podemos verificar que n&o houve alteragcdo na formacéo de
acido urico na presenga de varias concentragdes de melanina do mutante MEL1 e
da melanina sintética, sendo que estes resultados ndao mostraram diferengas
significativas em relacdo a formacdo de acido urico na auséncia de melanina
(Apéndice 2.3). Com isso podemos concluir que ambas as melaninas, na
concentragcado de 200 pg/mL, nao interferem na formagao de acido urico e, portanto
nao apresentam nenhum efeito inibitério sobre a enzima xantina-oxidase. Drogas

como o alopurinol que agem impedindo eficientemente a formagao de acido urico,
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apresentam 100% de inibigdo em concentragbes de 100 pg/mL (LJUBUNCIC et al.,
2005). Com este ensaio, fica evidente que a melanina nao age sobre a formagao do

anion superoxido.
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Figura 36 — Efeito de varias concentragées da melanina extraida do mutante
MEL1, sobre a formagao de acido urico (medido pela absorbancia em 293
nm). Resultados apresentados como média + desvio padrao.

Os ensaios antioxidantes mostraram que a melanina do mutante MEL1
diminui os niveis do radical hidroxil, devido a interagdo direta entre melanina e
radical hidroxil ou devido as sua atividade como quelante de metais, neutralizando
anion superoxido e interagindo com o sistema peroxidase-peroxido de hidrogénio

podendo, portanto, impedir a formacao deste radical.

4.2.5 Avaliacao da resposta imunolégica na presenca da melanina
A pesquisa de substancias naturais com propriedades imunomodulatérias
pode ser feita através de ensaios in vitro de estimulagdo e supressao da produgao

de mediadores inflamatoérios, como TNF-a e NO, pelos macréfagos.
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4.2.5.1 Determinagao da producao NO e TNF-a

Primeiramente, nos ensaios de resposta imunoldgica, foi verificado se ocorre
ativacdo dos macréfagos na presenca de melanina do mutante MEL1 através de
microscopia Optica do processo de fagocitose.

A atividade fagocitica dos macréfagos pode ser demonstrada na presencga de
agentes estranhos a célula, chamados de antigenos, como o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS). Durante este processo, ocorre um evento bastante complexo
conhecido como ativagdo de macrofagos, onde ocorrem modificagbes funcionais,
morfolégicas e bioquimicas na célula (ADAMS; HAMILTON, 1984), as quais
conferem eficiéncia na destruigdo de patdgenos e células tumorais (COHN, 1978;
KARNOVSKY; LAZDINS, 1978; KLIMP, 2001).

Os macréfagos ativados podem exercer a fungcdo de defesa de maneira
direta, envolvendo liberagdo de varios mediadores inflamatérios, como o TNF-q,
interleucina-1 (IL-1), eicosandides, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(NATHAN, 1987; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Ou podem agir de maneira
indireta em atividades anti-tumorais e microbicidas, através da secrec¢ao de citocinas
ou apresentacao de antigenos, regulando o sistema imune (KLIMP et al., 2001). As
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8 e o fator de necrose tumoral (TNF) mobilizam respostas
imunes inatas e sinalizam linfécitos T, via IL-10, IL-12 e IL-18, a iniciar respostas
especificas contra patogenos intra e extracelulares. Os linfocitos T por sua vez,
liberam a principal molécula estimuladora de macréfagos, o interferon (IFN-y)
(MURTAUGH; FOSS, 2002).

Na figura 37 estd mostrado macréfagos na presenga e na auséncia de
melanina. Como pode-se observar nas figuras 37 C e D, a melanina esta aderida a
superficie celular e como consequéncia esta levando a ativagdo dos macréfagos,
causando alteragdes morfoldgicas, pois as células mostram-se maiores e com
grande numero de vacuolos endociticos, comparados com as ceélulas controle
(Figura 37 A). Estes resultados foram semelhantes ao observado para as células na

presenca de LPS (Figura 37 B).
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Figura 37 - Microscopia Optica de macrofagos (A), macrofagos na presencga
de melanina (C e D) utilizando a coloragao de coloragéo de May-Griunwald e
Giemsa e macrofagos na presencga de LPS (B) corados com Giemsa [retirado
de OLIVEIRA, (1994)].
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BOCCA et al. (2006) mostraram que o fungo Fonsecae pedrosoi promove a
ativacdo dos macrofagos, mas a presenga da melanina na parede do fungo tem um
efeito inibitério sobre a fagocitose e protege o este patégeno da destruicdo pela
resposta imune.

Nos testes para detecgao da producdao de NO e TNF-q, torna-se necessario
avaliar a viabilidade dos macréfagos, para excluir a possibilidade dos efeitos
inibitérios serem devido a citotoxicidade da substancia em estudo (melanina).
Também foi avaliada a toxicidade da melanina sobre as células L929, pois
quantificacédo de TNF-a € feita através de sua citotoxicidade sobre este tipo celular.
Os resultados obtidos mostram que os macrofagos e as células L929 apresentam
viabilidade acima de 90% na maior concentracdo de melanina ensaiada (100 ug/ml)
(Figura 38), indicando a nao citotoxicidade deste pigmento.

A concentracdo maxima de DMSO e LPS utilizada nos experimentos foram de
até 2% e 5 pg/mL, respectivamente, estas ndo reduzem a viabilidade dos
macréfagos e, também, ndo induzem produgdo e liberagdo de mediadores
inflamatadrios.

Os resultados referentes a produg¢ao de TNF-a (Figura 39) mostraram que
embora a melanina do fungo promova uma ativagao dos macrofagos, este
pigmento induziu um aumento pequeno na concentragao deste mediador celular
comparado ao controle negativo (células sem melanina), sendo ndo significativo
pela analise estatistica (apéndice 2.3). Em relagao ao efeito da melanina na
inducao do NO (Figura 40) observa-se que nao ocorreu aumento proporcional a
aconcentracdo de melanina. A auséncia na producao de NO, pode ser explicada
devido a melanina ndo aumentar significativamente os niveis de TNF-q, pois esta
citocina, juntamente com interferon—y, interleucinas IL-1 e IL-6, s&o potentes
indutores da 6xido nitrico sintase induzivel (INOS), responsavel pela sintese do

oxido nitrico em macréfagos.

Estes dados sugerem, portanto, que a melanina n&o estimulou de maneira
acentuada a produgao dos mediadores TNF-a e NO, o que possibilita seu uso em

formulacdes farmacéuticas.
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Figura 38 — Efeito de diferentes concentracbes de melanina extraida do

mutante MEL1 na viabilidade de macréfagos peritoneais e da célula L929.

Resultados apresentados como média + desvio padréao.
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Figura 40 — Producdo de NO por cultura de macrofagos peritoneais de
camundongos na presenca de diferentes concentragdes de melanina extraida
de fungo A. nidulans. LPS foi utilizado como controle positivo. Resultados

apresentados como média + desvio padréo.

4.9.2 Determinacgao da atividade inibitéria na producao de NO e TNF-a
O efeito da melanina na supressao dos mediadores NO e TNF-a foi
avaliado devido ao interesse na descoberta de novos farmacos inibidores de
citocinas, os quais podem ser usados no tratamento de doencas inflamatodrias
cronicas, incluindo doengas auto-imunes, choque séptico, colite ulcerativa, cancer
e AIDS (SCHUMANN; TIEGS, 1999; BOUSHEY; KATSUNG, 2006), tornou-se
interessante verificar.

Como pode ser observado na figura 41 ocorreu uma inibicao na produgao
de NO dependente da concentragao, sendo que na concentragcado de 100 ug/mL, a

melanina alcanga niveis de 83%, demonstrando sua agdo imunomoduladora.

Com relagédo ao TNF-a (Figura 42) os resultados foram semelhantes
mostrando que houve inibigdo na sua producgédo dependente da concentragao da
melanina. No entanto, comparado ao NO, o nivel de inibigao foi menor, pois em
100 pg/mL houve apenas 55% de inibigao. Este resultado mostra que a melanina

nao exerce um efeito inibitério completo na produgcao de TNF-a, ocorrendo uma
discreta producao.



113

80

70

60

5

Concentragédo de NO (umols/5x10° células)

50 T

40 -

30

20

10 H

°] : : : : |

0 25 50 100 LPS
Melanina (ng/mL)

Figura 41 - Efeitos das diferentes concentragdes de melanina extraida do
mutante MEL1 na produgdo de NO por cultura de macrofagos peritoneais
estimulados por LPS. A solugédo de LPS foi utilizado como controle positivo.

Resultados apresentados como média + desvio padréao.
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Figura 42 - Efeitos das diferentes concentragbes de melanina extraida do
mutante MEL1 na producao de TNF-a por cultura de macréfagos peritoneais
estimulados por LPS. Solugdo de LPS foi utilizada como controle positivo.
Resultados apresentados como média + desvio padrao.
O fato da melanina do fungo inibir a produg¢do de NO, pode ter ocorrido
devido a inibicao de TNF-a, associado a uma inibicao direta da iNOS, ou

associado com inibigdo na producéo dos indutores da iINOS como IFN-y, IL-1 ou
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IL-6. Também pode ser devido a uma neutralizagao direta do NO formado, pois
embora o oxido nitrico seja um radical livre relativamente estavel, ele reage

prontamente com outros radicais livres, como as melaninas (THOMAS, 2003).

MOHAGHEGHPOUR et al. (2000) mostraram que a melanina sintética,
produzida por oxidagao por tirosinase a partir de tirosina, diminuia a produgao de
algumas citocinas, entre elas IL-1 e IL-6, além de TNF-a, desempenhando assim
um papel protetor contra resposta inflamatéria. Resultados semelhantes foram
encontrados por WANG e MAZZA (2002), demonstrando que varios compostos
polifendlicos, semelhante a melanina, suprimiram a liberagao de NO em cultura de
macrofagos estimulados com LPS e interferon-y (IFN- y). BOCCA et al. (2006)
também mostraram que durante a infecg¢ao pelo fungo F. pedrosoi, macrofagos

sdo incapazes de produzir NO, mesmo apés estimulacdo com LPS e IFN-y.

Os resultados dos testes de avaliagao da resposta imunolégica da
melanina extraida do mutante MEL1 indicam que este pigmento possui um grande
potencial imunomodulador, pois age como um potente inibidor da producéo de
NO, sendo que também acarreta uma diminuigdo na produgao de TNF-a.
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5- CONCLUSAO
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Pelos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que a melanina

extraida do mutante MEL1 do fungo A. nidulans:

Apresenta na sua estrutura duas grandes unidades com grupamentos
diidroxindol e anéis pirrdlicos substituidos, representadas pelos fragmentos de

massas moleculares igual a 573 e 550 u.m.a.

Mostra baixa citotoxicidade (na presenga ou nao da fracdo S-9) em
comparagdo com agentes citostaticos como a cisplatina, epirubicina e a

ciclofosfamida.

Nao apresenta propriedades mutagénicas quando ensaiada com as linhagens
TA 98, TA 100 e TA 102 de S. typhimurium principalmente se for usada em

formulagdes cosméticas para aplicacao topica.
Nao apresenta efeito antimicrobiano frente a E. coli, S. aureus e E. faecalis.

Neutraliza espécies reativas como o radical hidroxil, o anion superéxido e o

peréxido de hidrogénio e apresenta forte efeito quelante.

Comporta-se como um radical livre, pois apresenta elétrons livres

desemparelhados na estrutura.
Nao induziu a liberacdo do mediador inflamatério NO.

Mostrou ser um potente inibidor da produgao de NO e também acarretou uma

diminuicdo na producao de TNF-a.

Com os estudos realizados neste trabalho, podemos considerar que a

melanina extraida do fungo Aspergillus nidulans apresenta potencial biotecnolégico

como matéria-prima cosmética, em funcdo das suas atividades antioxidante e

imunomoduladora.
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1. PREPARO DE MEIOS DE CULTURA, SOLUGOES E REAGENTES

1.1 Meio minimo
Para cultivo do microorganismo foi utilizado o meio minimo descrito por Cove

(1966), que tem a seguinte composicao:

Sulfato de magnésio heptaidratado............cccccvvvvviieeiieen. 0,52¢g
Cloreto de potassio..........ceiiiiiiiiiii i 0,52 ¢
Fosfato de potassio monobasico...........ccccceeeeviiiiiiiiiiiiiiiieeee, 1,52 ¢
Solucao de elemento -trago..........cceeeeeiiiiiiiiiiiie 1,0 mL
Agua destilada até completar..............ccoooeeeeveeeeeeeeeeeeeee. 1000 mL

Apos ajustar o pH em 6,8 o meio foi autoclavado a 1 atm de presséao por 20
minutos. As fontes de carbono e nitrogénio foram autoclavadas separadamente e
posteriormente adicionada ao meio. Para a preparagdo de meio minimo sélido foi
adicionado 1,5 g de agar por 100 mL de meio antes da autoclavagem.

A solucgéo de elementos-trago é constituida dos seguintes sais:

Borato de sodio decaidratado............cooevvviiiiiiiiiiiiis 0,040 g
Sulfato de cobre pentaidratado..........cccccvveeeiiiiis 0,400 g
Sulfato de ferro heptaidratado...............coeiiiiiiiiiiiiie 0,532 ¢
Sulfato de manganés monoidratado ............cccceviiiiiiiee e, 0,292 g
Molibdato de sédio biidratado...............ccoeeeiiiinnmneeeiiniieceeeee, 0,800 g
Sulfato de zinco heptaidratado............cccccvmmmmrmriiiiiiiccee 8,000 g
Agua destilada até completar..............c.oooeeeeeveeeiee e 1.000 mL

1.2 Avaliagao da atividade citotoxica

= Meio de cultivo para células McCoy: constituido por meio Eagle (Instituto
Adolfo Lutz) adicionado de 7,5% de soro fetal bovino (Cultilab).

= Tampao PBS (fosfato salino): solugédo A: 0,908 g de KH2PO4/100 mL; solugéo
B: 0,9475 g de KH2,PO4/100 mL. Misturar 28,5 ml de solu¢do A para 71,5 mL
de solucéo B. Acrescentar 0,85 g de NaCl. Ajustar pH = 7,2 — 7,4. Esterilizar

em autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Solucdo de Vermelho Neutro: solugdo estoque do corante vermelho neutro
(0,4% em tampao PBS) (Neutralrot Redox-Indikator — Riedel-de-Haén AG
Seelze-Hannover — cod. 326.60) foi diluida a 50 ug/mL em meio Eagle sem
soro. Apdés 24 horas de incubacdo, a 37°C, a solucdo foi submetida a
centrifugacdo (1500 rpm — 10 minutos), para remogado dos cristais

remanescentes.

Mistura de acido acético/etanol (1:50): inicialmente, foi preparado alcool etilico
50%. Para a preparagcéo de mistura, adicionou-se 1 mL de &acido acético

glacial a 99 mL de acool 50%.

Substancia teste: a solugdo da melanina extraida do fungo A. nidulans e a
melanina sintética foram preparadas nas concentragdes de 500, 250, 125,
62,5 e 31,2 pg/mL pg/mL, utilizando-se o meio de crescimento como diluente,
a partir de uma solugdo-mae na concentragao de 10 mg/mL preparada em
dimetilsulféxido (DMSO).

1.3 Avaliagao da morfologia das células McCoy

Tampao de Sorensen (preparada na hora do uso e filtrada 3 vezes)

Para diluir corantes de May-Grunwald e Giemsa.

Fosfato de sédio dibasico 6,779
Fosfato de potassio monobasico 259¢g
Agua destilada (gsp) 1000 mL

Solugao estoque de Giemsa (solugao-mae)

Giemsa em po6 69
Metanol 500 mL
Glicerina neutra 500 mL

Apos a pesagem o po foi colocado no graal, e adicionou-se a glicerina
misturando bem com o pistilo. Transferiu-se a mistura depois de homogénea
para um frasco ambar. Foi medido o volume de metanol lavando o graal e em
seguida foi transferido para o frasco ambar, misturando bem. Deixou-se

descansar por 1 semana.
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Solugao estoque de May-Grunwald (solugao-méae)
Foi preparada pela adicdo de 50 g do corante May-Grunwald em metanol,
completando um volume de 1000 mL. Esta solucdo permaneceu em repouso

durante 1 semana.

1.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana

Meio de crescimento: 1,0 g de glicose; 2,5 g de extrato de levedura; 5,0 g de
triptona/L. Distribuir em tubos, e esterilizar em autoclave a 121°C por 15

minutos.

Substancia teste: A solugdo de melanina foi preparada na concentragao de
1,0 mg/mL em meio de crescimento, as quais foram, posteriormente,
submetidas as diluicbes seriadas e sequenciadas no mesmo meio em

concentragdes que variaram de 1000 a 31,2 pg/mL.

1.5 Avaliagao da resposta imunolégica

Tampao PBS estoque: Solugéo A: 27,4 g de NaHPO4.2H,0/386 mL de agua
deionizada; Solucéo B: 7,875 g de NaH,PO4.H,0/114 mL de agua deionizada.
Solugéo A e B foram misturadas, o pH ajustado a 7,2 com NaOH 4N e o
volume completado para 1000 mL. A solugao foi esterilizada em autoclave a

121°C por 15 minutos e armazenada a 4°C.

Tampao PBS 0,01 M: Acrescentou-se 8,5 g de NaCl a 40 mL de tampao PBS
estoque e o volume completado para 1000 mL de agua deionizada. O pH da
solugao foi ajustado a 7,2, esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos e

armazenada a 4°C.

Meio RPMI: Constituido por 10,3 g de RPMI-1640 (Sigma cdd. R-7755)/1000
mL de agua Milli-Q acrescido de 2,38 g de HEPES [Acido Etanosulfénico 4-2
Hidroxietil Piperazina-1 (Sigma cod. H-0763)] e 2,0 g de bicarbonato de sédio.

O pH foi ajustado a 7,2 com HCI 5 N, esterilizado em membrana Millipore 0,22



138

um e acrescido de 5% soro fetal bovino inativado (Cultilab). No momento do
uso, 100 U/mL de penicilina (Sigma cod. P-3414), 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma cod. S-9137), 2 mM de glutamina (Sigma céd. G-
5763) e 50 mM de mercaptoetanol (Merck céd. 805740) foram adicionados.

Meio Tioglicolato (Difco cod. 0236-17) a 3%. Preparado em agua deionizada,
distribuido em tubos (4 mL/tubo), esterilizado a 121°C por 15 minutos e

armazenados no escuro a temperatura ambiente.

Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli sorotipo O111:B4 (Sigma cdéd. L-2630):
Preparado em solucao estoque na concentracdo de 1000 ug/mL em RPMI e

armazenado a — 20°C. Concentragdo final utilizada nos testes 10 pg/mL em
RPMI.

Actinomicina D (Sigma céd. A-1410): Preparada em solugdo estoque na
concentragcdo de 10 mg/mL em agua destilada estéril, aliquotada em
eppendorfs (50 ulL) e estocada a —20°C. A concentracdo final utilizada no

teste foi de 10 ng/mL em RPMI-1640.

Solucao de vermelho neutro: A solugcao estoque do corante vermelho neutro
(0,4% em tampao PBS) (Neutralrot Redox-indikator - Riedel-De-Haén AG
Seelze-Hannover - ¢6d.326.60) foi preparada como descrito no item 8.1.

Mistura acido acético/etanol (1:50): Preparo descrito no item 1.2.

Reagente de Griess: Constituido por 1,0 g de sulfanilamida, 0,1 g de
naftiletilenodiamina, 2,5 g de acido orto-fosférico/ 100 mL de agua Milli-Q e

armazenado a 4°C.

Substancia teste: A solugao estoque de melanina foi inicialmente preparada
em DMSO na concentracédo de 500 pg/mL, posteriormente diluida em RPMI e

as concentragdes finais utilizadas nos testes foram de 50, 100 e 200 pg/mL.



139

Solucédo de vermelho neutro: A solugao estoque do corante vermelho neutro
(0,4% em tampao PBS) (Neutralrot Redox-indikator - Riedel-De-Haén AG
Seelze-Hannover - ¢6d.326.60) foi preparada como descrito no item 1.2.

1.6 Coloragao do processo de fagocitose

Solugao de Hanks

Cloreto de CAlCIO........uciie e 0,1855 g/L
Sulfato de magnésio pentaidratado.............cccccoeeeeieeninnnn. 0,204 g/L
Cloreto de POtaSSIO.......ccevvviiiieiiiiieeii e 0,4 g/L
Fosfato de potassio monobasico ...........ccccooeviieeeeiiiiiieeen. 0,06 g/L
Bicarbonato de SOdi0..........c.ueiieiiiiiii e 0,35 g/L
Cloreto de SOIO.......uuuvuiiiieeeie e 8,000 g/L
Fosfato de sddio bibasico.............cceeeveeiiiiiiiiii, 0,0475 g/L
GlICOSE ... 1g/L
Vermelno de feNOol .........eiiieeeiie e 0,011 g/L
PH e ——— 7,4+05
Osmolaridade ...........oooveeiiiiiiiiee e 280 mOm + 5%

1.7 determinagao da atividade mutagénica in vitro do pigmento

agar minimo glicosado: agar minimo glicosado com tragos de histidina/biotina,
constituido de agar glicose (20 g de glicose, 15 g de agar e 930 mL de agua
destilada) e meio Vogel Bonner E 50 x concentrado (10 g de sulfato de
magnésio heptahidratado, 100 g de acido citrico, 175 g de fosfato de sddio de
amoénio, 500 g de fosfato de potassio dibasico e 670 mL de agua destilada
respectivamente, acrescido de 10 mL de uma solugao de L-histidina 0,096

mg/mL (Sigma) e D-biotina 0,123 mg/mL (Sigma).

Agar de superficie (top agar): O agar de superficie foi composto de 0,5 g de
cloreto de sédio, 0,6 g de Bacto-Agar e 100mL de agua destilada, acrescido
de 10mL de solugdo de L-histidina 0,096g/mL (Sigma) e D-biotina
0,123mg/mL (Sigma).
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e Mistura S9: Foi utilizada a fragdo microssomal S9 de figado de ratos induzidos
com arocloror 1254 (MOLTOX, USA). A fragdo liofilizada foram acrescidas
solugdes de cloreto de magnésio 0,4M, cloreto de potassio 0,4 M, glicose-6-P
1M, beta-NADP 0,1M, tampao fosfato pH 7,0 0,2M e agua destilada, todos

mantidos em gelo durante o experimento.

2. ANALISE ESTATISTICA

2.1 Avaliagao da atividade citotoxica

Os valores do indice citotoxico (ICsp), que é a concentracdo do agente que
reduz 50% da absorbancia espectrofotométrica, foram obtidos por analise de
regressao linear a partir das curvas de dose-resposta. Através de anadlise de
regressao linear simples foi possivel estabelecer uma fungdo matematica que
permite descrever e compreender a relacdo entre as duas variaveis em estudo
(concentragao de melanina x absorbancia obtida nos testes), e a partir desta calcular
os valores de ICx.

As curvas dose-resposta com a regressao linear de 4 experimentos realizados
em triplicata para a melanina sintética e para a melanina extraida do fungo A.
nidulans sobre células McCoy, sem e apds metabolizagdo, sdo mostradas nas

figuras 49, 50, 51 e 52, respectivamente.
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Figura 49 - Curvas dose-resposta representativas e os respectivos valores

meédios de ICsop de 4 experimentos realizados separadamente em ftriplicata nas

mesmas condi¢cdes para a melanina sintética.
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Figura 50 - Curvas dose-resposta representativas e os respectivos valores
meédios de ICsy de 4 experimentos realizados separadamente em triplicata nas

mesmas condigdes para a melanina extraida do fungo A. nidulans.
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Figura 51 - Curvas dose-resposta representativas e os respectivos valores

médios de ICsp de 4 experimentos realizados separadamente em ftriplicata com a

melanina sintética, na presenca do sistema de ativagado metabdlica (fragdo S9).



Curva dose-resposta do Experimento 1

ICsp = 408,1 + 2,3 pg/mL

045+
040 E
E S |
=035 ‘
£
C
o
< 030+
©
8 0254 b
<0 1
‘g 0.20-
n J
Ne)
< 015 \K
0104
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Concentraggo (ug/mL)
Curva dose-resposta do Experimento 3
ICs50=412,2 + 3,3 pg/mL
050
045
0.40- \\l £
E 035 .
s 1t
030 DN
'% 025 [N
< 1 N
< 020- g
< 0.15 SN
J i\\
0.10 A
0.05 T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Concentragio (ug/mlL)

144

Curva dose-resposta do Experimento 2

ICs0 = 415,2 + 3,8 ug/mL
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Figura 52 - Curvas dose-resposta representativas e os respectivos valores

médios de ICsy de 4 experimentos realizados separadamente em ftriplicata com a

melanina extraida do fungo A. nidulans,

metabdlica (fracdo S9).

na presenca do sistema de ativagao
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2.2 Atividade antimicrobiana

Tabela 9 — Resultado do crescimento de diferentes linhagens bacterianas na
presenga de diferentes concentracbes de melanina extraida do fungo A.

nidulans. Resultados apresentados como média da absorbancia + desvio

padrao.
Concentragao Absorbancia do crescimento bacteriano (620 nm)
Melanina (pg/mL) S. aureus E. faecalis E. coli
0 0,567 + 0,03 0,279 + 0,01 0,394 + 0,01
0,49 0,486 + 0,02 0,197+ 0,008 0,381 + 0,01
0,98 0,479 + 0,03 0,194 + 0,009 0,392 + 0,015
1,98 0,434 + 0,01 0,190 + 0,01 0,392 + 0,02
3,9 0,349 + 0,01 0,182 + 0,012 0,389 + 0,015
7,8 0,296 + 0,025 0,180 + 0,015 0,383 + 0,02
15,6 0,287 + 0,015 0,177 + 0,018 0,383 + 0,03
31,25 0,285 + 0,01 0,168 + 0,015 0,366 + 0,01
62,5 0,249 + 0,01 0,165 + 0,014 0,363 + 0,011
125 0,232 + 0,03 0,157 + 0,01 0,348 + 0,012
250 0,195 + 0,01 0,158 + 0,01 0,298 + 0,01
500 0,189 + 0,01 0,132 + 0,011 0,164 + 0,018
1000 0,102 + 0,01 0,049+ 0,01 0,085 + 0,01
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Os ensaios antioxidantes e imunolégicos realizados com a melanina extraida

do fungo A. nidulans e com a melanina sintética foram submetidos a analise

estatistica para garantir a confiabilidade dos resultados.

A analise estatistica foi realizada por analise de variancia, denominada como

ANOVA, que é um procedimento estatistico para testes de hipoteses na comparagao

das médias de duas ou mais populagdes. Através desta técnica € possivel obter e

comparar o valor-P em um nivel de significancia de 0,05%, e afirmar se ocorre

diferencas estatisticas entre os resultados. Os valores encontrados em cada analise

para os diferentes testes estdo apresentados nas tabelas abaixo.

Tabela 10 — Percentual de inibicao do radical livrie DPPH na presencga de diferentes

concentragdes de trolox (controle), melanina sintética e de pigmento extraido

do fungo A. nidulans. Resultados apresentados como média da porcentagem

de inibicdo + desvio padrdo e o valor-P obtido por analise de variancia

(ANOVA).
Concentragao Trolox Melanina Melanina de A. Valor-P
(ug/mL) sintética nidulans
6,25 84,79+ 0,01 48,01 +2,03 43,33 + 0,57 2,18E-08* (0,017797)8
12,5 87,3+0,26 80,02 + 1,05 62,11 + 0,43 9,23E-09* (6.31E-06)°
25 97,9+0,08 97,05+0,82 85,03 + 1,09 0,000105* (0,003602)%
50 100+ 0 100+ 0 91,04 +1,73 4,56E-05* (0,000844)8
100 100+ 0 100+ 0 93,67 + 1,53 0,000166* (0.001991)%
200 100+ 0 100+ 0 100+ 0

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e as

melaninas.

$ p<0,05 resultados estatisticamente diferentes, analisados para melanina sintética e

melanina de A. nidulans.
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Tabela 11 — Percentual de inibicdo da acao do radical hidroxil OH’) sobre a pentose na

presenca de diferentes concentragdes de trolox (controle), melanina sintética e de

pigmento extraido do fungo A. nidulans. Resultados apresentados como média da

porcentagem de inibicdo + desvio padrdo e o valor-P obtido por analise de varidncia

(ANOVA).
Concentracao Trolox Melanina Melanina de A. Valor-P
(ug/mL) sintética nidulans
25 95,21 +0,50 10,29 + 1,09 9,53 + 0,25 8,77E-12* (0.304413)
50 95,75+ 0,54 24,42 +0,87 18,47 + 1,06 5,99E-11* (0.001678)%
75 96,58 + 0,32 40,41+ 0,79 44,27 + 1,46 1,36E-09* (0.021484)%
100 97,81 +0,14 57,52 +1,07 59,3+ 0,75 1,37E-09* (0.077709)
150 97,90 + 0,12 85,87 +2,18 86,57 + 4,8 0.0003572* (0.829387)
200 98,11 +0,11 90,45+ 1,16 87,93 + 2,96 0.000596* (0.454156)

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e as melaninas.

¥ p<0,05 resultados estatisticamente diferentes, analisados para melanina sintética e

melanina de A. nidulans.

Tabela 12 — Percentual de inibicdo do peroxido de hidrogénio na presenca de diferentes

concentragdes de trolox (controle), melanina sintética e de pigmento extraido do

fungo A. nidulans. Resultados apresentados como média da porcentagem de inibi¢gao

+ desvio padréo e o valor-P obtido por analise de variancia (ANOVA).

Concentracao Trolox Melanina Melanina de A. Valor-P

(ug/mL) sintética nidulans
25 65,68 +0,5 10,29 + 1,09 11,44 + 1,09 5.61E-10* (0.06553273)°
50 87,9+0,54 2442+0,87 21,33 +1,45 4.11E-10* (0.03401858)
75 100+ 0 40,41+ 0,79 34,1+1,32 2.12E-10* (0.00207355)
100 100+ 0 57,52 + 1,07 56,5 + 0,96 1.39E-09* (0.286436)°
150 100+ 0 85,87 + 2,18 71,03 + 2,17 2.16E-06* (0.052692)%
200 100+ 0 88,45 + 1,16 81,87 + 0,74 4.11E-07*(0.00116)

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e as melaninas.

§ p<0,05 resultados estatisticamente diferentes, analisados para melanina sintética e melanina de A.

nidulans.
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Tabela 13 — Percentual de inibicdo do efeito quelante na presengca de diferentes
concentragdes de EDTA (controle), melanina sintética e de pigmento extraido do
fungo A. nidulans. Resultados apresentados como média da porcentagem de inibi¢cao

+ desvio padrao e o valor-P obtido por analise de variancia (ANOVA).

Concentragao EDTA Melanina Melanina de A. Valor-P

(ug/mL) sintética nidulans
25 51,95+ 1,44 52,83+ 1,45 58,6 + 1,25 0,00209* (0,497197)
50 69,76 + 1,59 74,83 + 1,98 75,57 +1,78 0,0143* (0,655383)
75 72,3 +1,85 86,3+ 1,85 86,48 + 1,95 0,000137* (0,930151)
100 81,4 +1,76 89,8 +2,12 90,77 + 1,98 0,002014* (0,593522)
150 88,75+2,01 90,5+2,25 91,21 + 2,05 0,396275 (0,706871)
200 91,4+205 91,16 + 2,01 93,96 + 2,14 0,26163 (0,173908)

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e as melaninas.

¥p<0,05 resultados estatisticamente diferentes, analisados para melanina sintética e melanina de 4. nidulans.

Tabela 14 — Percentual de inibicdo do anion superoxido na presenca de diferentes
concentragdes de trolox (controle), melanina sintética e de pigmento extraido do
fungo A, nidulans, Resultados apresentados como média da porcentagem de inibi¢cao

+ desvio padréo e o valor-P obtido por analise de variancia (ANOVA).

Concentragao Trolox Melanina  Melanina de A. Valor-P
(ug/mL) sintética nidulans
50 62,46 + 1,78 50,91+212 42,44 +2,36 7,33E-05* (0,009848)°
100 69,97 + 1,95 58,61+2,12 60,53 + 2,048 0,000502* (0,009848) $
150 80,36 + 1,025 63,04 +2,25 62,07 + 2,075 8,91E-06* (0,522307)
200 88,91 +2,69 78,78 + 2,01 84,94 + 3,02 0,002706* (0,030733) §

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e as melaninas.

¥p<0,05 resultados estatisticamente diferentes, analisados para melanina sintética e melanina de A. nidulans.
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Tabela 15 — Valores de absorbancia demonstrando o efeito da melanina extraida do fungo
A. nidulans sobre a formagao de acido urico, comparado com o controle (formagéo
de acido urico na auséncia de melanina). Resultados apresentados como média +

desvio padrao e o valor-P obtido por andlise de variancia (ANOVA).

Melanina de A. nidulans (ug/mL) Absorbéncia (293 nm) Valor-P
Controle 0,0902+ 1,5E-4 -

50 0,09 + 1,5E-4 0,422893

100 0,09 + 2E-4 0,786527

150 0,089 + 1E-4 0,052178

200 0,089 + 1,4E-4 0,05397

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e a melanina de A. nidulans.

Tabela 16 — Valores de absorbancia demonstrando o efeito da sintética sobre a formacao de
acido urico, comparado com o controle (formagdo de acido urico na auséncia de
melanina). Resultados apresentados como média + desvio padrao e o valor-P obtido

por analise de variancia (ANOVA).

Melanina sintética (ug/mL) Absorbéncia (293 nm) Valor-P
Controle 0,0902 + 1,5E-4 -
50 0,092 + 1,5E-4 0,04125*
100 0,09 + 2E-4 0,7994
150 0,088 + 1,3E-4 0,05384
200 0,09 + 1,4E-4 0,08458

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e a melanina de A. nidulans.
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Tabela 17 — Producdo de NO por macréfagos peritoneais tratados com melanina extraida
do fungo A. nidulans e o valor-P obtido através de analise de varidncia (ANOVA)
comparando-se a quantidade de NO induzido por diferentes concentracbes de

melanina com o determinado para o controle (macréfagos nao estimulados).

Melanina de A, nidulans (ug/mL) NO/NO; (umol/L) Valor-P
Controle 0,67718 + 0,254 -
25 0+0,0014 0,009898*
50 0,0019 + 0,0009 0,009963*
100 0,1012 + 0,0013 0,017138*
LPS 46,70639 + 2,356 4,66E-06*

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e a melanina de A. nidulans.

Tabela 18 — Valores de inibicdo da liberacdo de NO por macréfagos peritoneais tratados
com diferentes concentragbes de melanina extraida do fungo A. nidulans apés

estimulacao por LPS e valor-P obtido através de analise de variancia (ANOVA).

Melanina de A. nidulans (ug/mL) TNF-a (U/mL) Valor-P
Controle 1.269 6.82E-06*
25 55.2828 0.001652*
50 48.66989 0.000746*
100 13.13763 1.67E-05*
LPS 74.15376 -

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e a melanina de A. nidulans.
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Tabela 19 — Producdo de TNF-a por macréfagos peritoneais tratados com melanina
extraida do fungo A. nidulans e o valor-P obtido através de andlise de variéncia
(ANOVA) comparando-se a quantidade de TNF-a induzido por diferentes
concentragdes de melanina com o determinado para o controle (macréfagos nao

estimulados).

Melanina de A. nidulans (ug/mL) TNF-a (U/mL) Valor-P
Controle 17.56659 + 2,3415 -
25 25.054 + 8,2354 0.204419
50 33.6933 + 5,627 0.01016*
100 38.87689 + 6,254 0.004618*
LPS 322.2462 + 8,1325 3.96E-07*

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e a melanina de A. nidulans.

Tabela 20 — Valores de inibicdo da liberagdo de TNF-a por macréfagos peritoneais
tratados com diferentes concentracdes de melanina extraida do fungo A.
nidulans apés estimulagdo por LPS e valor-P obtido através de analise de
variancia (ANOVA).

Melanina de A. nidulans (ug/mL) TNF-a (U/mL) Valor-P
Controle 5.14626 + 1.00551 1.22E-07*
25 313.5347 + 3.01097 0.00149*
50 299.5358 + 5.01153 0.000638*
100 167.3693 + 4.00751 2.67E-06*
LPS 347.7086 + 7.01401 -

*p<0,05 resultados estatisticamente diferentes comparando o controle e a melanina de A. nidulans.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	COLABORADORES
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	3. MATERIAIS E MÉTODOS
	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE



