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RESUMO

A tricomoniase € a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) ndo viral mais
comum no mundo causada pelo agente etiolégico Trichomonas vaginalis, que
parasita o trato urogenital humano e causa sérias consequéncias para a saude. O
aumento da resisténcia do parasito ao metronidazol requer novas alternativas para
o tratamento desta doenca. Os produtos naturais podem se apresentar como uma
alternativa promissora com fontes de moléculas relevantes. O ambiente marinho
possui uma ampla biodiversidade, tornando-se uma alternativa para a pesquisa
de novos farmacos. Alguns organismos marinhos podem estar associados a
bactérias e fungos os metabdlitos secundéarios desta combinacdo possuem
estruturas quimicas diferenciadas com atividades biolégicas ja descritas. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-T. vaginalis de
fungos associados a esponjas marinhas provenientes da Costa Brasileira. Seis
espécies fungicas isoladas de diferentes organismos marinhos entre esponjas e
corais foram testados. A fracdo marinha Ponta Verde numero 15 (FMPV15),
derivada do fungo Penicillium citrinum revelou atividade tricomonicida, e a fragao
FMPV 51, do fungo Trichoderma longibrachiatum, também apresentou atividade
contra os parasitos. O valor de concentracao inibitéria minima (CIM) determinado
foi de 0,5 mg/mL para P. citrinum . O extrato organico de P. citrinum foi fracionado
por cromatografia em coluna por permeacédo em gel em Sephadex LH-20 e 12
fracOes foram obtidas. As fracdes 3A, 4A e 5A foram 100% ativas e apresentaram
a citrinina com um pico de maior intensidade na identificacdo dos constituintes. A
atividade anti T. vaginalis da citrinina foi de 200 uM. Considerando o impacto
dessa infeccdo na saulde publica e a crescente resisténcia observada no
tratamento de T. vaginalis, torna-se necessario a busca por novas alternativas
para o tratamento da tricomoniase humana. Estes resultados destacam a
importdncia da bioprospeccdo de metabdlitos marinhos como moléculas de

interesse farmacéutico.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, Penicillium citrinum, metabdlitos

marinhos; citrinina.






ABSTRACT

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection (IST)
in the world caused by the etiological agent Trichomonas vaginalis, which causes
serious health consequences. Increase in the resistance to metronidazole requires
new alternatives for the treatment of this disease. Natural products can present
themselves as a promising alternative with sources of relevant molecules. The
marine environment has a wide biodiversity, making it an alternative for searching
new drugs. Some marine organisms may contain associated bacteria and fungi
and the secondary metabolites of this combination have different chemical
structures with numerous biological activities already described. In this context,
this study aimed to assess anti-T. vaginalis activity fungal vaginalis associated with
marine sponges from the Brazilian coast. Six fungal species isolated from different
marine organisms including sponges and corals were tested. The marine fraction
Ponta Verde number 15 (FMPV15), derived from the fungus Penicillium citrinum
showed trichomonic activity, and the fraction FMPV 51, from the fungus
Trichoderma longibrachiatum, also showed activity against the parasites. The
minimum inhibitory concentration (MIC) value determined was 0.5 mg / mL for P.
citrinum. The organic extract of P. citrinum was fractionated by column
chromatography by gel permeation in Sephadex LH-20 and 12 fractions were
obtained. Fractions 3A, 4A and 5A were 100% active and presented citrinine with
a peak of greater intensity in the identification of constituents. The anti T. vaginalis
activity of citrinine was 200 uM. Considering the impact of this infection on public
health and the growing resistance observed in the treatment of T. vaginalis, it is
necessary to search for new alternatives for the treatment of human
trichomoniasis. These results highlight the importance of bioprospecting marine

metabolites as molecules of pharmaceutical interest.

Keywords: Trichomonas vaginalis, Penicilium citrinum, marine metabolites;

citrinin.






SUMARIO

I 1 To [T o S 17
P2 S (Y 1T To I o [0 T8 (=] 1 = WS 19
2.1 Trichomonas VaginaliS.............ciiiiieiiiiiicee e 19
pZ N N oo 1 1o 1= L= 20

G o (0T [0 (o1 g F= 11U = 1 PPN 25
3.1 Produtos naturais MarinnOS...........ccuuuiiiiiiie e e e e e e eeeenns 26

G 00 0t == o o = Ko 0 1 F= 1 ] = T SR 27

G Tt 2 U o o L PP PP PRRPPPPPPPPP 28
3.1.3 PenicCillium CItIINUM ......uiicccecece et e e e e e eeaens 29

G TNt I N O {1 1] = VUSSP 30
3.1.5 Trichoderma longibrachiatum ...........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 31

@ ] o] 1] 1LY/ 1 SURPPPPRPN 33
eSO =T o 11 (1] (o S URRPPPRPN 35
6 DISCUSSA0 GEIAL......uuiiiiiiiii e e e e 71
A O] o3 110 1= 77
B PEISPECLIVAS .....ceevviiiiiii e e et e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e eeaanens 78

9 Referéncias bibliografiCas...........cccuuueiiiiiiiii e 79






1 Introducéo

Trichomonas vaginalis € o protozoéario flagelado que parasita o trato
urogenital humano, agente causador da tricomoniase. A tricomoniase € a infeccao
sexualmente transmissivel (IST) de origem né&o viral mais comum no mundo. O
total estimado de casos de ISTs no mundo € de 376,4 milhdes, sendo que destes,
156 milhdes sdo de tricomoniase, enquanto que 127,2 milhdes sédo de clamidia,
86,9 milhdes de casos de gonorreia e 6,3 milhdes de casos de sifilis. A estimativa
de prevaléncia global e incidéncia de infec¢cao urogenital com tricomoniase com
idades entre 15 e 49 anos € de 5,3% nas mulheres, somando mais casos que
gonorreia, sifilis e clamidia juntos enquanto que para homens o total € de 0,6%
(ROWLEY et al., 2019).

A doenca esta associada a diversas consequéncias a saude e as
manifestacdes clinicas podem variar desde a apresentacdo assintoméatica até
vaginite (Lehker e Alderete, 2000). Além de complicacbes para a saude, a
tricomoniase implica em um alto custo para o sistema de salude publica. As
chances de desenvolver cancer prostatico e cervical devido a tricomoniase séo
exemplos de doencas que oneram o tratamento (SUTCLIFFE et al., 2010). O
aumento do risco de contrair o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), também
gera custos exorbitantes. Um estudo nos Estados Unidos estimou que 750 novos
casos ao ano de infeccéo pelo HIV foram facilitados pela presenca do parasito,
gerando, aproximadamente, um custo anual de U$ 167 milhdes por ano
(CHESSON et al., 2004).

O método mais utilizado para o diagnéstico laboratorial é o direto a fresco,
mas apresenta baixa sensibilidade. A tricomoniase ndo € uma doenca de
notificagdo compulsoria e ndo ha vigilancia do desenvolvimento de resisténcia,
deixando de ser evidenciada nos programas de saude publica e controle de ISTs.
Os farmacos recomendados pelo Food an Drug Administration (FDA, USA) sé@o o
metronidazol (MTZ) e o tinidazol (TNZ) (WORKOWSKI e BOLAN, 2015). Ambos
pertencem a classe dos 5-nitroimidazois, porém, o farmaco de escolha para o
tratamento da tricomoniase € o MTZ, mas a utilizacdo pode apresentar efeitos
adversos e ocasionar resisténcia (VIEIRA et al., 2017). A principal causa de falha

no tratamento esta na resisténcia desenvolvida pelo T. vaginalis ao MTZ. Estima-
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se que aproximadamente 2,5 a 9,6% dos casos de tricomoniase apresentem
algum nivel de resisténcia no tratamento com MTZ (SCHWEBKE e BARRIENTES,
2006). Considera-se um agravante os casos emergentes de resisténcia dos
isolados frente aos farmacos disponiveis (DUNNE et al., 2003).

A dificuldade de acesso da populacdo de baixa renda e a eficacia de
métodos que facilitem o diagnostico da tricomoniase, bem como outras ISTs € um
dos fatores que contribui para o aumento de casos (HOBBS e SENA, 2013).
Assim, considerando a alta prevaléncia mundial da tricomoniase, a resisténcia ao
farmaco de escolha para o tratamento e as consequéncias da transmissdo da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), esta doenca torna-se cada vez
mais preocupante para a saude publica. Diante deste contexto, a busca por novos
compostos com mecanismos de acao diferentes e potencial terapéutico para o
controle da tricomoniase faz-se necessaria e de extrema relevancia.

Os produtos naturais de origem marinha oriundos, principalmente, de
fungos associados a organismos como esponjas, despertam um interesse
especial nos pesquisadores devido as suas estruturas e diversas atividades
biolégicas. Nos ultimos anos, varios compostos vém sendo isolados de fungos
associados a organismos marinhos, incluindo terpenoides, alcaloides,
policetideos, peptideos, esteroide, entre outros (Graca et al., 2013). J& foram
descritos alguns compostos com atividades antitumoral, antibacteriana,
antioxidante, antiviral, antinflamatoria e antiprotozoaria (RATEB E EBEL, 2011,
CHEN et al., 2014).

Neste contexto, a costa brasileira apresenta um campo promissor no
descobrimento e desenvolvimento de novas biomoléculas com atividades
biologicas. Devido a sua extensdo e riqueza, é fonte de uma diversidade
imensuravel, com grande importancia para o campo da pesquisa. Com base no
exposto, este estudo avaliou a atividade anti-T. vaginalis de metabdlitos
produzidos por microrganismos isolados de organismos marinhos objetivando a

obtencao de novos candidatos a farmacos tricomonicidas.
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2 Revisdo do tema

2.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado membro da familia
Trichomonadidae, da ordem Trichomonadida, da classe Parabasalia e do filo
Zoomastigina. Este parasito foi descrito pela primeira vez em 1836 pelo médico
Alfred Donné, encontrado em amostra de secrec¢ao vaginal humana (SCHWEBKE
e BURGESS, 2004). O patdégeno coloniza o sistema reprodutivo feminino e a
uretra masculina, sendo o ser humano o Unico hospedeiro natural. Até ser
relacionado com a vaginite, o parasito era considerado inofensivo (FICHOROVA,
2009). Esta espécie de Trichomonas € a mais estudada, justificando-se pelo fato
de o protozoario ter a capacidade de parasitar o trato genitourinario humano
causando infec¢do, denominada tricomoniase.

O T. vaginalis ndo possui estagio cistico, apenas trofozoitico, e possui a
capacidade de alterar a sua morfologia, de formato piriforme, elipsoide ou oval em
culturas axénicas para ameboide quando entra em contato com células epiteliais
vaginais (CEVs) (PETRIN et al.,, 1998). Formas arredondadas com flagelos
internalizados muito semelhantes a cistos, mas sem apresentar parede cistica
verdadeira também podem ser encontradas. Estas formas sdo conhecidas como
pseudocistos ou formas endoflagelares (PEREIRA-NEVES et al., 2003).
Condicbes fisico-quimicas como temperatura, pH, tensdo de oxigénio e forca
ibnica podem afetar sua forma (PEREIRA-NEVES et al, 2007). O parasito pode
formar pseuddpodes para captar alimentos e fixar-se em superficies sélidas
(PEREIRA-NEVES et al., 2016).

O trofozoito possui cinco flagelos, quatro estdo localizados na regiédo
anterior e o quinto aderido a membrana ondulante do parasito (figura 1). Estes
flagelos sado estruturas responsaveis pela motilidade caracteristica do protozoario.
O nlcleo esta localizado préximo a extremidade anterior circundado por um
envelope nuclear poroso, como em outros eucariotos. O T. vaginalis possui
axostilo, uma estrutura rigida e hialina que se projeta a partir da pelta através do
centro do organismo, prolongando-se até a extremidade (BENCHIMOL, 2004). T.
vaginalis ndo possui mitocéndrias e no lugar dessas organelas o parasito

apresenta hidrogenossomos, responsaveis pela sintese de ATP com formacéao de
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hidrogénio molecular nos organismos anaerdbios (BENCHIMOL, 2009).

Membrana ondulante

Corpo Parabasal Nucleo

Hidrogenossomo

Filamento Parabasal

Axdstilo

Figura 1 - Morfologia caracteristica de trofozoito de Trichomonas vaginalis:
axostilo, filamento parabasal, corpo parabasal, flagelos, hidrogenossomo,
membrana ondulante e nudcleo. (Figura da Autora com elementos gréaficos de
‘http://www.servier.com.br/content/banco-de-imagens).

2.2 Tricomoniase

Quando comparada a outras ISTs curaveis, como gonorreia e sifilis, ambas
com 36,4 milhdes, e a infec¢cdo causada por Chlamydia, com 100,4 milhdes de
adultos infectados, entre 15 e 49 anos, a prevaléncia mundial da tricomoniase é
muito maior (SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). Em um estudo realizado o total
estimado de casos de IST foi de 376,4 milhdes, sendo que 156 milhdes eram de
tricomoniase (ROWLEY et al., 2019). Um outro estudo realizado na cidade de
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, no ano de 1987, mostrou uma taxa de prevaléncia
da tricomoniase de 37,5% entre as mulheres gatchas (MINISTERIO da SAUDE,
2010).

Mulheres infectadas, quando sintomaticas, costumam manifestar irritacao,
prurido, edema, eritema vaginal, corrimento e odor. Em alguns casos ocorre a
presenca de colpitis macularis, um sinal especifico da tricomoniase que consiste
em pontos hemorragicos na mucosa vaginal ou cervical em conjunto com edema
e eritema no local da infeccdo (LEHKER e ALDERETE, 2000; MILLER e
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NYIRJESY, 2011).

Atualmente, cerca de 80% dos casos de tricomoniase sdo assintoméaticos,
fato que eleva o risco de transmisséo e a cronicidade da doenca (MENEZES et
al., 2016). Doenca inflamatdria pélvica, parto prematuro, baixo peso do bebé ao
nascer, complicacdes na gravidez e infertilidade sao algumas das consequéncias
dessa infeccdo (VAN DER POL et al., 2008; SILVER et al., 2014; KISSINGER,
2015). A cronicidade da infeccdo esta associada a um atraso no inicio do
tratamento, com risco aumentado de desenvolver cancer do colo do Utero
(LAZENBY et al., 2014) e cancer de proéstata (HIRT e SHERRARD, 2015). Em
homens sintométicos, a infeccao estd associada a uretrite, epididimite, infertilidade
e funcéo espermatica reduzida (FICHOROVA, 2009).

Com uma estimativa de 16.590 novos casos, o cancer do colo uterino,
também denominado cancer cervical, corresponde a 7,4% das neoplasias em
mulheres no Brasil, atualmente. O cancer de prostata, representa um total de
29,2% em homens, com 65.840 casos registrado no Brasil na atualidade (INCA,
2020). Uma vez que a reacao de inflamacéao resultante da infeccdo por T. vaginalis
causa anomalias celulares, estudos relacionam o desenvolvimento destas
neoplasias na presenca do parasito (SUTCLIFFE, 2010; ZHANG e BEGG, 1994).

O patdégeno também atua como cofator na aquisi¢cao e transmissao do HIV
(VAN DER POL, et al., 2008, KISSINGER e ADAMSKI, 2013). A associagéo da
tricomoniase com o0 aumento da transmissdo do HIV ja é bem estabelecida
(MASON et al., 2005; VAN DER POL et al, 2008; KISSINGER e ADAMSKI, 2013).
Estudos comprovaram que a tricomoniase esta associada a um aumento de até
2,7 vezes no risco de contrair HIV (POOLE & MCCLELLAND, 2013). O risco de
aquisicdo do HIV é potencializado pela tricomoniase por trés mecanismos: dano
na monocamada do hospedeiro, o recrutamento de linfécitos TCD4 + macrofagos
a mucosa vaginal e cervical e secrecdo de peptidase degradando o inibidor de
peptidase leucocitaria secretoria, que é o fator de prote¢cdo das mucosas contra
patdgenos que desempenha um importante papel na transmissdo do HIV
(GILBERT et al., 2000; KISSINGER e ADAMSKI, 2013).

Para driblar a resposta imunologica do hospedeiro e estabelecer a infec¢ao,
0 parasito desenvolveu mecanismos complexos e multifatoriais. As condigdes da
microbiota vaginal, a reducdo da quantidade de Lactobacillus e a presenca de
alguns microrganismos como Candida albicans por exemplo, facilitam o
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desenvolvimento da tricomoniase (OZCELIK et al.,, 2012). A patogenia do T.
vaginalis envolve diferentes mecanismos de interagdo com macromoléculas,
células e tecidos, num processo complexo de multiplos passos (ALDERETE et al.,
2004). O processo envolve inicialmente a citoaderéncia as células epiteliais
vaginais atraveés do lipofosfoglicano (TVLPG) (BASTIDA-CORCUERA et al., 2013)
e das adesinas (AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23) (ALDERETE et al. 1995;
GARCIA e ALDERETE, 2007). Quando estabelecido o contato com as células
epiteliais vaginais (CEVS), o protozoario modifica sua morfologia de piriforme para
ameboide, permitindo um contato maior e mais eficiente com as células
(FIGUEROA-ANGULO et al., 2012). Ao romper a barreira de muco pela secrecéo
de mucinases, para solubilizar a mucina (glicoproteina formando uma barreira
fisica contra a invasao de patégenos), permitem o avanco na matriz. Com o auxilio
do movimento flagelar, podem alcancar e danificar o complexo juncional das
células hospedeiras, promovendo a lise e fagocitose das CEVs, ocasionando dano
ao epitélio (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012; HINDERFELD et al. 2019). Apds
este processo, ocorre uma resposta inflamatéria especifica e liberacdo de
citoninas e quimiocinas pelas CEVs, como interleucina-8, interleucina-6 e proteina
inflamatéria de macréfagos (MIP-3a) (FICHOROVA, 2009), além de induzir a
producdo de 6xido nitrico por células imunes, que também atua no combate ao
microrganismo infeccioso (FRASSON et al., 2012). Os neutrofilos séo as principais
células de defesa envolvidas e sdo capazes de matar o parasito através de
trogocitose, um mecanismo em que 0s parasitos recebem pequenas “mordidas”
gue levam a morte (MERCER et. al., 2018). Como forma de controlar o avanco da
infeccédo, o sistema imunoldgico humoral produz imunoglobulinas IgA, IgG e IgM,
no entanto, esses anticorpos protegem de forma limitada ao T. vaginalis, porque
0s niveis vao decaindo gradualmente apds a eliminacdo da infeccdo em um
periodo de seis a doze meses (MENEZES et al., 2016).

O mimetismo molecular € um dos mecanismos de escape da resposta
imune do hospedeiro durante a infeccdo (MERCER e JOHNSON, 2018),
degradacéo das imunoglobulinas e da porcédo C3 do complemento pela secrecao
de peptidases (HERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2004) e a variacdo fenotipica,
podendo estar associada a presenca do simbionte T. vaginalis virus (TVVSs)
(KHOSHNAN e ALDERETE, 1994). A Unica classe de medicamentos aprovada
pelo Food and Drug Administration (FDA/USA) € a dos 5-nitroimidazois, sendo
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qgue os recomendados para o tratamento da tricomoniase sdo o metronidazol
(MTZ) e o tinidazol (TNZ). O MTZ é o farmaco de escolha, mas pode apresentar
efeitos adversos e também gerar resisténcia (VIEIRA et al., 2017). O tratamento
preconizado ocorre via oral, 2g em dose Unica ou 500 mg duas vezes ao dia por
7 dias (WORKOWSKI e BOLAN, 2015).

Metronidazol e tinidazol apresentam o mesmo mecanismo de agao e atuam
na forma de pro-farmaco, sendo ativados apds entrada por difusdo passiva no
parasito. O mecanismo de acdo do MTZ ainda ndo esta bem esclarecido, mas
sabe-se que apos penetrar no parasito o farmaco é ativado no hidrogenossomo.
A producéo de hidrogénio é inibida e ocorre a liberagdo de radicais nitro toxicos,
induzindo a quebra da fita de DNA, desestabilizando a estrutura e levando a morte
do parasito (KULDA, 1999).

O mecanismo de resisténcia aos 5-nitroimidazois em T. vaginalis ainda n&o
foi bem elucidado e vias aerdbica e anaerdbica tém sido sugeridas. Na resisténcia
clinica (aerdbica), observada na presenca de oxigénio, ocorre a reducdo da
toxicidade do MTZ pela re-oxidacao dos anions de radicais nitro antes de danificar
o parasito, modificando-o para a forma inativa (BRADIC et al., 2017). InUmeras
enzimas sao responsaveis pela doacao de elétrons para a ativacdo do MTZ, como
exemplos a ferredoxina (FD), piruvato-ferredoxina oxirredutase (PFOR), enzima
malica e a tioredoxina redutase citosolica (TrxR). As cepas anaerobicamente
resistentes sdo marcadas pela auséncia da atividade destas enzimas, que
normalmente ativariam o MTZ (LEITSCH et al., 2009). Efeitos adversos estéo
frequentemente associados a esses medicamentos, tais como nauseas, cefaleia,
insdnia, vertigem e sonoléncia, (MILLER e NYIRJESY, 2011) reacao a alcool tipo
“dissulfiram” e gosto metélico na boca (CUDMORE et al., 2004; KISSINGER,
2015). Durante a gestacdo, o MTZ também pode ser utilizado e é recomendado
pelo Centers for Disease Control (CDC) dos Estados Unidos (EUA), pois a
mutagenicidade e teratogenicidade nao foram comprovadas em estudos recentes
(SHEERY et al., 2015; VIEIRA et al., 2017) porém a utilizacdo durante o periodo
da amamentacdo demanda cuidados para diminuir a exposicdo do bebé ao
medicamento. E recomendado interromper o aleitamento materno de 12 a 24
horas ap0s a ingestao de 2 g de MTZ (VIEIRA et al., 2017).

Apesar de ser a primeira escolha no tratamento da tricomoniase, 0 MTZ
apresenta falhas terapéuticas e aproximadamente 160.000 pessoas nos EUA e
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mais de 10 milhdes no mundo necessitam tratamento alternativo (SECOR et al.
2014). O primeiro relato de falha no tratamento com MTZ em paciente infectada
por T. vaginalis ocorreu em 1962, trés anos apos a introducdo do farmaco no
mercado (ROBINSON, 1962).

Estudos indicam que as reacdes adversas tém sido uma das causas da
falta de adesdo ao tratamento com MTZ e o aumento da resisténcia esta
espalhado pelo mundo, tornando-se uma preocupacdo mundial (VARGAS et al.,
2018).
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3 Produtos naturais

O uso de produtos naturais para tratar problemas de saude ocorre desde a
pré-historia. Ha cerca de 2600 anos a.c. ja eram utilizadas plantas com fins
medicinais na Mesopotamia, conforme registros, ainda sdo utilizadas para o
tratamento de tosse, resfriados, infeccbes parasitarias e inflamacbes
(HALBERSTEIN, 2005). Devido a grande variabilidade de metabdlitos secundarios
funcionalmente relevantes de espécies microbianas e vegetais, 0os produtos
naturais e as estruturas relacionadas séo consideradas fontes essenciais para
novos produtos farmacéuticos. Estima-se que cerca de 35% dos farmacos
aprovados sao originarias de produtos naturais ou derivados semi-sintéticos (NGO
et al.,, 2013). De acordo com a revisdo de NEWMAN e CRAGG (2020), 1881
agentes terapéuticos derivados de produtos naturais foram aprovados nos ultimos
39 anos (figura 2). Nesse periodo, o0 niumero de antiparasitarios aprovados foi
considerado baixo, totalizando apenas 20, tendo em vista o grande numero de
pessoas afetadas por parasitas em todo o mundo.

A descoberta da penicilina intensificou a investigacdo de microrganismos
para potenciais antibioticos e a descoberta de medicamentos a partir de produtos
naturais revolucionou a medicina. Dos medicamentos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) e/ou pela European Medical Agency (EMA), por volta
de um quarto sdo derivados de plantas, alguns bem conhecidos como paclitaxel e
morfina. Nos altimos 20 anos, em torno de um terco dos medicamentos aprovados
pela FDA séo baseados em produtos naturais ou derivados, incluindo a tetraciclina
e a ciclosporina, por exemplo (THOMFORD et al., 2018).

Os produtos naturais se tornaram uma importante fonte de novos
medicamentos (NEWMAN & CRAGG, 2003). Na area antitumoral houve avancos
significativos nos anos de 2011 a 2014, com grande contribuicdo para novos
farmacos (NEWMANN & CRAGG, 2016).
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Figura 2: Todos os medicamentos aprovados por fonte/ano; n=1881, onde
B: biolégico (proteina ou peptideo; N: produto natural; NB: produto natural
botanico; ND: derivado de produto natural; S: produto sintético; S™: Feito por
sintese total; V: vacina; NM: imitacdo natural do produto (NEWMAN e CRAGG,
2020 — artigo open access que permite copia e redistribuicdo ou adaptacdes para
fins ndo comerciais. J. Nat. Prod. 2020, 83, 3, 770-803).

3.1 Produtos naturais marinhos

Os oceanos constituem uma rica diversidade quimica e biol6gica, contendo
233.300 espécies marinhas ja descritas (WORMS, 2020) cobrindo mais de 70%
da superficie terrestre (SIMMONS et al., 2005). A costa brasileira, possui mais de
7.000 km de extensdo (IBGE), constituindo uma biodiversidade com grande
reserva de moléculas a serem descobertas. Considerada uma fonte promissora
de substancias bioativas, 0s microrganismos marinhos produzem toxinas,
pigmentos e uma infinidade de produtos quimicos com propriedades e atividades
diferentes. J& foram relatados mais de 20.000 metabdlitos bioativos produzidos
por microrganismos marinhos (RIERA-ROMO et al., 2020). Dois grupos de
microrganismos marinhos que se destacam sao os fungos e cianobactérias,
produtores de estruturas quimicas complexas e Uunicas com um grande potencial
farmacolégico (HASAN et al, 2015).0 isolamento dos nucleosideos
espongotimidina e espongouridina a partir da esponja Cryptothetya crypta
(BERGMANN e FEENEY, 1950) é considerado o principio da busca de produtos
naturais oriundos do meio marinho. A descoberta destes compostos despertou o
interesse pela busca de novos metabdlitos de esponjas marinhas (BERGQUIST,

1978). Posteriormente, em um estudo de analogos sintéticos dessas substancias

26



chegou-se ao desenvolvimento do agente antiviral vidarabina (ARA-A), que hoje
€ utilizado para o tratamento de herpes simplex e herpes zoster e do agente
anticancer citarabina (ARA-C), indicado para o tratamento de leucemia aguda nao
linfocitica, leucemia crénica mielocitica e leucemia das meninges. Estes séo
considerados os primeiros farmacos comercializados derivados de produtos
oriundos do mar (PASSOS, 2013).

Uma enorme variedade de atividades foi identificada no ambiente marinho,
incluindo atividades antibacteriana, antidiabética, antifingica, anti-inflamatoria,
antiprotozoaria, antituberculose, antiviral, antitumoral e citotoxica, muitas das
quais podem ser atribuidas a enzimas especificas (RATEB and EBEL, 2011;
CHEN et al., 2014).

3.1.1 Esponjas marinhas

Os invertebrados marinhos, especialmente as esponjas, representam uma
fonte importante de potenciais produtos naturais ativos e biologicamente
funcionais (OSINGA et al., 2001). As esponjas, do Filo Porifera, estdo entre os
animais multicelulares mais antigos (metazoarios) (LAPORT et al., 2009).
Atualmente, estdo descritas 9.345 espécies e destas, 9.083 sdo classificadas
como marinhas (WORMS, 2020).

As esponjas marinhas podem produzir substancias bioativas para defesa
guimica contra predadores naturais. Os metabdlitos secundarios atuam como
fatores cruciais para atrair, deter ou matar outros organismos, aumentando suas
chances de sobrevivéncia e sdo produzidos em circunstancias especificas para
finalidades diferentes. As esponjas funcionam como incubadoras de
microrganismos especificos associados, como bactérias e fungos, que também
podem contribuir para a producdo de compostos bioativos (PETERSEN et al.,
2020). A producdo de metabolitos secundarios pelas esponjas normalmente
acontece pela necessidade de competicdo por espago com outros organismos e
protecdo contra peixes, predadores e microrganismos patogénicos,
principalmente (PAUL et al., 2006). De acordo com BLUNT et al., (2015) as
esponjas e seus micro-organismos em associacdo sao 0s maiores contribuintes
de produtos naturais originarios do mar. Os metabdlitos secundarios citotoxicos

produzidos podem inibir o crescimento de organismos concorrentes, prejudicando
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sua diviséo celular, proporcionando a elas uma vantagem durante a competicao
por espaco no substrato de recifes de corais (HELBER et al., 2018).

Na década de 50, descobriu-se que a esponja produz uma grande
variedade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos e desde entdo, mais
de 5300 compostos quimicos foram descritos. Um fator importante que contribui
para o sucesso competitivo das esponjas € a capacidade de ataques microbianos.
A defesa da superficie das esponjas contra predadores, organismos incrustantes
e também de agentes patogénicos da-se muitas vezes pela producédo de

metabolitos secundarios com propriedades antimicrobianas (ROHDE et al., 2015).

3.1.2 Fungos

O Reino Fungi é o segundo maior grupo de organismos encontrado na
natureza e é amplamente distribuido. A estimativa € de que existam 2,2 a 3,8
milhdes de espécies, com 120.000 atualmente aceitas, sendo 8% nomeadas na
melhor das hipoteses (HAWKSWORTH and LUECKING, 2017). Ecologicamente,
os fungos séo importantes intermediarios e desempenham um papel significativo
nos ciclos de regeneracdo de nutrientes. Alguns fungos marinhos causam
doencas em animais e plantas marinhas, enquanto outros formam relacdes
simbibticas mutualistas com outros organismos (WANG et al. 2006).

Os fungos marinhos foram classificados como obrigatérios ou facultativos:
fungos marinhos obrigatorios sdo aqueles que crescem e esporulam somente no
habitat marinho ou estuarino, enquanto que os fungos marinhos facultativos séo
aqueles que originam de agua doce ou terrestre e sao capazes de crescer (e
esporular) em ambientes marinhos (KOHLMEYER e VOLKMANN-KOHLMEYER,
2003; SURAJIT et al. 2006; LI e WANG, 2009). Cerca de 800 espécies de fungos
marinhos obrigatérios foram descritas, incluindo representantes dos filos
Basidiomycota e Ascomycota, fungos mitosporicos e leveduras (SURAJIT et al.
2006). O termo “fungos derivados do mar” é considerado como uma classificagéo
mais geral desses organismos sendo mais utilizada porgue a maioria dos fungos
isolados de amostras marinhas ndo é comprovadamente classificada como
microrganismos marinhos obrigatérios ou facultativos (BONUGLI-SANTOS et al.,
2015). A maioria deles é terrestre e adaptou-se as condi¢fes marinhas (JENSEN
E FENICAL, 2002).
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Os fungos derivados do mar possuem uma grande diversidade de
propriedades bioldgicas e com potencial farmacologico devido aos metabdlitos
produzidos (RATEB e EBEL, 2011). Varios organismos marinhos desenvolveram
estratégias e evoluiram rotas quimicas para a sua sobrevivéncia. A quantidade de
nutrientes, correntes marinhas, luz e temperatura influenciam nesta competicéo e
conforme esta adaptacdo, leva a inducdo para producdo dos metabdlitos
secundarios, que incluem os terpenoides, alcaloides, policetideos, esteroides e
metabdlitos de biogénese (SIMMONS et al., 2005). Considera-se que este fato se
deve a adaptacao fangica ao ambiente marinho, pois muitos fungos provenientes
do ambiente marinho pertencem a géneros conhecidos na superficie terrestre,
como Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Phoma e Fusarium (ABRAHAM e
LODER, 1972; PROKSCH et al., 2008). Desde a década de 1990, as capacidades
metabolicas e produtivas dos fungos marinhos facultativos tém sido
extensivamente estudadas. Foram isolados mais de 690 produtos naturais
derivados de fungos de diferentes espécies em ambientes marinhos distintos
(DUARTE et al., 2012).

O potencial para producédo de metabdlitos bioativos por fungos foi provado
guando Alexandre Flemming, em 1928, descobriu que fungos do género
Penicillium produziam a penicilina, que resultou no tratamento de diversas
infeccbes bacterianas (KJER et al., 2010). Acredita-se que o0s metabdlitos
secundarios marinhos sdo produzidos por microrganismos que vivem em
associacao (KONIG et al., 2006).

Os fungos de origem marinha possuem requisitos de crescimento
especificos para temperatura, nutrientes e salinidade e isso tém estimulado o
desenvolvimento evolutivo de vias metabdlicas em comparacdo com os fungos
terrestres, representando um fonte valiosa de metabdlitos secundarios com
diferentes atividades bioldgicas (RIERA-ROMO et al, 2020).

3.1.3 Penicillium citrinum

O P. citrinum é um fungo filamentoso com distribuicAo mundial de
ocorréncia comum e talvez, uma das formas de vida eucaridtica mais comum na
Terra (PITT, 1979). Esta espécie ja foi isolada de varios substratos, como solo,

cereais (tropicais), ambientes internos e especiarias (SAMSON et al.,, 2004,

29



HOUBRAKEN et al., 2010). E conhecido pela producdo da micotoxina citrinina
(BENNETT e KLICH, 2013). Micotoxinas sdo moléculas pequenas e toxicas
produzidas por uma grande variedade de microrganismos, que abrangem varias
classes de metabdlitos secundarios sem estrutura quimica ou modo de acgao
comum (VANACLOIG-PEDROS et al., 2016).

Muito estudado desde a descoberta da penicilina, o Penicillium € um dos
fungos terrestres mais onipresentes e quando isolados do ambiente marinho
produz metabdlitos secundarios que normalmente néo sdo produzidos em fontes
terrestres. Alguns exemplos sdo as penostatinas, penocalasinas e comunas
(AMAGATA et al., 2003).

Entre os produtos naturais, os policetideos de origem flngica constituem
uma grande classe de metabdlitos secundarios e apresentam uma das maiores

diversidades estruturais. A maioria desses compostos € ativa em diversos
sistemas biologicos (PASTRE et al., 2007).

3.1.4 Citrinina

Conhecida como micotoxina policetidica detectada em graos armazenados
e produtos a base de grdos e com diferentes tipos de toxicidade incluindo
genotoxicidade, nefrotoxicidade e carcinogenicidade (WANG et al, 2019). A
citrinina € uma das micotoxinas descobertas na década de 1930 por Harold
Raistrick e colaboradores cuja estrutura quimica (figura 2A) foi resolvida em 1948,
sendo um dos primeiros compostos identificados como policetideo (Yl and
RUSSEL, 2016). E uma substancia organica de férmula molecular C13H140s e
massa molar 250,25 g/mol. Forma cristais amarelos quando cristalizado em etanol
absoluto. E solavel em solventes organicos e insoltvel em agua (CRUZ et al.,
2016).

Citrinina e outros metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos
policetideos possuem diversas atividades biol6gicas bem interessantes, como
antibacteriana, antiviral, antitumoral, antiparasitaria, entre outros (KELLER et al.,
2005; WANG et al., 2014).

Os policetideos compreendem uma familia estruturalmente diversa e séo
0s principais produtos isolados de fungos marinhos. Sao responsaveis por

inUmeras atividades atribuidas aos metabdlitos secundarios destes
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microrganismos (SALEEM et al., 2007). Os policetideos estéo incluidos em alguns
medicamentos importantes, como anfotericina B, daunorrubicina, eritromicina,
rapamicina e lovastatina que séo utilizados de forma bem ampla na pratica clinica
(SHEN, 2003).

A citrinina foi isolada pela primeira vez a partir de uma espécie de P.
citrinum, mas também é produzida pelos géneros Monascus e Aspergillus
(GEISEN et al. 2018). Um grande numero de derivados de citrinina ja foi isolado.
Considerando o grau de polimerizacdo, eles podem ser separados em dois
grandes grupos, monoméricos e derivados diméricos (CHEN et al., 2011).

Varios estudos in vitro revelaram o envolvimento da toxicidade da citrinina
na reducado da producéao de citocinas, inibicdo da sintese de RNA e DNA, inducéo
de estresse oxidativo, inibicdo da expresséo do gene de oxido de nitreto, aumento

na producéo de ROS e ativacdo da morte celular apoptotica (EFSA, 2012).

A) (B)

OH OH

Fig 2. Estrutura quimica dos compostos identificados de Penicillium
citrinum: (A) Citrinina e (B) Penicitrinol J;

3.1.5 Trichoderma longibrachiatum

As espécies de Trichoderma sdo comumente encontradas em solo Umido,
madeira em decomposi¢cdo e locais relacionados a agua. Sdo considerados
saprofitas, mas esta espécie foi associada a varios casos de infeccdo humana em
pacientes imunocomprometidos (ALANIO et al., 2008). Os fungos deste género
séo eficazes no controle bioldgico de doencas de plantas, o que os torna uma boa
alternativa como potencial agente de biocontrole. No entanto, existem alguns

relatos em que age como um micoparasita (SANCHEZ et al., 2007).
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T. longibrachiatum é um fungo do solo encontrado em todo o mundo, mas
principalmente em climas mais quentes. A espécie foi descrita originalmente do
solo dos Estados Unidos (Ohio), porém, € mais comumente encontrada em
regides tropicais do que temperadas (SAMUELS et al., 2012). SPERRY et al.
(1998), isolaram T. longibrachiatum associado a esponja Halicona sp. obtida da
Indonésia. A partir dai, epoxisorbicilinol foi a substancia encontrada, tornando este

0 segundo metabdlito a ser descoberto em um Trichoderma derivado de esponja.
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4 Objetivos

Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi a obtencéo e identificagdo de moléculas
provenientes de fungos associados a esponjas e corais marinhos da Costa

Brasileira que apresentam atividade anti-T. vaginalis.

Objetivos especificos

- Produzir moléculas através da fermentacdo de fungos isolados de
esponjas e corais marinhos;

- Avaliar a atividade anti-T. vaginalis das fragcbes provenientes da
fermentacao dos fungos marinhos;

- Fracionar, isolar e identificar as moléculas bioativas produzidas pelos

microrganismos marinhos.

33



34



5 Capitulo |

O texto completo do Capitulo I, compreendido entre as paginas 37 e 69 da
versao completa desta dissertacdo, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparacao para publicacdo em periédico cientifico, intitulado Mass spectrometry
metabolomics approach reveals anti-Trichomonas vaginalis scaffolds from marine
fungi de autoria de Carla Teresinha Endres, Graziela de Vargas Rigo, Luciana
Angelo Loges, Melissa Fontes Landell, Denise Brentan Silva, Alexandre José
Macedo e Tiana Tasca. O estudo consiste na investigacdo da atividade anti-T.
vaginalis de fungos associados a esponjas marinhas encontrados na costa
brasileira. Os resultados obtidos demonstram a importancia destes extratos como
moléculas de interesse farmacéutico. Considerando o impacto dessa infec¢do na
saude publica e a crescente resisténcia observada no tratamento de T. vaginalis,
€ notavel a necessidade de novas terapias para o tratamento da tricomoniase

humana.
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6 Discussao Geral

A tricomoniase vém sendo considerada uma infeccdo parasitaria
negligenciada pelo fato de ndo ser uma doenga de notificacdo compulsoria, 0s
dados n&o s&o notificados e podem estar subestimados. E de extrema importancia
aumentar o controle na deteccéo e tratamento, melhorando a resposta as pessoas
afetadas por essa IST (SECOR et al., 2014). As infeccdes parasitarias sao fortes
ameacas a inumeras comunidades e sdo generalizadas em todo o mundo. Devido
a importancia das infecgbes causadas por T. vaginalis e ao aumento da resisténcia
aos medicamentos disponiveis, investigamos possiveis novas alternativas contra
esse parasito. A busca de novas moléculas com diferentes mecanismos de acao
e potencial terapéutico para o controle da tricomoniase é necessaria e de extrema
importancia. Neste contexto, o capitulo | deste trabalho teve como objetivo a
avaliacdo da atividade biologica de extratos de fungos associados a organismos
marinhos frente ao isolado ATCC 30236 de T. vaginalis.

O interesse por organismos marinhos cresceu muito nas ultimas décadas,
levando a descoberta de inUmeras estruturas com diversas atividades (SALEEM
et al., 2007). Os fungos marinhos sdo considerados uma excelente fonte de
compostos bioativos desde a descoberta do antibidtico cefalosporina em 1948.
Mais de 30.000 produtos naturais do mar foram encontrados nos ultimos 50 anos.
Esses microrganismos tém a capacidade de produzir metabdlitos Gnicos em um
ambiente exigente, tornando-os uma fonte importante de moléculas interessantes
para aplicacbes farmacéuticas e biotecnolégicas. A exploracdo de novos
compostos bioativos isolados de bactérias e fungos marinhos pode dar origem a
novos medicamentos e € necessaria para combater a resisténcia a mdultiplas
drogas (TORTORELLA et al., 2018).

No presente trabalho seis espécies flngicas isoladas de diferentes
organismos marinhos entre esponjas e corais (constituindo 17 amostras de
filtrados) foram testados. O ensaio de atividade contra o parasito foi realizado com
0 extrato bruto, na concentracdo de 1,0 mg/mL. Das 17 amostras testadas
(incluindo metandlicas, aquosas e organicas), dois fungos associados a esponjas
marinhas mostraram atividade tricomonicida: as fragdes organicas de P. citrinum
associado a esponja Biemna caribea (FMPV 15), com 100% de atividade anti-T.

vaginalis e de Trichoderma longibrachiatum associado a esponja Haliclona
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chlorilla (FMPV 51), com 96,8% ativo contra 0s parasitos. De acordo com estes
resultados, realizamos a fermentacéo dos dois fungos por 14 dias sob condi¢des
estéaticas. Apos esse periodo, a fermentacao foi interrompida e o micélio separado
do caldo fermentado. O micélio foi extraido com metanol e gerou a fracao
metandlica. O meio extraido com acetato de etila, gerou uma fragdo aquosa e uma
fracdo organica. Utilizamos as fragdes organicas somente, sendo descartado o
restante, pois as demais fracfes ndo apresentaram atividade contra o parasito.

O valor de concentracdo inibitéria minima (CIM) determinado foi de 0,5
mg/mL para os metabdlitos obtidos do fungo P. citrinum, com resposta promissora
contra o parasito.

No ensaio hemolitico, os resultados mostraram que as duas fracfes
organicas do extrato bruto, tanto de P. citrinum como T. longibrachiatum, néo
causaram efeitos hemoliticos apds 24 horas de incubacgédo, o que sugere que as
fracbes testadas provocaram poucos efeitos toxicos sobre a membrana
plasmatica, diferente do relatado por GONZALEZ et al., (1998), onde 68,4% das
amostras testadas com fungos produtores de citrinina causaram hemaolise.

A fim de identificar os metabdlitos presentes na amostra ativa, o0 extrato
organico de P. citrinum foi fracionado por cromatografia em coluna por permeacgao
em gel Sephadex LH-20, com metanol 20, 50, 70 e 100% além de acetona 100%.
Obtivemos 12 fracdes e destas, cinco tiveram atividade contra o parasito. As
fracOes 3A, 4A e 5A, foram 100% ativas, enquanto que as fracoes 6A e a 7A,
foram respectivamente 20 e 40% ativas. As outras fracdes néo tiveram atividade.
Aposs o screening, as fracfes obtidas foram enviadas juntamente com o extrato
bruto para a Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. As analises de extratos
e fracdes por cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo de diodos e
espectrometria de massa (LC-DAD-MS) foi realizada para a identificacdo dos
constituintes. Tanto no extrato bruto como nas fragdes 3A, 4A, 5A e 6A, a citrinina
foi identificada com uma maior intensidade no cromatograma. O penicitrinol J
(derivado de citrinina), foi identificado nas fracfes 3A, 4A, 5A, 6A, 7A, 8A e 9A.
Outras penicitrinonas também foram encontradas, como a penicitrinona A e C com
menor intensidade.

Apés o ensaio com diluicdo seriada em microplacas, o principal metabdlito
do P. citrinum, a citrinina, reduziu em 99,3% a viabilidade dos parasitos. Apés
inoculacao de 5 dias em meio livre de citrinina, obteve-se uma MIC de 200 pM.
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Existem inUmeros relatos na literatura de derivados de produtos naturais
com atividade anti-T. vaginalis. Estudos realizados pelo nosso grupo apontaram o
potencial de alcaloides de Amaryllidaceae contra o parasito mostrando atividade
tricomonicida dos extratos brutos e compostos isolados de varias espécies desta
planta (VIEIRA et al., 2011). Um dos alcaloides da espécie é a candimina e foi
citotoxico para o parasito (GIORDANI et al., 2010), assim como a licorina, um dos
alcaloides mais encontrados em Amaryllidaceae, que interrompe o ciclo celular de
T. vaginalis, igualmente exercendo atividade citotoxica (GIORDANI et al., 2011).
Outro estudo demonstrou atividade in vitro do extrato aquoso das raizes da planta
Polygala decunbens, planta do bioma Caatinga, onde foi observada uma MIC de
1,56 mg/mL (FRASSON et al., 2012). Os cogumelos também sao fontes de varios
compostos e sdo atribuidas atividades antiparasitarias, antibacterianas e antivirais
a estas substancias. Amauroderma camerarium é um fungo saprofitico e a
proteina amaurocina, extraida deste cogumelo, mostrou-se ativa contra isolados
de T. vaginalis (DUARTE et al., 2016).

Em uma pesquisa realizada com fungos oriundos do meio marinho, foi
relatada a inibicdo de isolados de T. vaginalis sensiveis e resistentes ao
metronidazol por P. citrinum no qual 42 espécies associadas a organismos
marinhos obtidos no litoral sul brasileiro foram avaliadas com uma CIM de 2,5
mg/mL para P. citrinum, isolado da esponja Stoeba sp. (SCOPEL et al., 2013). Em
outro trabalho, foi avaliada a atividade de 14 fungos associados a organismos
marinhos contra T. vaginalis (ATCC 30236) e o isolado clinico resistente ao
metronidazol TV-LACM2R. A partir das amostras testadas, as fracdes organicas
dos fungos Aspergillus niger (FMPV 03) e do complexo Trichoderma
harzianum/Hipocrea lixii (FMPV 09) apresentaram atividade, com valores de CIM
de 2,0 mg/mL e 1,0 mg/mL, respectivamente, exigindo estudos adicionais para
estabelecer as moléculas responsaveis por esta atividade. Também foram
relatados a agcéo de fungos marinhos contra a atividade bacteriana e a capacidade
de erradicar o biofilme, onde o fungo Aspergillus flavus conseguiu remover 52%
do biofilme ja formado por Sthaphylococcus epidermidis (ATCC 35984)

considerado promissor e com grande potencial (SENGER et al., 2016).

Em um estudo realizado com cepas de fungos isoladas de folhas de
Murraya paniculata e Melia azedarach, nas quais foi encontrado o fungo
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Penicillium herquei, a citrinina foi prontamente identificada no extrato e mostrou
um efeito significativo na inibicdo do crescimento de bactérias. Em trabalhos
anteriores relacionados ao estudo do metabolismo secundario de microrganismos
endofiticos isolados de M. azedarach, foram isolados varios policetideos bioativos
do fungo Penicillium janthinellum, onde a citrinina apresentou importante atividade
inibidora de crescimento de Leishmania mexicana (PASTRE et al., 2007).

Com o objetivo de isolar e caracterizar moléculas com atividade
antimicrobiana derivada do fungo P. citrinum do solo do Cerrado, uma pesquisa
obteve sucesso apoés isolar a citrinina e associar a vancomicina no controle de
bactérias patogénicas demonstrando um novo tratamento para infeccdes
persistentes por Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE). Este
estudo foi realizado in vitro e in vivo e embora estudos anteriores tenham descrito
efeitos nefrotoxicos e teratogénicos, efeitos benéficos como antimicrobianos,
antitumorais e antivirais, entre outros, ja foram descritos desde sua descoberta.
Neste estudo, os efeitos citotoxicos foram observados somente quando utilizada
a dose de 256 ug/mL (DE OLIVEIRA et al, 2017). Em um estudo realizado com
isolados de sedimentos da costa sudeste da China, a investigacdo quimica do
extrato de P. citrinum resultou no isolamento de um dimero de citrinina com uma
rara ponte de carbono assimétrica, dicitrinona D, que mostrou citotoxicidade
contra células tumorais. Por meio deste trabalho, descobriu-se que a dicitrinona D
poderia inibir o crescimento de mudltiplas linhas celulares de tumor e também
induzir a apoptose celular, provando ser um policetideo antimitético (CHEN et al.,
2017). Ensaios in vitro com células Vero, utilizando altas doses de citrinina,
mostraram que a viabilidade celular diminuia, corroborando com outras teorias de
gue a citotoxidade da citrinina poderia estar diretamente relacionada a sua
concentracdo (BOUSLIMI et al, 2008). Desta forma, pesquisas objetivam reduzir
a dose de citrinina como uma alternativa para diminuir os efeitos colaterais.

Recentemente, foi realizado um trabalho com Penicillium citrinum isolado
de Suberea sp., coletado na Indonésia, no qual mostrou atividade antibacteriana
contra Bacillus subtilis e Bacillus megaterium, que os levou a isolar os metabdlitos
especializados correspondentes. Neste procedimento, foi isolado um novo
derivado da citrinina, a penicitrinona G (caracterizada pela primeira vez) e 3
compostos conhecidos: penicitrinona A, penicitrinona E e penicitrinol J
(SABDANINGSIH A. et al., 2020).
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Ainda mostrando a importancia das moléculas coletadas no meio marinho,
uma pesquisa recente realizada com fungos oriundos deste ambiente relatou o
efeito do fungo Aspergillus welwitschiae associado a esponja Taedania sp contra
Staphylococcus aureus. As infecgcdes por S. aureus estdo constantemente
associadas a biofiimes e outros fatores de viruléncia, como hemdlise e
coagulacao, e nesta pesquisa, um policetideo encontrado foi o responsével por
suprimir estes fatores, prevenindo a formacdo do biofilme sem interferir no
crescimento bacteriano, afetando também a capacidade de hemolisar e coagular
deste microrganismo (LOGES et al., 2020).

Grande parte dos metabolitos descobertos a partir de culturas de fungos do
mar sao paralelos ou idénticos aos dos fungos terrestres (SPERRY et al.,1998).
O ambiente marinho parece ser uma fonte promissora de novas espécies. Apenas
0,6% dos fungos marinhos sdo conhecidos em relacdo ao numero total de
espécies. Essa baixa representatividade mostra o niumero insuficiente de estudos
sobre ecossistemas marinhos. Este estudo também revela que a maioria dos
isolados obtidos pertence a espécies conhecidas do ambiente terrestre, sugerindo
gue os locais estudados receberam contaminantes transportados deste local para
os recifes. O fato de as esponjas filtrarem os alimentos do ambiente mostra que
isolar um fungo de um organismo marinho néao significa que ele cresceu la. A
poluicdo das areas costeiras, gerada principalmente por atividades antropicas,
gera eventos de eutrofizagdo, que podem criar pontos de acidificacdo que afetam
a composigdo microbiana (PAULINO et al., 2019).

No Brasil, os desenvolvimentos académicos e tecnoldgicos alcancados na
Ultima década séo inumeros. Exemplos significativos incluem o desenvolvimento
de drogas antitrombdticas e antimetastaticas de organismos marinhos, atividades
enzimaticas, inibitérias (proteases metalo, cisteina e serina) elucidagcéao do efeito
antimalarico de polissacarideos sulfatados marinhos e hemaglutinantes que foram
determinadas a partir de zoantideos e também o isolamento de um dipeptideo
antibiofilme de fungos marinhos. Isolados microbianos de esponjas com atividade
antimicrobiana contra importantes patogenos humanos também foram divulgados
(THOMPSON et al., 2018), mostrando quanto potencial existe na biodiversidade
marinha.

O fermentado de T. longibrachiatum (FMPV 51) apresentou atividade contra
T. vaginalis e existe um grande potencial neste extrato; no entanto, mais estudos
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sdo necessarios para elucidar as moléculas responsaveis por essa atividade. Em
um estudo realizado por ZHANG et al., (2018), a fermentacdo de T.
longibrachiatum inibiu diferentes espécies de fitopatdgenos de forma significativa,
mostrando que pode ser uma fonte de moléculas promissora.

Pela sua diversidade estrutural, os produtos naturais fungicos sao
importantes para a pesquisa de novos farmacos. Estes metabolitos podem ser
excelentes antibiéticos, assim como podem ser extremamente téxicos. Capaz de
produzir diversos efeitos em organismos vivos, a citrinina € uma molécula que
apesar de sua toxicidade, também produz atividade antimicrobiana, antiparasitaria
e antimitética. Mais estudos sdo necessérios para preparar uma molécula
biologicamente ativa, envolvendo a modificacdo estrutural da citrinina, com intuito
de reduzir sua toxicidade sem que ocorra perda na sua atividade bioldgica.

E evidente o potencial dos metabolitos produzidos pelo fungos P. citrinum
bem como T. longibrachiatum contra T. vaginalis. A busca por novas moléculas no
meio marinho ainda tem um longo caminho a trilhar e as investigacdes a respeito
devem prosseguir, pois o potencial que existe neste ecossistema e o ganho para
todos com estas pesquisas € notavel. Este trabalho contribuiu para mostrar o quéo
importante é mergulhar neste mundo e instigar cada vez mais a comunidade

cientifica a buscar novas solu¢des contra a resisténcia dos microrganismos.
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7 Conclusodes

o Os resultados obtidos demonstram o potencial dos extratos obtidos
de P. citrinum e T. longibrachiatum com atividade anti-T. vaginalis;

o Os extratos de P. citrinum e T. longibrachiatum n&o apresentaram
atividade hemolitica;

o Ao analisar a constituicdo quimica do extrato bruto de P. citrinum, a
citrinina se apresenta com maior intensidade;

o As fracdes de P. citrinum que foram 100% e 80% ativas contra T.
vaginalis, apresentaram citrinina com maior pico de intensidade no
cromatograma, seguido de penicitrinol J;

o A citrinina é o principal constituinte do extrato de P. citrinum,
sugerindo que esta micotoxina pode ser a principal responsavel pela morte
de T. vaginalis;

o A citrinina causou reducao de 99,3% na viabilidade dos parasitos;

o A citrinina e o penicitrinol J foram identificados nas fracdes 100%
ativas, sugerindo também, o efeito sinérgico como o responsavel pela morte

dos parasitos.
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8 Perspectivas

A fim de seguir na elucidacédo da molécula responsavel pela atividade anti-
T. vaginalis dos fungos P. citrinum e T. longibrachiatum isolados de esponjas

marinhas, este estudo tem como perspectivas:

. avaliar a citotoxicidade de citrinina in vitro em linhagens celulares;

. avaliar a toxicidade no modelo in vivo de larvas de Galleria
mellonella;

. investigar o mecanismo de morte de T. vaginalis.
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