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CECCHET, Nathalia Luana. Potencial biotecnolégico de fungos marinhos em atividades
pigmentares. 2020. 40. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biotecnologia) —
Universidade Federal da Integracao Latino-Americana, Foz do Iguacu, 2020.

RESUMO

O ecossistema marinho oferece uma ampla diversidade de compostos que permanecem inexplorados
e que apresentam grande potencial como agentes clarificantes, antioxidantes, anti-inflamatorios,
imunomodulatorios e antimicrobianos. Os microrganismos sao importantes fontes de compostos
ativos e os fungos e seus produtos metabolicos sdo muito estudados para tratamento de disturbios
pigmentares da pele. Assim, neste trabalho ¢ avaliado o potencial de fungos marinhos como
sintetizadores de biomoléculas com propriedades pigmentantes ou despigmentantes da melanina a
partir da obten¢do de extratos fungicos. Dos seis fungos testados, apenas um apresentou resultados
significativos. Ensaios de atividade de tirosinase de cogumelo foram conduzidos para verificar o
efeito do extrato sobre a enzima. Para determinar o modo de inibi¢cao da enzima na tirosinase, a analise
cinética do extrato foi realizada com substratos de L-tirosina e L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
Os resultados demonstraram que o extrato inibiu significativamente a atividade da tirosinase, através
da inibicdo competitiva com o substrato. Pode-se concluir entdo que fungos marinhos apresentam
potencial como inibidores da melanogénese, podendo ser utilizados em aplicacdes clinicas e
cosméticas de clareamento da pele.

Palavras-chave: fungo, marinho, melanina, pigmentares



CECCHET, Nathalia Luana. Biotechnological potential of marine fungi in pigmentary activities.
2020. 40. Undergraduate thesis (Biotechnology Graduation) — Universidade Federal da Integracao
Latino-Americana, Foz do Iguacu, 2020.

ABSTRACT

The marine ecosystem offers a wide variety of compounds that remain untapped and that have great
potential as clarifying, antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory and antimicrobial agents.
Microorganisms are important sources of active compounds and fungi and their metabolic products
are widely studied for the treatment of skin pigment disorders. Thus, in this work, the potential of
marine fungi as synthesizers of biomolecules with pigmenting or depigmenting properties of melanin
from the obtaining of fungal extracts is evaluated. Of the six fungi tested, only one showed significant
results. Mushroom tyrosinase activity tests were conducted to verify the effect of the extract on the
enzyme. To determine the mode of inhibition of the enzyme in tyrosinase, the kinetic analysis of the
extract was performed with substrates of L-tyrosine and L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA).
The results showed that the extract significantly inhibited tyrosinase activity, through competitive
inhibition with the substrate. It can then be concluded that marine fungi have potential as inhibitors
of melanogenesis and can be used in clinical and cosmetic applications for skin whitening.
Key-words: fungi, marine, melanin, pigmentary
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Pele

A pele humana ¢ um 6rgdo sensorial que apresenta diversas fungdes importantes ao
organismo. Sua flexibilidade permite o movimento e ela também oferece uma barreira fisica
que protege o corpo contra a radiagdo ultravioleta solar (UV), infravermelha e de luz visivel,
poluicao ambiental e quimica bem como lesdes e perda de agua. Além disso, ela garante um
controle da temperatura corporal e esta relacionada a regulacao imunoldgica (SERRE et al.,
2018).

A pele utiliza um mecanismo de pigmentagdo para se proteger da irradiagdo solar, que
depende de niveis geneticamente determinados de producdo de melanina e de diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos (SERRE et al, 2018). A pigmentacdo da pele ¢ regulada
intrinsecamente principalmente por melanocitos na epiderme, que sintetizam a melanina, e os
queratindcitos, que a distribuem. Outros fatores intrinsecos incluem os fibroblastos na derme,
fatores enddcrinos, fatores neurais e fatores relacionados a inflamacdo. O principal fator
extrinseco que afeta a pigmentacdo € a exposicao a radiagdo UV (YAMAGUCHI e HEARING,
2009).

Os melandcitos sdo células dendriticas derivadas da crista neural durante a
embriogénese, que migram como melanoblastos para a epiderme e foliculos capilares. Eles sao
conectados por seus dendritos a aproximadamente 36 queratindcitos, formando a unidade
epidérmica de melanina (figura 1) (D’MELLO et al., 2016; DEL BINO et al., 2018). Os
melandcitos contém organelas chamadas de melanossomos, semelhantes a lisossomos, que
armazenam os pigmentos de melanina para posterior transferéncia aos queratindcitos. Quatro
mecanismos sd0 mais conhecidos nesse processo: (1) citofagocitose da ponta do dendrito de
melandcitos por queratindceitos; (2) fusdo das membranas plasmaticas dos queratinocitos e
melanoécitos; (3) derramamento de estruturas ricas em melanossomas que sao fagocitadas por
queratindcitos; e (4) endocitose ou exocitose do melanocore no espaco extracelular e
conseguinte internaliza¢do pelo queratindcito (COSTIN e HEARING, 2007).

A melanina ¢ um polimero que absorve luz em um amplo espectro de comprimentos de
onda, produzindo a grande variedade observada na cor da pele e cabelo humanos
(MERGHOUB et al., 2008). E sintetizada e distribuida pelos melandcitos da camada basal da
epiderme, em um processo denominado melanogénese, e estd associada principalmente a

funcdo de fotoprotecao, termorregulacao, agdao dissipadora de radicais livres, quelantes de
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cations e antibidticos. Duas classes de melanina sdo conhecidas: a eumelanina (responsavel pela
pigmentacdo marrom-preto) e a feomelanina (responsavel pela pigmentacgdo laranja-vermelho).
Nos mamiferos, a eumelanina ¢ mais onipresente, sendo encontrada na pele, cabelos, olhos,

ouvido interno e cérebro (MOHORCIC et al., 2007).

Figura 1: Esquematizagdo da conexdo entre melandcitos e queratindcitos

Keratinocytes

Melanin

Melancsome
Melanocyte

Nucleus —

Fonte: (GUPTA et al., 2013)

1.2. Melanogénese

A tirosinase, também conhecida como polifenol oxidase (PPO), ¢ a enzima chave na
melanogénese, pois catalisa a oxidacao da tirosina, dando inicio a biossintese de melanina (HSU
et al., 2016). As tirosinases sao familias de metaloenzimas encontradas em diversos dominios
da vida. Quando a melanina ¢ depositada de forma anormal, pode acarretar uma série de
distirbios de pigmentagdo, classificados como hipo ou hiperpigmenta¢do, como vitiligo,
melasma, sardas, efélides e lentigos senis (UCHIDA et al., 2014).

Trés enzimas principais estdo envolvidas na via da melanogénese: TYR (tirosinase de
taxa limitante de oxigenase), TRP-1 (proteina 1 relacionada a tirosinase) e TRP-2 (proteina 2
relacionada a tirosinase), sendo apenas a primeira essencial para o processo (PILLAIYAR et
al., 2017). A TYR ¢ uma proteina de cobre do tipo 3 ligada @ membrana do melanossoma, a
qual € produzida apenas por melanocitos. Sua atividade catalitica se deve a sua estrutura de dois
ions de cobre, cada um envolvido por trés histidinas. Os atomos de cobre sdo responsaveis pela
hidroxilagdo de monofenois a difendis e oxidacdo de o-difenois em o-quinonas (NIU e AISA,
2017). Uma deficiéncia de cobre pode levar a despigmentacdo cutanea difusa (BOLOGNIA et
al., 2015).
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A sintese de melanina (figura 2) ¢ catalisada pela TYR e iniciada com a hidroxilagdo de
L-tirosina a L-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA), que ¢ entdo oxidada a DOPAquinona (DQ). A
DQ ¢ utilizada como substrato para a produ¢do de eumelanina e feomelanina. Na presenca de
cisteina, a DQ reage e forma DOPAs de 3 ou 5-cisteinil que oxidam, formando intermediarios
benzotizinicos, e polimerizam, originando feomelaninas (PILLAIYAR et al., 2017). Por outro
lado, a DQ pode também ser ciclizada intracelularmente, produzindo um leucodofacromo
(ciclodopa) que interage com DQ em uma reagao redox e origina dopacromo e DOPA. O DOPA
pode ser oxidado novamente para DQ, enquanto que o dopacromo ¢ decomposto para formar
di-hidroxi-indole (DHI) e o 4cido di-hidroxiindole-2-carboxilico (DHICA), em uma reacao
catalisada pela TRP-2. Os dois produtos da reagdo sdo entdo oxidados a eumelanina, catalisados
por TRP-1 (PILLAIYAR et al., 2016). A reagdo de oxidac¢dao sequencial catalisada por TYR

pode prosseguir espontaneamente em pH fisioldgico.

Figura 2: Sintese de eumelanina e feomelanina catalisada pela TYR.
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Fonte: (EBANKS et al., 2009)

A melanogénese ¢ regulada intracelularmente por uma cascata de sinalizacdo (figura 3)
dependente principalmente de TYR, TRP-1 e TRP-2 (PILLAIYAR et al., 2015). O aumento da

melanogénese induzido por radiacdo ultravioleta B (UVB) inclui trés etapas importantes:
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proliferagdo dos melanoécitos, sintese de melanina e transferéncia dos melanossomas para os
queratindcitos. Quando expostos a radiagdo UVB, os queratindcitos secretam fatores
conhecidos como mitdgenos para melanocitos humanos, que incluem: hormoénio estimulador
de a-melandcito (a-MSH) e seu receptor, receptor de melanocortina 1 (MC1R), endotelina-1
(EDN-1) e seu receptor, receptor de endotelina B (EDN -BR), interleucina2 (IL-2), fator basico
de crescimento de fibroblastos (b-FGF), fatores de células-tronco (SCF), 6xido nitrico (NO),
hormonio adrenocorticotropico (ACTH), prostaglandinas, leucotrienos, dinucleotideo timidina
e histamina (PILLAIYAR et al., 2017). O fator de transcri¢ao associado a microftalmia (MITF)
¢ o principal regulador da melanogénese, agindo por ligacdo a sequéncias da caixa M de uma
regido promotora, regulando assim a expressao dos genes relacionados a TYR, TRP-1 e TRP-

2 (PILLAIYAR et al., 2015).

Figura 3: Trés principais vias de sinalizagdo responsaveis pela regulagdo da melanogénese
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Fonte: (PILLAIYAR et al., 2015)

A produgdo de melanina nos melandcitos ¢ controlada principalmente pelo receptor da

melanocortina 1 (MC1R), regulado pelos agonistas: hormdnio estimulador de melandcitos (o-
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MSH) e hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), e antagonista: proteina sinalizadora Agouti
(ASP) (YAMAGUCHI et al., 2007). O MCIR ¢ um dos principais receptores relacionados a
regulacao da cor da pele e cabelo em mamiferos. Ao se ligar ao MCI1R, o a-MSH ativa a adenilil
ciclase (AC) e resulta na produgdo de 3°5’-adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc), que
promove a ativagdo da proteina quinase A (PKA). Esta, por sua vez, ativa a expressao de MITF,
por meio da fosforilagdo da proteina do elemento de resposta AMPc (CREB), regulando entao
a transcrigdo de genes pigmentares importantes que codificam proteinas relacionadas a
melanogénese (MRPs) por meio de sua ligagdo a caixas M e E das regides promotoras de TYR,
TYRP-1 ¢ TYRP-2 (PILLAIYAR et al., 2015).

O MITF também ¢ importante na regulacdo da expressdo da proteina Rab27a, envolvida
no transporte do melanossoma e proteina da matriz melanossomal (Pmell7) (PILLAIYAR et
al., 2017). Ele também regula a nivel transcricional as vias de interleucina-6 (IL-6) ¢ Wnt
(EBANKS et al., 2009).

A via de sinalizagdo Wnt ocorre por meio da ligagdo de lipoglicoproteinas WNT a um
receptor acoplado a proteina G, chamado Frizzled. A ligacdo desencadeia uma cascata
intracelular de eventos que pode envolver sua forma candnica ou ndo canonica (SERRE et al.,
2018). Na via candnica ocorre a inativagao da glicogénio sintase quinase-3b e um subsequente
acumulo de B-catenina. Esta € entdo transportada para o nicleo e forma um complexo de dois
fatores, fator potenciador linfoide e fator de células T, que aumenta a expressdo do gene MITF,
estimulando a melanogénese (PILLAIYAR et al., 2015).

O fator de células-tronco (SCF) ¢ uma citocina paréacrina produzida por queratindcitos,
fibroblastos e células endoteliais (LI et al., 2018), em resposta a diversos estimulos, incluindo
o envelhecimento, e esta envolvida no ciclo de vida dos melandcitos humanos, além da
regulacdo da sua diferenciacdo e proliferagdo. Sua expressao depende de diversos fatores, entre
eles, fator inibitdrio de migragao de macréfagos (MIF), receptor ativado por protease 2 (PAR-
2) e EDNs. O MIF ¢ conhecido como L-dopacromo isomerase, tautomerizacao do dopacromo
ao acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico, e € um importante indutor da expressao do receptor
PAR-2 (PILLAIYAR et al., 2017).

O PAR-2 pertence a familias de receptores acoplados a proteina G ativados na clivagem
por uma serina-protease e estd envolvido na regulagdo da transferéncia de melanossomos via
fagocitose por queratindcitos. As endotelinas (EDN5s) interagem com seu receptor acoplado a
proteina G, o receptor EDNRB. A EDN-1 induz a melanogénese através de sua ligagdo ao
receptor e promog¢ao da hidrolise do polifosfinositida pela fosfolipase Cy, formando inositol

(IP3) e diacilglicerol (DAG) e ativando a PKC. A PKC entdo fosforila o RAF ou RAF-1, a



20

proteina inibidora que ativa o Raf-1, e este leva a ativacdo da cascata MAPK via fosforilacao
(PILLAIYAR et al., 2017).

As citocinas e mediadores inflamatérios produzidos por células da pele também sao
importantes reguladores da melanogénese. A exposi¢ao a radiacdo UV induz uma resposta
inflamatoria que envolve a produgdo de citocinas pro-inflamatorias. Estudos desenvolvidos por
Choi et al. (2012) descreveram o papel de interferon gama (IFNy), IL-4 e IL-17A na
melanogénese. Eles demonstraram que a IL-4 inibe a melanogénese através da via de
sinalizagdo JAK2-STAT6, enquanto IFNy e IL-17A aumentam a sintese de uma citocina IL-6
antimelanogénica. Semelhantemente, foi demonstrado que a IL-13 reduziu significativamente
a expressao do RNA e a quantidade de proteinas TYR e TRP-2, diminuindo entdo a produgao

de melanina (CHOI et al., 2012; PILLAIYAR et al., 2017).

1.3. Compostos usados para tratamento de distarbios pigmentares

Alguns dos compostos mais comumente utilizados em produtos para tratamento de
disturbios pigmentares hiperpigmentantes incluem a hidroquinona, retinéides, sais de mercurio,
acido kojico, corticosteroides, entre outros (BURGER et al., 2016). Entretanto, existem diversas
complicacdes cutaneas resultantes de seu uso. A hidroquinona, um dos compostos clareadores
mais populares, pode causar dermatite de contato, descoloracdo das unhas, pigmentacdo
conjuntival, melanose, degeneracdo corneana, neuropatia periférica, reducdo da elasticidade da
pele e problemas na cicatrizagao de feridas. Ha4 também relatos de associag@o da hidroquinona
com o cancer de pele (LADIZINSKI et al., 2011). Estudos em animais utilizando o 4cido kojico,
um dos compostos mais conhecidos produzidos por fungos e muito utilizado em associagdo a
hidroquinona, mostrou que esse composto pode promover a inibigao irreversivel da captagao
de iodo pela glandula tireoide, podendo resultar na hiperplasia tireoidiana e carcinogénese
(GALAPPATTHY ¢ RATHNAYAKE, 2018).

Para o tratamento de distirbios pigmentares hipopigmentantes, como o vitiligo, as
opg¢oes sao mais limitadas. Entre os compostos que se destacam estdo principalmente os das
familias quimicas das purinas, piperidinas, flavonoides, cumarinas e esteroides (HERINIAINA
et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2013). De acordo com Niu & Aisa (2017), o reino vegetal tem
apresentado uma grande variedade de estruturas quimicas com potencial atividade pigmentante.
Entretanto, o alvo terapéutico preciso do vitiligo ainda nao foi bem estabelecido e, portanto, a
maioria dos agentes estimulantes da melanogénese tém como alvo a TYR, promovendo a
producdo de dopaquinonas. Em excesso, as dopaquinonas podem ocasionar a morte celular e

dano neuronal, estando associada a distiurbios degenerativos como a doenca de Parkinson. Além
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disso, os estudos com a maioria dos estimuladores da melanogénese ainda estdo em fase inicial

(NIU e AISA, 2017).

Tabela 1: Compostos mais utilizados no tratamento de distarbios pigmentares.

Composto Acdo Referéncias
PEYRAT et al., 2019;
Acido kéjico Despigmentante GALAPPATTHY e

RATHNAYAKE, 2018
BURGER et al., 2016;
LADIZINSKI et al., 2011

Retinoides Despigmentante SATO et al., 2008
PANICH et al., 2011;
Tedesco et al. 2017
_ CHEN e KUBO, 2002;
Flavondides Despigmentantes ¢ HERINIAINA et al., 2018;

Hidroquinona Despigmentante

Acido ascorbico Despigmentante

Pigmentantes
OLIVEIRA et al., 2013
) HERINIAINA et al., 2018;
Purinas Pigmentantes
OLIVEIRA et al., 2013
Piperinas Pigmentantes MIHAILA et al., 2018

Fonte: Autor

1.4. Potencial biotecnolédgico de fungos em aplicagdes cosméticas

Hé uma grande busca atualmente por biomoléculas que possam interferir na sintese de
melanina. Os microrganismos tém atraido atencdo como produtores de compostos com
potencial para aplicagdo em cosméticos ou cosmecéuticos. Eles sdo ingredientes ativos
aplicados como antioxidantes, protetores contra a radiacdo UV, clareadores da pele, agentes
corantes, aromatizantes, estabilizantes e antibacterianos (PEYRAT et al., 2019). Os fungos,
especialmente os cogumelos e seus produtos metabodlicos, sdo considerados ingredientes
altamente ativos para formulagdo de produtos cosméticos (HYDE et al., 2010). Entre eles,
alguns dos géneros mais recentemente estudados sdo: Ganoderma spp., Pleurotus spp.,
Inonotus spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., Beauveria spp. e Cladosporium spp.

Os fungos sdao divididos filogeneticamente nos filos: Chytridiomycota,

Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e
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Basidiomycota. Alguns autores ainda nao reconhecem o grupo dos Zygomycota € os separam
em quatro subfilos: Mucoromycotina, Kickxellomycotina, Zoopagomycotina e
Entomophthoromycotina (FORZZA et al., 2010). Os zygomycota sao divididos em duas classes
e 11 ordens, sendo que apenas dois apresentam espécies de interesse clinico: o
Entomophthorales e os Mucorales (GUARRO et al., 1999). Os Zygomycota sdo caracterizados
por um micélio haploide e cenonitico, um talo haploéide e hifas cuja parede celular € constituida
de quitina e quitosana. Sao fungos geralmente saprofitos ou patégenos fracos (GOULD, 2009).

Diversos compostos extraidos de fungos ja foram explorados. O acido kéjico, composto
mais conhecido, é produzido por fungos como Pencillium sp. e Aspergillus flavus, e € composto
por 2 grupos -OH que atuam na eliminacdo de radicais livres e tirosinase. A agdo
despigmentante do acido kdjico € resultante da falha na conversdo da O-quinona em DL-DOPA
e dopamina (PEYRAT et al., 2019).

Isolados fingicos selvagens, como Sporotrichum pruinosum e Aspergillus fumigatus,
também podem ser uma fonte potencial de enzimas que podem ser aplicadas no clareamento da
pele. Foi relatado que extratos de Aspergillus fumigatus produtores de enzimas degradantes da
melanina apresentavam duas vezes mais eficacia do que o 4cido kdjico no clareamento da pele
(PEYRAT et al., 2019).

Um estudo de Falade et al. (2016) explorou a aplicagdo de enzimas potentes produzidas
extracelularmente por uma ampla variedade de fungos basidiomicetos, as ligninas peroxidases
(LiP). De acordo com os autores, a lignina peroxidase bruta de Phanerochaete chrysosporium
demonstrou ser capaz de descolorir a melanina sintética. Além deste, Sporotrichum pruinosum
e Ceriporiopsis sp., degradaram a melanina da pele humana. A eficacia dessas enzimas ja foi
avaliada em um estudo conduzido por Mauricio et al. (2011) e foi demonstrado que a lignina
peroxidase apresentou um efeito clareador da pele muito mais rapido e observavel do que o
creme constituido de hidroquinona, sem apresentar qualquer efeito adverso (FALADE et al.,
2017).

Hsu et al. (2016) descreveram a ac¢ao inibitdria do extrato de micélios de Ganoderma
formosanum sobre a tirosinase. A espécie recebeu atengdo por apresentar agcdo como
eliminadora de radicais livres e antienvelhecimento, tendo sido também muito utilizada na
China na prevengao de doencas. O estudo foi conduzido in vitro com células B16-F10 e in vivo
com o modelo animal zebrafish. No modelo in vitro, o extrato de Ganoderma formosanum foi
capaz de reduzir a sintese de melanina de maneira dose-dependente por suprimir a atividade da
tirosinase. O tratamento utilizando o modelo animal mostrou que houve redugao significativa

do contetido de melanina em comparacdo com os grupos controle, € o extrato testado diminuiu
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consideravelmente a atividade da tirosinase com menor dosagem do que o acido kdjico, sem
apresentar efeitos adversos significativos (HSU et al., 2016).

Enquanto os demais fungos tratados apresentavam atividade despigmentante, Pleurotus
ostreatus foi descrito em diversos trabalhos por sua acdo pigmentante. A busca por agentes
pigmentantes ¢ importante para tratar doencas como o vitiligo. O género Pleurotus inclui
cogumelos comestiveis de alto valor nutricional e medicinal, por apresentarem propriedades
anti-inflamatdrias, antioxidantes, imunomodulatérias e antimicrobianas (TAOFIQ et al., 2016).

Em estudos de Zaidi e colaboradores (2017), foi demonstrado que os extratos de
Pleurotus ostreatus, aumentaram significativamente a atividade da tirosinase no citoplasma de
c¢lulas de melanoma B16F10. Conforme constatado por fluorescéncia, as células tratadas
apresentaram grandes dendritos, importantes no transporte de melanossomos aos
queratindcitos, e granulos pigmentados densos (ZAIDI et al., 2017). Semelhantemente, o estudo
de Meng et al. (2012) utilizou a espécie Pleurotus citrinopileatus para explorar sua atividade
pigmentante. A partir do extrato de metanol de P. citrinopileatus em células de melanoma B16,
foram observados efeitos estimulantes na formacao de melanina em varias concentragdes.
Através da separagdo por cromatografia dos compostos presentes no extrato, foi determinado
que os dois principais compostos envolvidos nesse processo sao o mio-inositol e o0 D-manitol.
Acredita-se que sua agdo esteja relacionada com a sinalizagdo AMPc (MENG et al., 2012).

A natureza apresenta uma grande variedade de biomoléculas que apresentam potencial
para producdo de novos produtos farmacéuticos, nutracéuticos e cosmecéuticos. O ambiente
marinho ocupa cerca de 70% da superficie da Terra e sua diversidade de organismos representa
aproximadamente metade de toda a biodiversidade do planeta. Esse ambiente ¢ relativamente
inexplorado para aplicacdes cosméticas, especialmente devido a restri¢ao a locais mais remotos,
como aguas profundas (AGRAWAL et al., 2018). Os fungos sdo membros importantes desse
ecossistema e fontes potenciais de moléculas bioativas (CORINALDESI et al., 2017). Diversos
extratos de fungos apresentam propriedades clareadoras da pele. Esse conceito vém do principio
de que os fungos podem branquear a madeira e, portanto, também degradar a melanina
(MOHORCIC et al., 2007).

A industria tem explorado intensamente novos agentes inibidores e estimuladores da
tirosinase que possam ser aplicados em tratamentos cosméticos. Atualmente, os inibidores da
tirosinase mais conhecidos sdo o acido kojico, arbutina e as hidroquinonas. Entretanto, ainda
ha algumas preocupacdes relacionadas ao seu uso que devem ser superadas, como efeitos

adversos e eficacia a longo prazo (HSU et al., 2016).
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2. HIPOTESE

Fungos marinhos sdao fontes potenciais de biomoléculas que podem ser aplicadas
biotecnologicamente na formulacdo de produtos cosméticos com atividade estimuladora ou

inibidora da tirosinase, afetando o processo de melanogénese.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
Avaliar o potencial biotecnologico de fungos marinhos na geracdo de compostos que

podem ser aplicados na pigmentagdo e despigmentagao de melanécitos.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar se fungos marinhos produzem biomoléculas com potencial para
aplicacdo como cosméticos;

e Determinar se compostos produzidos por fungos marinhos podem estimular a
melanogénese para tratamento de disturbios despigmentantes;

e Determinar se compostos produzidos por fungos marinhos apresentam atividade
inibidora da melanogénese para tratamento de disturbios hiperpigmentantes;

e Analisar os mecanismos de inibi¢ao e estimulo da melanogénese.
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4. JUSTIFICATIVA

A industria cosmética representa um dos ramos de maior investimento no mundo. Nos
ultimos 20 anos, o mercado cresceu aproximadamente 4,5% ao ano, demonstrando uma notéavel
estabilidade. Essa demanda crescente aumentou as preocupacdes relacionadas a seguranga e
toxicidade nas formula¢des (AHSAN, 2019). Assim, o mercado cosmecéutico tem demonstrado
grande interesse em desenvolver novos produtos a base de compostos bioativos derivados de
recursos naturais (KIM, Se Kwon, 2014).

Aproximadamente trés quartos do planeta ¢ coberto por mares ¢ oceanos. Nesse
contexto, o ambiente marinho ja demonstrou apresentar uma rica diversidade de compostos
biologicamente ativos mais seguros e baratos que podem ser produzidos por uma variedade de
organismos com metabolismo diferenciado (SALEEM et al., 2007).

Os fungos e seus produtos metabdlicos sdo fontes potenciais de biomoléculas que
podem ser aplicadas para tratamento de desordens pigmentares, inibindo ou estimulando a
melanogénese. Entretanto, o ambiente marinho permanece pouco explorado (AGRAWAL et al.,

2018).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Triagem de fungos

Foram cultivados 6 fungos filamentosos isolados de amostras de algas e de crustaceos,
devidamente coletadas no litoral do Parana, em 2017. Os isolados foram submetidos a ensaios
para testar sua habilidade em produzir compostos capazes de realizar pigmentagdo ou
despigmenta¢do da melanina. Para tanto, os isolados preservados foram inicialmente reativados
em meio agar batata dextrose (BDA) (caldo de batata, dextrose, agar) em estufa a 28 °C. Apos
5 dias, as culturas foram transferidas para tubos com meio de caldo de batata dextrose (PDB)
(caldo de batata, dextrose) e incubados em shaker a 28 °C e agitacdo de 150 rpm por 7 dias
(DUARTE et al., 2012).

5.2. Preparo do extrato fingico
As células do fungo foram primeiramente maceradas mecanicamente para liberar o
contetdo intracelular. O meio foi entdo filtrado com uma bomba a vacuo, a fim de separar a
massa celular do meio contendo as enzimas, e centrifugado a 20.000 rpm por 10 minutos trés
vezes para remoc¢ao dos restos celulares. Em seguida, o meio foi coletado com auxilio de uma
seringa estéril e passado através de um filtro de membrana de 0,22 micrometros. Os extratos

foram conservados no freezer a — 80 °C até seu uso.

5.3. Preparo da solugdo de substrato
Cada poco da placa de 96 pogos contém 170 puL. do mix substrato. A cada 170 pL foi
adicionado 56,6 uL da solugdo de L-tirosina ou L-DOPA (Sigma-Aldrich) 1mM (preparada a
partir de 2,3 mg de L-tirosina e 2,5 mg de L-DOPA diluidos em 12,5 mL de tampao fosfato de
potéssio), 56,6 uL de tampao fosfato de potassio SOmM (pH=6,5) e 52,2 pL de 4gua destilada
(CAMPOS et al., 2015).

5.4. Preparo de solugdo da tirosinase
A tirosinase de cogumelo (25000 U mg™) foi adquirida na Sigma-Aldrich. A enzima foi
diluida em tampao fosfato sodico 50 mM e pH = 6,5 para obtengao de uma solucao de 500 U

mL"' (CAMPOS et al., 2015).

5.5. Ensaio de atividade da tirosinase de cogumelo

Para determinar a influéncia dos extratos sobre a atividade da tirosinase de cogumelo,
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foram realizados 2 ensaios: triagem e variagdo da concentragdo de extrato. A triagem teve como
objetivo testar 6 extratos (FM17-43, FM17-12, FM17-17, FM17-11, FM17-5 ¢ FM17-22) na
diluicao de 1:4 para testar o efeito sobre a tirosinase. Tendo definido o melhor extrato, sua
concentracdo foi entdo variada (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) para definir a concentracdo Otima de
reacdo. Para tanto, foi adicionado a placa de 96 pocos: 10 uL do extrato FM17-43, 20 uL de
tirosinase de cogumelo (500 U mL™! em tampao fosfato de sodio, pH 6,5) e 170 uL da mistura
contendo os substratos (L-Tirosina ou L-DOPA 1 mM). A microplaca de L-tirosina foi incubada
a 37 °C por 40 minutos, enquanto a microplaca de L-DOPA foi lida imediatamente. A
quantidade de dopacromo resultante da reagdo foi determinada utilizando um leitor de

microplaca a 492 nm (POLARIS) (CAMPOS et al., 2015).

5.6. Estudos cinéticos

Os experimentos foram realizados utilizando o mesmo protocolo descrito anteriormente,
exceto para alteragdes nas concentragdes dos substratos L-tirosina e L-DOPA (0 mM, 0,01 mM,
0,1 mM, 1 mM, 10 mM e 100 mM). Foram semeados em placas de 96 pogos: 10 uL do extrato
FM17-43, 20 pL de tirosinase de cogumelo (500 U mL™! em tampao fosfato, pH 6,5) e 170 uL
da mistura contendo os substratos (L-Tirosina ou L-DOPA 1 mM). As leituras da placa de L-
DOPA foram feitasem 0, 1, 2, 3,4, 5 e 6 minutos. As leituras da placa de L-tirosina foram feitas
em 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. A taxa inicial de formacao de dopacromo na mistura de
reacdo foi determinada pelo aumento da absorbancia a 492 nm por min (AmDO 492 min!). A
constante de Michaelis (Km) e a velocidade maxima (Vmax) da atividade da tirosinase foram
determinadas por graficos de Michaelis-Menten. A regressao ndo linear usando o software

GraphPad Prism 9.0 foi usada para determinar esses parametros (CAMPOS et al., 2015).

5.7. Anélises estatisticas
Os experimentos que utilizaram como substrato a L-DOPA foram realizados em
triplicata e os que utilizaram a L-tirosina em quintuplicata. Todos os dados foram apresentados
como média S.E.M. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
(San Diego, CA, EUA), por teste paramétrico One-Way ANOVA e Two-Way ANOVA
complementada pelo teste post hoc de Sidak. As diferengas foram consideradas significativas

quando o valor P era inferior a 0,05 (CAMPOS et al., 2015).
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito dos extratos marinhos sobre a atividade da tirosinase
Sendo a tirosinase a enzima chave no processo de melanogénese, o objetivo do trabalho
foi determinar o efeito dos extratos marinhos sobre a atividade da tirosinase em um ensaio in
vitro usando tirosinase de cogumelo, com a L-tirosina e L-DOPA como substratos para a reacao.
A figura 4 apresenta os resultados dos extratos testados sobre a atividade da tirosinase.
Verificou-se que na presenca de L-tirosina (figura 4-A), o extrato FM17-43 foi o Unico
tratamento que apresentou resultado com diferenga significativa, com p<0,05 (*) e F(7,22) =
26,33, alcancando uma inibigdo maxima de 23,96 + 7,69% em relagdo ao controle. Em
comparagdo, na presenca de L-DOPA (figura 4-B), nenhum dos extratos apresentou reducao ou

estimulacdo significativa da formagao de dopacromo.
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Figura 4: Triagem dos extratos marinhos. O eixo X mostra os diferentes extratos testados,
enquanto o eixo Y mostra a absorbancia (mDQO). Em (A), para o substrato L-tirosina, observa-
se que o extrato FM17-43 apresentou efeito inibidor da tirosinase, com diferenca significativa
em relacdo ao controle, onde o * denota o p<0,05. Em (B), para o substrato L-DOPA nao foi

observada diferenca estatistica significativa.

6.2. Efeito inibitorio do extrato FM17-43 sobre a tirosinase
Para determinar qual concentracdo apresentou o melhor efeito sobre a tirosinase, a
concentracdo de extrato FM17-43 foi variada entre 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 (agua:extrato).
Como o extrato FM17-43 apresentou o melhor resultado no teste de triagem, o mesmo foi
selecionado para seguir com os demais ensaios.

Para o substrato L-tirosina (figura 5-A), verificou-se diferenca significativa para as
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concentragdes de 1:8 (p<0,001), 1:4 (p<0,0001), 1:2 (p<0,0001), 1:1 (p<0,0001), com F (6, 20)
= 120,5. O extrato demonstrou reduzir a atividade da melanogénese, inibindo a formacao de
dopacromo e alcangando uma inibicdo maxima de 13,94 + 1,22%, 17,40 + 2,07%, 20,25 +
2,22% e 16,31 £ 3,42% para as concentracoes de 1:8, 1:4, 1:2 e 1:1, respectivamente.

Por outro lado, para o substrato L-DOPA (figura 5-B), o extrato FM17-43 s6 apresentou
inibicdo significativa da tirosinase na concentracao de 1:16, com p<0,05 e F(6,20) = 33,05. O

extrato alcangou uma inibigdo maxima de 23,09 £+ 6,09% em relacao ao controle.
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Figura 5: Analise do efeito da variacdo da concentracdo do extrato FM17-43. O eixo X mostra
as diferentes concentracdes de extrato, enquanto o eixo Y mostra a absorbancia (mDO). Em
(A), para o substrato L-tirosina, observa-se que as concentragdes de 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8
apresentaram diferencga significativa na despigmentacdo quando em compara¢ao com 0 grupo
controle. Em (B), para o substrato L-DOPA, observa-se que a concentragdo de 1:16 apresentou
diferenca significativa em rela¢do ao grupo controle, onde *, ** e *** denotam p<0,05; p<0,01

e p<0,001 respectivamente.

6.3. Efeito da variagdo do tempo sobre a atividade da tirosinase

Para determinar o efeito da variagdo do tempo, a concentracdao do extrato FM17-43 foi
fixada em 1:4 e a concentragao dos substratos L-tirosina e L-DOPA em 1 mM. Para a L-DOPA
foram realizadas leituras de 1 em 1 minuto por 6 minutos ap6s a aplicagdo da enzima. Para a L-
tirosina foram feitas leituras no intervalo de 10 em 10 minutos por 60 min apds a aplicagao da
enzima.

Na presenca de L-tirosina (figura 6-A), verificou-se que os tempos de 30 e 40 minutos
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle, com F (6,37) =1,891 e p<0,05 e

p<0,001, respectivamente. Apds 30 minutos, a inibi¢do alcangou 29,56 £+ 18,00%, e apos 40
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minutos 33,33 £ 12,19%.
J& para o substrato L-DOPA (figura 6-B), observou-se que o tempo nao influenciou na

producao de dopacromo, ndo tendo apresentado nenhuma diferenga significativa em relagdo ao

controle.
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Figura 6: Efeito da variagdo de tempo. O eixo X representa o tempo, enquanto o eixo Y mostra
a absorbancia (mDO). Em (A), para o substrato L-tirosina, observa-se que o tempo apresentou
diferenca significativa na atividade da tirosinase em 30 e 40 minutos. Em (B), para o substrato
L-DOPA, observa-se que o tempo nao apresentou diferenca significativa em nenhum dos

tempos testados. * e ** denotam p<0,05 e p<0,001 respectivamente.

6.4. Padrao de inibi¢do de tirosinase de cogumelo pelo extrato FM17-43
Para determinar o modo de inibicdo do extrato FM17-43, os resultados experimentais
foram analisados por regressdo nao linear (Michaelis-Menten). O padrdo de inibi¢do da enzima
foi analisado para os dois substratos: L-tirosina e L-DOPA. Com base nos dados cinéticos, para

a L-tirosina (figura 7-A) ocorreu inibigdo da tirosinase, impedindo sua hidroxilagdo a L-DOPA.
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Foi observado um aumento acentuado nos valores de Km, com 2,474 e 7,224 para o controle e
o tratamento com o extrato FM17-43 (1:4), respectivamente. O valor de Vmax, por outro lado,
sofreu pouca variagdo, se mantendo em 1,059 no controle e 1,177 no tratamento. Dessa forma,
pode-se concluir que o extrato FM17-43 apresentou um perfil de inibi¢do competitiva para a L-
tirosina.

Para a L-DOPA (figura 7-B), com base nos dados cinéticos, a inibi¢do da tirosinase
também foi comprovada, interferindo na oxidagao da L-DOPA a dopaquinona. Também foi
observado um aumento acentuado nos valores de Km e Vmaéx. Enquanto o controle apresentou
Km = 1,927 ¢ Vmax = 0,5000, o tratamento com o extrato FM17-43, logo ap6s a aplicagdo da

enzima, apresentou valores de Km=26,17 e Vmax = 0,9755.
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Figura 7: Padrao da inibi¢do da tirosinase. O eixo X representa as diferentes concentragdes
dos substratos (L-Tirosina/L-DOPA) em milimolar, enquanto o eixo Y mostra a atividade
enzimatica medida em mili densidade otica (mDO). Em (A) e em (B) verifica-se que o extrato

FM17-43 apresenta um modo de inibigdo competitiva.
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7. DISCUSSAO

A regulacdo da pigmentacgdo da pele ¢ alvo de extensos estudos na aplicagao cosmética
e farmacéutica. Ela estd relacionada a aparéncia estética, posi¢ao social, e protecdo contra o
cancer e envelhecimento (YAMAGUCHI et al., 2007).

A redugdo da atividade da enzima tirosinase ¢ um eficiente método aplicado na
verificacao da inibicao da melanogénese. A tirosinase € a enzima chave na via melanogénica e
um dos maiores alvos de estudo para agentes terapéuticos no tratamento da hiperpigmentagao
cutanea. Assim, hd uma grande demanda por inibidores potentes da tirosinase ¢ uma grande
preocupagdo acerca de sua eficicia e seguranga. Por essa razdo, agentes de fontes naturais tém
sido cada vez mais explorados (BALBOA et al., 2015; EBANKS et al., 2009).

A tirosinase ¢ uma enzima altamente dependente de cobre, que catalisa a hidroxilagao
de monofendis em o-difendis (atividade de cresolase) e oxidagdo de o-difendis a o-quinonas
(atividade de catecolase) (KIM, 2005). Seu sitio ativo binuclear possui dois ions de cobre, cada
um coordenado por trés histidinas, e se apresenta em trés formas: oxi, met e desoxi. As primeiras
apresentam atividade difenolase, enquanto a ultima apresenta atividade monofenolase
(GASPARETTI et al., 2012).

De acordo com Kim et al. (2005), o escurecimento enzimatico estd relacionado a
oxidagdo de compostos fendlicos. Assim, os autores sugerem que um bom inibidor da tirosinase
deve apresentar um grupo hidroxilico e um grupo doador de elétrons na posi¢ao para, para que
ocorra a reacao.

Os inibidores da tirosinase podem ser classificados como quelantes de cobre, que
competem com o oxigénio no local de ligacdo, ou como analogos de substrato, que competem
com o substrato monofenolico ou difenolico da enzima. Eles também podem ser divididos em
inativadores especificos da tirosinase, quando se ligam covalentemente de forma irreversivel a
tirosinase € a inativam, e os inibidores especificos, que se ligam de forma reversivel a enzima,
reduzindo sua capacidade catalitica (GASPARETTI et al., 2012).

De acordo com Gasparetti (2012), os monofenois ligam-se ao sitio CuA da tirosinase,
enquanto que os difenois ligam-se ao CuB. Dessa forma, seguindo a presun¢do proposta por
Campos et al. (2015) de que a L-tirosina se liga ao sitio do cobre A e a L-DOPA se liga a ambos,
o estudo da analise cinética da tirosinase foi realizado com dois substratos, L-tirosina e L-
DOPA.

Para avaliar a acdo de novas biomoléculas sobre a via da melanogénese, neste trabalho

foram testadas amostras de fungos derivados do ambiente marinho. Através de ensaios
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enzimaticos, foi possivel verificar que os fungos apresentam grande potencial na
despigmentagdo, conforme demonstrado pela regulagdo negativa da tirosinase, consequente do
tratamento com a amostra FM17-43 (figura 4).

Os testes com diferentes concentracdes do extrato demonstraram uma inibicdo da
melanogénese na faixa de 20%, que aumentou em fun¢do do tempo para a L-tirosina, obtendo
o melhor resultado em 40 minutos (figura 6). De acordo com os estudos de Teixeira et al. (2012),
embora o acido kojico apresente uma taxa de inibi¢cao mais alta, ele perde consideravelmente
seu potencial de inibi¢ao na primeira hora. Dessa forma, o extrato marinho pode apresentar uma
alternativa com maior potencial, embora testes com um intervalo maior de tempo sejam
necessarios (TEIXEIRA et al., 2012).

Pudemos observar que para o substrato L-tirosina, concentragdes mais altas de extrato
obtiveram resultados melhores na despigmentagdo, provavelmente decorrente da utiliza¢do do
extrato bruto (figura 5). De forma contraria, para a L-DOPA, concentragdes mais baixas
apresentaram resultados melhores. Supomos que isso pode ser devido ao menor nimero de
etapas de conversdo a dopacromo, ja que o nimero de compostos intermediarios ¢ maior para
a L-tirosina. Essa relacdo também pode ser evidenciada pelo efeito do tempo sobre os
substratos. A L-tirosina apresentou resultados melhores em 30 e 40 minutos.

Foi demonstrado que o extrato FM17-43 competiu com o sitio ativo da tirosinase, o que
significa que ele pode se ligar a uma enzima e evitar a ligacdo do substrato no sitio ativo
(PANZELLA e NAPOLITANO, 2019). Esse perfil pode ser observado nas linhas cruzadas do
grafico de regressdo nao linear (dados nao mostrados), presentes em ambos os substratos.

Em um trabalho semelhante a este, Jiménez et al. (2001) conduziram testes cinéticos
com 7 derivados de benzaldeido nos mesmos substratos (L-tirosina e L-DOPA). Ao testar a
atividade difenolase da tirosina com a L-DOPA, foi observado que a reagdo atingiu um estado
estacionario mais rapido em relacdo a L-tirosina, que apresentou uma fase lag mais acentuada,
caracteristica da atividade da monofenolase. Foi demonstrado que o cinamaldeido, composto
testado com melhor eficacia, ¢ um inibidor competitivo para ambos os substratos (JIMENEZ et
al., 2001). Esses resultados estdo de acordo com nosso trabalho, que apresentou perfil de
resposta semelhante.

O trabalho de Chen e Kubo (2002) também apresentou resultados semelhantes. Os
autores testaram a quercetina, um flavonoide encontrado em frutas e vegetais, € demonstraram
que a mesma apresenta um perfil de inibi¢do competitiva reversivel, ja que as linhas do grafico
gerado passaram pela origem. Essa inibi¢ao se deve a frag@o pirona, responsavel pela quelagao

do cobre na enzima (CHEN e KUBO, 2002).
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Ha poucos relatos de compostos novos e conhecidos com atividade inibitoria da
tirosinase em fungos derivados do mar. Em um estudo de Fernandes et al. (2017), foi
demonstrado que foram isolados fungos da espécie Alternaria sp. encontrados em algas
marinhas verdes, que produziam compostos como o acido kdjico, éter dimetilico do acido
koéjico e éter monometilico do acido kéjico, bem como o phomaligol A. Da mesma forma, os
compostos 6-n-pentil-apirona e mirotenona A foram identificados a partir em fungos
Myrothecium sp. derivados do mar (FERNANDES ¢ KERKAR, 2017).

Handayani et al. (2019) testaram o extrato de acetila de um fungo derivado da esponja
marinha Haliclona fascigera, utilizando a L-DOPA como substrato, e compararam os resultados
com o acido kéjico. Quatro dos vinte compostos testados apresentaram atividade inibitoria da
tirosinase mais alta do que com o 4cido kojico, resultante da acdo de compostos fenolicos.
Assim, substituintes hidroxi (OH) desempenham papel importante como inibidores da
tirosinase (HANDAYANI et al., 2019).

Alguns dos compostos mais amplamente empregados em produtos cosméticos
despigmentantes no mercado, descritos por Tedesco et al. (2017), incluem: &cido ascorbico
(vitamina C), hidroquinona e extrato de uva-ursi (Melfade®). Eles podem apresentar diferentes
mecanismos de acdo, mas o principal € a inibi¢ao da tirosinase. O 4cido ascorbico é um exemplo
de compostos que podem ser produzidos por fungos (entre eles, Aspergillus niger). Um estudo
de Panich et al. (2011), demonstrou que o acido ascorbico inibiu a atividade da tirosinase de
maneira dose-dependente, em concentracdes mais baixas que o acido kojico e com taxa de
inibicao maior.

Embora o extrato FM17-43 tenha apresentado uma inibicdo promissora da tirosinase,
novos estudos poderiam ser realizados para determinar a que familia e género o fungo pertence,
e que componentes estdo presentes no extrato bruto, para assim analisa-los isoladamente e
determinar qual ¢ responsavel pela inibi¢do enzimatica. Entretanto, de acordo com Teixeira et
al. (2012), ¢ muito comum que produtos naturais apresentem efeito pela sinergia entre varios
compostos.

Mais estudos precisam ser conduzidos para avaliar quais compostos sdo responsaveis
pelo efeito inibidor do extrato FM17-43, para assim determinar seu mecanismo de agdo e o
modo de inibig¢do. Esses estudos sdo importantes para prever qual o modo de agdo nas células,
o nivel de atividade do inibidor e diferengas no mecanismo de reacao (CAMPOS et al., 2015).

Estudos prévios determinaram que o extrato FM17-43 pertence ao filo Zygomycota.
Nao foram encontrados outros estudos sobre atividade a despigmentante desses fungos. Sendo

assim, esse trabalho pode apresentar um potencial inovador no tratamento da hiperpigmentacgao



por inibi¢do da tirosinase a partir de biomoléculas.
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8. CONCLUSAO

A partir dos dados expostos, € possivel concluir que o extrato do fungo filamentoso
recuperado do ambiente marinho FM17-43 apresentou um efeito inibidor da melanogénese
através da inibicdo competitiva da tirosinase. Embora sua composi¢do exata ainda ndo seja
conhecida, pode-se presumir que apresenta compostos com grupos hidroxilicos que se ligam a
ambos os sitios de cobre da tirosinase (CuA e CuB), pois demonstrou efeitos significativos de
inibicao para ambos os substratos: L-tirosina e L-DOPA.

Embora sejam necessarios mais estudos in vitro € in vivo para determinar a eficécia e
seguranga do extrato, a procedéncia organica do extrato pode ser favoravel a implementagao
comercial, uma vez que pode provocar menos reagdes adversas do que as observadas com
substancias sintéticas e pode ainda contribuir em processos antioxidantes. Estudos adicionais
podem revelar o género e espécie do fungo testado, além do isolamento de seus principios
ativos, sendo promissor aplicagdes cosméticas e clinicas no clareamento da pele.

O ambiente marinho pode ser considerado um habitat promissor na recuperagao de
compostos bioativos os quais podem ser utilizados em aplicagdes industriais, incluindo

aplicacdes farmacéuticas cosméticas.
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