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Resumo

A regido antartica, um dos Gltimos continentes desbravados pelo homem, € uma regido com
peculiaridades Unicas, pois € um dos locais mais frios, ventosos e secos do planeta; também
possui fotoperiodo muito variavel e altos niveis de radiacdo ultravioleta. Essas condicGes
extremas determinam estratégias de defesa nos organismos que la vivem. Nessa regido, a flora
terrestre é particularmente pobre, porém a flora marinha é abundante pois hé vultuosa oferta
de nutrientes. Nesse ambiente marinho, as algas estdo presentes como fonte primaria para a
cadeia alimentar e também formando um grande dossel aquatico, onde predominam as
macroalgas pardas. Neste meio extremo, os organismos desenvolvem mecanismos unicos de
sobrevivéncia que podem envolver a morfologia, a anatomia, a fisiologia e a producdo de
compostos quimicos. As algas da Antartica diferem das que habitam outras regides
principalmente pela grande eficiéncia de seus aparatos fotossintéticos e pela capacidade de
sintetizar grandes quantidades de substancias fotoprotetoras, além de metabolitos
anticongelantes e com agdes anti-herbivoria, anti-epifitismo e anti-incrustagdo. Esses
compostos ativos sdo alvo de interesse pelas aplicacdes praticas que possuem, porém ndo sao
numerosos os estudos que descrevem o perfil quimico das espécies desse ecossistema.
Assim, nosso objeto de estudo é a macroalga parda endémica Desmarestia menziessi J.Agardh
(Ochrophyta), também componente do grande dossel marinho. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi o estudo quimico e biolégico dos extratos hexanico, em diclorometano, em
acetato de etila e metandlico da macroalga marinha bentdnica Desmarestia menziesii. Os
exemplares foram coletados na Ilha Pinguim em 08/01/2015 e na llha Livingston em
12/01/2016, localizadas na Peninsula Antartica. A biomassa coletada na ilha Pinguim foi
liofilizada, moida e submetida a extracdo com a série de solventes em polaridade crescente
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, dando origem aos extratos EH, ED, EAE e
EME, respectivamente. O EH foi submetido a cromatografia gasosa/espectrometria de massas
(CG/EM); os outros extratos foram submetidos a fracionamentos cromatograficos em coluna
aberta, monitoradas por cromatografia planar (CP), em que os derivatizantes foram vanilina,
p-hidroxibenzaldeido, sulfato cérico, cloreto férrico, ninidrina e 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DDPH). Uma das fracdes do ED também foi submetida a estudos por CG/EM. Os extratos e
algumas de suas fracGes foram submetidas aos ensaios biautograficos anticolinesterasico e
antifangico. As substancias isoladas foram submetidas a EM e a Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN *H e de *3C). Ja no material

coletado da ilha de Livingston foram dosados os teores dos pigmentos fotossintéticos,



\

proteinas sollveis totais e carboidratos, em trés regifes do talo: estipe, mediana e apice. No
EH, foram identificados o fucosterol, esterol comum as algas pardas, numerosos
hidrocarbonetos e acidos graxos comuns a estes organismos, além de diversas substancias
contaminantes. No ED, foram identificados hidrocarbonetos de petroleo, Xenobioticos
identificados pela primeira vez em algas da Antartica, além de ftalatos e adipato, que séo
residuos de plasticos. No EAE foram separadas fracGes que apresentaram atividades
antioxidante e antifungica e cujos espectros tém feicdo semelhante aos dos cromendis, ja
isolados dessa espécie. O EME forneceu um cristal identificado por espectros de
infravermelho (IV), EM e RMN H e de *C como o manitol, considerado material de reserva
das algas e isolado pela primeira vez de Desmarestia menziessi. A quantidade com que foi
encontrado no talo, a propriedade de armazenar energia térmica e o baixo ponto de
congelamento levam a hipétese de que também pode exercer atividade anticongelante na alga,
fungdo que desempenha em insetos e em plantas de regides muito frias. As analises dos teores
de pigmentos fotossintetizantes mostraram que estes estdo distribuidos uniformemente ao
longo do talo. Também foram observadas correlacbes diretamente proporcionais entre as
clorofila a e clorofila c. Quanto as dosagens das proteinas sollveis totais, 0 teor apresentado
pelo apice foi menor do que os do estipe e da mediana, que tém valores semelhantes; essa
diferenca pode ser atribuida ao padréo de crescimento da espécie (crescimento tricotalico). Os
carboidratos também apresentaram distribuicdo uniforme ao longo do talo. No presente
trabalho apresentamos, além de contribuicdes sobre alguns constituintes quimicos de D.
menziessi, uma expressiva lista de contaminantes dessorvidos do talo da alga pelos solventes
hexano e diclorometano e também uma breve discussdo do papel das macroalgas como

bioindicadoras de poluicao.

Palavras-chave: Algas extremoéfilas, Manitol, Anticongelante.
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ABSTRACT

The Antarctic region, one of the last continents colonized by man, is a unique region, since it
is one of the coldest, windiest and driest places on the planet; also has a very variable
photoperiod and high levels of ultraviolet radiation. These extreme conditions determine
defense strategies in organisms, which live there. In this region, the terrestrial flora is
particularly poor but the marine flora is abundant since there is an high nutrient offer. In this
marine environment, algae are present as a primary source for the food chain and forming a
large aquatic canopy, where brown macroalgae predominate. In this extreme environment,
organisms develop unique mechanisms of survival that may involve the morphology,
anatomy, physiology, and production of chemical compounds. Antarctic algae differ from
those of other regions mainly due to the high efficiency of their photosynthetic mechanisms,
and for the ability to synthesize large amounts of photoprotective substances in addition to
antifreeze, anti-herbivory, anti-epiphytic, and anti-incrustation metabolites. These active
compounds are target of interest due to their practical applications however, the studies which
describe the chemical profile of this ecosystem species of are scarce. Thus, our object of study
is the brown macroalgae Desmarestia menziessi J.Agardh (Ochrophyta), endemic in the
region and component of the large marine canopy. Therefore, our aim was the chemical and
biological study of hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol extracts from this
marine macroalga. The specimens were collected on Penguin (62° 6'0"S, 57°56'0"W) and
Livingston (62° 38°52. 7S, 60° 45” 49.8” W) Islands, located in the Antarctic Peninsula, on
1/8/2015 and 1/12/2016. The biomass collected on Penguin Island was lyophilized, ground
(603 g) and sequentially extracted with a series of solvents of increasing polarity viz., hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, and methanol, process that gave rise to the extracts EH, ED,
EAC e EM, respectively. EH was subjected to gas chromatography/mass spectrometry
(GC/MS); the other extracts were submitted to open column chromatographic fractionation
monitored by planar chromatography (PC), andrevealed with vanillin, p-
hydroxybenzaldehyde, ceric sulfate, ferric chloride, ninhydrin, and 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical (DDPH). One of the fractions of ED was studied by GC/MS, as well.
All extracts and some of its fractions were submitted to anticholinesterase and antifungal
biautographic tests. The isolated compounds were identified by Nuclear Magnetic Resonance
of Hydrogen and Carbon (NMR 'H and *3C), and MS. The contents of photosynthetic
pigments, total soluble proteins and carbohydrate of three regions of tallus (stipe, median and
apex) were measured in the material collected from the Livingston Island. Fucosterol, sterol

common to brown algae, numerous hydrocarbons and fatty acids, and various contaminants as
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well were identified in EH. Petroleum hydrocarbons, xenobiotics identified for the first time
in Antarctic algae, as well as phthalates and adipate that are plastic waste, were detected in
ED. Fractions that presented antioxidant and antifungal activities and whose spectra have a
similar appearance to the chromenols, already isolated from this species, were separated from
EAC. A compound was isolated as a crystal from EM; its structure was established by
elucidation of the Infrared, *H and *C NMR, and MS spectra. This compound, mannitol, is
considered reserve material of algae, was isolated in great quantity and for the first time from
D. menziessi; besides, it has low freezing point and the can storage thermal energy, properties
which leads one to suppose that it exerts antifreeze activity on algae. Mannitol performs this
function on insects and plants from very cold regions. The analyses of the photosynthetic
pigment contents showed that they are distributed evenly over the tallus. Correlations directly
proportional between chlorophyll a and chlorophyll ¢ were observed, as well. In the dosages
of total soluble proteins, the apex presented higher content than the stipe and the median,
which have similar contents; this difference can be attributed to the growth pattern of the
species. Carbohydrates also showed uniform distribution over the thallus. Herein, we present,
in addition to contributions on some chemical constituents of D. menziessi, an expressive list
of pollutants desorbed from the tallus of D. menziessi, by the solvents hexane and

dichloromethane and a brief discussion on the role of macroalgae as pollution bioindicators.

Key-words: Extremophile algae, Mannitol, Antifreeze.



1 INTRODUCAO

1.1 Algas

As estimativas do nimero de componentes do grupo heterogéneo de organismos
denominados “algas” variam de 36.000 a 10 milhdes de espécies que pertencem a varias
linhagens evolutivas; por esse motivo, apresentam grandes variagfes quanto a forma,
tamanho, metabolismo e estruturas celulares. Podem ser unicelulares ou possuir talos
gigantescos, como os kelps, produzir alcaloides, terpenos e aminoacidos os mais diversos,
assim como uma expressiva variedade de polimeros de acucar e de pigmentos fotossintéticos
e também acumular seus materiais de reserva em diferentes macromoléculas (Graham et al.,
2009; Marques, 2015).

S&@o, majoritariamente, espécies fotossintéticas que produzem oxigénio; habitam,
comumente, 0os ambientes aquaticos, porém sdo encontradas também nos terrestres, mesmos
0S mais extremos como os solos de desertos, a neve de montanhas e as fontes termais; podem
se associar aos fungos formando os liquens (Graham et al., 2009; Marques, 2015).

Esses organismos devem sua importancia ao fato de gerarem 50% do oxigénio
presente na atmosfera terrestre e de atuarem no ciclo biogeoquimico de muitos elementos,
como nos do carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre (Graham et al., 2009). Alem disso, séo
considerados a base da cadeia alimentar de todos os sistemas aquaticos, pois moluscos,
equinodermas, crustaceos e peixes em diferentes estagios de crescimento deles se alimentam.
Também possuem relacbes de simbiose com bactérias e outros protistas, fungos, animais e
plantas; por vezes, podem ser considerados parasitas e/ou patdgenos para muitos outros
organismos, inclusive humanos (Graham et al., 2009; Marques, 2015).

Multiplicam-se tanto por reproducdo assexuada quanto por sexuada, sendo que a
primeira ocorre em populacdes de numerosas espécies unicelulares, pela simples divisdo
celular longitudinal ou transversal de corpos celulares conhecidos como zoGsporos
(unicelulares flagelados), aplandsporos ou autdsporos (ndo flagelados).

Ja a reproducdo sexuada envolve a producdo e a fusdo do gameta e a producdo e o
desenvolvimento do zigoto, na alga. Existem trés tipos de fusdo gamética: a isogamica
(gametas iguais), a anisogamica (em que o gameta feminino é maior do que o masculino,
sendo ambos flagelados) e a oogamica (em que o gameta feminino, desprovido de flagelo é
maior do que o gameta masculino, flagelado). Foram observados trés tipos principais de
ciclos de vida sexual e eles diferem entre si principalmente pelo ponto em que ocorre a

meiose e pelo nimero de estadios de vida multicelulares observados durante o processo.
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Dessas diferengas advém as denominagdes de meiose zigdtica, gamética ou esporica (Graham
et al., 2009).

As algas, para se adaptarem a determinados fatores abi6ticos e bidticos existentes no
ambiente em que vivem, sintetizam numerosas substancias, muitas das quais sdo portadoras
de interessantes atividades bioldgicas e outras tantas, empregadas em setores diversos da
industria.

Especificamente quanto as macroalgas marinhas, grupo em que esti situado o
organismo que é nosso objeto de estudo, elas sdo fotossintetizantes, ndo vasculares e
eucaridticas e o comprimento de seus talos pode variar de apenas poucos milimetros a 60 m
de comprimento (Coppejans et al., 2009). Estdo subdivididas em trés grandes taxa, segundo a
pigmentacdo de seus talos: Chlorophyceae (algas verdes), Ochrophyta (algas pardas) e
Rhodophyceae (algas vermelhas) (Kharkwal et al., 2012). Os pigmentos que determinam a
coloracdo das algas verdes sdo os a-, B- e y-caroteno, as clorofilas a e b, a luteina, a
sifonoxantina e a sifoneina; os das algas pardas s@o as clorofilas a, c1 e c2, o p-caroteno,
violaxantina e a fucoxantina e os das vermelhas, a clorofila a, a r-ficocianina, a
aloficocianina, a c-ficoeritrina e 0s a- e f-carotenos (Sharma, 2011).

Seus principais metabolitos primarios sdo proteinas, peptideos, polissacarideos,
aminodcidos, lecitinas e ficobiliproteinas; seus metabolitos secundarios sdo terpenos,
acetogeninas, alcaloides e polifenois, os quais possuem estruturas bastante diversificadas e
apresentam um leque de atividades extremamente abrangente (Blunt et al., 2014, 2013 e

revisdes anteriores).

1.2 Macroalgas pardas (Ochrophyta)

O grupo das macroalgas pardas é composto por mais de 250 géneros e mais de 1500
espécies (Graham et al., 2009) e podem ser anuais ou perenes (Graham, & Wilcox, 2000).
Habitam predominantemente o ambiente marinho e sdo encontradas nas zonas do supra, meso
e infralitoral, especialmente nas regides polar, boreal e temperada. Existem quatro géneros de
pardas de agua doce: Heribaudiella, Pleurocladia, Bodanella e Sphacelaria (Lee, 2008).

O tamanho de seus talos varia de microscdpicos a gigantescos (kelps) e podem ser
filamentosos, pseudoparenquimatosos e parenquimatosos; o filamentoso é constituido por
filamentos individuais ou por agregados de filamentos, para dar robustez ao corpo. O
pseudoparenquimatoso é composto por filamentos agregados, porém sem tecidos verdadeiros.
Ja o parenguimatoso se desenvolve por divisdo celular em véarios planos. Apresentam

crescimento tricotalico, difuso, apical e intercalar (Graham & Wilcox, 2000).
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Nelas, a parede celular é composta por duas camadas de celulose, material que
constitui o esqueleto estrutural principal (Lee, 2008), &cido alginico (um polimero dos acidos
a-L-gulurénicos e B-D-manurdnicos com ligacbes 1-4.), fucanos (polissacarideos sulfatados)
e sais de Na+, K+, Mg+ e Ca2+; estas substancias conferem suporte estrutural, flexibilidade e
protecdo contra agentes externos (Graham & Wilcox, 2000).

Seus pigmentos fotossintéticos sdo a clorofila a, c1 e ¢2, o B-caroteno, violoxantina e a
fucoxantina sendo este Ultimo o responsavel por conferir a alga, a cor marrom (Sharma,
2011). Seus materiais de reserva sdo a laminarina, um polissacarideo com ligac¢des B-1,3 —
glucanas, que é soltvel em &gua (Gupta & Abu-Ghannam, 2011) e o manitol, um poliélcool
constituido por uma cadeia aberta de seis carbonos, que representa de 20-30% do peso seco
das algas marrons (Graham & Wilcox, 2000). Foi observado que, em determinadas algas
deste grupo, a concentracdo do manitol aumenta ou diminui em relacdo diretamente
proporcional com o aumento ou a diminuicdo da salinidade do meio, e que este mecanismo
que é independente da fotossintese protege as células da destruicdo nos meios hipot6nicos e
do encolhimento, nos meios hiperténicos (Lee, 2008).

As algas pardas produzem uma substancia similar aos taninos das plantas terrestres, 0s
florotaninos (polifenodis polares), que participam do metabolismo primario e secundario
(Amsler & Fairhead, 2005); estes polifendis sdo polimeros do floroglucinol (3,5-tri-
hidroxibenzeno), sintetizados pela via do acetato-malonato e s@o subdivididos em quatros
grupos principais, segundo o tipo de ligacdo entre seus mondmeros (Figura 1):
fualois/floretois (ligacdo éter), fucois (ligacdo fenil), fucofloroetois, (ligacdo éter e fenil), e
ecois (ligacdo dibenzodioxina) (Sonani et al., 2017). Eles sdo encontrados em maior
concentracdo em estruturas denominadas fisoides e apos serem liberados para 0 meio, tornam-
se componentes da parede celular. Aos florotaninos sdo atribuidas as acGes anti- herbivoria

(Amsler & Fairhead, 2005) e protetora, frente aos raios ultravioletas (Pavian et al., 1997).
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Figura 1. Estruturas de alguns florotaninos presente em algas pardas (A) Floroglucinol, (B) ecol, (C) 8,8biecol,
(D) fucofuroecol-A, (E) 7-floroecol, (F) dioxinodehydroecol, (G) florofucofuroecol-A, (H) diecol.

O ciclo de vida das algas pardas foi descrito por Guimarées et al. (2016), como segue:

“Quanto ao ciclo de vida, nas algas pardas, ha alternancia das geragdes haploide
(gametofito) e diploide (esporofito), ocorrendo a meiose para a producdo de esporos
haploides. Estas geracGes alternantes podem ser isomorficas ou heteromorficas, com trés tipos
de fusdo gamética: isogamica, anisogamica ¢ oogamica” (Guimaraes et al., 2016).

“O historico de vida apresenta alternancia de geracdes haploide (gametofito) e
diploide (espordéfito), em que a meiose ocorre para producdo de esporos haploides. Estas
geracOes alternantes podem ser isomorficas ou heteromdrficas. Com trés tipos de fusdo
gamética: isogamia, anisogamia e oogamia” (Guimaraes et al., 2016).

“Entre as espécies que possuem alternancia de geracdes heteromdrficas, que sdo a
grande maioria, o esporofito corresponde a geracdo mais desenvolvida (macrotalo). O
esporofito desenvolve estruturas uniloculares ou pluriloculares. As estruturas uniloculares
produzem meidsporos (esporos haploides originados por meiose), que, ao germinarem, dao
origem a geracdo haploide; as estruturas pluriloculares representam esporangios neutros, ou
seja, que produzem esporos diploides por mitose (mitdsporos), que, ao germinarem, formam
novamente esporoéfitos diploides. O gametéfito haploide desenvolve estruturas pluriloculares
que representam os gametangios. A fusdo dos gametas resulta na formagdo de um zigoto que
se desenvolve em um novo esporofito” (Guimaraes et al., 2016).

“Em representantes da ordem Fucales, os talos sdo sempre diploides; a meiose ocorre

em células do interior de cavidades (conceptaculos) em ramos especializados denominados
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receptaculos. Nesta ordem, acredita-se ter havido a reducdo muito grande da fase
gametofitica, representada por poucas células haploides dentro dos conceptéculos, oriundas da
meiose espodrica. Estas células haploides ddo origem a anteridios e oog6nios, sendo 0s
anterozoides e as oosferas liberados de dentro dos conceptéaculos por um orificio” (Guimardes
et al., 2016).

1.3 Ordem Desmarestiales

Nesta ordem, as algas sdo heteromorficas, possuem esporofitos macroscopicos
cilindricos, comprimidos e achatados que podem ser inteiros ou ramificados; o crescimento é
tricotalico, iniciado por filamentos individuais, com divisdes intercalares bidirecionais. A
estrutura resultante € pseudoparenquimatosa, com cortex desenvolvido a partir dos filamentos
descritivos rizoidais, que crescem a partir das bases de pelos laterais. As células tém varios
plastidios discoides e ndo pirenoides (Norris, 2010).

Apresentam histdérico heteromdrfico, com gametdéfitos filamentosos microscépicos; a
reproducdo sexual é oogamica, sendo os zodsporos desenvolvidos a partir de esporangios
uniloculares (Lee, 2008; Norris, 2010). Na regido infralitoral das aguas mais frias dos
Hemisférios Norte e Sul, os esporéfitos de Desmarestia podem atingir comprimento que
variam de dois a trés metros.

O espordéfito apresenta crescimento tricotalico, sendo o eixo principal corticado por
células em crescimento descendente. (Lee, 2008)

Algumas das espécies de Desmarestia acumulam grandes quantidades de éacido
malico, o que causa a reducdo do pH do fluido vacuolar em até 2 pontos. Nas aguas antarticas,
os membros de Desmarestiales constituem a maior parte da biomassa das algas bentdnicas.
Eles sdo perenes e cobrem grandes areas, em profundidade de cerca de 40 m. As espécies
maiores e mais abundantes (Desmarestia menziesii J.Agardh e Desmarestia anceps
Montagne) formam florestas, sem o dossel protetor caracteristico de muitos kelps. A

Antartida possui a Unica flora de aguas frias sem Laminariales (Lee, 2008).
1.4 Desmarestia menziesii
A espécie Desmarestia menziesii J.Agardh foi estabelecida por J.Agardh 1848 (Figura

2). Suas caracteristicas diacriticas principais sdo: esporéfito perene podendo chegar até 4 m de

comprimento com crescimento no final do inverno e inicio da primavera, apresentando talo



com eixo principal com ramos opostos crescendo a partir de um pequeno apressorio robusto e
fibroso.

Apresenta ciclo de vida heteromdrfico com a morfologia dos gametofitos filamentosos
e microscopicos e 0s esporofitos macroscopicos consistindo de um complexo macrotalo
pseudoparenquimatoso, o ciclo é sazonal ocorrendo o desenvolvimento da fase gametofitica e
0 desenvolvimento dos espordéfitos jovens no inverno. Durante o inverno, gametofitos e
esporofitos possuem alta eficiéncia fotossintética por demanda de pouca luz (2,3 a 2,5 umol
fotons m?s™) o que fazem ter sucesso. Crescendo sobre rochas na regido entremarés e de
ambientes calmos em profundidades de 15 m, mas podendo chegar a crescer em profundidade
de 60 m a 80 m. Como mencionado acima, ao lado de Desmarestia anceps e também de
Himantothallus grandifolius (A Gepp & ES Gepp) Zinova formam um grande dossel no

ambiente aquatico antartico.

-

Figura 2. Fotografia da espécie D. menziesii (A) ambiente antartico (B) Exiscata

Esta espécie é encontrada nas ilhas Antarticas e Subantarticas, Ilha de Anvers, Mar de
Ross, Gedrgia do Sul, Ilhas Shetland do Sul, Terra Adélia, Ilha Trindade e Terra de Wilkes
(Schories & Kohlberg 2016; Fujii et al., 2014; Gomez & Wiencke 1997, 1996; Wiencke et al.,
1995).



1.5 Antértica

A Antértica € protegida pelo tratado antértico, pelo qual esse continente ndo é
possessao exclusiva de nenhum pais, mas sim, uma reserva natural, consagrada a paz e a
Ciéncia. Atualmente sdo consideradas “Antartica” todas as regidoes que estdo acima da latitude
60° Sul (Marinha do Brasil, 2016; Pasqualetti, 2015; Ministério do Meio Ambiente, 2009).

Localizado no polo sul, o continente antartico tem cerca de 14 milhdes de km?, porém,
no inverno, devido ao congelamento dos mares e do acumulo de neve precipitada, seu
territério alcanca quase 20 milhdes de km? (Felicio, 2007); sua posicdo geogréfica atual foi
atingida ha cerca de 45 milhGes de anos e seu isolamento dos outros continentes ocorreu ha
cerca de 30 milhdes de anos, quando a Peninsula Antartica separou-se da América do Sul
(Bargagli, 2008).

Este continente perenemente coberto de gelo € circundado pelo Oceano Austral
(Zacher et al., 2009); a Corrente Circumpolar Antartica e o vortice ciclénico circumpolar
isolam termicamente as aguas desse Oceano ao redor do continente, mantendo sua
temperatura baixa ha pelo menos 14 milhdes de anos, ou seja, desde a primeira glaciacdo da
Antartica (Zacher et al., 2009). Tanto a Corrente Circumpolar Antartica quanto o vortice
ciclénico circumpolar, que sédo consequéncia da abertura e do aprofundamento da Passagem
de Drake, aumentaram o isolamento do continente e contribuiram para seu resfriamento
(Bargagli, 2008).

A frente polar antartica (ou a Convergéncia Antartica) delimita o Oceano Austral pelo
norte (Zacher et al., 2009).

Cerca de 95% desse continente apresenta-se congelado, ou seja, 80% da dgua doce do
planeta esta ali armazenada. E uma regido de caracteristicas Unicas e ali habitam organismos
extremamente adaptados. No continente, a temperatura varia entre -16 °C e -89 °C e nas ilhas
proximas a peninsula, entre 5 °C e -25 °C (Felicio, 2007); € um ambiente seco, em que a
velocidade média anual do vento é de 20 m?.s™ (Parish & Bromwich, 1991).

O fotoperiodo é definido pelas estacbes do inverno e do verdo, sendo de 5h de
claridade no inverno e de 20h de claridade, no verdo (Wiencke, 1990). O continente esta
situado sob uma falha na camada de oz6nio, (Bargagli, 2008); por isso, 0s niveis de radiacdo
ultravioleta na regido sdo muito altos (Wiencke, 1996).

Com relagcdo ao ambiente marinho, este difere consideravelmente do terrestre com
relacdo a diversos fatores abidticos: por exemplo, a temperatura média da agua é de -1,8 °C,
no inverno e de +2 °C, no verdo (Wiencke, 1989). Também, com relacdo a oferta de

nutrientes, ou seja de condic¢des para a manutencdo da vida, 0 oceano mostra-se um ambiente
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bem menos indspito: a zona de ressurgéncia observada entre a Corrente Costeira Antarctica e
a Corrente Circumpolar Antarctica traz para superficie aguas profundas ricas em nutrientes o
que favorece a existéncia de grande diversidade de organismos (Lee, 2008; Lining, 1990).

Os niveis de nutrientes permanecem elevados ao longo do ano, nas aguas antarticas,
sendo que a quantidade de Nitrato (NO®) varia entre 14 ¢ 33 pM (Peters et al., 2005) ¢ a de
Fosfato (PO,%), entre 2,0 um e 3,2 pum (Schloss et al., 2002), o que favorece grandemente a
sobrevivéncia da biota aquatica (Zacher et al., 2009).

Entretanto, os organismos marinhos sdo submetidos a oscilagdes nos niveis de
salinidade que variam entre 7 e 102 PSU (Wiencke et al., 2007), observadas durante a
formacdo do gelo e do degelo (Kirst & Wiencke, 1995). O pH da agua varia entre 8,0 e 8,62,
de acordo com a época do ano (Schoenrock et al., 2014).

A luz, que é crucial para a propagacao da vida, esta presente, nesse ambiente, apenas
guatro meses por ano, ocasido em que promove uma grande explosdo de vida, gerando um
grande fluxo de nutrientes para todos os niveis da cadeia alimentar. Entretanto, a taxa de
radiagdo incidente é muito elevada, com valores em torno de 1700 pmol fotons m™ s, 44 W
m?2 (UVA, 315-400 nm) e 2.3 W m™? (UVB, 280-315 nm) (Zacher et al., 2009). As taxas de
radiacdo muito altas na regido sdo resultado da deplecdo da camada de o0zbnio que vem
ocorrendo ao longo das Ultimas decadas, devido a acdo antropica. Niveis de radiacéo
ultravioleta elevados sdo altamente mutagénicos e letais para 0s organismos marinhos
(Karsten et al., 2009).

Todos esses fatores abidticos e bidticos enumerados, aos quais pode-se acrescentar a
predacdo, o epifitismo e a competicdo fazem com que 0s organismos (dentre os quais
destacamos as algas) que habitam a Antartica sejam extremamente ambientados ou seja,
tenham desenvolvido caracteristicas que possibilitam a eles fazer frente as condicGes desse

ambiente extremo.

1.6 Macroalgas antarticas

Segundo pesquisas recentes, o numero de espécies de macroalgas antarticas esta entre
120 e 130 espécies (Clayton & Wiencke, 2002; Wullf et al., 2011 apud Medeiros, 2013). Essa
flora € caracterizada por alto grau de endemismo, pois 33% de seus componentes Sao
encontrados apenas nessa regido (Zacher et al., 2009); entre todas, a ordem Desmarestiales
sobressai por apresentar a maior proporcao de espécies endémicas (cinco espécies) e também
por formar as grandes florestas de kelps, onde a espécie Himantothallus grandiofolius

destaca-se por atingir uma dezena de metros de comprimento (Medeiros, 2013).
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A abundancia de nutrientes do meio favorece o desenvolvimento desses organismos e
a biomassa gerada desempenha um papel fundamental nos ecossistemas costeiros por
contribuir para a producdo primaria pela producdo de quantidades significativas de carbono
(GOmez et al., 2009) e por servir de habitat e de fonte de alimento para uma variedade de
espécies da fauna marinha, em especial peixes (e.g. “rockfish” - Notothenia coriiceps),
equinodermas (e.g. Odontaster validus e Sterechinus newemayeri) e anfipodas (e.g.
Gondogenia antartica) (Medeiros, 2013).

O cabedal genético que estas algas incorporaram ao longo de suas histérias
evolucionérias, e que é responsavel por suas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
quimicas, mostra a determinante influéncia do meio ambiente sobre elas. As estratégias de
adaptacdo aos diversos fatores bidticos ou abi6ticos a que estiveram expostas determinaram as
cores de seus pigmentos, seus ciclos de vida, sua morfologia e seus metabolitos primarios e
secundarios.

Essa ambientacdo proporcionou a elas um aumento no contetido de seus pigmentos,
necessarios para a realizacdo da fotossintese na presenca de pouca luz; dai a alta eficiéncia
fotossintética que apresentam. Alguns desses individuos tém a capacidade de tolerar até 18
meses de escuriddo, pois demandam muito pouca luz para se desenvolverem. Esta habilidade
foi comprovada pela observacdo de estdgios microscépicos de desenvolvimento de algas
antarticas, em que o ponto de saturacdo de crescimento deu-se sob a irradiancia de 4 — 20
umol fotons m? - s*

Bischof, 2012; Gomez, 2001).

Parte das espécies que la habitam mantém o aparelho fotossintético ativo, captando

, mostrando que estdo extremamente adaptadas a sombra (Wiencke &

toda a luz disponivel; os individuos que ndo mantém o aparelho fotossintético ativo, para
sobreviver, utilizam o seu material de reserva, que é sintetizado em grandes quantidades, no
periodo do verdo (Weykam et al., 1996).

As marcadas mudancas sazonais da Antartica permitem que as algas sejam
classificadas em dois grupos: o dos antecipadores e o dos respondedores de estacdo. Os
antecipadores de estacdo crescem e se desenvolvem em um ritmo anual estratégico, adequado
para a espécie. Compbdem este grupo as algas pardas Desmarestia menziesii, Desmarestia
anceps, Himantothallus grandifolius, Desmarestia antarctica R.L.Moe & P.C.Silva,
Ascoseira mirabilis Skottsberg e as algas vermelhas Palmaria decipiens (Reinsch)
R.W.Ricker, Delesseria salicifolia Reinsch, Gymnogongrus antarcticus Skottsberg,
Gymnogongrus turquetii Hariot, Hymenocladiopsis crustigena R.L.Moe, Trematocarpus
antarcticus (Hariot) Fredericqg & R.L.Moe e Phyllophora ahnfeltioides Skottsberg. Ja as algas

pertencentes ao grupo dos respondedores de estacdo crescem e se reproduzem quando as
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condi¢des ambientais sdo favoraveis. Sdo elas: Adenocystis utricularis (Bory) Skottsberg
(parda), Iridaea cordata (Turner) Bory de Saint-Vincent, Gigartina skottsbergii Setchell &
N.L.Gardner (vermelha), Ulva hookeriana (Kitzing) Hayden, Blomster, Maggs, P.C.Silva,
M.J.Stanhope & J.R.Waaland e Acrosiphonia arcta (Dillwyn) Gain (verde).

Essa divisdo torna-se bastante clara ao observarmos que a maioria dos individuos
antecipadores de estacdo sdo endémicos e ocorrem quase que exclusivamente na zona do
infralitoral enquanto que os respondedores de estacdo estdo distribuidos principalmente nas
regibes temperadas adjacentes e podem crescer na zona do mesolitoral (Wiencke & Bischof,
2012; Kain, 1989).

A camada de gelo que protege as algas marinhas bentonicas do excesso de radiacéo
solar durante a maior parte do ano desaparece no inicio do verdo, fazendo com que esses
organismos fiquem expostos a elevados niveis desta radiacdo (Gomez et al., 2009). Esse é
outro fator importante de estresse que as algas sdo submetidas, uma vez que, embora a luz
solar seja essencial para manutencdo da vida das algas, seu excesso pode inibir muitos
processos biologicos e afetar todos os componentes celulares, especialmente os cloroplastos,
as mitocondrias, o ndcleo e o citoplasma (Karsten et al., 2009).

Para se protegerem dos raios ultravioletas, elas desenvolveram defesas que incluem: o
aumento da espessura do talo, 0 que minimiza os danos que a radiacdo UVB pode induzir no
DNA, pois as camadas celulares externas sombreiam as células internas e constituem um
caminho mais longo a ser percorrido pelos raios UV e a produgdo de substancias
fotoprotetoras, os aminoacidos do tipo das micosporinas e os florotaninos, que desempenham
fungbes tanto no metabolismo primario quanto no secundario (Karsten et al., 2009).

O conjunto de estratégias metabdlicas desenvolvidas pelas algas para fazerem frente
ao frio intenso inclui: a manutencdo da fluidez das membranas bioldgicas, o que foi
conseguido pelo aumento da proporcdo de &cidos graxos insaturados, com relacdo aos
saturados, nas membranas celulares, evitando que se tornem rigidas, sendo que as macroalgas
polares sdo ricas em acidos graxos insaturados; as adaptacdes moleculares em enzimas
catalizadoras dos principais processos metabdlicos, para que as velocidades de reacdes se
mantenham adequadas; as adaptacGes da cadeia de transporte de elétrons fotossintéticos para
funcionamento em temperaturas frias; o desenvolvimento das proteinas de inducdo de choque
frio e anticongelantes (Becker et al., 2011; Gomez et al., 2009; Morgan-Kiss et al., 2006).

A sensibilidade a temperatura afeta componentes celulares tais como membranas e
proteinas; as adaptacGes evolucionarias adotadas para fazer frente as varacGes térmicas
incluem estratégias quantitativas (como alteragdes das concentragcdes de enzimas e / ou de

reagentes), qualitativas (como o uso de uma proteina variante / isoenzima com diferentes
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caracteristicas térmicas) ou modulagdes (como a modificacdo do ambiente proteico para
minimizar o impacto da mudanca de temperatura) (Wiencke & Bischof, 2012), com relagao as
enzimas, uma das mais importantes estratégias € o aumento de suas concentra¢fes, como
demonstrado por Paternostro (2013) e Pasqualetti (2015), em estudos sobre Palmaria
decipiens. Em D. menziesii, esse aumento do teor de enzimas, que ocorre em setembro-
outubro, contribui para a sintese de compostos dos quais depende a sobrevivéncia dos
individuos Gomez e Weykam (1998).

As algas da Antartica também sdo produtoras de substdncias com importantes
atividades biol6gicas tais como as acdes antiviral (Marinho et al., 2017) anti-inflamatéria
(Moles et al., 2014), antifitofagica (NUnez-Ponz & Avila, 2014), antimicrobiana e citotdxica
(Martins et al., 2014; Lebar et al., 2007), anticrustante e algicida (Sevak et al., 2012).
Entretanto, merecem destaque especial os ja mencionadas micosporinas e florotaninos,
produzidos em quantidades significativas, para protecdo da radiacéo ultravioleta.

Os aminoécidos tipo micosporinas [do inglés mycosporine-like amino acids, (MAAS)]
sdo compostos de baixo peso molecular, altamente polares, soliveis em agua, incolores e com
alto coeficiente de absortividade molar e absor¢do maxima entre 309 e 362 nm.
Estruturalmente, sdo constituidos por uma unidade ciclo-hexenona ou ciclo-hexenimina,
conjugada ao nitrogénio do grupo amina de um aminoacido ou aminoalcool, (Figura 3). Esses
aminodacidos exibem uma alta absor¢do molar das radiacdes UVA e UVB e sdo moléculas
fotoquimicamente estaveis (Marques, 2015; Karsten et al., 2009). Essas substancias estdo
presentes tanto em micro quanto em macroalgas. Nestas, sdo encontradas em alta
concentracdo somente nas rodoficeas; ndo foram isoladas das algas verdes e pardas,
apresentando-se como excecao a espécie Prasiola crispa Antarctica, alga verde que contém
altas concentracdes de desses compostos.

As algas vermelhas podem ser fisiologicamente classificadas em trés categorias,
quando se consideram as concentragdes e o padrdo de inducdo de micosporinas, apos
exposicdo a diferentes condicdes de radiacdo. Sdo elas: tipo |- espécies sem capacidade para a
biossintese de micosporinas; tipo 11- espécies com uma concentracdo basica de micosporinas
que é ajustada em relacdo as mudancas na radiacdo ambiental; tipo I11- espécies com uma
composicdo e concentracdo de micosporinas relativamente alta, independentemente das
condices ambientais (Hoyer et al., 2001; Hoyer et al.,2002).

A fotoprotecdo dessas substancias seria assim explicada: elas agiriam como solutos de
blindagem, dissipando a energia de comprimento de onda curto, absorvida em forma de calor

inofensivo, sem gerar reaces fotoquimicas (Bischof et al., 2007); algumas micosporinas,
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como a micosporina-glicina, apresentam atividade antioxidante moderada (Dunlap &

Yamamoto, 1995).
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Figura 3. Estruturas de algumas MAAs presentes em algas.

Quanto aos florotaninos, séo produzidos exclusivamente pelas algas pardas; nelas,
desempenham fun¢des na parede celular como no fortalecimento e na cicatrizagao de injurias,
protegem contra herbivoria e dos raios ultravioletas. As algas pardas da Antartica possuem
concentragdes de florotaninos que variam entre 0,5 e 9% do peso seco e que séo relativamente
altas, quando comparadas com o0s teores desses compostos das algas pardas das regides
tropicais e temperadas (Iken et al., 2009; Iken et al., 2007).

S&o raros o0s estudos sobre substancias anticongelantes de macroalgas: os autores
Karsten et al., (1990) apontam, como anticongelante, o propionato de dimetilsulfénio
(DMSP), osmdlito orgénico cujas concentracdes intracelulares sdo ativamente ajustadas e
diretamente proporcionais a salinidade externa (Karsten et al., 1996).

Foram isolados de macroalgas da Antartica e identificados a menzoquinona (de
Desmarestia menziesii) (Ankisetty et al., 2004; Avila, Taboada, & Nufiez-Pons, 2008),
furanonas halogenadas dimericas (de Delisea pulchra (Greville) Montagne), esteroide
Cistofoserol (de Cystosphaera jacquinotii (Montagne) Skottsberg), p-metoxifenol e 4-
Hidroxibenzaldeido (de Myriogramme smithii (J.D.Hooker & Harvey) Kylin), (Lebar et
al.,2007) os monoterpenos halogenados anverenas e epi-plocamene (de Plocamium
cartilagineum) (Amsler et al., 2009) e o 7-ceto-estigmasterol (de Prasiola crispa) (Marinho et
al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Estruturas de substancias identificadas em macroalgas antarticas.

1.7 Metabolitos especiais

A producdo de metabolitos priméarios e especiais pelas macroalgas marinhas é
grandemente influenciada pela presenca de agentes estressores inerentes ao proprio ambiente
ou decorrente da acdo antrdpica. Esses agentes estressores podem ser classificados segundo
sua natureza: 0s estressores climaticos estdo associados com situacdes ambientais extremas,
como temperaturas muito altas ou muito baixas, radiacdes solares inexistentes ou excessivas,
altas velocidades dos ventos, seca ou excesso de umidade, ou ainda a combinacdo de alguns
desses fatores (Freedman, 2016; Fraire-Velazquez & Balderas-Hernandez, 2013).

Os estressores biologicos estdo associados com interacdes que podem ocorrer entre
organismos que vivem em um mesmo habitat sendo as mais comuns a herbivoria, predacao e

parasitismo (Freedman, 2016; Fraire-Veldzquez & Balderas-Hernandez, 2013).
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Para fazer face a esses fatores, plantas e algas desenvolveram eficientes mecanismos
de adaptacdo em maultiplos niveis de organizacdo: molecular, tecidual, anatémica e
morfolégica. Em nivel molecular, essa adaptacdo faz com que muitos genes sejam induzidos
ou reprimidos e o resultado disso € a sintese de metabolitos cuja funcdo podera ser proteger o
organismo contra baixas temperaturas ou excesso de radiacdo ou mesmo protegé-lo de
herbivoria (Fraire-Velazquez & Balderas-Hernandez, 2013).

Muitos dos metabolitos sintetizados para esses fins apresentam interessantes
atividades bioldgicas e também se prestam a classificacBes quimiossistematicas (De-Paula et
al., 2012; Gouveia et al., 2013).

No ambiente antartico, 0s principais agentes estressores sdo as temperaturas
extremamente baixas e a irradiancia muito alta; a maioria das substéncias isoladas de
macroalgas da regido tém atividade antioxidante (Bernardi et al., 2016); de microalgas foram
isoladas proteinas anticongelantes (Bayer-Giraldi et al., 2014).

De algas do género Desmaretia foram isolados 0s seguintes compostos: de D.
menziesii, dois derivados do cromenol (Davyt et al., 1997) e duas plastoquinonas (Rivera et
al., 1990); de D. aculeata, um esterol C-27, o B-caroteno, a 9-plastoquinona e a fucoxantina
(Findlay & Patil, 1985) e de D. aculeata e de D. viridis, trés feromdnios (hidrocarbonetos
ciclicos insaturados, com funcdo hormonal) (Boland et al., 1982). Também foram
identificados em D. anceps e D. antarctica, por cromatografia liquida/espectrometria de
massas, além do fucosterol, o brassicasterol, o campesterol, o colesterol, o ergosterol, o -
sitosterol e o stigmasterol (Pereira et al., 2016).

Cromendis sdo uma familia de substancias formadas por um anel 2-metil-1,4-
naftoquinona ligada a uma cadeia lateral isoprenoide. Sdo membros desse grupo a vitamina
K1, que tem acdo anti-hemorragica (Ishitsuka et al., 1979; Kusumi et al., 1979).

Plastoquinonas sdo isoprenoides formados por uma unidade 2,3-dimetil-1,4-
benzoquinona ligada a uma cadeia lateral de nove unidades isoprénicas, que funcionam como
transportadores de elétrons, nas reacdes dependentes de luz da fotossintese (Trebst, 1978).

As estruturas de algumas dessas substancias estdo mostradas na abaixo.
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Figura 5. Estruturas de substéncias encontradas em espécies do género Desmarestia.
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2. JUSTIFICATIVA

A identificacdo de substancias ativas em Desmarestia menziesii contribui
concretamente para o conhecimento das diversidades quimica e bioldgica dos metabolitos
produzidos por macroalgas marinhas da Antartica.

A descoberta de novos possiveis agentes terapéuticos com acdo anticolinesterasica
vem ao encontro da necessidade de farmacos capazes de controlar os sintomas da Doenca de
Alzeimer de um modo mais seguro e sem tantos efeitos adversos quantos os apresentados

pelas substancias em uso.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto é o estudo quimico e biolégico dos extratos
hexanico, em diclorometano, em acetato de etila e metandlico da macroalga marinha

benténica Desmarestia menziesii (Ochrophyta).
Nossos objetivos especificos sao:

1) obter os extratos em hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol (extracdo

sequenciada) da biomassa liofilizada da macroalga marinha benténica Desmarestia menziesii;
2) prospectar as atividades antifungica, antioxidante e anticolinesterasica nesses extratos e

3) isolar as fracdes portadoras de atividades bioldgicas, presentes nesses extratos, por

fracionamento bioguiado.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma

Fluxograma do exemplar de D. menziesii coletado na ilha Pinguim.

Desmarestia
menziesii

Ext. hexano

Ext. em diclorometano

Ext. em acetato de etila

Ext. metanolico

19



Desmarestia
menziesii

| Ext hexano |

[cr] [cGEM]

| p-hidroxibenzaldeido |

20



Desmarestia
menziesii
Ext. em diclorometano
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Desmarestia
menziesii

| Ext. metanélico |
I

CP | Cristal I

| CL || Ninidrina || Vanilina || DPPH || Antifingica || Anticolinesterase | | Infravermelho |
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[ ]
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[
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Fluxograma do exemplar de D. menziesii coletado na ilha Livingston.
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4.2 O organismo

As amostras de Desmarestia menziesii foram coletadas na regido antartica pela Profa.
Dra. Nair Sumie Yokoya, Dra. Aline Paternostro Martins e MSc. Jonatas Martinez Canuto
Souza, em 08/01/2015, na ilha Pinguim (62° 6'0"S, 57° 56'0"W) e em 12/01/2016, na ilha
Livingston (62° 7'S, 60° 49'8"W), ambas localizadas na Peninsula Antartica. O material
coletado foi limpo e identificado com auxilio de microscépio e estereomicroscopio. As
amostras foram, a seguir, armazenadas em freezer a -20 °C. Parte de cada amostra foi
utilizada para a confeccdo de exsicatas, para depdsito no herbario Maria Eneyda P. Kauffman
Fidalgo, no Instituto de Botanica, Sdo Paulo (nimero de depésito dos exemplares: ilha
Pinguim SP 470436; ilha Livingston SP 470437).

4.3 Obtencéo dos extratos algaceos

A biomassa algacea foi liofilizada, triturada e submetida a extracdo sequenciada,
assistida por ultrassom (5 x, 30 s, 100 W), com os seguintes solventes: hexano (EH),
diclorometano (ED), acetato de etila (EAE) e metanol (EME). Em seguida foram secos e
concentrados a vacuo (speed-vac). Os extratos secos foram estocados em frascos

hermeticamente selados (Conserva et al., 2011).

4.4 Estudos quimicos

4.4.1 Estudo quimico do extrato em hexano, por CG/EM

Este extrato foi submetido a cromatografia por CG/EM (Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas), em coluna ZBWax, cujo uso é recomendado para
fracionamento de extratos que contenham alcoois, aldeidos, aromaticos, 6leos essenciais,
fragrancias, glicois, solventes, estireno e isdmeros de xileno (30m x 0,25 mm x 0,25 pm),
com injetor splitless a 250°C. A temperatura inicial da coluna de 50°C foi gradualmente
aumentada em 5 °C -min™ até 100 °C e depois em 15 °C-min™ até 200 °C. O volume injetado
foi de 1 uL e a vazdo da fase mével (He) , del mL-min™*; o detector foi programado no modo
scan . O extrato foi submetido novamente a estudo por CG-EM, desta vez em coluna HP-5MS

(5%-phenylmethylpolysiloxane, 30 m x 0,25 mm, didm. int. 0,25 um), adequada para a



26

separagdo de aminas, hidrocarbonetos, terpenos, pesticidas, PCBs, fenois, compostos de

enxofre, aromas e fragrancias, fenois).

4.4.2 Estudo quimico do extrato em diclorometano

Parte deste extrato (500 mg) foi submetida a cromatografia liquida em coluna (CL)
(D-V), em pressdo ambiente, tendo como fase estacionaria gel de silica 60 e como fase movel
a seguinte série de eluentes, em gradiente crescente de polaridade: hexano (hex)/acetato de
etila (AcOEt) 95:5 (v/v); hex/AcOEt 90:10 (v/v); hex/AcOEt 80:20 (v/v); hex/AcOEt 50:50
(v/v); AcOEt 100% e metanol (ME) 100%. Foram coletadas 203 fracfes, que foram
submetidas a cromatografia planar (CP) (silica 20 x 20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GF254,
E.Merck); os cromatogramas desenvolvidos foram observados sob luz ultravioleta A 255 e
366 nm e derivatizados com p-hidrobenzaldeido. As fracGes que apresentaram semelhancas
foram reunidas. O grupo de fracGes D-V-53-68 (94 mg) foi submetido a refracionamento por
CL, em silica (D-VI), tendo como fases méveis gradiente de hex/AcOEt em proporcoes
variando 15% a 100% de AcOEt e metanol 100%. Foram coletadas 80 fracdes e, ap0s estudo
por CP (derivatizagcdo com p-hidroxibenzaldeido), foram reunidas, por semelhanca, as fracdes
D- VI- 26-42 (3,8 mg) e D-VI-51-62 (13,7 mg) e secas. As fracbes reunidas D- VI- 26-42
foram submetidas a estudos cromatograficos em CG/EM e a estudos por Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN de *H e de 3C).

As andlises por CG/EM foram realizadas em cromatografo a gas Shimadzu (GCMS-
QP2010 Plus, Kyoto), equipado com coluna HP-5MS (5%-phenylmethylpolysiloxane, 30 m x
0,25 mm, diam. int. 0,25 um); o hélio foi empregado como géas de arraste, em fluxo de 1,0
ml/min. A temperatura do injetor foi de 250°C e a temperatura inicial do forno foi de 60°C,
tendo sofrido acréscimos de 3 °C por min até atingir 260 °C, temperatura que foi mantida por
40 min. O espectrometro de massas foi operado com temperatura de interface de 240°C e em
modo full scan, com varredura de massas de 40 a 1.000 m/z; as amostras foram ionizadas por
corrente de elétrons de 70 eV. A identificacdo das substancias foi feita por comparacédo dos
dados obtidos com os das bibliotecas NIST08, NIST08s, Wiley9 and Nist Mass Spectral
Search Program from Nist/ Epa/ Nih Mass Spectral Library Version 2.0.

Os indices de retencdo linear foram calculados segundo o método de Kovats (1K),
empregando-se a mistura de alcanos Cg - Cyp € Cy1 — Cygo, cOMo padrdes externos (padrdes
Sigma-Aldrich). Somente substancias com identificagdo inequivoca foram incluidos na tabela,

ou seja, apenas aqueles cujos indices de similaridade eram iguais ou superiores a 80%.
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Também foram incluidos nessa lista substancias com espectros de massas idénticos aos
encontrados na literatura.

A fracdo D-VI-51-62 foi perdida na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo.

4.4.3 Estudo quimico do extrato em acetato de etila

a) Parte deste extrato (400 mg) foi fracionada por CL em gel de silica 60 (D-I), eluida
com as seguintes fases moveis: 1) solucdo de AcOEt (A) e ME (B), sendo que a porcentagem
de B variou de 5 a 100% e 2) ME 100%. Apos estudo por CP, as fracGes D-1 91-154 foram
reunidas e refracionadas por CL em gel de silica 60 (D- Il) (isocrética), eluida com a fase
moével acetato de etila/metanol 99:1 (v/v); apés o estudo por CP das fracGes obtidas, as
fracdes D-11 27 - 51 foram reunidas, secas e submetidas a estudos por RMN de *H e de **C.

b) em estudo guiado por CP, com derivatizagdo por DPPH, 320 mg deste mesmo
extrato foram submetidos a CP preparativa, empregando-se como fase movel AcCOEt/ME 99:1
(v/v); a faixa de Rf = 0,64 foi retirada e extraida com metanol 100%, concentrada e submetida
a procedimento de clean-up em coluna de gel de silica 60, eluida com a serie de solventes:
éter etilico, ACOEt/ME 1%, AcOEt/ME 10% e ME 100%. Apds estudo por CP, as fragdes 9-
12 foram reunidas por similaridade, secas e submetidas a CL (Sephadex-LH-20; altura da
coluna 60 cm) (D-I11), eluida com a fase mével AcOEt/ME 99:1 (v/v); Apds estudo por CP,
as fracbes D-111 1-25 e D-11l1 33-39 foram reunidas, assim como as fracdes D-I1l 41-51e
enviadas para estudo por RMN de *H e de *C. Ainda do procedimento de clean-up, as fragdes
15 a 19 foram reunidas, secas e submetidas a CL (Sephadex-LH-20; altura da coluna 60 cm)
(D-1V), eluida com AcOEt/ME 99:1 (v/v); foram reunidas as fracbes D-1V 1-31 e D-1V 32-

47 e enviadas também para estudo por RMN de *H e de *C.

4.4.4 Estudo quimico do extrato metandlico.

Durante o processo de concentracdo a vacuo do extrato metandlico, houve formacéo
de cristais, que foram separados por catacdo, lavados 5 vezes com heptano, secos em capela e
submetidos a analise por RMN de *H e de *C e espectrometria de massas.

Da porc¢éo ndo cristalizada do extrato foram retirados 505 mg que foram submetidos a
cromatografia em coluna aberta (isocratica) (CL) (D-X), na fase estacionaria de gel de silica

60 e com a fase mdvel metanol/cloroférmio/agua 68:32:8. Primeiramente foram coletados 90
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mL, fracdo contendo pigmentos, em razdo de separar os pigmentos das fragdes de interesse
que coletou 10 mL. Foram coletadas 84 fracGes, que foram submetidas & cromatografia planar
(CP) (silica 20x20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GF254, E.Merck), observadas sob luz
ultravioleta A 255 e 366 nm, derivatizadas com ninidrina e DPPH e reunidas em grupos,
segundo semelhancas fisico-quimicas. O grupo de fracdes DX-18-34 (12,1 mg) foi
refracionada em coluna aberta de gel de silica 60 (CL), isocratica, (D-XI), eluida com a fase
mdvel metanol/cloroférmio/agua 68:32:8. Desta coluna foram coletadas 84 fracGes as quais
foram submetidas a cromatografia planar e derivatizacdo com ninidrina e DPPH, o que
possibilitou a reunido das fragcdes D-XI 41 a 80. Essas fracdes foram submetidas a estudos por
RMN de *H e de °C.

4.5 Andlise das fragdes e subfracdes resultantes do fracionamento dos extratos ED, EAE,
EME e EA da Desmarestia menziesii, por Cromatografia Planar, para pesquisa de

metabolitos pertencentes as classes quimicas dos aminoéacidos e terpenoides.

Nessas analises, foram utilizadas placas de gel de silica (20x20 c¢cm, 0,25 mm,
Kieselgel 60G F254, E. Merck), (uma para cada teste cromatografico) as quais foram
aplicadas, manualmente, e com auxilio de capilar, amostras de 50 pg das fragdes e subfragdes
dos extratos descritos acima.

Foram empregadas, entre outras, as seguintes fases moveis: a) hex /AcOEt 15%; (v/v)
(no estudo do ED) b) AcOEt/ME 1% (v/v) (no estudo do EAE) e c) metanol 68% /
cloroférmio 32% / agua 8% (v/v/v) (no estudo do EME).

Os cromatogramas foram desenvolvidos em atmosfera equilibrada e ao término de
cada corrida cromatogréafica, as placas foram secas em capela, em corrente de ar e analisadas
sob luz ultravioleta, nos comprimentos de onda A 254 e 365 nm. A seguir, cada placa foi

derivatizada com um dos seguintes reagentes.

45.1 Ninidrina, para a pesquisa cromatografica de aminoacidos micosporinas
(Waksmundzka-Hajnos et al. 2008)

Preparo da solucdo de ninidrina: 200 mg do reagente ninidrina foram dissolvidos em
100 mL de etanol. As placas cromatograficas desenvolvidas e secas foram nebulizadas com a

solucdo de ninidrina e aquecidas a 120 °C até o aparecimento de manchas roxas.

4.5.2 p-hidroxibenzaldeido, para a pesquisa cromatogréafica de terpenos (Stevins, 1964)
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Preparo da solucéo:
A) p-hidroxibenzaldeido: 2g de p-hidroxibenzaldeido diluido em 100 mL de etanol.
B) Acido sulfdrico 50%

10 mL de p-hidroxibenzaldeido misturado a 1 mL de &cido sulfirico 50%. A placa

cromatogréfica desenvolvida e seca foi nebulizada com a solucéo e aquecida a 120 °C.

4.5.3 Vanilina, para a pesquisa cromatografica de aminodcidos especiais e aminas
(Grupo N-H) (Merck 1971a)

Solucdo A: preparar uma solucdo de vanilina 2%, em 2-propanol;

Solucéo B: preparar uma solugéo de hidréxido de potassio 1 %, em etanol.

O cromatograma foi nebulizado com a solugéo A e aquecido por 10 min., a 110 °C. Se
presentes, alguns aminoacidos (ornitina e lisina) tornam-se fluorescentes, sob luz ultravioleta

de comprimento longo.

A seguir, o mesmo cromatograma foi nebulizado com a solu¢cdo B e aquecido, em

condicao semelhante. Se presentes, outros aminoacidos, como a glicina, tornam-se coloridos.

4.5.4 Sulfato cérico (Merck 1971b)

Preparo da solucdo: 2,1 g sulfato cérico diluido em 800 ml de agua destilada e 15 ml
de &cido sulfurico. A placa cromatografica desenvolvida e seca foi nebulizada com a solugédo

e aquecida a 120 °C.

4.5.5 Cloreto férrico (Merck 1971c)

Preparo da solucdo:
A) Acido cloridrico 0,5 N: 4,25 ml de acido cloridrico diluido em 100 mL de &gua destilada.

B) 2,59 de cloreto de ferro 111 diluido em &cido cloridrico 0,5n.
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A placa cromatogréfica desenvolvida e seca foi nebulizada com a solugéo e aquecida a
120 °C.

4.6 Extracao e dosagem de pigmentos fotossintetizantes

Foram tomadas amostras das seguintes regides do talo da macroalga: estipe, mediana e
apice. Cada uma das amostras (100 mg de massa liofilizada) foi triturada, acrescida de 2 mL
de dimetilsuféxido (DMSOQ), agitada em vortex e mantida no escuro por 20 min. Apds este
tempo, o sobrenadante contendo clorofila a clorofila ¢ e fucoxantina foi levado ao
espectrofotometro (Shimazu — UV 1800), para leitura nos seguintes comprimentos de onda:
480 nm, 582 nm, 631 nm e 665 nm. As concentracdes da clorofila a clorofila ¢ e fucoxantina
foram determinadas segundo as formulas de Seely et al. (1972). Os resultados foram
expressos em mg.g” de massa fresca (MF). Nesta anélise, os ensaios foram realizados em

triplicata para a regido mediana e apice e em duplicata para a regido do estipe.

4.7 Extracdo e dosagem de proteinas solGveis totais

Também para esta anélise, foram coletadas amostras do estipe, regido mediana e apice.
As amostras de 50 mg cada (massa liofilizada) foram trituradas e suspensas em tampéo de
extracdo (0,2 M tampéo fosfato, pH 8,0, 5 mM EDTA; 1 mM DTT). As solucdes foram
centrifugadas (12.000 rpm a 4°C) por 15 minutos. As absorcdes devidas as proteinas soluveis
(mensuradas nos sobrenadantes) foram obtidas por espectrofotometria no UV-visivel
(Shimadzu — UV 1800) a 595 nm, apds a adicdo de solucdo de Comassie Blue (Bio-Rad), de
acordo com o método Bradford (1976).

As concentracdes dessas proteinas foram determinadas com o emprego de curva-
padrdo externa, construida com o padrdo soro albumina bovino (BSA, Bio-Rad). Os
resultados foram expressos em mg-g™ de massa seca (MS). Nesta anélise, os ensaios foram

realizados em triplicata para a regido mediana e apice e duplicata para a regido do estipe.

4.8. Carboidratos soltiveis

4.8.1 Extracdo dos Carboidratos solGveis
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A extracdo dos carboidratos solUveis foi realizada segundo Carvalho et al.(1998), com
modifica¢bes. Também nessas analises foram coletadas amostras do estipe, mediana e apice.

Amostras de 2 g de massa fresca foram liofilizadas, suspensas em 30 mL de etanol
70% e mantidas em banho-maria a 80 °C por 1h. Os sobrenadantes foram retirados. O mesmo
procedimento foi repetido para todas as amostras por mais duas vezes. O residuo final foi
ressuspendido em 30 mL de &gua destilada e mantido a 60 °C, em banho-maria, durante 1h.
Os sobrenadantes foram retirados e armazenados e os precipitados foram submetidos ao
mesmo procedimento, por mais duas vezes. Os sobrenadantes etandlicos e aquosos foram
armazenados separadamente e concentrados em rotoevaporador (ou liofilizados, no caso do
aquosos); apos a secagem, foram ressuspendidos em 5 mL de &dgua deionizada e armazenados
a-20 °C.

Nesta analise, os ensaios foram realizados em triplicata para a regido mediana e apice

e duplicata para a regido do estipe.

4.8.2 Anélise quantitativa dos Carboidratos soluveis

A analise dos carboidratos soluveis totais da Desmarestia menziesii foi realizada pelo
método colorimétrico do fenol-sulfirico, determinado por Dubois et al. (1956) e a leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotémetro, no comprimento de onda 490 nm. Os teores de
acucar foram calculados a partir da curva padrdo construida com a glicose. Nesta analise, 0s
ensaios foram realizados em triplicata para a regido mediana e apice e duplicata para a regido

do estipe.

4.9 Equipamentos utilizados para a andlise do extrato (EH) e das fracdes e subfractes
resultantes do fracionamento dos extratos ED, EAE e EME da Desmarestia menziesii,

por Cromatografia Planar, para identificacdo e caracterizacéo por: CG/EM, RMN e V.

4.9.1 CG/EM (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa)

As substancias foram analisadas em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrémetro de
massas (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu, Japdo). Para o fracionamento cromatografico foi
empregada coluna HP-5ms (5% fenil-metilpolisiloxano) (30 m x 250 um x 0.25 um) tendo o
hélio como gas de arraste, em fluxo de 1,0 mL.min (split 1:1). A temperatura inicial do formo
de 60 °C teve acréscimos de 3 °C/min até atingir 260 °C, temperatura que foi mantida por 40

min. A temperatura de injecdo foi de 220 °C. A deteccdo se deu em modo de scan completo
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de 50 a 1.000 m/z. A ionizacdo por impacto de elétrons resultou de enegia de colisdo de 70
eV; as temperaturas do detector e de interface foram mantidas em 240 °C.

4.9.2 RMN (Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear)

Os compostos puros foram submetidos a *H e **C RMN, e 2D RMN (HSQC). Os
experimentos de RMN foram realizados em espectrometro Bruker Avance I11, operando a 500
MHz, equipado com sonda de 5 mm TXI, com canais dedicados a *H, **C e N, de deteccio
inversa e com gradiente de campo e software TopSpin 3.0 (Bruker). As amostras foram
solubilizadas em solventes deuterados (CDCl; ou CD3;OD, Aldrich).

4.9.3 IV (Espectroscopia de infravermelho)
Os espectros de infravermelho das amostras solidas foram medidos usando

espectrofotdbmetro Thermo Scientific Nicolet iS10 FTIR com um Smart iTR.

4.9.4 Informacbes sobre o cromatografo liquido/ espectometro de massas (LC-MS)
usado para a amostra manitol (A).

As substancias foram analisadas em cromatografo liquido acoplado a espectrometro de
massas (MicroTOF (Bruker, Software TOF Control 3.2.41.0). Para separacdo cromatografica
foi empregada coluna Kinetex PFP (100 mm x 4.6 mm x 2.6 um), nas seguintes condigcdes
analiticas: volume de injecdo foi de 5 uL; fluxo de 500 uL[JmL-1; eluentes de arraste: acido
formico 0.1% (FMA) e metanol (FMB). O espectrémetro de massas operou no modo negativo
100-1.000 (Sigma), com calibracdo 99.92%; fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI);
voltagem do capilar de 3.800V; temperatura de gas de secagem 200 °C; fluxo de gas de

secagem 8.0 | mL/min; pressao de gas de nebulizacao 4.0 bar e End plate offset 300 V.
4.10 Estudos bioldgicos
4.10.1 Ensaios in vitro

4.10.1.1 Ensaio bioautografico para analise de potencial antifingico dos extratos obtidos

de Desmarestia menziesii (Agripino et al. 2004)

O fungo Cladosporium cladosporioides foi obtido a partir de uma matriz inicial,

inoculado em placa de Petri em meio BDA (Batata, Dextrose e Agar) e incubado por 12 dias
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em estufa, & temperatura de 28°C. Apo0s este periodo, foi realizada a extracdo dos esporos,
com solucgéo de sais e glicose (6:1).

50 pg de cada extrato e das fracdes e subfracdes respectivamente obtidas de
Desmarestia menziesii foram submetidos a cromatografia em camada delgada, como descrito
anteriormente, desenvolvida com as seguintes fases mdveis a) hex./ AcOEt 85:15, (v/v) b)
AcOEt/ME 99:1, (v/v) e ¢) ME/cloroférmio/agua 68:32:8, (v/v/v). Apo6s o desenvolvimento,
0s cromatogramas foram secos e nebulizados com a solugéo de esporos, incubados em camara
Umida, mantida em estufa a 28 °C, por 2 dias e analisados em seguida. Compostos inibidores

formam zonas de inibicdo claras, contra o fundo escuro da placa cromatografica.

Tabela 1. Extratos e fases moveis utilizados.

Extrato Fase movel
ED Hex./ AcOEt, 85:15, (v/v)
EAC AcOEt/ME 99:1, (v/v)
EME ME/cloroférmio/agua, 68:32:8, (v/v/v)

4.10.1.2 Ensaio bioautografico para avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos de

Desmarestia menziesii (Hostetmann et al. 2003)

Para esta avaliacao, 50 ug de cada extrato e das fragdes e subfragdes foram submetidos
a cromatografia em camada delgada, desenvolvida com as seguintes fases moveis a) hex./
AcOEt 85:15, (v/v) b) ACOEt/ME 99:1, (v/v) e ¢) ME/cloroférmio/agua 68:32:8, (v/v/v).
Apos o desenvolvimento, o cromatograma foi seco e nebulizado com solugdo metandlica (2
mg-mL™) do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), que permite detectar substancias
com atividade antioxidante, em extratos vegetais. Essas substancias aparecem como manchas

amareladas sobre fundo violeta, apos a derivatizacéo.

4.10.1.3 Ensaio bioautografico para avaliacdo de atividade inibidora da enzima
aceticolinesterase, frente aos extratos de Desmarestia menziesii (Rhee et al. 2001,
Marston et al. 2002)

Para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica, foram aplicados, em placa
cromatografica, 50 pug dos extratos, fragdes e subfracdes como descrito anteriormente.
Fisostigmina foi empregada como controle positivo. As fases moveis utilizadas foram: a)
hex./ AcOEt 85:15, (v/v) b) AcOEt/ME 99:1, (v/v) e ¢) ME/cloroférmio/agua 68:32:8,
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(v/vIv). Apos o desenvolvimento, os cromatogramas foram secos e nebulizados com a enzima
acetilcolinesterase (6.66 mL), dissolvida previamente em tampdo TRIS HCI (tris-
hidroximetilaminometano) 0,05M (pH 7,8) e estabilizada pela adi¢do de 150 pg de albumina
de soro bovino. Os cromatoramas foram incubados a 37 °C, durante 20 minutos, ap6s o0 que,
foram nebulizados com solucéo 1:1 de acetato de 1-naftila, em etanol e de Fast Blue salt, em

agua. Os inibidores da acetilcolinesterase aparecem como halos claros, sobre fundo purpura.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos extratos algaceos

Os rendimentos dos processos de obtencdo dos extratos estdo na tabela 2.

Tabela 2. Massas do material algaceo liofilizado, dos extratos obtidos e seus respectivos rendimentos.

Material Extratos
algaceo (9)
liofilizado Hexano Diclorometano | Acetato de Metanol
9 etila
601, 43g 12, 40g 11,409 4, 03g 33,45g
Rendimento 2,06 % 1,89 % 0,67 % 5,56 %
%

5.2 Avaliacao de atividade inibidora da enzima aceticolinesterase

35

Nenhum dos extratos de D. menziesii apresentou atividade anticolinesterasica (Figura

6). Apenas o extrato hexanico ndo foi submetido a essa analise.

Figura 6. Bioautogramas para deteccéo da atividade anticolinesterasica dos extratos a) em diclorometano, b) em
acetato de etila e ¢) metandlico.
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5.3 Estudo quimico dos extratos, EH, ED, EAE, EM.

5.3.1 Estudo quimico do extrato hexanico
O cromatograma e 0 espectro de massas do fucosterol, obtidos do extrato hexanico
apos ser analisado em coluna ZBWax, estdo mostrados nas figuras 7 e 8.

Chromatogram Desmarestia_EH C:\GCMSsolution'Data'Erika Stein'LRetz-Ibot' Desmarestia_EH.qad
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Figura 7. Cromatograma obtido do extrato hexanico de D. menziesii, por CG/EM, em coluna ZBWax.
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Figura 8. Espectro de massas do fucosterol, obtido por andlise em CG/EM do extrato hexanico de D. menziesii.
(superior) em coluna ZBWax e espectro de padrdo fornecido pela Biblioteca NIST.

Na tabela 3 estdo listadas as substancias obtidas e 0s respectivos tempos de retencédo e

massas.
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Tabela 3. Substancias detectadas no extrato hexanico de Desmaretia menziesii, por CG/EM.

Substancia Tr Area Massas Formulas
(min) (%) Moleculares
®)
1 ND* 96.250 0,54 315 N
2 Fucosterol 96.681 71,82 412 CogH40
3 5-a-pregn-2-ene- 96767 27,64 314 C,1H300,
12,20-diona

ND* = nao determinada

Foram encontradas apenas trés substancias, sendo uma delas o fucosterol (1), (C-29)
que € comum as algas pardas, podendo ser o unico esterol presente (Kerr & Baker, 1991). Até
0 momento, o fucosterol ainda ndo havia sido detectado em Desmaretia, pois de Desmaretia
aculeata foi isolado um esterol C-27 (2), inédito (Findlay & Patil, 1985). Neste trabalho, foi
identificada também a 5-a-pregn-2-ene-12,20-diona (3). (Brooks e Middleditch, 1973)

(1)-Fucosterol

(2)- C-27 esterol
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(3) - 5-a-pregn-2-ene-12,20-diona

Figura 9. Estruturas das substancias identificadas no extrato em hexanico apés analise por CG-EM.

No reestudo do extrato hexanico por CG-EM, em coluna HP-5MS, foram identificadas
as substancias compiladas na tabela 4. Nela foram encontrados ftalatos, adipatos, residuos de
silicone e outros poluentes, além de metabolitos comumente encontrados em algas (Figura
10).

Chromatogram Desm-EH001 C:\GCMSsolution'Data\Erika'L RETZ Desm EHO001.qgd
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Figura 10. Cromatograma obtido do extrato hexanico de D. menziesii por CG/EM, em coluna HP-5MS.



Tabela 4. Substancias (metabolitos e poluentes) identificadas por CG-EM do extrato em hexanico.

Origem
Ne | TR s | #ik Substancia Formula Peso % Vegetais Informactes | peterencias
(min) molecular | molecular Algas e # Sintese ## Sintese adicionais
animais
1,1,2,2-

1 | 5,167 | 93 | 913,2 C,H,Cl, 169,85 0,02% - - - - - -

tetracloroetano

. Cosmeéticos .

2 [13267| 90 |1157,2|  Decametil b o posis | 37077 | 004%| - - | e emoliente : Residode | Pubchem/

ciclopentasiloxano de pele silicone DrugBank

3-metil-3-(4-metil-3-

3 15,975 90 [ 1223,1 pentenil)-2- C1oH160, 168,236 | 0,05% - - - - - -

oxiranecarbaldeido
Manufatura de P;ﬁ;;}g;r:/
4 |17,983] 89 [1270,7| 7AMetl26- 4o o | 152237 |000%| - . . . outros Description
octadienal produtos
uimicos from CAMEO
q Chemicals
5 (20,15 | 93 | 1367 Acido nerolico C1oH160, 168,236 | 0,15% - - - - - -
6 |20592| 04 |1308,9|  Dodecametil- | o\ osic | 444,924 |0,16% ; - : Resido de
ciclohexasiloxano silicone
Usado em Kamenarska et
sistemas al., 2006/
organicos de Pubchem/

7 123,383| 91 |1499,1 Docosano CyoHug 310,61 0,26% - Plantas - Saborizante sintese, Physical
calibracéo e Description
deteccdo de | from CAMEO
temperatura Chemicals

8 [25,108| 88 | 1542 4-hexen-3-ona CsH100 98,145 0,29% - - - Aromatizante - P&?\;rgg]/




9 |27,442( 93 |1599,7 Tricosano CosHag 324,637 | 0,35% - - - - -
10 | 27,667| 94 |1605,5| Tewadecametil- 4o\ ocsis | 458995 |037% - . . Resido de .
cicloheptasiloxano silicone
11 | 27,85 | 88 |1610,2 Pentadecanal Ci5H300 226,404 | 0,38% - - - - -
12 [27,925] 92 | 1612,2| 2,4-di-terc-butilfenol C14H,,0 206,329 | 0,40% - - - - --
13 128,475 88 | 1626,4 | Dihidroactinidiolideo| C;1H:60, 180,247 | 0,42% - - - - -
14 129,867 | 85 |1662,3 Lauril sarcosina C15H9NO3 271,401 | 0,46% - - - - -
Plastificante/ Pubchem/
15 (31,117] 94 | 1694,6 Ftalato de etila C12H1404 222,24 0,49% - - - torna plasticos HMDB
mais flexiveis
16 [31,317| 92 |1699,7 Heneicosano Co1Hus 296,583 | 0,51% - - - - -
17 [34,133| 88 | 1776 | Hexadeeametil- o ) oesie | 593,232 | 0,55% : - - Resido de _
ciclooctasiloxano silicone
18 [35,017] 90 | 1799,9 Eicosano CooHa 282,556 | 0,57% - - - - -
Agente
antiespumante
19 |35.933| 01 |18259| Octadecanoatode | W o | 298511 |0,64% Plantas ] e nutrientes - Pubchem/
metila de HMDB
fermentacdo
Gorduras Pubchem/
20 |37,333| 93 |1865.6] Acido miristico | CiHwO, | 228376 | 0,68% ANIMAS | Cosmeticos | Saborizantes | Sabdes MeSH
vegetais HMDB
21 (30,775 84 |1036,7|  Octadecetil- o 1 0uSis | 667,386 | 0,73% . . . Resido de :
ciclononasiloxano silicone
7,11,15-trimetil, 3-
22 139,867 94 |11939,4 metileno-1- CyoHas 278,524 | 0,75% - - - - -
hexadeceno
23 |40,058| 84 | 19451 | 61014-trimetil-2- 10 o | 268485 |077% - : : : :
pentadecanona
24 |40,708| 90 | 19645 | 7 1L 15-tetametil- | o] 296531 | 0.81% - : : i Niist web

2-hexadecen-1-ol
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25 140,825| 96 | 1967,9 | Ftalato de diisobutila | CisH2,04 278,348 | 1,04% - - Plastificante -
(E, E) -7,11,15-
trimetil-3-metileno- 0
26 | 42,5 | 88 |2018,6 hexadeca-1,6,10, 14- CyoHs2 272,476 | 0,90% - - - -
tetraeno
27 [42,758| 90 | 2026,7| Palmitato de metila C17H340, 270,457 | 0,93% - - - -
Gordura Pubchem/
o i Pharmacolo
28 [43,983| 91 | 2064,8| Acido palmitico | CieHs0, | 256,43 | 1,01% vaeglé?:ll’e - - from NGl
humana HMDB
29 44.825| 81 | 2001 |  Eicosametil e L 0S| 74154 | 1,04% - ] Resido de ]
ciclodecasiloxano silicone
Acido docosa- Oleo
30 [46,392| 93 |2101,3| NeXaeENOICO (Omega- | ¢ o, | 328496 | 1,12% animal : i Pubchem/
3 triglicérides - MeSH
marinho) (peixes)
31 | 47,242 82 |2135,4| Di-isopentilftalato C18H2604 306,402 | 1,14% - - Plastificante -
32 |48,183| 88 [2151,1] Oleato de metila C19H360, 296,495 | 1,19% - - - -
Agente
antiespumante
33 |49,008| 87 |2164,9 OCtad;CStri‘I‘;ato @ | CoHgO, | 298511 |1,23% Plantas & nutrientes . HMDB
de
fermentacdo
34 49.158| 04 |2167,4| (& D)912-dcido |0 Lo | ogoas2 | 1,25% : :
octadecadienoico
Pubchem/
. _ Gordura Pharmacology
35 |50,033| 88 |2181,9| Acido estearico CiH360; 284,484 | 1,30% animal e - - from NCI/
vegetal
HMDB
. - Gordura
Ester metilico do 0 : Pubchem/
36 | 52,758 90 | 2258,1 4cido araquidonico Cy1H340; 318,501 | 1,36% animal e - - MeSH

humana
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Ahern etal.,
1983/ Kim and
< Gordura Chojnacka
37 153,975 94 | 2301,2| Acido araquidbnico CyoH3,0, 304,474 | 1,10% animal e - - 2515/ !
humana
Pubchem/
HMDB
Ftalato de butilo e e Pubchem/
38 |55,192| 83 | 2346 benzila Ci19H2004 312,365 | 1,50% - - Plastificante HMDB
Aditivo
alimentar
o i Ry 0 indireto
39 | 56,65 | 89 [2399,7 Bis (2 ?t” hexil) C,oH4,04 370,574 1,56% - decorrente do | Plastificante Pubchem/
adipato HMDB
contato com
polimeros e
adesivos
40 |59,617| 89 [25139|  Oxidode CiHisOP | 278291 |1,61% : : : :
trifenilfosfina
* Fosfato de mono (2- 0 - Pubchem/
41*(60,475] 96 | 2547,8 etil-hexil) Ci16H2204 278,348 | 1,63% - - Plastificante HMDB
Gordura
42 |67,242| 94 | 2826,5|  Esqualeno CaoHso 410,73 | 1,74% animal, . . .
vegetal e
humana
43 70,592 78 | 2948,9 Brometo de CoHisBr | 449561 |1,78% - - - -
colesterilo
44 177,108] 93 |3123,9 Vitamina E Cy9H500, 430,717 | 1,89% Plantas - - -
a5 |g5,g58| g7 | - | (Bbetd)-estigmasta-| o L o 415700 | 1,000% Plantas ] ; .

5,24 (28) -dien-3-ol
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5.3.2. Estudo quimico do extrato em diclorometano

5.3.2.1. Estudo das fragdes reunidas D-VI 26-42 (3,8 mg)

As fragdes D-VI 26-42, oleosas e de cor amarelo-claro, apds derivatizadas com p-
hidroxibenzaldeido, mostraram-se semelhantes (Figura 11).

Figura 11. Cromatograma das fragdes D-VI 26-42, desenvolvido com a fase movel - Hex/AEt 85:15 v/v e
derivatizado com p-hidroxibenzaldeido.

O cromatograma obtido por CG/EM desta reunido de fracfes esta mostrado na figura

12.
Chromastogram Desm-DCMIL25-42 C/GCMSsolution' Data\Enka\ L RETZ Extratos Angelica DCM e Hex'\Desm-DCMII_ 2542 ged
Intensity
30000003 157508 F= Tiq
2500000 4
20000004 -

200

Figura 12. Cromatograma da reunido das fracdes D-VI 26-42, apés analise por CG-EM, em coluna HP-5MS.
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Apesar de ter aparéncia de mancha Unica, essa fragdo continha numerosas substancias,
das quais, as que puderam ser identificadas estdo compiladas na tabela 5. Entre esses
compostos, além daqueles considerados componentes de algas, estdo hidrocarbonetos com
cadeias maiores do que C23. Ora, alcanos normais com nimero de carbonos menor do C14 e
maiores do que C23 sdo rarissimas exce¢des em macroalgas. Cadeias maiores do que C23 séo
apenas encontradas em determinadas microalgas verdes (Botriococcus braunii) (Han &
Calvin, 1969; Lee & Loeblich, 1971).

Hidrocarbonetos parafinicos de cadeias mais longas sdo componentes do petroleo e
sdo encontrados, como poluentes, em solos, sedimentos e corpos d'dgua; nos solos e
sedimentos sdo associados com exploragdo de petroleo e acdo antrépica, e nos oceanos, a
vazamentos de oleodutos e acidentes com navios (Abha e Singh, 2012; Tiganus et al., 2016).

Também entre as substancias presentes nas fracfes reunidas D--VI 26-42 estdo o0s
ftalatos e o adipato, plastificantes encontrados em algas de outras regides que ndo a Antartica,
e frequentemente confundidos com substéncias sintetizadas por esses organismos (Avio et al.,
2016; Gressler et al., 2012; Chan et al., 2004), alem de outras substancias poluentes.

A presenca de contaminantes entre 0s componentes naturais em um extrato algal ndo é
um fato inédito ou isolado. Macroalgas possuem a capacidade de reter e de acumular
substancias presentes no meio em que habitam. Esta propriedade ¢é devida ao poder adsortivo
de seus talos formados por polissacarideos, que nas algas pardas sdo principalmente os
alginatos, mas também os fucanos e o0s laminaranos (Barahona et al., 2014,
Vasconcelos,2015).

Os alginatos sdo polissacarideos lineares, anidnicos, formados por residuos de acido -
D-manurdnico e do acido a-L-gulurdénico unidos por uma ligacdo (1-4). Os fucanos sdo
formados por L-fucose, porém também contém galactose, manose, Xilose, acido urénico e
grupos sulfato; fucoidanos sdo homo L-fucanos sulfatados (Barahona et al., 2014,
Vasconcelos et al., 2015).

A biomassa das algas marrons tem grande capacidade de reter metais pesados, sendo o
alginato o principal responsavel por ela. O alginato, na presenca de cations divalentes, em
particular de Ca 2*, forma géis devido a sua estrutura em blocos polianidnicos (Barahona et
al., 2014; Vasconcelos et al., 2015).

Esses polimeros, além de poderem reter cations (metais), podem também reter
substancias moleculares, que se ligariam, por ligacdes de hidrogénio, aos seus numerosos
grupos hidroxila, ou ainda, seriam adsorvidas pelas agdes combinadas das forgas de van der

Waals /ligagdes hidrofobicas (Garcia et al., 2018).
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Em nosso estudo, os hidrocarbonetos de cadeia longa foram dessorvidos da biomassa
algacea com diclorometano por serem levemente mais polares do que o material extraido com
hexano; o diclorometano é o solvente comumente utilizado em extracfes semelhantes
(Tiganus et al., 2016).

Tem-se que considerar, também, que como o continente antartico permanece isolado
dos outros oceanos pela Corrente Circumpolar Antartica e pelo vortice cicldnico circumpolar,
0s poluentes existentes em suas aguas ou adsorvidos por muitos organismos que nelas vivem,
sdo resultado apenas da agdo antrdpica local (Zacher et al., 2009).

Especificamente em Desmarestia e portanto, em macroalga coletada na regido
antartica, Montone et al (2001) identificaram residuos de bifendis policlorados.
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Tabela 5. Substancias (metabolitos e poluentes) identificadas por CG-EM nas fracdes reunidas D-V1 26-42 (provenientes do extrato em diclorometano.

Origem

*TR A Férmula Peso Informacoes _—
(o] * * 0, "
N (min) IS| K Substancia molecular | molecular| 7° Algas Vegetais e # Sintese ## Sintese adicionais Referéncias
animais
11|4,758]091 - 2,5-Octanodiona CgH110, 142,198 |0,17% - - - - - -
24833 |02| - Ciclohexanona CsO0 88,065 |0,07% - - . - Produgdode | Pubcher/
nylon HMDB
: Sugisawa et al.,
3| 4942 | 91 | 9016 Heptanal CHuO | 114,188 |0,17%| Macroalga | ©'€% Perfumes Aromatizante 2009/ Pubchem/
vegetais NIST
WebBook/
Ervase
I especiarias/
4- (1-metiletil)- 0 . Pubchem/
415983 - [940,8 ciclohexanol CioH20 | 156,265 |0,17% - oleo_s. - - - HMDB
essenciais
de plantas
5-etil-2 (5H) - 0 . Pubchem/
5| 6,35 | 93 | 954,7 furanona CgHsO, 112,128 |0,24% - - - Aromatizante - EAFUS
3 Al-Saif et al.,
) Oleos 2014/ Pubchem/
66,817 |96 | 972,3 Acido hexanoico CsH120, 116,16 [0,35%| Macroalga | vegetaise | Cosméticos Aromatizante - Pharmacology
animais from NCIt/
HMDB
7 | 6,908 | 95 | 975,7 1-octeno-3-ol CoHiO | 128215 |0,41% - Ervas e ; Aromatizante - Pubcherm/
especiarias EAFUS
. - Pubchem/
8| 7,083 (93| 982,3 2,3-octanodiona CgH140, 142,198 |0,17% - Plantas - Aromatizante - EAFUS
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Sugisawa et al.,

9 7,2 86 | 986,7 2-pentil-furano CoH1,0 138,21 |[0,07%| Macroalga Oleos_ - Aromatizante - 2009/ Pubchem/
vegetals HMDB
Sugisawa et al.,
10| 7,917 | 92 {1010,3 2,4-heptadienal C;H1,,0 110,156 |0,38% | Macroalga - - Aromatizante - 2009/ Pubchem/
EAFUS
3,3,6-trimetil-1,5- 0 . Pubchem/
111 8,825 | 89 [1035,9 heptadieno-4-ona C1oH160 152,233 |[0,05% - Plantas - Aromatizante - EAFUS
(S) -2-metil-5-
12 9,608 | 91 | 1057,9| oxotetra-hidrofurano- CsHgO. 144,126 |0,37% - - - - - -
2-carboxilico
13| 10,5 | 85 ]1083,1]| Vinilfurano-2-(H)-ona | CgHsO, 110,111 |0,08% - - - - -
Sugisawa et al.,
14(11,308] 97 |1105,1 Nonanal CoH450 142,242 10,84% | Macroalga - - Aromatizante - 2009/ Pubchem/
EAFUS
Kim and
.- . Aromatizante/ Chojnacka,
15| 13,5 | 90 |1158,9 Acido benzdico C;H¢O, 122,123 |0,05% | Macroalga - - conservante - 2015/ Pubchem/
HMDB
Oleos _
, e
16(13,933] 89 | 1169,5 Acido octanico CsHi60, 144,214 |10,05%| Macroalga leite de Perfumes | Aromatizante/corante - 2015/ ljjubche,m/
varios HMDB
mamiferos
17| 16,7 | 88 |1235,9| 1-hexil-ciclohexeno CoHx 166,308 |0,54% - - - - -
18[17,792| 92 | 1261,6|  (E)-2-decenal CioHisO | 154,253 |0,52% - - ; Aromatizante ; Pubcheny
3 Pubchem/
19| 18,15 | 94 | 1270,1 Acido nonanoico CoH150, 158,241 |0,52% - - - - Herbicidas Pharmacology

from NCIt




2,3,5,8-tetrametil-

48

0, - - - - -
20| 19,45 | 84 |1300,7 decano Ci4Hs0 198,394 |0,01%
Pubchem/
21120,108] 96 | 1316,4| (E-E)-2,4-decadienal | CioH160 152,237 |2,26% - Plantas - Aromatizante - EAFUS/
HMDB
22|21,333| 83 | 13456 Ll22tetrametil- o 1 98189 |0,04% ; ; i : :
ciclopropano
23|22.408| 84 [1371,3 1'1'3't;'me“"°'°'°' CoMis | 126,243 |0,03% - ; ; ; ; i
exano
Rezahka et al.,
24|23,292| 91 |1392,3|  1-heptadeceno CuHa | 238459 |0,09% | Cianobactéria - ; - ; a2
al., 2014
7 7 7.4609- Plantas/ _
25128,425( 85 | 1519,5 nonadecatrieno CioHs4 262,481 |0,26% - oleos. Perfumes Saborizante - Attokaran, 2017
vegetals
26| 28.742| 82 |1527,7| 10-metiltrans-2- | g ia0 | 166,26 |0,17% ; - : : : i
decalona
2729242 85 | 1540,6| © '5'peri‘:]aede°e“°'7' CuisHas | 206,367 |0.16% ; ; ; ; ; i
28| 29,8 | 90 | 1555 [ 2-metil-1-pentadeceno| CigHs» 224,432 (0,18% - - - - -
) Oleos Sabdes e Al-Saif et al.,
291 30,1 | 93 |1562,7 Acido laurico CioH240, | 200,322 |0,31%| Macroalga | vegetaise - - 2014/ Pubchem/
A shampoos
animais HMDB




1-pentil-2-propil-
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30(30,375| 88 | 1569,8 ; Ci3Hy6 182,351 |0,19% - - - - - -
ciclopentano
Aditivos Sugisawa et al.,
31131,258| 95 | 1592,6 1-hexadeceno CiH3 224,432 [0,35% | Macroalga - - - industriais/ | 2009/ Pubchem/
lubrificantes TSCA
32|32,033| 87 16132 © £ D247 | 15000 | 192302 |1,19% ; ; i Aromatizante/ : :
tridecatrienal saborizante
33|32,208| 87 | 1617,0| Lo dietenil-3metil-2- | 60 56 10,3006 - - : : ; i
metileno-ciclo-hexano
34132,483| 96 | 1625,4 Difenil-metanona C13H100 | 182,222 |(0,42% - Frutas - Aromatizante - Phﬁggl
3533367 83 [1649,3|  3:>24-trimetil- CusHes | 605,177 |1,32% - - : : : :
tetracontano
1_
36134,658| 92 |11684,2| hidroxiciclohexilfenil | Ci3Hi60, | 204,269 |0,20% - - - - - -
cetona
Abou-El-Wafa
. . Detergentes/ etal., 2011/
37(35,2421 93 | 1700,1 Heneicosano CoiHag 296,583 [0,29%| Macroalga - - Aromatizante ceras pubchemy/
HMDB
. Abou-El-Wafa
38| 35,458 | 92 | 1706,2 2'6'1h0'14:e“ame“" CooHi | 2825556 |0.27%| Macroalga - : : : etal, 2011/
exadecano Pubchem
3935,502| 86 | 1710 | Benzoato de etilhexila | CysHy0, | 234,339 |0,16% - Plantase | Emolientes | Aromatizante/ : EwGe ok
’ 1511222 ’ 070 animais para pele conservante

Deep -
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Cosmetivs
Database/
HMDB

40

36,45

80

17343

Loliolide

C11H1603

196,246

0,45%

Macroalga

Plantas e
animais

Grabarczyk et
al., 2015/
Pubchem

41

37,467

1763,2

Benzoato de benzilo

C14H120;

212,248

1,55%

Plantas

Conservantes
de
cosméticos

Aromatizante

Tratamento de
alergias e
dermatite de
contato

Attokaran et al.,
2017/ Pubchem/
EWG's Skin
Deep -
Cosmetivs
Database/
HMDB/
EAFUS

42

38,142

88

1782,3

5-eicoseno

C20H40

280,54

0,28%

Plantas/
o6leos
vegetais

Bai et al., 2005/
Pubchem

43

38,325

92

1787,5

Trifluoroacetato de

tetradecil

CasHaoF

310,396

0,28%

44

39,133

86

1810,9

2,7,12-tetradecatrieno

CiaHos

192,346

0,65%

45

39,692

83

1827,6

Miristato de isopropila

C17H3402

270,457

0,20%

Shampoos/
cremes

Aromatizante/
saborizante

Pubchem/
EWG's Skin
Deep -
Cosmetivs
Database/
HMDB/
EAFUS

46

40,1

92

1839,7

Fitol

C20H40C)

296,539

1,51%

Macroalga

Aromatizante

Formas
sintéticas da
vitamina E

Sugisawa et al.,
2009/ Kim and
Chojnacka,
2015/ Pubchem/
HMDB

47

40,95

86

1865

Neofitadieno

C20H38

278,524

0,31%

Macroalga

Inibidor
enzimatico

Peres et al.,
2012/ Pubchem/
SCBT
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48|41,058| 97 | 1868,2| Ftalato de diisobutilo | CisHOs | 278,348 |1,86% - - - Plastificantes 2%?%723%?&1
Oleos de Kim and
49(41,333| 82 11876,4 Icosapente CaoH300, | 302,458 |0,39%| Macroalga ix - - Chojnacka,
peixe 2015/ Pubchem
50 |41,505| 88 | 1882,1 | 37 Ll 1o-tetrametil-2- | Ly o | 206,531 |0,76% - ; : : Nist web
hexadeceno-1-ol
Ester etilico do acido Estereisdmero: | Hattab et al
- 0, - - - . :
51142,392| 87 {1908,3 _ 5,8,11,14,_ CpH350, 332,52 |1,45% fitol/ cis fitol 2011
eicosatetraendico
Al-Saif et al.,
2014/ Kim and
i Chojnacka,
. " Oleos . 2015/ Attokaran
52 144,075 79 | 1960,6 Acido palmitico C16H3.0, 256,43 |1,25%| Macroalga vegetais Aromatizante - etal, 2017/
Pubchem/
HMDB/
EAFUS
Goodloe and
53145,117| 94 11993,1 1-nonadeceno CigHsg 266,513 |[0,17% | Cianobactéria - - - Light, 1982/
Pubchem
54|45325| - |1909,6| ACIdO 24-dimetil-2E- | o \\ o | 254408 |0.20% - - : : :

tetradecendico




1,4a.beta-dimetil-7-
isopropil-1,2,3,4,4a,

52

0, - - - - -
55 (45,767 81 |2013,9 9,10, 10a.alfa-octa- CyoH20 284,435 |(0,10%
hidrofenantreno
. . Pubchem/
56 (46,133 | 89 | 2025, 8| ~ Palmitatode CioHs0, | 298,511 |0,16% - Cosméticos |  Aromatizante | Lubrificantes |7 ung)
isopropila e graxas EAFUS/ TSCA
3-alil-2,6,6-
57 146,958 80 |2052,5| trimetilbiciclo [3.1.1] Ci3Hp 178,314 |0,30% - - - - -
heptano
Gao and Wen,
58|47,475] 71 | 2069,3 Ftalato de amil CigH204 | 306,402 |0,17% - - - Plastificante | 2016/ Pubchem/
HMDB
59| 47.8 | 80 [2079,9 A“'drr]'d"doﬁc'do“' CiaHasOs | 242359 |0,53% - : : : :
eptandico
Al-Saif et al.,
2014/ Kim and
Chojnacka,
. . . Emulsionante | 2015/ Attokaran
60 | 49,467 | 85 | 2135,6 Acido oleico CigH340, | 282,468 |0,30%| Macroalga - Emulsificante farmacéuticos etal. 2017/
Pubchem/
HMDB/

EAFUS/ TSCA
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49,975

88

2152,9

Maleato de bis (2-
etilhexil)

C20H36O4

340,504

0,53%

Plastificante/
adesivos e
selantes, tintas
e
revestimentos

53

Pubchem/
TSCA

62

50,192

90

2160,3

Acido esteérico

C18H3602

284,484

0,20%

Macroalga

Oleos
vegetais e
animais

Aromatizante

Al-Saifetal.,
2014/ Kim and
Chojnacka,
2015/ Attokaran
etal., 2017/
Pubchem/
HMDB/
EAFUS/ TSCA

63

50,3

91

2163,9

2-etilhexil p-
metoxicinamato

C18H26()3

290,403

0,30%

Oleos
vegetais/
ervas e
especiarias

Protetor
solar/
cosméticos

Schlumpfetal.,
2004/
Pubchem/
DrugBank/
HMDB

64

50,483

89

2170,1

2-Butil-1,1,3-
trimetilciclohexano

C13H26

182,351

0,23%

65

51,033

92

2188,8

Alcool Lignocérico

C24H500

354,663

0,15%

Macroalga

Renukadevi et
al., 2011/
Pubchem

66

51,167

91

2193,4

1-heptacosanol

C27H560

396,744

0,28%

Macroalga

Renukadevi et
al., 2011/
Pubchem

67

51,325

87

2198,8

Docosano

C22H46

310,61

0,16%

Macroalga

Plantas

Saborizante

Kamenarska et
al., 2006/
Pubchem/

HMDB
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Pubchem/
Perfumes/ EV\I/D(:::pSk'”
68| 52,65 | 87 |2245,6| Laurato deisopentil | CiHz0, | 270,457 |0,22% - - condicionante | o otizante - Cosmetivs
e emoliente Database/
de pele HMDB/
EAFUS
. - Esmaltes/ . . Pubcher/
69 153,317 90 | 2269,2 | Acetilcitrato de tributil | C,H3.Og | 402,484 |0,40% - - o, Aromatizante Plastificantes HMDB/
Cosméticos EAFUS
70153,633| 85 |2280,4| 1,3,12-nonadecatrieno | CygH3,0 262,481 [0,12% - - - - - -
71154,167| 83 |12299,3| 1-iodo-hexadecano CyHssl 352,344 |[0,16% - - - - - -
Dihidro-5-tetradecil- 0 Rocha et al.,
72 (54,508 85 [2311,9 2(3)-furanona CigH3,0, | 282,468 |0,37%| Macroalga Plantas - - - 2011) Pubchem
Sivakumar et
73155,223| 86 |2338,2| Metil desidroabietate | C,;H30s | 314,469 |0,13%| Macroalga - - - - al., 2014/
Pubchem
4,8,12,16- Hong et al
74155,575| 87 |2351,2 tetrametllheptadecano Cy1Hs00, | 324,549 |0,36% Plantas 2010/ Pubchem
4-olido
Oleos Pubchem/
75155,675| 84 |2354,8 1-trideceno Ci3Hyg 182,351 |0,07% - i - - - HMDB/
vegetais EAFUS
2- (1-metiletil) -9H-
76155,908| 89 |2363,4 tioxanten-9-ona C1H140S | 254,347 |0,61% - - - - - -
77|56,108| 87 [2370,8|  1-hexacoseno CuHs2 | 364,702 [0,19% - Plantas ; ; ; Pubchem/

HMDB




Pentafluoropropionato

55

Renukadevi et

78156,733| 93 | 2393,8 . CxH3oFsO, | 430,287 [0,19% | Microalga - - al., 2011/
de nonadecil pubchem
. . . Gao and Wen,
79| 56,867 | 95 | 2308,7| B Q(ft";hex”) CooHiOs | 370574 |1,61% ; ; Plastificantes | 2016/ Pubchem/
adipato HMDB
-54-di - Ramasamy and
80 | 58,367 | 82 | 2456,2 t%r54 gt'bronmton CasHiogBra | 917.266 | 0,03% | Cianobactéria| - : Gopalakrishnan,
elrapentacontano 2013/ Pubchem
Ahern et al.,
5 Macroalga/ | ©ordura 1983/ Kim and
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5.3.3 Estudo quimico do extrato em acetato de etila

As fragdes D-11-27-51; D-111-33-39; D-111-41-51; D-111-53-77; D-1V-1-31; D-1V-32-
47; D-VI11-23-27 e D-VI11-28-33 que eluiram da coluna por filtracdo em gel, apareceram
como manchas Unicas em estudo por cromatografia planar e mostraram intense fluorescéncia
azul sob luz ultravioleta de comprimento de onda 366 nm (Figura 13) e apresentou atividade

antiflngica.

D-1V1-31

D -1V 32-47

Figura 13. Cromatogramas das fra¢cBes D-1V 1-31 e 32- 47, desenvolvidos com a fase mével - AcCOEt/MeOH
99:1 vlv, observados sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 nn e 366 nn.
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> D-VII (28-33)
D - VI (23 -27)
Ext. AEt

Figura 14. Bioautogramas do extrato bruto e das fraces D-VIII 23 - 27 e 28 - 33 [eluidas de CL de Sephadex-
LH-20], desenvolvidos com a fase mdvel — AcOEt/MeOH 99:1 v/v, em que sdo visiveis os halos brancos de
inibicdo do fungo Cladosporium cladosporioides.

O estudo detalhado dos espectros de *H RNM destas fracdes permitiu caracteriza-la
como uma mistura contendo substancias aromaticas (Figure 15). Os sinais entre 6 8.0 € &
6.0 sdo devidos a hidrogénios aromaticos: os sinais entre 6 8.0 e & 7.0 sdo devidos a
hidrogénios ligados a anel aromatico ao qual estdo diretamente ligados grupos hidroxila,
carboxila ou metilicos, ou ainda grupos mais complexos. Os sinais entre 6 6.9 e 6 6.0 sdo
observados também nos hidrogénios aromaticos dos meroterpenos das algas pardas (Davyt et
al., 2016; Lee & Seo, 2011; Jang et al., 2005; Numata et al., 1992; Rivera et al., 1990;
Kusumi et al., 1979; Ishitsura et al, 1979).

O sinal em 6 9.3 é devido a hidrogénio pertencente a grupo aldeidico; o grupo
aldeidico pode ser observado em algumas moléculas de meroterpenos isolados de Sargassum
and Desmaretia (Davyt et al., 2016; Jang et al., 2005; Numata et al., 1992; Rivera et al.,
1990).

Os sinais entre 6 4.0 e & 5.6 ppm podem ser atribuidos aos hidrogénios olefinicos
presentes nas cadeias laterais de Sargassum e Desmaretia (Davyt et al., 2016; Jang et al.,
2005; Numata et al., 1992; Rivera et al., 1990).

Sinais, que podem ser atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos sp* sdo observados
entre 6 2 e & 3 ppm. Sinais devidos a grupos metilicos e metilénicos podem ser vistos entre &

0,8e 1,7 ppm.
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Figura 15. Espectros (superpostos) de RMN de *H das fraces D-1V 1-31 e D-IV 32- 47 (500 MHz, CDCl5).

5.3.4 Estudo quimico do extrato em metanol
5.3.4.1. Determinacéo de estrutura de substancia isolada

O rendimento, em massa, das fracoes reunidas D-MeOH —X- 9-16, D-MeOH —X- 52-
53 e D-MeOH-XI- 41-49 (Figuras 16, 17 e 18) foi muito baixo, motivo pelo qual s6 foi
possivel obter delas o espectro de RMN de *H; as quantidades obtidas ndo permitiram realizar
outros fracionamentos, necessarios, por exemplo, nas fracdes reunidas D-MeOH-XI- 41-49 e
D-MeOH —X- 52-53.
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Figura 16. Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética de 'H das fracdes reunidas D-MeOH —X- 9-16 (500
MHz, MeOD).
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Figura 17. Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética de *H das fracdes reunidas D-MeOH —X- 52-53 (500
MHz, MeOD).
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Figura 18. Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética de *H das fragdes reunidas D-MeOH-XI- 41-49 (500
MHz, MeOD).

5.3.4.2. Determinacéo da estrutura e caracterizacdo do manitol

Foram isolados 17,5523 g de substancia incolor, cristalizada, a partir de 33,4516 g do
extrato metanolico da macroalga, ou seja, 0s cristais consistiam em 52,47% do extrato. A
figura 19 mostra o espectro de infravermelho dessa substancia (A). Esses cristais foram

lavados com heptano.
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Figura 19. Espectro de Infravermelho da substancia (A).
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Neste espectro, nota-se a auséncia de grupo carbonila (regido entre 1600 -1750 cm™).

Na tabela 6 estdo dispostas as adsor¢des observadas neste espectro.

Tabela 6. Absor¢des na regido do infravermelho, caracteristicas de grupos funcionais** e absorc¢des

observadas no espectro do cristal isolado do extrato metanélico de Desmaretia menziesii.

Absorcdes de estiramento | Absor¢des de deformagéo Absorc¢des observadas
cm? cm? cm?
C-H de alcanos: 2.962 - 2.853 ~1.340 2.935; 2.340
C-H; 1.484 - 1.445 722 1.453; 702
O-H (em associacao) 3.400 - 3.200 ~ 1.050 3.250; 1.089*
C-O0 1.350 - 1.260 ~1.050 1.340; 1.029*

* 0s valores 1.340 e 1.029 podem ser intercambidveis; **Dyer, 1965.

Também foram notadas as auséncias de absorcdes devidas a grupos aromaticos e a

carbonos sp? e sp. Dessas observacdes pode-se inferir que a molécula em estudo possui grupo

hidroxila ligado a cadeia hidrocarbdnica formada por carbonos sp*. Também que na molécula

podem existir grupos C-H (metinicos) e C-H, (metilénicos), além de O-H (hidroxila).

A figura 19 mostra o espectro de RMN de *H da substancia (A).
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Figura 20. Espectro de RMN de *H da substancia (A) (H,0) (500 MHz, CDCls).

Este espectro mostra quatro grupos de sinais emitidos por hidrogénios ligados a
carbonos sp® que por sua vez estdo ligados a grupos hidroxila: sdo dois duplos dupletos, um
em oy 3,56 (J=16 e 6 Hz) e outro em oy 3,78 (J=14 e 3,4 Hz); um dupleto de duplo dupleto
em dy 3,66 (J=16, 7 e 3 Hz) e um dupleto em 3,69 (J= 9 Hz). A figura 21 mostra o
espectro de RMN de *3C da substancia (A).
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Figura 21. Espectro de RMN de **C da substancia (A) (125 MHz, CDCls).

No espectro de RMN de *3C existem trés sinais de carbonos sp® e nenhum grupo
carbonilico (auséncia do sinal entre 160-200 ppm); por seu deslocamento, é possivel inferir

que esses carbonos ndo pertencem as funcgdes acido, éster, cetona ou aldeido, porém que estéo
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vizinhos a atomo de oxigénio. O espectro de infravermelho indica a presenca de grupo
hidroxila: os trés sinais que aparecem entre 63,18 ppm e 70,7 ppm estdo em concordancia
com sinais de carbonos ligados a grupo hidroxila. Na figura 22 esta o espectro de RMN de
HSQC desta substancia.

60 F1lppm)

i s R Jes 160 F2 [ppm)

Figura 22. Espectro de HSQC da substéncia (A).

Este espectro mostra que a molécula € formada por 1 grupo metilénico e dois grupos
metinicos. Os deslocamentos quimicos dos trés carbonos comprovam que todos o0s trés
portam grupo hidroxila, sendo, a molécula, um polialcool. Ou seja, temos um grupo -CH,OH
e dois grupos -CHOH. O grupo metilénico é a extremidade de uma cadeia saturada; um dos
grupos metinicos é vizinho a esse grupo metilénico (hidrogénios vicinais) e a um grupo
metinico, e o terceiro grupo metinico € vizinho a este segundo e a outro grupo metinico, ou
seja, ndo € a outra extremidade da molécula Ora, isso sO € possivel se a outra parte da
molécula for simétrica.

O espectro de massas da substancia mostra que este composto tem um namero de
carbonos maior do que trés e que a massa da molécula m/z 182,172 condiz com a formula
CsH1406 OU Seja, exatamente o dobro da massa inferida a partir dos espectros de 'H e *3C
RMN.
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Figura 23. Espectro de massas da substancia (A)

Em pesquisa bibliografica (Hagiwara et al., 2005; Moreira, 2009), pode-se comprovar
que a substancia ¢ o manitol (24), cuja formula é C¢H1406, € @ massa molecular ¢ M =
182,172 D. O pico correspondente & massa molecular do manitol aparece em M* = 183,0861.
O pico em m/z 205,0678 corresponde a (M + Na)*. Os picos em m/z 165,0756, 147,0645,
129,0545, 111,0441 sdo devidos a ions decorrentes da perda de H,O (m=18).

Manitol
Figura 24. Estrutura do manitol (A).

O manitol é um poliol: os polidis tém propriedades muito interessantes.
Especificamente, o D-manitol existe em diversas formas cristalinas: Pitkinen et al. (1996)
consideraram a existéncia de sete dessas formas, algumas delas obtidas espontaneamente, por

resfriamento de material fundido (162 + 2 °C). Essas formas foram todas caracterizadas por
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espectroscopia Raman e de Infravermelho (Ye & Byron, 2008). Também podem formar
hidratos (Yu et al., 1999) e seu ponto de congelamento é de - 117 °C (Gunasekara et al.,
2014).

Poli6is também tém a capacidade de estocar energia, que depois pode ser liberada para
0 meio (Del Barrio et al., 2016; Barreneche et al., 2013; Gil et al., 2013; Kumaresan et al.,
2011).

Outra propriedade muito importante destes carboidratos € a atividade anti-congelante,
devida as suas estruturas moleculares nas quais as distancias espaciais entre 0s oxigénios das
hidroxilas é de 4,2 a 4,5 A (Baruch et al., 2008). Tanto insetos quanto plantas superiores que
habitam regi6es muito frias sdo protegidos do congelamento por polidlcoois (Robinson, 2001:
Roser et al., 1992).

O manitol é considerado, nas algas, regulador osmotico e protetor frente a estresses
ambientais, especialmente o hidrico (Tonon et al., 2017). No presente estudo, mais de 50% do
extrato metanolico era constituido por manitol. Devido a propriedade de estocar calor
(energia), ao seu baixo ponto de congelamento, essa substancia poderia estar distribuida por
todo o talo exercendo também a fungdo de anticongelante, ou seja, protegendo a alga das

baixas temperaturas da regido antartica.

5.4 Pigmentos fotossintetizantes

N&o houve diferenca significativa entre as concentracdes da clorofila a e dos
pigmentos acessorios clorofila ¢ e fucoxantina, das regides estipe, mediana e apice (Figura
23), 0 que mostra que a distribuicdo das clorofilas a, ¢ e da fucoxantina é uniforme, ao longo
do individuo. As correlacGes entre a clorofila a e a clorofila ¢ sdo apresentaram uma relacao
diretamente proporcional significativa, porém as entre a clorofila a e a fucoxantina ndo houve
relacdo significativa, observacdo que coincide com as de Gomez & Wiencke (1996). Mansilla
et al. (2016), estudando espécies do género Desmarestia da regido subantartica e antartica,
verificaram que os individuos antarticos apresentavam altas concentracdes desses pigmentos e
que, especialmente em D. menziessi, essas altas taxas variaram de acordo com o gradiente
latitudinal.

Os dados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com os apresentados por Mansilla et
al., (2016), pois o local de coleta de nosso material, a ilha de Livingston, situa-se
geograficamente (latitudes semelhantes) proxima a ilha Deception, um dos locais em que as

macroalgas apresentaram taxas elevadas de pigmentos, segundo esse autor.
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Figura 25. Concentracdo dos pigmentos fotossintetizantes Cla (A), Clc (B) e Fucoxantina (C) de Desmarestia
menziesii nas em diferentes regides do talo. Os valores correspondem & média £ DP (n=3). Tratamentos com

letras distintas sdo significativamente diferente entre si, segundo o teste de comparagdo de multipla de Student -
Newman — Keuls (p< 0,05).
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5.5 Proteinas soluveis totais

A riqueza de proteinas sollveis totais foi significativamente maior nas regides do
estipe e mediana (Figura 25). Os maiores teores de proteinas apresentados pelo estipe e pela
mediana podem ser associados ao padréo de crescimento da alga, pois no género Desmarestia
0 crescimento é tricotalico, ou seja, as divisdes celulares ocorrem na base (Lobban e Wynne,
1981).

Nossos resultados concordam com os obtidos por Peters et al. (2005) que observaram
que os teores de proteinas das espécies antarticas seriam superiores aos das macroalgas das
regides temperadas e tropicais, devido ao fato de o nitrogénio ndo ser um fator limitante para
o desenvolvimento das espécies nessa regido glacial. A baixa quantidade de proteinas no
apice dos talos sugere a acdo de fatores abioticos, como 0s raios ultravioletas e a baixa
temperatura, que degradam as proteinas (Karsten et al., 2009; Flores-Molina et al., 2016). Por
outro lado, Gomez & Wiencke (1998b) estudando as mudancgas sazonais da macroalga parda
endémica Ascoseira mirabilis observaram o direcionamento das proteinas da regido distal
(apice) na forma de aminoacidos para as regides mediana e base, para impulsionar o
crescimento nessas areas. As observacoes desses autores aplicam-se aos resultados obtidos em

D. menziesii.

400 - Proteina Soluvel Total

Estipe Mediana Apice

Figura 26. Concentracdo de proteinas sollveis totais de Desmarestia menziesii das regides estipe, mediana e
apice. Média + DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferente entre si, segundo o
teste de comparagéo de maltipla de Student - Newman — Keuls (p< 0,05).
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5.6 Carboidratos Totais

O teor de carboidratos ndo variou entre as regides estipe, mediana e apice, nas
amostras dos extratos aquoso e etanolico, porem houve diferenca entre os teores de
carboidratos dos extratos aquoso e etandlico, pois 0 aquoso apresentou maior teor (13 mg g™
MF e 3 mg g™ MS, respectivamente) (Figura 25). Essa diferenca pode ser decorrente da maior
polaridade dos carboidratos mais abundantes e que sdo o0s que desempenham funcoes
estruturais, como o alginato, o glucano, o fucoidano (polissacarideo sulfatado) e o laminarano
(acUcar de reserva), abundantes nas algas pardas (Davis et al., 2003). O etanol, de polaridade
um pouco menor, teria extraido menor quantidade de agtcares com baixo peso molecular.

Gomez et al., (1998a) em seus estudos sobre carboidratos de D. menziesii observaram
que o conteudo de manitol era baixo desde o inicio até o fim da primavera, mas aumentava
sensivelmente no fim do verdo enquanto que o de laminarano era alto no inicio da primavera e
permanecia baixo e constante a partir do fim da primavera e durante o verdo. Essa relacdo
inversa entre 0 manitol e o laminarano estd associado com a formacdo de biomassa e
alongamento do talo, ocorrendo a assimilacdo do carbono presente nessas estruturas para as
atividades metabolicas.

Entretanto, a quantidade de manitol isolada de Desmaretia menziesii, aliada a algumas
de suas propriedades fisico-quimicas, como capacidade de estocar energia (Del Barrio et al.,
2016; Barreneche et al., 2013; Gil et al., 2013; Kumaresan et al., 2011) e a atividade anti-
congelante (Baruch et al., 2008), fazem supor que esse poliol tenha também a funcdo de

preservar 0 organismo, em temperaturas muito baixas.
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Figura 27. Concentracdo de carboidratos sol(veis totais do extrato aquoso (A) e etandlico (B) juntos das regides
estipe, mediana e apice. Média + DP (n=3). Tratamentos com letras distintas sdo significativamente diferente
entre si, segundo o teste de comparacdo de mdltipla de Student - Newman — Keuls (p< 0,05).

A correlacdo de Pearson entre os metabolitos mostrou que as correlagcdes entre 0s

pigmentos clorofila a e clorofila ¢ sdo diretamente proporcionais positiva e que para 0s

demais constituintes estudados (Fuc, Prot, EA e EE) ndo apresentaram relacao significativa

(p<0.05) (Tabela 6).

Tabela 7. Coeficiente de Pearson (r) entre os metabolitos estudados (Cl a = Clorofila a; Cl ¢ = Clorofila ¢; Fuc =

Fucoxantina; Prot = Proteina; EA = Carboidrato extrato aquoso; EE =

correlagdo significativa positiva esté representada em vermelho (sendo p < 0,05).

Carboidrato extrato etandlico). A

Cla Clc Fuc Prot EA EE
Cla 1,000000
Clc 0,697608 1,000000
Fuc 0,572385 -0,126083 1,000000
Prot -0,460323 -0,023024 -0,523304  1,000000
EE 0,105612 0,194414 -0,026256  0,652767 1,000000
EA 0,069770 -0,507676 0,621946  -0,308045 0,249548  1,000000




71

6 CONCLUSAO

- O extrato em diclorometano reagiu positivamente ao derivatizante p-hidroxibenzaldeido
(revelador de terpenos); o extrato em acetato de etila apresentou reacdo positiva ao DDPH
(revelador de antioxidantes) e ao teste bioautografico para detecgdo de antifiingicos; o extrato
metanolico apresentou reacdo positiva com a ninidrina (aminoacidos e aminas). O extrato

hexanico ndo reagiu positivamente a nenhum desses derivatizantes ou testes bioautograficos.

- No extrato hexanico foram identificados o fucosterol, a 5-a-pregn-2-ene-12,20-diona e de
numerosas substancias pertencentes ao metabolismo das macroalgas. Também foram

identificados poluentes: ftalatos, adipatos e residuos de silicone.

- No extrato em diclorometano, foram identificados hidrocarbonetos com cadeias maiores do
que Cys, tendo, alguns deles, cadeias muito longas, caracteristicas de hidrocarbonetos de
petréleo, além de outros poluentes. Esse achado mostra, pela primeira vez, a extensdo do

impacto causado pela presenca do homem, na regiao.

- As atividades “antifiingica” e “antioxidante” apresentadas pelo extrato em acetato de etila
sdo devidas ao grupo de substancias semelhantes que foram separadas, cujos espectros
assemelham-se ao dos cromenois, aos quais ainda ndo havia sido atribuida nenhuma

atividade.

- Do extrato metanolico foi isolada grande quantidade de manitol, substancia que ainda ndo
havia sido isolada de D. menziesii; essa quantidade, e as propriedades que o manitol possui
(armazenamento de calor e ponto de congelamento baixo) leva a suposi¢do de que o manitol
pode desempenhar a funcdo de substancia anticongelante, também para espécies pardas

antarticas.
- Nenhum dos extratos testados, apresentou atividade anticolinesterasica.

- Os pigmentos fotossintetizantes e os carboidratos estdo distribuidos uniformemente ao longo
do talo; as proteinas sollveis totais, entretanto, apresentam maiores concentragdes no estipe e
mediana (ou seja, nas regides mais "velhas", em que o talo é mais grosso e rigido). Essa
distribuicdo das proteinas pode estar associada ao modo de crescimento da espécie
(tricotalico) e também a fatores abidticos uma vez que eles direcionam o transporte de
proteinas presentes no apice para regides inferiores (estipe e mediana), promovendo, desta

forma, o crescimento do organismo e garantindo a sua sobrevivéncia.
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- Nossos resultados contribuem para o conhecimento da fisiologia, bioquimica e da quimica
das macroalgas antarticas e também para o do "status quo™ do ambiente marinho, que mostra
sinais inequivocos de poluicdo. Também mostra que as macroalgas marinhas podem agir
como bioindicadores de poluicdo, ndo s6 com relagcdo aos metais, mas também com relagdo a

todo o tipo de residuo quimico.
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