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RESUMO

As macroalgas marinhas sao alvos dos mais importantes no ambito da
bioprospecgéo de substancias de interesse provindos do mar devido a variedade
de metabdlitos produzidos e bioatividades relacionadas a esses metabdlitos. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo anti-incrustante e antifingica de
extratos hexanicos (Hex), diclorometanicos (DCM) e metandlicos (MeOH) de
diferentes pontos de coleta da macroalga Asparagopsis taxiformis. O bioensaio
anti-incrustacgao foi realizado com juvenis do molusco bivalve Perna perna e para
triagem antifungica foi usado o fungo filamentoso Cladosporium cladosporioides.
Os extratos foram obtidos por metodologia de extracdo sucessiva com solventes
de trés polaridades diferentes com intuito de ampliar a gama de moléculas
obtidas no processo de extracdo. As concentracdes dos extratos e incorporacao
em papel filtro para realizacdo do ensaio anti-incrustante foram preparadas pelo
célculo da concentracdo natural sendo os controles negativos com filtros
embebidos no solvente de extracdo apenas. A acao anti-incrustacao foi avaliada
através da mensuracdo do numero de bissos produzidos pelos moluscos e
triagem antifUngica foi analisada pelo halo de inibicdo de crescimento e
desenvolvimento de esporos do fungo. A atividade anti-incrustante foi
comparada através de ANOVA, seguida do teste de Dunnett, enquanto a acao
antifangica foi por inspecéao visual do halo de inibicdo. A localidade de coleta (ou
populacdo de origem) e a polaridade do extrato influenciaram as atividades anti-
incrustante e antifungica. A populacdo da Ilha Comprida foi a Unica que inibiu
significativamente a incrustacdo relativamente ao controle, sendo que o extrato
Hex estimulou a producédo de bissos enquanto a fracdo MeOH inibiu a sua
producdo. O teste de triagem antifungica revelou o estimulo da producdo de
fungos pelas fracdes Hex de todas as populagdes e inibicdo do crescimento dos
esporos fungicos pelas fracbes DCM e MeOH, sendo que o efeito antifungico

mais forte foi o do extrato em MeOH.

Palavras-chave: Algas vermelhas, antifungico, anti-incrustante, produtos naturais

marinhos.



ABSTRACT

Marine macroalgae are one of the most important targets in the scope of
bioprospecting for substances of interest from the sea due to the variety of
metabolites produced and bioactivities related to these metabolites. The objective
of the present work was to evaluate the antifouling and antifungal action of
hexane (Hex), dichloromethane (DCM) and methanolic (MeOH) extracts from
different collection points of the macroalgae Asparagopsis taxiformis. The
antifouling bioassay was performed with juveniles of the bivalve mollusc Perna
perna while the filamentous fungus Cladosporium cladosporioides was used for
antifungal screening. The extracts were obtained by successive extraction
methodology with solvents of three different polarities in order to expand the
range of molecules obtained in the extraction process. The concentrations of
extracts and incorporation in filter paper to perform the antifouling assay were
prepared by calculating the natural concentration and the negative controls with
filters soaked in the extraction solvent only. The antifouling action was evaluated
by measuring the number of byssus produced by the molluscs and antifungal
screening was analyzed by the halo of inhibition of growth and development of
spores of the fungus. Antifouling activity was compared by ANOVA followed by
Dunnett's test, while antifungal action was by visual inspection of the inhibition
halo. The location of collection (or population of origin) and the polarity of the
extract influenced the antifouling and antifungal activities. The population from
llha Comprida was the only one that significantly inhibited fouling. The Hex
extract stimulated the production of byssi while the MeOH fraction inhibited its
production. The antifungal screening test revealed the stimulation of fungal
production by the Hex fractions of all populations and the inhibition of fungal
spores growth by the DCM and MeOH fractions, with the strongest antifungal
effect being that of the extract in MeOH.

Keywords: Red algae, antifungal, antifoulant, marine natural products.
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1. INTRODUCAO

1.1 Macroalgas como fonte de produtos de interesse
biotecnolégico

Os organismos marinhos sdo prolificos produtores de metabdlitos
secundarios que séo utilizados para comunica¢ado (Paul & Puglisi, 2004; Dixson
& Hay, 2012), defesa quimica (Kubanek et al., 2003; Lauritano & lanora, 2020)
e protecdo contra o estresse oxidativo (Lesser, 2006). Nas macroalgas
marinhas, esta quimica do seu metabolismo evoluiu para facilitar a protecao
contra fatores bibticos e abibticos (Duffy & Hay,1990; Chadwick & Morrow
2011). As substancias por elas produzidas dispdem de grande diversidade
estrutural, como os terpenos, alcaloides, taninos e compostos fendlicos, entre
outros, as quais sdo responsaveis por desempenhar diferentes fungdes no
contexto da ecologia quimica marinha e evolucao (Harper, 2001). No entanto,
também s&o de enorme valia no ambito da prospeccdo de compostos de

interesse industrial (Martins et al., 2014).

Os estudos ecoldgicos sao de grande importancia para a compreensao
de como os organismos marinhos se relacionam quimicamente entre si atraves
dos metabdlitos secundarios, com a finalidade de obter uma visdo global do
comportamento quimico dessas espécies. Mark Hay e colaboradores, por
exemplo, desenvolveram diversos estudos na éarea de ecologia quimica
marinha com diferentes organismos e espécies, fornecendo informacdes a
respeito de diversos fatores como a biodiversidade e a relacdo com a
sobrevivéncia de espécies (Clements & Hay, 2019), distribuicdo de espécies
marinhas (Kicklighter & Hay, 2006), estudos sobre os padrdes de alimentacao e
eficiéncia digestiva (Marion & Hay, 2011) e também na relacédo existente entre

a quimica dos organismos e o processo de evolucao (Sotka & Hay, 2003).

As bioatividades associadas aos produtos naturais de macroalgas
marinhas de interesse comercial variam desde substancias ativas no
desenvolvimento de cosméticos, antimicrobianos, antitumorais, quimica de
alimentos até anti-incrustantes e produtos para aquicultura como racdes

animais e atrativo de larvas.
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1.1.1 Cosméticos

Algumas espécies de macroalgas marinhas foram estudadas no
contexto de cosmetologia e seus metabalitos ja sdo utilizados por empresas na
formulacdo de produtos comerciais, como par exemplo o extrato de Porphyra
umbilicalis, que € empregado na formulacdo de mais de 3 mil cosméticos com
diferentes funcdes, tais como protecdo solar, agente hidratante, anti-idade,
entre outros (Mercurio et al., 2015)

Os principais metabdlitos secundarios que estdo relacionados as
bioatividade sdo as micosporinas tipo aminoacidos, os flavonoides, e os
compostos fendlicos, devido a alta capacidade antioxidante dessas classes de
compostos, atuando como sequestradores e estabilizadores de radicais livres,
fotoprotetores, anti-envelhecemento ou combatendo o envelhecimento precoce
(Schmid et al., 2000; 2006).

Além dos metabdlitos secundarios utilizados amplamente na formulagéo
cosmetica, alguns metabdlitos primarios como polimeros de agar extraidos de
espécies de Gracilaria spp., e Hydropuntia ssp.(Marinho-Soriano et al., 2001) a
carragenana extraida de Kappaphycus spp. (Webber et al., 2012) e Eucheuma
spp. (Freile-Pelegrin et al., 2006) sao utilizadas nessas formulacdes por
possuirem caracteristicas espessantes e propriedades benéficas para a saude
da pele, tais quais promover elasticidade, serem cicatrizantes e hidratantes
(Cheong et al., 2018).

Os alginatos, armazenados nas macroalgas, tais como, o agar e a
carragenana sao ficocolbides, polimeros associados a parede celular das
macroalgas que proporcionam resisténcia e flexibilidade, porém essa classe de
polimeros é encontrada apenas em macroalgas marrons, como a Lobophora
variegata, Ascopyllum nodosum e Laminaria digitata (Fetah et al., 2017). O
alginato tem sido amplamente utilizado em muitos campos da industria,
inclusive na industria cosmética por serem estabilizantes de formulacdes e

espessantes naturais (Venugopal, 2016; Pei et al., 2018).

1.1.2 Antimicrobianos
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Extratos de macroalgas, assim como suas substancias isoladas, sao
alvos de estudos como potenciais agentes antifungicos, antibacterianos e
antivirais (Machado et al., 2014; Fatima et al.,, 2019; Bhowmick et al., 2020;
Mayer et al.,, 2021). Os florotaninos derivados de macroalgas pardas, foram
testados por Besendova et al. (2020) em ensaios antivirais, e 0s resultados
provaram que essas substancias ndo sé sdo capazes de desativar o virus por
contato direto, como também atuar em diferentes fases da infeccdo,
blogueando a ligacdo do patdgeno a superficie da célula e podendo impedir a
replicacdo viral, consequentemente, a sua proliferacdo no organismo. Estes
resultados expressam a potencialidade desses polifendis serem usados como
base para o desenvolvimento de antivirais efetivos que possuam novos

mecanismos de acao.

A bioprospecc¢éo de agentes antibacterianos, assim como os antivirais, é
de grande importancia em relacdo ao desenvolvimento de drogas em prol da
saude humana por diferentes enfermidades bacterianas. Alguns exemplos de
doencas causadas por bactérias, onde até as cepas mais comuns acarretam
sérios problemas sanitarios, sdo aquelas causadas pelas espécies Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis (Kim et al., 2007; Rai et
al., 2015), e ainda podem ser mais preocupantes, pois ao longo de seu ciclo
esses micro-organismos sao capazes de sofrer mutacdes espontaneas as
guais levam a maior resisténcia. Aléem das mutacdes, pode ocorrer 0 processo
de selecédo natural das bactérias super-resistentes pelo uso de antimicrobianos
nao efetivos ou uso inadequado dos mesmos. As superbactérias sdo até hoje
um enorme desafio na saudde publica, principalmente em ambientes
hospitalares, alguns exemplos de espécies sdo a Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (Holmes et al., 2015; Khan &
Khan, 2016).

A macroalgas se mostraram organismos potenciais para 0 avanco nos
estudos de substancias antibacterianas (Shannon & Nissreen, 2016) tanto em
cepas mais simples de bactérias, como é o caso dos polissacarideos
sulfatados presentes no extrato de Gracilaria ornata, eficazes contra cepas de
E. coli (Amorim et al., 2012), assim como nas super-resistentes. Um estudo

produzido por Alghazeer et al. (2017) concluiu que flavonoides isolados das
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macroalgas Cystoseira compressa e Padiha pavonica apresentaram
potencialidade antibacteriana contra cepas de diferentes bactérias Gram-

Positivas e Negativas multirresistentes.

Outra pesquisa, realizada por Shimaa et al. (2016), evidenciou que o
extrato de éter dietilico de Sargassum fusiforme e o extrato etandlico de
Sargassum vulgare apresentaram atividade inibitéria contra cepas
multirresistentes de S. aureus e K. pneumoniae, respectivamente. A
investigacdo quimica indicou a presenca de inddis, terpenos, acetogeninas,
fendis, acidos graxos e hidrocarbonetos halogenados volateis nas espécies, 0s

guais podem ser responsaveis por tais atividades.

1.1.3 Contra doencgas negligenciadas

No Brasil e em outros paises em desenvolvimento, as populacées mais
pobres sdo acometidas por doencas denominadas negligenciadas, tais como
dengue, leishmaniose, malaria, doenca de Chagas, tuberculose, entre outras
(Ministério da Saude, 2010). Estas sédo enfermidades consideradas endémicas
apenas em populacbes de baixa renda e, por isso, sofrem com o baixo
investimento em pesquisa e desenvolvimento de medicamentos (Morais et al.,
2016). Torna-se entdo necessario o estudo do mecanismo de acdo dessas
doencas e medicamentos que possam se mostrar eficientes em diferentes
etapas da infeccdo. Extratos e substancias isoladas de macroalgas marinhas
estdo sendo estudadas e varias espécies se mostraram candidatas a
continuidade de estudos a respeito do desenvolvimento de drogas a base de

produtos naturais marinhos.

O virus da dengue possui quatro sorotipos, denominados DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Os estudos sobre antivirais realizados por
Talarico & Damonte 2007 utilizaram duas substancias isoladas de macroalgas
vermelhas, uma carragenana de Gymnogongrus griffithsiae e uma galactona de
Cryptonemia crenulata contra os sorotipos da doenca e como resultado
obtiveram alta eficicia contra infeccdo de células Vero pelo sorotipo DENV-2 e
média contra o DENV-3 e DENV-4. No estudo foi evidenciado ainda a
capacidade biossintética em laboratério das substancias antivirais produzidas

por essas espécies.
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Em um trabalho realizado por Bianco et al. (2013), foi avaliada a
atividade anti-infectiva de diversos extratos de macroalgas em bioensaios in
vitro contra diferentes parasitos humanos, e os resultados apontaram que o
extrato acetonico de Ochtodes secundiramea inibiu em 99,7% o crescimento de
Leishmania braziliensis, demonstrando grande efetividade do extrato, podendo

ser futuramente estudado como um potencial agente antiparasitario.

Outra doenca relevante nesse contexto € a doenca de Chagas, que tem
como agente etiolégico o parasito Trypanosoma cruzi e como vetor 0s insetos
hematéfagos triatomineos (Brener,1965). Extratos obtidos da macroalga
vermelha Plocamium brasiliense, também incluindo fracdes com substancias
previamente identificadas e outra contendo uma mistura de monoterpenos
halogenados, assim como acido atomarico, isolado de Stypopodium
zonale,foram avaliados quanto a sua atividade contra o Trypanosoma cruzi e
também mensurada a possivel citotoxicidade dos extratos e sua seletividade
em relacdo ao alvo (Teixeira et al., 2020). Todos os extratos de P. brasiliense
apresentaram baixa citotoxicidade e moderado efeito tripanossomicida, apesar
do efeito ndo ter sido alto, inser¢cdes de grupos farmacoforicos podem
potencializar a atividade. Além disso, o acido atomérico foi identificado como
um potente tripanocida com alto indice de seletividade. Esses resultados
identificaram produtos naturais de macroalgas marinhas como candidatos
promissores para continuacdo das pesquisas contra a doenca de Chagas
(Teixeira et al., 2019).

1.2 BIOINCRUSTACAO MARINHA

A incrustacdo marinha, ou bioincrustacdo, € um processo natural de
aderéncia causado pela colonizacdo e crescimento de bactérias, algas ou
invertebrados sobre superficies submersas, sejam elas naturais ou produzidas
pelo homem. Por mais que seja um processo natural, a bioincrustacdo pode
gerar problemas nos ambientes marinhos, principalmente quando acomete
navios, plataformas de petréleo, fazendas marinhas, entre outros sistemas (da
Gama et al., 2009).

O estabelecimento da incrustacdo envolve diferentes etapas, embora o

processo como um todo ainda nédo seja totalmente esclarecido, segue uma

17



sequéncia logica: | - Adsorcdo imediata de macro e micromoléculas, organicas
e inorgéanicas; Il - Colonizag&o primaria de micro-organismos com consequente
formacdo de um biofilme microbiano; Ill - Colonizacdo secundaria por
protozoérios e diatoméaceas; IV - Colonizacao terciaria por esporos de algas e
invertebrados, com o desenvolvimento tornando a colonizacdo macroscoépica
(Amara et al., 2018). A partir do momento que a incrustacao biologica se torna
macroscopica a reversibilidade do processo se torna trabalhosa e custosa,
portanto, a melhor op¢édo para manutencao do sistema é durante os primeiros

estagios de colonizacdo (Lehaitre et al., 2008; Qian et al., 2009).

1 min 10 man 1h 2h 1 dm I sem. 1 més 1 ano
i 1 ! > - 1 i n i P s ; .
SEQUENCIA | ] | i ] I i Tempe
DA R | Filme M acromolecular (10% seg )
INCRUSTACAO | Bactérias o
| [hatomaccas
] Larvas Esporos
NATUREZA
Do
PROCESS0O

Figura 1. Fases da bioincrustacdo marinha. Fonte:Da Gama et al. (2009).

As atividades maritimas, principalmente o comércio, tiveram significativo
crescimento a partir da década de 1990, e avancam cada vez mais rapido
desde ent&o (Ducruet et al., 2009). A regido que abrange o oceano Indico foi a
gue obteve maior porcentagem de aumento do fluxo maritimo em relacéo a
outras, com uma taxa de crescimento de 300% em 20 anos, seguido pelo
Atlantico Norte, Pacifico Norte e Mediterraneo, com taxas que variaram de 100
a 200% (Qiu, 20186).

Com esse crescimento tdo expressivo, houve o advento de problemas
relacionados a ecologia marinha, a questdes ambientais e climéaticas (Adzigbli
& Yuewen, 2018; Schnurr & Walker, 2019). A bioincrustacdo sobre estruturas
submersas e a movimentagdo dessas estruturas entre 0s continentes,
juntamente com a agua de lastro desses navios, causou e ainda causa a

introducdo de espécies exoticas, que tem potencial invasor e pode gerar
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diminuic&do das espécies nativas, riscos sanitariospela instauragdo de bactérias,
fungos e virus patogénicos, tanto parahumanos quanto para biota marinha, e
contaminacdo em estruturas de maricultura (MacLeod et al.,, 2021; Subias-
Baratau et al., 2022)

Um dos exemplos classicos de organismos incrustantes que se
dispersaram pela costa do Brasil sdo os corais Tubastraea coccinea e T.
tagusensis, popularmente chamados de corais-sol, que tiveram seus registros
oficiais de ocorréncia na costa entre 1980-1990, na Bacia de Campos, norte do
estado do Rio de Janeiro (Paula & Creed, 2005). Hoje, ja foram encontrados na
llha Grande e Paraty, no Rio de Janeiro (De Paula & Creed, 2004) S&o Paulo
(Mantelatto et al., 2011; Zanotti et al., 2021), Espirito Santo, Santa Catarina
(Silva & Barros, 2011) e Bahia (Sampaio et al., 2012). Espécies tais quais 0
bivalve Isognomon bicolor (Breves-Ramos et al.,, 2010) a ostra Saccostrea
cucullata o vermetideo Eualetes tulipa (Spotorno-Oliveira et al., 2018) também
entram na lista de espécies exoticas introduzidas no Brasil, dentre diversas

outras.

Figura 2: Vermetideo invasor Eulates tulipa amostrado nas placas de
biomonitoramento de bioincrustacdo no porto do Forno. Foto: Bernardo da Gama.

Aléem dos problemas ecolégicos referentes a bioincrustacdo, o
desenvolvimento desses organismos no casco de barcos e navios origina um

aumento na rugosidade da superficie de contato com a agua, elevando assim a
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resisténcia hidrodindmica e, como consequéncia, um maior consumo de
combustivel e liberacdo de gases do efeito estufa, pois hd uma perda de
velocidade relativa da embarcacdo (Safriel et al., 1993; Desher, 2018).
Ocasiona, ainda, prejuizos financeiros devido ao aumento de gastos com
limpeza do casco, remocao da tinta e repintura (da Gama et al., 2009; Desher,
2018).

Figura 3: Ostra invasora Saccostrea cucullata nos cabos da estrutura
de monitoramento. Foto: Bernardo da Gama.

i " : \a‘v' .,.'.'.' N & .;' N .’.':' : ) e
Figura 4: Coral-sol na regido de Arraial do Cabo-RJ. Foto: Matheus
Pacheco.

Em sistemas de reproducgéo, desenvolvimento e engorda de organismos
marinhos em estruturas da maricultura, espécies incrustantes sdo responsaveis
por perdas econdmicas significativas em razao das despesas com manutengao

das redes e gaiolas, refletindo em até 20% o preco do produto. O tratamento de
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sistemas aquicolas marinhos para evitar a incrustacdo é mais complexo, pois a
retirada dos incrustantes da superficie dos organismos cultivados resulta em
estresse dos mesmos e a falta de cuidado no manejo pode levar os organismos
a Obito, também néo é possivel a utilizacao de tintas biocidas, por contaminar
0s organismos alvo da aquicultura e sendo passada também para os humanos

gue iram consumi-los (da Gama et al., 2009; Bloecher & Floerl, 2020).
1.2.1 Tintas anti-incrustantes

Devido ao problema da incrustacdo bioldgica, diferentes métodos de
combate a incrustacéo foram testados ao longo dos anos (Yebra et al., 2004),
dando origem ao desenvolvimento de tintas anti-incrustantes de primeira,
segunda e terceira geracdo de acordo com o contexto histérico e tecnologia

aplicada para o seu desenvolvimento (Readman, 2006).

As tintas chamadas de primeira geragcdo, que foram as primeiras
oficialmente reguladas em meados do seculo XX, tiveram como principais
agentes ativos o cobre e o zinco, funcionando como biocidas de amplo
espectro muito utilizados nas formulacdes como 6xidos, mas devido a sua alta
toxicidade, e curto periodo de eficacia, passaram ser substituidos pelos
chamados organoestéanicos, como o TBT (tributil estanho) e seus derivados (da
Gama et al., 2009).

Os compostos organoestanicos, ou anti-incrustantes de segunda
geracdo, atuavam como poderosos biocidas e causavam inibicdo completa do
crescimento da maioria dos organismos incrustantes com uma durabilidade na
superficie muito maior quando comparada as tintas de primeira geracao. Esse
efeito era obtido em concentracdes muito baixas (lwao, 2003), o que em um
primeiro momento foi excelente e viavel. Além desses beneficios primarios, foi
observado que os organoestanicos ndo causavam a oxidacdo dos metais das
plataformas de petrdleo, dos navios ou mesmo de outras estruturas metalicas
(Anderson, 1998).

Entretanto, estudos demonstraram que essas substancias sao
lipossoliuveis, e quando se desprendem dos materiais, penetram nas
membranas celulares, sendo altamente acumulativas nos tecidos vivos,

causando a morte de organismos marinhos, além dos incrustantes, incluindo
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espécies de interesse comercial, como ostras e mexilhdes e delas podendo
atingir o homem através da alimentacdo (Champ & Lowenstein, 1987). Ha mais

de 20 anos é sabido também que derivados de estanho levam a efeitos
teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos (Manaham, 1991)

Em consequéncia dos efeitos adversos ao ambiente marinho e a saude
publica, em 2003 saiu uma resolucéo proibindo a fabricacdo de tintas contendo
organoestanicos e a partir de 2008 navios pintados com essa composicao de
tintas foram proibidos de circular (Almeida et al., 2007). Esta proibigéo resultou
no retorno da utilizacdo do cobre e 6xidos de cobre na composicao das tintas,

mesmo sabendo de sua toxicidade e baixa eficiéncia (da Gama et al., 2009).

Tem-se ciéncia da necessidade do banimento do uso de cobre e TBT na
composigao das tintas, mas isso ndo é uma realidade esperada a curto prazo,
devido as dificuldades perante ao desenvolvimento de tecnologias viaveis na
producdo de anti-incrustantes efetivos, o que aumenta a necessidade do
estudo e viabilizacdo de outras formas de combate a incrustacdo que sejam
altamente eficientes e ambientalmente compativeis. Alguns exemplos de
tecnologias que estdo sendo estudadas, sdo as tintas de baixa adeséo,

superficies biomiméticas e biocidas organicos com amplo espectro.
1.2.2 Tendéncias anti-incrustantes baseadas na natureza

O estudo de superficies biomiméticas € uma tecnologia baseada na
natureza que tem como objetivo a simulacdo de superficies de organismos
marinhos sujeitos a incrustacdo bioloégica para utiliza-las em superficies
artificiais (Salta et al., 2010). Uma superficie submersa, seja ela natural ou
artificial apresentam caracteristicas denominadas rugosidade e “molhabilidade”
gue afetam diretamente a bioincrustacéo, tanto promovendo quanto impedindo

a colonizacéo (Bazaka et al., 2011).

Uma das primeiras superficies estudadas para o desenvolvimento de
tecnologia anti-incrustante foi a pele de tubardo por possuir baixo arrasto,
propriedades de autolimpeza e lubrificagcdo (Damoravan et al., 2016). Outros
organismos que possuem propriedades parecidas, como baleia e golfinhos

também sdo estudados para a producao de peles artificiais.
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Brzozowksa et al. (2014) inspirados no crustaceo decdpode marinho
Myomenippe hardwickii, projetaram microtopografias de superficie em estrutura
artificial imitando as caracteristicas principais que s&8o responsaveis pela
propriedade ainti-incrustante observadas na superficie do crustaceo. O muco
de organismos marinhos também é estudado como potencial anti-incrustante
(Ren et al., 2020).

7

Outra tecnologia relevante para éarea dos anti-incrustantes € a
interrupcdo da comunicacdo de bactérias (Quorum Sensing) que esta
diretamente relacionada ao processo de bioincrustacdo marinha, pois esse
mecanismo regula a formacéo de biofilme, producdo de toxinas e metabdlitos
secundarios que podem estar relacionados inducdo de assentamento.
Organismos que ajudam a interromper esse mecanismo estdo relativamente
menos susceptiveis a incrustacao, portanto, substancias ou extratos que tém a
capacidade de interromper esse processo sdo de interesse para 0

desenvolvimento de produtos anti-incrustantes (Lgbal et al., 2017).

Muitas macroalgas sao estudadas em relacdo a defesa anti-QS (Hellio et
al., 2004; Kim et al., 2007), Asparagopsis taxiformis, por exemplo, demonstrou
ter essa propriedade. O estudo realizado por Carvalho et al. (2017) também
mostrou a alta atividade das macroalgas contra comunicacdo das cepas de
Chromobacterium violaceum e Serratia liquefaciens. As fracdes passaram
ainda por andlise em Espectrometro de Massas, 0 que corroborou com
resultados do bioensaio, concluindo que o extrato possui um forte inibidor de

QS indicando seu potencial para uso como anti-incrustante.

Substancias derivadas de esponjas marinhas, tais como purealidin A,
aplyzanzinos e outros derivados foram testadas isoladas contra diversas cepas
de bactérias e microalgas. Os compostos exibiram inibicdo de QS e atividades
anti-incrustantes contra as microalgas (Tintillier et al., 2020). Outros
organismos como corais possuem também muitas substancias efetivas contra
a comunicacdo bacteriana, knightol e knightal, diterpenos produzidos por
Eunicea knighti, que inibem significativamente o QS de bactérias Gram-

negativas e o aparecimento de biofilme (Tello et al., 2009).

1.3 POTENCIAL ANTI-INCRUSTANTE DE MACROALGAS
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As aplicacdes biotecnologicas das substancias produzidas pelas
macroalgas marinhas vao muito além de pesquisas na area farmacéutica
voltadas ao desenvolvimento de novos farmacos e agricultura, seu potencial
pode ser também explorado pela industria de tintas anti-incrustantes e na

elaboracédo de produtos para aquicultura.

Diversas pesquisas realizadas por instituicbes em todo o mundo
utilizaram extratos ou substancias isoladas de macroalgas em pesquisas de
anti-incrustantes que sejam potenciais substitutos para tintas e na protecao de
estruturas submersas, que até hoje possuem metais biocidas poluentes
marinhos (Torres & De-la-Torre, 2021). Uma pesquisa relevante nesse contexto
foi realizada por da Gama et al. (2008) que estudaram a atividade anti-
incrustacdo de extratos de 51 populacdes de macroalgas da costa brasileira,
compreendendo 42 espécies, sendo que o maior filo testado foi o das algas
vermelhas (Rhodophyta), as quais apresentaram maior atividade quando
comparadas as algas dos filos Chlorophyta e Ochrophyta.

Uma revisdo sobre macroalgas marinhas e atividade anti-incrustante
elaborada por Dahms & Dobretsov (2017) demonstrou o enorme potencial de
desenvolvimento de produtos voltados a industria de anti-incrustantes, pois as
espécies apresentam uma ampla variedade de substancias com efeito
comprovado, tais quais a 3-bromo-5-(difenuleno)-2-furanona isolada da
macroalga verde Ulva rigida, (geranilgeranil)-glicerol de Taonia atomaria e
Dictyota sp. e 2,10-dibromo-3-cloro-7-chamigreno 12-hidroxiisolaureno de
Laurencia dendroidea, que inibiram o estabelecimento de larvas da craca
Balanus em uma concentracao trés vezes menor do que o biocida amplamente

utilizado, sulfato de cobre.

Os metabdlitos produzidos por esses organismos sdo de grande
interesse para estudos de desenvolvimento de anti-incrustantes, um dos
principais motivos € que a producao de muitos desses compostos € estimulada
sob condi¢cBes de epibiose e epifitismo, quando as macroalgas sdo incrustadas
por epibiontes como outras algas chamadas epifitas ou por moluscos, cracas
entre outros invertebrados, causando diminui¢cdo da fotossintese, atrapalhando
diversos processos metabdlicos das algas e podendo leva-la, em casos
extremos, a morte (Pereira et al., 2017). Pode-se dizer que o estudo de anti-
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incrustantes derivados de macroalgas marinhas € um aspecto eco-evolutivo,
pois séo utilizados mecanismos ecologicos que se aperfeicoaram ao longo dos

anos para solucionar problemas de grande relevancia para o ser humano.

Substancias isoladas, tais como o elatol de Laurencia dendroidea (da
Gama et al., 2002), o dolastano isolinearol e seco-dolastano de Canistrocarpus
cerviconis (Pereira et al., 2008) foram testados contra incrustacéo biolégica e
inibiram significativamente a incrustacdo. A Tabela 1 apresenta algumas
substancias isoladas de macroalgas que foram testadas contra a incrustacao
biolégica

Devido a producdo dessas substancias, muitas macroalgas marinhas
estao relativamente livres de epibiontes (Paul 1992, Hellio et al. 2001, 2002,
Steinberg et al. 2002, Kubanek et al., 2003) pois estes metabdlitos apresentam
atividade antibacteriana, antialgacea, antifangica, antiprotozoario e antimolusco
(Abarzua & Jakubowski, 1995; Abarzua et al., 1999; Etahiri et al., 2001; Hellio
et al., 2001, 2002; Bhosale et al., 2002; da Gama et al., 2002, 2003, de Nys e
Steinberg, 2002).

A grande aposta nos anti-incrustantes advindos de macroalgas marinhas
vem do filo Rhodophyta, conhecidas como algas vermelhas, que possuem
maior atividade quando comparadas as do filo Chlorophyta (algas verdes) e
Ochrophyta (algas pardas). Um grande diferencial € o fato das macroalgas
vermelhas produzirem e armazenarem uma ampla gama de compostos
halogenados bioativos (Fenical, 1975; Faulkner, 2001), os quais possuem
diferentes atividades ecolégicas e potencial biotecnologico para o
desenvolvimento de produtos voltados a industria de anti-incrustantes, como o
elatol e o descloroelatol (de Nys et al. 1996; Konig & Wright 1997).

Portanto, o isolamento e a sintese desses produtos naturais de
macroalgas marinhas podem ser utilizados efetivamente para a prevencao da
bioincrustacdo, mas estudos fitoquimicos adicionais sdo necessarios para
obtermos mais informacfes sobre a relacdo entre epibiose e a producdo de
metabdlitos secundarios que agem como anti-incrustantes, para que haja tanto

uma producdo bioguiada e mais eficiente quanto a consolidacdo de uma
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metodologia a respeito da producao de uma tinta natural a base de macroalgas

marinhas
1.4 POTENCIAL ANTIFUNGICO DE MACROALGAS

A producdo de diversos metabolitos secundarios pelas macroalgas
marinhas, com diferentes estruturas e composicées quimicas, amplia sua acao
bioldgica, ndo se limitando apenas a atividade contra virus e bactérias, também
sdo comprovadas suas atividades bioldégicas em estudos realizados contra
fungos importantes a saude publica e agricultura (Ma et al., 2021; Mayer et al.,
2021).

1.4.1 Fungos patégenos humanos

Os fungos sao micro-organismos que causam enfermidades em
humanos (Lohse et al., 2018), animais (Reis et al., 2021) e plantas (Ranade et
al., 2022). Muitas vezes negligenciados pela falta de informacéao a respeito, ou
sobrepostos pelas bactérias e virus, eles sdo responsaveis por causar e
também agravar diversas doencas, 0 senso mostrou que foram 1,7 milhdes de
mortes no Brasil no ano de 2017, sendo algumas das espécies mais
preocupantes Aspergillus fumigatus, Lomentospora prolificans, Candida auris
(Lima et al., 2019).

Uma questdo muito preocupante somada aos numeros de casos de
infeccbes sdo os fungos multirresistentes, a falta de medicamentos efetivos
contra esses organismos e a facilidade de dispersdo de esporos (Lima et al.,
2019). Os grupos de pessoas mais atingidas sédo pacientes imunossuprimidos
em hospitais, como em casos de cancer, HIV e transplantes (Roxana et al.,
2021) e pessoas que possuem vulnerabilidade social, desprovidas de
saneamento e itens de higiene basicos que ficam susceptiveis a essas

enfermidades e outras doencas (Cestari et al., 2021).

Silva et al. (2018) revelaram Osmundea pinnatifida como uma fonte
promissora de compostos que inibem o crescimento e dispersao de fungos, tais
quais Aspergillus fumigatus e Alternaria alternata. Kolanjinathan & Saranraj
(2014) estudaram o potencial de Gracilaria edilus contra diferentes patégenos

humanos, incluindo fungos multirresistentes, seus resultados demonstraram
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que a fragdo metandlica obteve o melhor resultado contra as patologias
fungicas. Nesse sentido, € mostrado que as macroalgas marinhas podem
fornecer substancias diferentes plausiveis de serem utilizadas na producao de

novos antifungicos.
1.4.2 Fungos relevantes na agricultura

Em relacdo aos fungos e a agricultura sdo considerados dois aspectos, 0
primeiro dos fungos patogénicos, que sdo danosos a agricultura atacando a
producdo pré e pds-colheita, diminuindo a quantidade de alimento produzido, o
tempo de prateleira, causando prejuizos aos agricultores, mercados e impacto
direto nos precos que chagam nos consumidores finais (Ranade et al., 2022;
EMBRAPA, 2014). E em segundo lugar o dos fungos que desempenham um
papel importante na agricultura, sendo essenciais para 0 crescimento e 0
desenvolvimento das plantas, como as micorrizas, que ajudam a fixacdo de
nitrogénio no solo e fungos endofiticos simbibticos que auxiliam a manutencéo

da saude das plantas (Gu et al., 2022).

Os extratos das macroalgas se provaram eficazes atuando nessas duas
frentes, pois algumas espécies possuem compostos que atuam contra
patdogenos (Smolinska & Kowalska, 2018), e também outras espécies de
macroalgas que atuam diretamente na relacdo simbidtica dos fungos com as
raizes de plantas, aumentando os beneficios dessa interacdo para 0s

produtores € para a natureza.

Kappaphycus alvarezii e Ascophyllum nodosum, por exemplo, sao
macroalgas amplamente estudadas por possuirem metabdlitos bioestimulantes
gue aumentam a produtividade da colheita em condicbes normais ou de
estresse e estimulam a protecdo das plantas contra patégenos, sendo que um
dos mecanismos de acdo € aumentar a quantidade de fungos simbiontes em

suas raizes (Hines et al., 2021; Kilowasid, etal., 2022).

No entanto, os cultivos podem ser susceptiveis a fungos patogénicos
resistentes, como o Sclerotinia sclerotiorium, que leva a grandes perdas
econdmicas (Yang et al., 1999; Smolinska & Kowalska, 2018) tendo-se a
necessidade do desenvolvimento de tecnologias antifUngicas em produtos

destinados a agricultura conjuntamente com a otimizagdo nos procedimentos
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de triagem e bioprospeccdo de compostos sintetizados, isolados ou extratos
gue possam ter atividades de interesse.

A macroalga vermelha Octhodes secundiramea é um exemplo de
macroalga marinha com um grande potencial para o desenvolvimento de
produtos antifngicos de interesse para agricultura, principalmente no pés-
colheita, Machado et al. (2014) realizaram um estudo em que o extrato de O.
secundiramea que se mostrou efetivo no combate da antracnose no mamao,
elevando a durabilidade do fruto em prateleira. Outras macroalgas, tais como
Cystoseira myriophylloides, Laminaria digitata, e Fucus spiralis também
demonstraram grande capacidade no combate a fungos patogénicos em
plantacdes de tomate (Esserti et al.,2017).

1.5 A MACROALGA Asparagopsis taxiformis

O género Asparagopsis possui trés espécies, A. svedelii, A. armata e A.
taxiformis (Zanolla et al., 2022). A espécie A. taxiformis (Delile) Trevisan
(Bonnemaisoniaceae, Rhodophyta) esta distribuida na maioria dos mares
temperados e tropicais do mundo, sendo considerada uma espécie invasora
expressiva, que possui um grande potencial de dispersao devido ao seu ciclo
de vida passar por fases microscopicas de facil dispersdo (Andreakis et al.,
2007). Um estudo realizado por Streftaris & Zenetos (2006) considerou A.
taxiformis uma das 100 piores espécies invasoras no Mediterraneo,

considerando também espécies animais como peixes e poliquetas.

A espécie possui ciclo de vida heteromorfico haplodiplobionte trifasico,
no qual as fases sdo: os gametdfitos macroscopicos, carposporofitos
microscépicos e tetrasporofitos filamentosos representados na Figura 5
(Feldmann e Feldmann. 1942; Rojas et al. 1982). No mundo ha registro de seis
linhagens genéticas distintas de A. taxiformis (Andreakis et al., 2004, 2016;
Dijoux et al., 2014), porém até o momento, no Brasil, s6 ha o registro de uma
linhagem. Foram realizados dois sequenciamentos referentes a amostras de A.

taxiformis do Brasil, coletadas no litoral de Sdo Paulo (Andreakis et al. 2007).

Segundo o0s resultados obtidos no sequenciamento, ha baixa
diferenciacao genética entre os exemplares de A. taxiformis coletados em uma

ampla distribuicdo geogréfica, este fato sugere que a introducdo da espécie
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ndo foi realizada por vias naturais de dispersdo, mas sim por acdo antropica,
como no processo de bioincrustagdo marinha, dgua de lastro dos navios ou até

mesmo a liberacdo da espécie diretamente no ambiente.

Tetrasporophyte-

Gametophyte- R | Falkenbergia

Asparagopsis

Figura 5: Diferentes estagios de vida de A. taxiformis. Fonte: Zanolla et al. (2016).

Devido a espécie A. taxiformis ser invasora multirresistente a epifauna
associada, e estar relacionada diretamente a perda de biodiversidade local em
diversas regides (Zanolla et al.,, 2016), comecou-se o0 estudo do potencial
biotecnoldgico dessa alga e de quais maneiras ela poderia ser empregada em
produtos comerciais. Os principais estudos estdo relacionados a capacidade
dessa macroalga em reduzir o metano entérico produzido por bovinos de corte
(Kinley et al., 2016; Machado et al., 2016). O uso de A. taxiformis nas racdes
ajuda a diminuir os gases gerado na pecuaria e melhorar a produtividade da
carne (Kinley etal., 2020). Outras atividades de interesse também foram
descritas e relacionadas a A. taxiformis tais quais anticianobactéria, antialgacea
(Manilal et al., 2010), contra bactérias patogénicas de peixes (Genovese et al.,
2012), inibidora de “quorum-sensing” de bactérias (Jha et al., 2013),
antioxidante (Neethu et al., 2017), antiviral (El-Baroty et al., 2007) o que
confirma o grande potencial de substancias contidas em A. taxiformis para o

desenvolvimento biotecnoldgico.
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Tendo em vista todas as informacdes apresentadas, a justificativa do
presente trabalho e sua discussao destaca ainda mais a necessidade da
descoberta de novos compostos com potenciais biolégicos de interesse que
possam ser utilizados para minimizar os problemas ambientais relacionados (1)
ao uso massivo de anti-incrustantes toxicos, ou biocidas, que sdo letais para
organismos nao incrustantes e contaminam o ambiente marinho, assim como
(2) a descoberta de novos extratos ou substancias que tenham diferentes
mecanismos de acdo e possam ser utilizados no controle de fungos

patogénicos.

Os resultados dos ensaios preliminares de fitoquimica e bioprospeccéo
de A. taxiformis sdo grandes aliados para o desenvolvimento de metodologias
mais especificas de identificacdo e producdo de compostos bioativos, servindo

como base de desenvolvimento técnico cientifico.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Bioprospeccdo de atividades bioldgicas anti-incrustacdo marinha e
antifngica de extratos da macroalga vermelha Asparagopsis taxiformis,
visando a busca por alternativas sustentaveis e que possam ser
comercialmente viaveis no futuro, via sintese verde ou cultivo e incorporacéo
de extratos ou substancias isoladas em formulacfes de novos produtos anti-

incrustantes e antifungicos.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar o potencial anti-incrustante de extratos de A. taxiformis,
coletadas em trés diferentes localizacfes, através de bioensaio contra o
mexilhdo Perna perna.
e Avaliar o potencial antifangico de extratos de A. taxiformis, coletadas em
trés diferentes localizacbes, através de bioensaio contra o fungo

Cladosporium cladosporioides.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das algas
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Todas as amostras da macroalga A. taxiformis foram coletadas na Baia
de Paraty, litoral sul do Rio de Janeiro, em trés localidades diferentes: Ilha do
Mantimento (23°10°'50” S, 44°39'36” W), Ilha Comprida (23°10°07” S, 44° 40’31”
W) e Praia da Lula (23°12'05” S, 44°37°30” W), indicadas na Figura 6.

Como os locais de coleta pertencem a Area de Protecdo Ambiental do
Cairucu, foi solicitada e aprovada uma licenca especial ao SISBIO, cuja
Autorizacaol/Licenca referente a solicitacdo é identificada pelo nUmero 79137.

A coleta dos espécimes foi feita por mergulho em apneia em uma
profundidade maxima de 7 m. A biomassa algacéa foi retirada dos costdes com
0 auxilio de espatula e alocada em sambura de tela de nylon durante o
mergulho. ApOs a coleta, elas foram triadas para a remocdo de detritos,
sedimentos e biota associada e dispostas sobre papel absorvente em bandejas
de plastico para retirar 0 excesso de umidade e obter o minimo de dano
durante o transporte, como demonstrado na Figura 7. A partir da primeira
coleta até a organizacdo das algas em bandeja para secagem foi contabilizado

um tempo de aproximadamente 4 h, em temperatura ambiente de ca. 25°C.

Mangaratiba
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Picinguaba -

Ubatiiba
A
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Figura 6: Imagem referente aos pontos de coletas na Baia de Paraty - RJ. Fonte:
Google Earth.
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Figura 7: Armazenamento das algas ap0s a coleta. Foto da autora.

3.2 Secagem e extracao

Apdés a coleta e transporte, as macroalgas foram novamente dispostas
sobre papel absorvente nas bandejas de plastico para secagem em local
arejado, temperatura ambiente de 18°C e sem exposicéo direta a luz (Figura
8).A secagem ocorreu durante 4 dias até estabilizacdo do peso. desta forma,
foi obtida a biomassa seca, que foi utilizada na extracdo dos metabdlitos
secundarios (Figura 9). Logo ap0s a secagem, o material foi transportado para
o Laboratério de Bioincrustacdo Marinha, localizado no Departamento de
Biologia Marinha do Instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense,

em Niterdi- RJ.

Figura 8: Imagem mostrando o tamanho aproximado das
algas coletadas na Ilha do Mantimento. Foto da autora.
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A massa seca de macroalgas foi submetida a maceragao com nitrogénio
liguido e logo apds pesada em balanca de precisdo (Shimadzu, precisdo de
0,001 g ) para verificagdo do peso seco total de cada amostra. Com o0 objetivo
de produzir extratos, cada grupo de macroalga foi submetida separadamente a
um protocolo de extracdo sucessiva, que consiste na utilizagcdo de solventes
com diferentes polaridades para separacao de moléculas da mesma faixa de
polaridade em cada extrato, partindo do solvente mais apolar e terminado com
0 mais polar (Plouguerné et al., 2003), o protocolo tem o intuito de otimizar a
separacdo dos compostos bioativos e futuramente realizar extragdes

bioguiadas do principio ativo.

Figura 9: Algas secas armazenadas em potes transparentes antes
da extracdo. Foto da autora.

Os solventes aplicados foram hexano (apolar, Shynth P.A, 98,5% de
pureza), diclorometano (polaridade intermediaria, Tedia, ABSOLV, 99,9% de
pureza) e metanol (polar, Sigma-Aldrich, 99,8% de pureza), na proporcao de 1g
de peso seco de alga para 10ml de solvente. A extracdo foi realizada
sucessivamente por ordem crescente de polaridade. Cada extracdo foi
realizada em triplicata para cada grupo de algas coletadas (Figura 10). A
primeira extracao ocorreu por 24 h e, as demais extracdes duraram 3 h cada,
sendo os solventes entdo evaporados em rotaevaporador (Fisatom 450-5) sob
banho-maria (Fisatom 558) a 40° C. Por fim, obtivemos um total de 9 extratos,
com 3 polaridades diferentes, provenientes das 3 localidades onde foram

coletadas as populagdes de A. taxiformis (Figura 10).
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Figura 10: Imagem A- erlenmyers com as algas trituradas e os solventes. Imagem B- diferentes
extratos apos a filtragdo. Foto da autora.

3.3 Bioteste anti-incrustacao

Com o propésito de avaliar o potencial anti-incrustacéo dos extratos das
diferentes populacdes de A. taxiformis, foi realizado o teste do mexilhdo Perna
perna, amplamente descrito na literatura como eficiente método para
determinacédo do potencial anti-incrustacao (da Gama et al., 2003).

Os juvenis desta espécie foram coletados durante a maré baixa da
regido costeira rochosa de Boa Viajem em Niter6i- RJ (Figura 11) e levados
para o laboratério de bioincrustacdo marinha em baldes com agua do mar local.
Os individuos foram desagregados, cortando-se cuidadosamente os bissos e
separados em diferentes grupos de acordo com o comprimento da casca (3,5 a
4 cm) em uma bandeja de plastico com agua do mar. Apenas individuos
exibindo comportamento de exploracdo do substrato, ativamente expondo seu
pé e rastejando (Figura 12), e com tamanho proprio para o ensaio foram
selecionados para experimentos, os outros foram devolvidos ao seu local de

origem.

No processo foram realizados 9 extratos de 3 solventes diferentes, e
para cada solvente, um controle negativo, obtendo-se entdo 12 tratamentos no
total, cada qual com 10 réplicas. Para realizacdo do experimento foi calculada a
concentracdo natural referente a cada um dos extratos, que € uma relacao
entre 0 peso seco de alga, peso seco de extrato e a massa de papel filtro para

incorporacao dos extratos
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ig u‘rli oleta dos meilh6es na Praia
de Boa Viajem, Niter6i-RJ. Foto da autora.

Discos inteiros de papel filtro com 9 cm de didmetro com as respectivas
concentracbes de cada tratamento foram colocados no fundo de placas de
Petri de poliestireno estéreis, com aproximadamente 80 ml de agua do mar e
trés espécimes de mexilhdo por placa (Figura 12), o experimento ocorreu
durante 24 h e como parametro indicador da atividade anti-incrustante foi

contabilizado a producéo de bissos por placa.

Figura 12: Mexilhdes nas placas com tratamento.
Foto da autora.

3.4 Bioteste antifungico

Para avaliagdo qualitativa da atividade antifungica foi realizado o

método de bioautografia direta (Homans e Fuchs, 1970) com o fungo
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filamentoso Cladosporium cladosporioides, um modelo muito eficiente de
microrganismo utilizado na detec¢do de atividade antifiingica (Morandimet al.,
2010)

Cada extrato da macroalga foi ressuspendido em seu solvente de
extracdo com concentracdo padrdo de 100 pg.mlt, apdés a ressupensio,
metade de cada solucao foi aplicada em placa de silica, o controle positivo
utiizado foi a vancomicina, e o controle negativo o préprio solvente de
extracdo. O procedimento foi realizado em triplicata para cada extrato e

controle.

Ap6s completa evaporacdo dos solventes todas as placas foram
borrifadas com uma suspensdo de esporos (> 2 x 10° esporos.ml?) de C.
cladosporioides em solucéo de glucose e sal, e incubadas por 8 dias no escuro,
em camara umida a 25 °C. A inibicdo do crescimento € dada pela area em
branco ao redor da aplicacdo dos extratos, o que significa que o fungo nao se

desenvolveu com as condi¢cbes daquela regido.

Define-se por atividade forte a inibicdo total do crescimento do fungo,
moderada a inibicdo parcial do desenvolvimento deste, e fraca quando ha
pouca alteracdo no desenvolvimento. O bioensaio teve a finalidade de

funcionar com uma triagem inicial do potencial antifingico dos extratos.
3.5 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia foi realizada em placas de fina camada de silica com
suporte de aluminio (Merck Al TLC 20 x 20 cm silica gel 60 F2s4) para
separacdo de metabdlitos secundarios presentes nos extratos, e avaliacdo do

perfil quimico de cada popula¢cdo amostrada.

As placas de silica foram cortadas em formato retangular com
dimensfes de 5 x 7 cm. Para ressuspensdo do extrato, uma aliquota de 0,5 g
da fracdo MeOH de cada populacéo foi diluida em uma solucdo de 10 ml 1:1
DCM/MeOH. A aplicacdo na placa (spots) foi feita através de um capilar de
vidro. Cada spot corresponde ao extrato MeOH de uma populacdo de A.
taxiformis: o primeiro corresponde a Praia da Lula, seguido por llha do

Mantimento e llha Comprida.
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ApoOs a eluicdo em fase mével composta de DCM/MeOH a proporcao de
1:1, a distancia total percorrida pelo solvente (fase mével, Dm) foi marcada na
placa. Os padr6es emergentes foram observados sob luz visivel, sob luz UV
(em dois comprimentos de onda, 254 nm e 365 nm, respectivamente) e
posteriormente reveladas. Logo apds esse procedimento, para a revelacdo as
placas foram borrifadas com sulfato cérico e aquecidas em placa aquecedora
até a revelacdo das substancias. O célculo do fator de retencédo (Rf) de cada
substancia ou mistura visualizada foi obtido dividindo-se Da (distancia
percorrida pela amostra na placa) pela distancia total percorrida pela fase

mével (Dm).

3.6 Analise estatistica

~

Devido a natureza dos desenhos experimentais, somente foram
submetidos a teste de hipoteses os resultados dos testes anti-incrustantes. As

analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistica 13.3.721.

A acado antiincrustante dos extratos das diferentes polaridades das 3
populacdes amostradas foi avaliada através de analise de variancia (ANOVA)
apos verificagcdo das premissas de homogeneidade de variancias (Kruskal-
Walllis) e distribuicdo normal (Shapiro-Wilk), seguida do teste de Dunnett, para

identificacdo de qual ou quais populacdes obtiveram efeito significativo.

Apesar dos dados obtidos do extrato MeOH nao apresentarem
distribuicdo normal, a premissa da homogeneidade variancias foi atendida.
Como néo houve relacdo entre médias e variancias, aplicou-se a ANOVA. Para
analise dos resultados obtidos a partir do extrato Hex, foi realizada uma

transformacao dos dados por raiz quadrada de x+1.
4. RESULTADOS
4.1 Bioteste anti-incrustacéao

Os resultados obtidos pelas andlises estatisticas apresentados na
Tabela 2 mostram que apenas a populacdo da llha Comprida apresentou um
efeito estatisticamente significativo em relacdo ao controle, onde o extrato Hex
aumentou significativamente a producdo de bissos (Fugura 13), enquanto o

MeOH inibiu significativamente a producdo de bissos (Figura 14). Ja a fracéo
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DCM néo foi significativa (Figura 15). O teste de Dunnett é realizado para
indicar quais médias das popula¢des diferem significativamente do controle
guando a ANOVA indica que ha alguma diferenca (Underwood, 1997).

Tabela 2: Resultados dos testes post hoc de Dunnett para a atividade anti-
incrustante dos extratos hexanicos e metandlicos. A ANOVA nao revelou
diferenca significativa para os extratos de DCM, F(3,36,)= 0,817 e p=0,49

Extratos hexanicos Extratos metandlicos
Transformacao raiz quadrada x+1 Transformacao raiz quadrada x+ 0.5
ANOVA F(3,36)= 2,55 p=0,07 ANOVA F(3.36)= 4,2 p=0,012
Probabilidades para o TestePost Hoc  Probabilidades para o TestePost Hoc
{M=Controle) {M=Controle)
Erro: Entre M5=1,6894, df=36 Erro: Entre MS3=1,6094, df=36
Tratamento Valor de p Tratamento Valor de p
Controle Controle
Praia da Lula 0,950797 Praia da Lula 0.176388
llha do Mantimento 0,171107 llha do Mantimento 0,1921
llha Comprida 0,030148 llha Comprida 0,011943

Extrato hexanico

I

Praia da Lula

Ilha do Mantimento

Ilha Comprida

— *p=0,03

Controle

1

o

50 100 150 200 250

Figura 13: Média + desvio padrdo do nimero de bissos produzidos ao final do experimento
com o tratamento da fracdo de hexano. O tratamento significativamente diferente do controle,
de acordo com o teste post hoc de Dunnett, foi identificado por * p = 0,03 e n=10.
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Extrato metandélico

Praia da Lula -
Ilha do Mantimento -
Ilha Comprida -—4 *p=0,01

0 50 100 150 200 250

Figura 14: Média + desvio padrdao do nimero de bissos produzidos ao final do experimento
com o tratamento da fracdo de metanol. O tratamento significativamente diferente do controle,
de acordo com o teste post hoc de Dunnett, foi identificado por * p = 0,01 e n=10.

Extrato diclorometanico

Praia da Lula
Ilha do Mantimento
Ilha Comprida

Controle

o

20 40 60 80 100 120 140

Figura 15: Média + desvio padrdo do nimero de bissos produzidos ao final do experimento
com o tratamento da fragcdo de diclorometano. N=10.

4.2 Bioteste antifungico
Os resultados dos testes antifungicos pelo método de autobiografia de
cada extrato das populacdes de A. taxiformis estdo representados na Figura
16.A triagem do potencial antifngico sugere elevada atividade para os extratos
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IC-DCM, IM-DCM, PL-MeOH, IC-MeOH. Ja os extratos IM-Hex, IC-Hex e PL-
MeOH apresentaram potencial estimulante de germinacdo de esporos e

crescimento dofungo Cladosporium cladosporioides.

4 Dias 8 Dias

IM-Hex IC-Hex PL-Hex IM-Hex IC-Hex PL-Hex

IC-DCM IM-DCM PL-DCM IC-DCM IM-DCM PL-DCM

IM-MeOH PL-MeOH IC-MeOH IM-MeOH PL-MeOH IC-MeOH

Figura 16: Triagem de atividades dos extratos de A. taxiformis em bioautografia com
fungo Cladosporium cladosporioides. IM: Ilha do Mantimento; IC: ilha Comprida; PL:
Praia da Lula; Hex: extrato hexanico; MeOH: extrato metandlico e DCM: extrato em
diclorometano.

4.3 Cromatografia em camada delgada

O resultado obtido pela cromatografia em camada delgada realizada
esta apresentado na Figura 17, e refere-se aos extratos metandlicos de todos
0s sitios de coleta, pois as fracbes MeOH apresentaram tanto atividade anti-

incrustante quanto antifungica.

Figura 17: Resultado da CCD das fragdes MeOH de A. taxiformis. Foto da autora.
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As marcacgfes na imagem referem-se a fluorescéncia sob UV (254 nm),
sugerindo que a populagéo da Ilha Comprida apresenta uma substancia (Rf =
0,776) que ndo esta presente nas outras populagdes ou que esti presente em
guantidade tdo inferior que ndo foi possivel a sua visualizacdo com esta
técnica. Por outro lado, as fracdes metandlicas de todas as populacbes
apresentaram a mesma substancia ou mistura, com Rf = 0,805, também

fluorescente em UV (254 nm).

5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi demonstrado que espécies de A. taxiformis
coletadas em diferentes localizacbes diferem quanto a atividade anti-
incrustante e antifungica. A atividade anti-incrustante foi comprovada no extrato
MeOH da Ilha Comprida e, nessa mesma populacédo foi possivel identificar a
atividade indutora de incrustagdo do extrato Hex. Ja em relacdo a triagem
antifangica, todos os extratos hexanicos estimularam a proliferacdo de fungos
enquanto alguns extratos em MeOH e DCM das localizagbes inibiram o

crescimento dos esporos de fungos.

Como é conhecido na literatura pertinente, uma mesma espécie de
macroalga pode possuir diferentes perfis quimicos (Sudatti et al., 2006; Oliveira
et al., 2013), sendo que a mesma espécie de macroalga submetida a diferentes
condicbes ambientais pode possuir efeitos diferentes quando se tratando de
atividades biologicas (Kumar et al., 2020). As populacdes, por definicdo, sao
organismos da mesma espécie, porém separados geograficamente. A distancia
geografica, mesmo que baixa, pode implicar em diferentes condi¢cbes
ambientais, sejam elas fisicas, de temperatura, PH e pressédo, quimicas, como
guantidade de determinadas substancias diluidas na agua(Steinberg, 1989;
Jormalainen et al.,2003) ou bioldgicas tais quais presséo de herbivoria (Peckol
et al., 1996) e epibiose (Saha, et al., 2016) o que podem gerar respostas
diferentes da mesma espécie de macroalga (Ank et al., 2017). Assim como as
expressfes ecologicas podem ser distintas com extratos de diferentes
populacbes de macroalgas marinhas, os potenciais biotecnolégicos também

podem ser diferentes.
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Apenas um contato rapido de uma macroalga com outros organismos,
pode desencadear uma reacdo metabdlica gerando a producdo de compostos
quimicos. Greff et al. (2017) realizaram uma pesquisa com a propria A.
taxiformis, objeto desse estudo, determinando que o contato desta macroalga
com o coral Astroides calycularis induziu uma mudanca metaboldomica nas
macroalgas levando a um aumento da atividade antimicrobiana contra Aliivibrio
fischeri, uma bactéria marinha, sugerindo um aumento da producdo de
metabdlitos com propriedades antimicrobianas e também uma plasticidade
metabdlica dessa macroalga na producéo de defesa quimica.

Em nosso estudo, a fracdo MeOH da populacédo de A. taxiformis da Ilha
Comprida apresentou atividade significativamente maior quando comparada
com as populac¢des da llha do Mantimento e Praia da Lula. Estes resultados
podem ser devido a uma maior pressao de epibiose (Pereira et al., 2017;
Sudatti et al. 2018), epifitismo (Dworjanyn et al., 1999; Nylund et al., 2007), ou
até mesmo de herbivoria, que tendem a aumentar a produ¢cdo de compostos
com propriedade anti-incrustante para a defesa quimica dessas macroalgas
(Wright et al., 2004; Pereira et al., 2017).

O solvente metanol tem como caracteristica ser polar, inferindo que as
substancias extraidas por esse solvente também sejam polares, e diversos
estudos mostraram as inUmeras bioatividades de moléculas e extratos polares
de macroalgas (Jaswir et al., 2014; Gonzalez-Gonzélez et al., 2020). Um artigo
publicado por Salama et al., (2017) indicou forte atividade anti-incrustante dos
extratos metandlicos das espécies de macroalgas Chaetomorpha linum,
Turbinaria ornata e Sargassum polycystum, causando a inibicdo do
assentamento das larvas da craca incrustante comum, Amphibalanus

amphitrite, em ensaios laboratoriais.

Pesquisas de perfil metabolico com A. taxiformis demonstram diferentes
tipos de substancias por ela produzidos, em destaque para a grande
guantidade de haloférmios, principalmente o bromoférmio (Figura 18), porém
essas substancias sao altamente volateis (Burreson et al., 1975; Woolard &
Moore, 1976; McConnel & Fenical, 1977), sendo que o método de secagem
das algas contribui para liberacdo desses compostos no ambiente, sendo
pouco provavel que o efeito da fragdo MeOH esteja relacionado a tais
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moléculas. Além disso, grande parte das fracdes contendo compostos
haloférmios se decompdem, presumivelmente pela acdo de acidos liberados no

processo de extracdo (McConnel & Fenical, 1977).
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Figura 18: Estrutura molecular do bromoférmio. Fonte: PubChem.

Entretanto, outros estudos quimicos de A. taxiformis foram capazes de
analisar moléculas com caracteristicas mais polares e que sdo passiveis de
possuir atividade anti-incrustacdo, como acetonas (Greff et al.,, 2014)
micosporinas tipo amino &cidos (Karsten et al, 1998) e o02-
dodecanoexilsulfonato (Bhavanath et al., 2013). A seguir & apresentada na
Tabela 3 um resumo com os principais metabolitos e classes de metabdlitos
em A. taxiformis, e a Figura 18 demonstra as estruturas quimicas de algumas

dessas moléculas.

No artigo publicado por Greff et al. (2014), o perfil quimico da fracdo
MeOH de A. taxiformis mostrou ser muito promissor, evidenciando que 0s
componentes majoritarios estavam nessa fracdo e possuiam fluorescéncia em
UV. As substancias mahonona e a bromomahonona (Figura 19), que sao
cicloacetonas halogenadas, foram isoladas e testadas quanto a atividades anti-
QS, antibacteriana e antifungica, apresentando resultados de inibicdo em todos
0S casos, 0 que corroborou com os resultados obtidos pelo presente trabalho.

A placa cromatografica indicou que a fracdo IC-MeOH possui uma
substancia que nao estava presente em PL- MeOH e IM-MeOH, podendo ser
indicativo do efeito anti-incrustante mais proeminente dessa fracdo, podendo
ainda ser referente a mahonona ou bromomahonona, que possuem atividades

similares.
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Tabela 3: Principais metabdlitos descritos na literatura para A. taxiformis.

Metabdlitos Classe Referéncia

Haloférmiosiodados
Tetrahalopropenos
Polihalobut-3-en-Z-onas Haloférmios
Monohaloacetonas
3,3-tialoacrole

Burreson et al.(1975)
Burreson et al.(1976)

Palitina . . . S
Shinorina Micosporinas tipo amino &cidos Karsten et al.(1998)
2-dodecanoxiletanosulfonato Ester Bhavanath et al. (2013)
Mahorone Terpeno Greff et al. (2014)

5-bromomahorone

Figura 19: 1 Mahorona e 2 5-bromomahorona de A. taxiformis. Fonte: Greff
et al. (2014).

Apesar das outras populacdes da fracdo MeOH e os extratos DCM néo
terem obtido resultados significativos quanto a atividade anti-incrustante com a
concentracdo natural de extrato, é possivel notar uma diminuicdo do niamero de
bissos quando os dados sé&o apresentados nos graficos, indicando que possa
haver alguma molécula com atividade, porém em menor concentracdo quando
comparada ao extrato em MeOH da Ilha Comprida ou também outras
moléculas biologicamente ativas. Da Gama et al. (2008) mostraram que
algumas espécies de macroalgas tiveram sua atividade aumentada quando se
dobrava a concentracdo natural, algumas espécies chegaram a inibir 100% da
producdo de bissos dos mexilhbes. Em outras palavras, um efeito anti-
incrustante dose-dependente.

A maior atividade dos extratos metandlicos das algas da llha Comprida
pode ser resultado de trés processos: (1) diferencas genéticas entre as

populagbes; (2) diferentes pressdes ecoldgicas entre os locais (e.g., mais
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epibiontes ou herbivoros poderiam induzir uma produgdo maior de mahoronas
na Ilha Comprida), ou (3) condicdes ambientais mais préximas do O6timo
fisioldgico da espécie na llha Comprida, permitindo um maior investimento em
defesas quimicas. Devido a pequena distancia entre as populagfes (ca. 2,5 a
6,5 km), a hipotese 1 parece improvavel. Ndo obstante, ndo se pode, com 0s
dados disponiveis, diferenciar entre os processos 2 e 3, sendo necessarios
experimentos de cultivo em laboratorio especificamente projetados para tal fim.

Ha algum tempo ja se estudam solugbes anti-incrustantes que
substituam os modelos tradicionais de tintas, e as macroalgas marinhas séo
fontes muito importantes neste contexto por possuirem uma superficie especial
e grande diversidade estrutural de moléculas que as protegem de
incrustacao(Pereira et al., 2003; Carvalho et al., 2017).

Outro resultado interessante obtido pelo bioteste anti-incrustagao foi o
estimulo da producdo de bissos da fragcdo hexanica dos espécimes da
populacdo de A. taxiformis da llha Comprida, efeito contrario ao que se
observou no extrato metandlico da mesma populagdo. Assim como o solvente
metanol € polar e extrai moléculas com a mesma caracteristica, o solvente
hexano é muito apolar, atraindo também substancias apolares.

Assim como o resultado obtido em laboratorio, com o IC-Hex de A.
taxiformis, outros artigos relatam esse efeito de inducdo de incrustacao ou de
assentamento de larvas de coral e outros organismos (Daume et al., 1999;
Hadfield &Paul 2001; Fleck &Fitt 1999; Steinberg & de Nys, 2002), inclusive o
artigo de Soares et al. (2006)demonstrou a inducéo da producéo de bissos pelo
bivalve Perna perna, mesmo organismo teste do nosso estudo, conseguindo
ainda isolar a substancia responsavel pela atividade, o epitanodiol da fracédo

apolar do extrato de Stypopodium zonale, representado na Figura 20.

Figura 20: Epitaondiol de Stypopodium zonale. Fonte: Soares et al. (2006).
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O mais interessante dos resultados obtidos foi que a mesma populacao
de A. taxiformis foi responsavel por ambos os efeitos descritos no trabalho que
foram estatisticamente significativos, a fragdo IC-MeOH por efeito anti-
incrustante e a fracdo IC-Hex por estimulo da producéo de bissos. Isso se deve
aparentemente a diferenca de polaridade dos extratos, indicando que houve
boa separacédo dos compostos de polaridades diferentes pelo procedimento de

extragao.

A quimica de produtos naturais ndo segue um padrdao especifico de
atividade, ndo sao todas as moléculas e extratos com uma mesma polaridade
gue sempre vao ter o mesmo efeito. Até mesmo substéncias com o mesmo
esqueleto carbdnico, porém, com diferentes grupamentos ou 0 mesmo
composto, porém, isomerias diferentes, expressam efeitos opostos (D’anna et
al., 2006). Um classico exemplo € a substancia quimica talidomida. Enquanto o
isbmero S causa tem um efeito teratogénico, o isbmero R é um potente
sedativo (Lima et al., 2001; Silva et al., 2021).

No ambiente marinho também ja foram identificados isémeros de
macroalgas marinhas, pois Gonzales et al. (1982) descreveram a isomeria cis-
trans de um metabdlito isolado da espécie Laurencia pinnatifida (Figura 21).
Eles observaram que a isomeria é referente a apenas um carbono localizado
na posicdo 3, o que muda a conformacédo espacial do composto podendo
mudar a sua atividade. Se apenas a mudanca na conformacdo da molécula
pode causar efeitos diferentes, como no caso da talidomida, a probabilidade de
grupos de moléculas separados por polaridades diferentes apresentar efeitos

opostos é muito maior.

Um exemplo é o estudo de Tian et al.,, (2009) mostrando que a
polaridade dos extratos da planta medicinal Galla chinensis afeta diretamente
as atividades antioxidantes e antimicrobianas, os resultados indicaram que os
extratos apolares continham galotaninos de maior peso molecular responsaveis
pela maior atividade, enquanto os extratos mais polares ndo continham essas

classes de moléculas.
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Figura 21: (1) cis-pinnatifidenina e (2) trans-pinnatifidenina isolados de L. pinnatifida.
Fonte: Gonzales et al. (1982).

Um estudo realizado por Becerro et al. (1997), demonstrou o multiplo
potencial de extratos de diferentes polaridades da esponja Crambe crambe, em
relacdo a inibicdo da divisdo celular de ovos de Paracentrotus lividus, e
assentamento larvar de Bugula neritina. Enquanto concentracdes mais baixas
dos extratos em DCM e ButOH inibiram completamente a divisédo celular, as
concentracfes mais altas permitiram a divisdo celular até a etapa de gastrula
do desenvolvimento embrionario, o assentamento larvar de Bugula neritina foi
inibido pelas fracbes DCM e ButOH da esponja. O estudo mostrou que além
dos diferentes extratos apresentarem diferentes funcbes ecologicas, 0s
mesmos extratos em concentracbes diferentes desempenharam efeitos

opostos.

No presente estudo, IC-Hex estimulou a producdo de bissos, o que é
muito interessante para o desenvolvimento do potencial biotecnolégico do
extrato. Em alguns casos, por exemplo, o favorecimento da bioincrustacédo &
desejavel, como na producéo de recifes artificiais e para atracao de larvas de
moluscos bivalves em sistemas que aquicultura (da Gama et al., 2009).S&o
encontrados na literatura estudos com macroalgas que possuem essa
habilidade(Alfaro et al., 2005), inclusive um artigo de Gribben et al. (2012) que
estuda o comportamento do assentamento de larvas do mexilhdo Perna
canaliculus, mostrou que o0s extratos apolares das macroalgas Osmundaria
colensoi, Ballia callitricha, Melanthalia abscissa e Scytothamnus australis foram
responsaveis por aumentar o assentamento das larvas em relagdo ao controle,
enquanto os extratos polares diminuiram o0 assentamento, resultado esse que

corrobora com os obtidos pelo nosso trabalho e que podem ser utilizados na
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pesquisa e desenvolvimento de produtos para melhora da obtencédo de
sementes de mexilhdo através da indugéo quimica.

O estimulo da incrustacdo bioldgica para composicdo de recifes de
corais artificiais também possui uma grande relevancia ambiental, s&o
utilizados ao redor do mundo para tentar reverter os efeitos causados pelo
aquecimento global. O aumento da média de temperatura da 4gua do mar
acarreta a perda das zooxantelas, 0s organismos fotossintetizantes
associados aos corais, levando ao branqueamento e a possivel morte desses
organismos que ja ndo estdo tdo saudaveis (Hughes et al., 2018). Assim,
substancias de macroalgas que estimulem a colonizacdo em substratos
artificiais podem ser a chave para recuperacgéo de biotas bentdnicas, como os
recifes coralinos (Gleason & Hofman, 2011; Gémez-Lemos et al., 2018).

Em relag&o a triagem antifungica, os resultados obtidos foram parecidos
guando comparados com os resultados dos anti-incrustantes, em que a fracéo
Hex teve o potencial de estimular o crescimento do fungo enquanto a fracao
MeOH causou ainibicdo da proliferacdo dos esporos fangicos, porém, na

triagem alguns extratos DCM obtiveram efeito inibidor de crescimento fangico.

E sabido da multifuncionalidade das atividades de protecdo que o0s
metabdlitos secundarios das macroalgas marinhas exercem nesses
organismos, como anti-incrustante, antifingica e antibacteriana (Largo &
Nishijima, 1995; Tahiluddin & Terzi ,2021), porém as macroalgas também s&o
responsaveis por liberar pistas quimicas no ambiente capazes de recrutar
microrganismos que possam ser benéficos para a alga em determinada
situacao (Zuccaro et al., 2008; Egan et al., 2013).

Tais fatos podem significar que as substancias da fracdo Hex devem
estar funcionando como pistas quimicas pré-colonizacao de algumas espécies,
recrutando os organismos marinhos, que se comunicam quimicamente, a
exemplo do estabelecimento larvar e metamorfose de invertebrados marinhos
(Hadfield & Paul, 2001), e de corais que recrutam peixes para consumir algas
competidoras (Dixon & Hay, 2012).

Um questionamento levantado foi em relacdo a mesma populacdo de
macroalgas, porém extratos com polaridades diferentes, apresentarem efeitos

opostos, tanto no testes anti-incrustacdo, quanto no teste antifingico. No ponto
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de vista puramente quimico, a explicacdo pode ser dada pela boa separacao
de moléculas com mesmas caracteristicas de polaridade possuirem efeitos
diferentes, o que é interessante quando se tratando de potenciais produtos
para desenvolvimento industrial, porém do ponto de vista ecoldgico, qual seria
a explicagao?

O género Asparagopsis, assim como outros géneros de macroalgas
vermelhas, € conhecido por possuir estruturas morfolégicas denominadas
“células glandulares” (Paul et al., 2006). Essas células sao responsaveis por
estocar metabdlitos secundéarios (El-Baroty et al., 2007). Na macroalga
Leurencia dendroidea, é conhecida uma estrutura com a mesma funcdo
chamada “corps in cerise” que ao ser rompida, as substancias que estavam em
seu interior, se demonstraram autotoxicas. Ainda ndo é bem estabelecido o
funcionamento dos mecanismos dinamicos de transporte e exsudacao de
metabdlitos secundarios, portanto ha possibilidade dessas substancias estarem
estocadas em compartimentos diferentes dessa alga, ou serem liberados em

momentos de necessidade especifica.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos pelo presente trabalho mostram que substancias
de uma mesma faixa de polaridade foram responsaveis por multiplas
atividades, sugerindo que os metabolitos secundarios ndo desempenham
apenas um papel na natureza, o que € relevante para nossa compreensao da
ecologia e evolucéo. Além disso, foi demonstrado que a atividade quimica tanto
anti-incrustante quanto antifungica varia conforme a localizacdo das

populacdes.

O maior objetivo dentro desse trabalho foi a exploracdo do potencial
biotecnolégico envolvido, pois a prospec¢do de novas moléculas bioativas,
assim como novas formas de produzi-las sdo de grande interesse. O principal
desafio, além de identificar as bioatividades e as moléculas responsaveis por
determinada atividade, € a producdo dessas substancias em larga escala,
sendo o trabalho de biosprospec¢do um ponto de partida essencial para que

haja uma forma de producéo bioguiada desses metabdlitos.
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