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RESUMO

As macroalgas marinhas sdo amplamente distribuidas no Brasil e possuem
grande potencial para o desenvolvimento de estudos que visam a caracterizacao de
seus compostos, bem como o detalhamento de suas atividades biologicas, ecoldgicas
e farmacoldgicas. Neste contexto, pode-se destacar a descoberta de compostos para
elucidacao de novas drogas, que possam auxiliar na terapia de doencas relacionadas
ao estresse oxidativo. Esta dissertacdo teve por objetivo avaliar o perfil de
componentes quimicos e potencial antioxidante das macroalgas marinhas Ulva
fasciata, Ulva linza, Padina gymnospora e Jania adhaerens presentes no litoral do
estado de Sdo Paulo. Macroalgas in natura foram coletadas no municipio de Guaruja
(Sao Paulo, Brasil), identificadas e desidratadas em estufa. Em seguida, as algas
foram trituradas e submetidas aos processos de maceragao exaustiva por 7 dias, com
solventes de diferentes polaridades (Hexano, Cloroférmio, Metanol e Agua). Para as
andlises quimicas foram empregados ensaios cromaticos para a identificacdo de
metabodlitos secundarios e também foram realizadas andlises quimicas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Espectroscopia Raman. A avaliacao do
potencial antioxidante dos extratos foi realizada através do emprego do método do
DPPH em CCD (Autografia). Os resultados obtidos evidenciaram a presenca de
flavonoides em todas as algas estudadas; saponinas nas algas verdes U. fasciata e
U. linza; alcaloides, taninos e esteroides/terpendides nas algas U. fasciata, U. linza e
P. gymnospora. A intensa fluorescéncia presente nas amostras exerceu forte
influéncia na obtencdo de espectros Raman com boa resolucdo. Em relacdo a
presenca de compostos com potencial antioxidante, a alga P. gymnospora apresentou
04 compostos com atividade antioxidante nos extratos hexanico e metandlico. A alga
U. fasciata apresentou 01 composto com atividade antioxidante no extrato aquoso e a
alga Ulva linza apresentou 02 compostos com potencial antioxidante nos extratos
hexanico e metandlico. Os resultados obtidos no presente estudo abrem perspectivas
para a utilizacdo dos extratos obtidos a partir das algas U. linza, U. fasciata e P.
gymnospora em estudos que visam a descobertas de novos farmacos com potencial
antioxidante.

Palavras Chave: Macroalgas. Antioxidante. Raman. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

The seaweeds are widely distributed in Brazil and have great potential for the
development of studies that aim will characterization of theirs compounds as well as
the details of biological, ecological and pharmacological activities. In this context, we
can highlight the discovery of new compounds for elucidation of new drugs that can
help in diseases related to oxidative stress therapy. This work aimed to evaluate the
profile of chemical components and antioxidant potential of marine macroalgae Ulva
fasciata, Ulva linza, Padina gymnospora e Jania adhaerens present on the coast of
Sao Paulo. The macroalgae were collected in the city of Guaruja (Sao Paulo, Brazil),
identified, dried and then subjected to maceration extraction for 7 days with solvents
of different polarities. Chromatic assays were employed for the identification of
secondary metabolites and chemical analyzes were also carried out by Thin Layer
Chromatography (TLC) and Raman spectroscopy. The evaluation of the antioxidant
potential of extracts was performed using the method of DPPH in TLC (autography).
The secondary metabolite flavonoid were found in all algae; saponins were identified
the in green algae U. fasciata and U. linza; alkaloids, tannins and steroids/ terpenoids
were found in U. fasciata, U. linza and P. gymnospora. The intense fluorescence in the
samples exerted a strong influence in obtaining Raman spectra with good resolution.
Regarding the presence of compounds with antioxidant potential, the algae P.
gymnospora showed 04 compounds with antioxidant activity in hexane, chloroform and
methanol extracts. The seaweed U. fasciata presented 01 compound with antioxidant
activity in the aqueous fraction and the alga Ulva linza showed 02 compounds with
antioxidant potential in hexane and methanol extracts. The search for new molecules
with antioxidant potential has increased in recent decades when it was discovered a
direct relationship between oxidative stress in the etiology of various diseases such as
atherosclerosis and some cancers. Accordingly, antioxidants may become very
important in the prevention and / or treatment of these pathologies. The results of this
study create perspectives for the use of hexane and methanol extracts obtained from
algae U. linza, U. fasciata and P. gymnospora in studies that seek the discovery of new
drugs with antioxidant potential.

Keywords: Macroalgae. Antioxidant. Raman. Secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

Os biomas marinhos ocupam cerca de 70% da biosfera os quais detém uma
diversidade taxonémica e bioquimica importante sendo uma importante fonte de
metabdlitos bioativos (HOLDT & KRAAN, 2011).

Algas marinhas sdo 0s organismos aquaticos mais antigos, havendo evidéncias
de sua existéncia no periodo pré-cambriano (3,5 bilhdes de anos, aproximadamente).
S&o seres uni ou pluricelulares fotossintetizantes que s&o distintos das plantas por
ndo possuirem tecidos especializados e embrido. Desempenham um papel
ecologicamente semelhante aquele exercido pelas plantas terrestres, sendo
responsaveis pela maior produtividade de oxigénio do planeta (BICUDO & BICUDO,
1970).

Por serem responsaveis pela estruturacdo da atmosfera terrestre, possibilitam
a vida de todos os seres vivos aerobicos sobre a superficie do planeta pela producéo
de oxigénio molecular e a consequente formacdo da camada de o0zb6nio. Sao
organismos eucariotos que apresentam clorofila e um talo ndo diferenciado em raiz,
caule ou folhas. No ambiente aquéatico, as algas podem fazer parte dos bentos
(individuos fixos no substrato) ou plancton (individuos suspensos na agua) (HORTA,
2000).

As macroalgas sao classificadas em trés grandes grupos: Ochrophyta
(Phaeophyceae) (algas pardas), Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas
verdes). As caracteristicas entre elas diferem com relacao a fisiologia e aos compostos
presentes (SOARES et al., 2012). Algumas possuem um maior contetdo mineral,
outras um maior teor proteico, e algumas apresentam alto contetdo de fibras. Além
disso, sdo excelentes fontes de vitaminas A, B1, B12, C, D e E, riboflavina, niacina,
acidos pantoténico e folico e minerais, tais como Ca, P, Na e K (DHARGALKAR &
VERLECAR, 2009).

As algas séo fontes de compostos fitoquimicos biologicamente ativos, que
incluem carotenoides, ficobilinas, acidos graxos, polissacarideos, vitaminas, esterois
de tocoferol e ficocianinas, entre outros. Muitos desses compostos foram
reconhecidos pela atividade biolégica benéfica para a salde humana e animal. Alguns
dos potenciais beneficios incluem o controle de hiperlipidemia, trombose, tumores e
obesidade (PLAZA et al., 2008).
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Além das abordagens sobre acao defensiva de extratos ou substancias puras,
alguns trabalhos com macroalgas marinhas no Brasil exploraram a variabilidade na
producdo destas defesas quimicas. O entendimento da variabilidade qualitativa e
guantitativa na producdo dos metabdlitos secundarios € um aspecto essencial em
estudos de ecologia quimica, uma vez que influencia a evolugdo das interacdes
(PEREIRA & DA GAMA, 2008).

Muitos desses organismos sintetizam substancias a partir de suas dietas e as
utilizam em eventos para sua protecdo, esses metabdlitos sdo definidos como
substancias organicas produzidas por vias sintéticas derivadas do metabolismo
primario e secundario, 0s quais estdo envolvidos em processos vitais e de adaptacao
das espécies ao meio ambiente (TEIXEIRA, 2002).

As algas podem estar associadas ao estagio evolutivo superior, levando a
producao de metabdlitos secundarios diversificados e consequentemente a expressao
de inumeras atividades biolégicas. Sao capazes de sintetizar metabdlitos halogenados
gue podem pertencer a praticamente todas as classes quimicas, desde
hidrocarbonetos de cadeia curta, cetonas simples, fendis e acetogeninas até
sofisticados terpenos (CARVALHO & ROQUE, 2000).

A procura por novas substancias antioxidantes, especialmente de origem
natural, tem sido objeto de varios estudos (OLIVEIRA et al., 2009; PESSUTO et al.,
2009). O interesse inicial pelo estudo de substancias com atividade antioxidante
(AAO) surgiu no Japao a partir do isolamento dos fosfolipideos presentes em algas
verdes, vermelhas e pardas, na busca de novos aditivos para alimentos, em
substituicdo aqueles antioxidantes sintéticos utilizados, como o hidrixianisol butilado
(BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT), os quais mostravam efeitos carcinogénicos,
alteracdes enzimaticas e lipidicas em animais (FUJIMOTO & KANEDA,1980).

~

Como qualquer organismo fotossintético, encontram-se expostas a grande
quantidade de luz e altas concentragdes de oxigénio, combinac¢ao que origina radicais
livres, assim como, outros potentes oxidantes. A auséncia de danos oxidativos nos
acidos graxos poli-insaturados estruturais das membranas algais sugere que elas
possuem compostos e mecanismos antioxidantes (MATSUKAWA et al., 1997).
Fatores ambientais como a poluicdo, altos indices de radiacdo ultravioleta, que
caracterizam qualquer estresse sao capazes de gerar um aumento na producdo das

defesas quimicas das macroalgas (RENAUD et al., 1990).
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No Brasil, as pesquisas com produtos naturais de origem marinha,
particularmente as algas, tiveram inicio na década de 60. Naquela época, houve
grande investimento por parte das industrias farmacéuticas na busca de substancias
bioativas a partir dos organismos que vivem nos oceanos. Pode-se dizer que a
quimica de produtos naturais marinhos, incipiente na década de 1970, desenvolveu-
se rapidamente nos anos 80 e amadureceu na década de 90 (FAULKNER, 2000). No
entanto, a maioria das informagdes cientificas refere-se a composicao quimica e a
aplicabilidade desses organismos, muitos dos quais séo espécies endémicas. Devido
a diversidade de espécies, ha grande potencial de pesquisa para a éarea,
principalmente com relacéo a atividade biolégica apresentada pelas algas (PINTO et
al., 2002).

Cerca de quatro milhdes de toneladas de macroalgas séo colhidas anualmente
em todo o mundo, sendo os principais produtores a China e o Japéo, seguidos pelos
Estados Unidos e Noruega (ZEMKE-WHITE & OHNO, 1999). A partir das algas sao
obtidos produtos imprescindiveis para a vida do homem moderno, com valores que
ultrapassam alguns bilhdes de dolares anuais, entre eles podemos citar a producao
de alimentos pela industria de laticinios (iogurtes, sorvetes, achocolatados) e
embutidos (salsichas, presuntos) produtos obtidos a partir da industria ndo alimenticia
como téxtil, tintas e de perfumes, e na industria farmacéutica com produtos
anticoagulantes e anti-inflamatorios (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

Em vista destes fatos, tornam-se essenciais estudos que visem a avaliacdo dos
componentes quimicos presentes nas macroalgas marinhas. O presente estudo
objetivou avaliar o perfil de componentes quimicos e analisar o potencial antioxidante
de macroalgas marinhas dos grupos Chlorophyta, Rhodophyta, Ochrophyta

(Phaeophyceae) do litoral do estado de S&o Paulo (Brasil).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CHLOROPHYTA

As algas verdes sdo uma linhagem antiga e muito diversificada (YOON, 2004),
ainda com poucas informacdes sobre o seu genoma. Existem apenas oito genomas
completos de Chlorophyceae, no GenBank (National Center for Biotechnology

Information) sendo todas da ordem Chlamydomonadales.

Segundo critérios ultraestruturais estdo subdivididas em quatro classes
(Prasynophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae e Chlorophyceae) (LEE, 2008).
Dentre essas, a classe Ulvophyceae possui cinco ordens (Ulotrichales, Ulvales,
Cladophorales, Bryopsidales e Dasycladales (WYNNE, 2005), s&o de habitat marinho,
em particular, na regido entremarés e estdo bem representadas na flora brasileira por

29 géneros, sendo a clorofila a e b as mais abundantes (PEDRINI, 2011).

A divisdo em ordens e familias tende a ser bem definido, a partir de
caracteristicas facilmente observaveis, como formacgéo de colbnias, formato celular,
presenca ou ndo de flagelos. Entretanto o delineamento de géneros e espécies € uma
tarefa trabalhosa, devido a semelhanca morfolégica e a plasticidade fenotipica destes
organismos (FUCIKOVA et al., 2011).

A morfologia desta classe é muito diversificada, encontrando-se organismos
unicelulares, coloniais, cocoides, palmeldide e filamentosos, e até multicelulares
(LEWIS & MCCOURT, 2004).

Sao conhecidas como produtoras de sesquiterpenos e diterpenos, em sua
maioria, produzidos por espécies de Caulerpales (PEREIRA & DA GAMA, 2008).
Outros poucos géneros (com destaque para Avrainvillea, Cymopolia e Neomeris)

também produzem metabdlitos halogenados (BLUNT, 2011).

As macroalgas pertencentes ao género Ulva, da classe Ulvophyceae
apresentam ampla distribuicdo em todo o mundo proliferando-se geralmente em
aguas costeiras eutrofizadas (figura 1). Possuem um polissacarideo soluvel em agua
denominado de ulvana, podendo ser extraido da parede celular e representa de 8-
29% do peso seco da alga. Os principais componentes da ulvana sado residuos
sulfatados de ramnose ligados a acidos uronicos (LAHAYE & ROBIC, 2007).
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Algas dessa classe (pertencentes ao género Caulerpa) sdo capazes de se
desenvolver em qualquer tipo de substrato e sua multiplicacéo € favorecida pela sua
capacidade de sintetizar algumas toxinas, como a caulerpina (GALGANI et al., 1996).
Outros terpendides bioativos foram isolados de outros géneros da ordem
Bryopsidales, como o halimedatrial, isolado de representantes do género Halimeda e
0 udoteal de espécies de Udotea (PAUL, 1986).

Figura 1. Algas verdes coletadas para o estudo. Painel A, U. fasciata Delile e Painel B, U. linza
Linnaeus.
Fonte: Arquivo pessoal
Em areas de elevada produtividade de algas (mares temperados e frios), os
estudos quimicos em algas verdes nao revelaram em geral a presenca de metabolitos
secundarios. Em contraste, em aguas tropicais, espécies de certas familias de algas
verdes sdo capazes alguns compostos biologicamente ativos e relacionados com a

defesa quimica das algas frente a herbivoria (BLUNT, 2011).

As algas verdes marinhas séo pouco estudadas quanto a quimica de produtos
naturais no mundo e, principalmente, no Brasil. Dentre o0s representantes das
Ulvophyceae, sao interessantes as algas tropicais e subtropicais da ordem
Bryopsidales. Estas sao caracterizadas pela produgcéo de terpenos contendo o

grupamento 1,4-diacetoxibutadieno e seus derivados (TEIXEIRA et al., 2014).

As espécies de algas verdes quimicamente ricas pertencem geralmente a trés
familias tipicas de aguas tropicais: Caulerpaceae, Udoteaceae e Dasycladaceae. As
duas primeiras familias (em particular os géneros Caulerpa, Udotea, Chlorodesmis e

Rhipocephalus) produzem geralmente terpendides (sesqui-o diterpendides), muitas
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vezes com grupos funcionais caracteristicos e muito reativos como aldeidos, bis-

enolacetatos e furanos (figura 2).
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Figura 2. Grupos funcionais isolados a partir de algas verdes.
Fonte: PALERMO, 2010

Das 97 espécies de algas pertencentes ao género Ulva ja identificadas e
catalogadas no mundo (Algaebase, 2015), somente a U. fasciata, U. lactuca, U. rigida,
U. olivascens e U. reticulata foram objeto de algum estudo fitoquimico relativo a
atividade biolégica que foi investigada em extratos preparados com diferentes

solvente.

2.2 RHODOPHYTA

As Rhodophyta (algas vermelhas) possuem a clorofila a, mas produzem
pigmentos vermelhos, as ficoeritrinas, como os mais abundantes, conferindo-lhes a
coloragéo vermelha (figura 3). Constituem o grupo com o0 maior numero de espécies
na costa brasileira, sendo a ordem Ceramiales a mais representativa. S&o quase
exclusivamente macroscopicas, marinhas e bentbnicas. Podem ter coloragdo rosea,
vermelha, violeta, roxa, esbranquicada pela impregnagcdo de carbonato de calcio
(calcérias), preta ou até mesmo esverdeada, quando em aguas superficiais ou em

sistemas continentais de 4gua doce (TEIXEIRA et al., 2014).

Sao capazes de sintetizar metabdlitos secundarios biologicamente ativos, que

podem pertencer a praticamente todas as classes quimicas, inclusive fendis e
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terpenos (FENICAL & NORRIS, 1975). Dentre as Rhodophyta, o género Laurencia
J.V. Lamouroux, consiste no maior produtor de metabdlitos secundarios (ERICKSON,
1983), destacando-se como fonte para sintese de produtos naturais. E a partir das
algas vermelhas que se extraem ficocoloides usados como aditivos alimentares e na
producdo de meio de cultura bacteriano (MAURICIO et al., 2011). As algas vermelhas
séo eficientes na producdo de polissacarideos sulfatados, como as carragenas e 0
agar que chegam a representar mais de 70% do seu peso e tém razoavel valor
comercial (VAN DEN HOEK et al, 1997).

Figura 3. Jania adhaerens Lamouroux.
Fonte: Arquivo pessoal.

Também sdo descritas por possuir compostos indutores de resisténcia em
plantas e dentre as macroalgas uma das espécies mais estudadas € a Hypnea
musciformis, que € fonte do polissacarideo carragenana. A I|-carragenana, um
polissacarideo sulfatado encontrado na parede celular de algas marinhas vermelhas,
€ um composto elicitor que induz o acumulo de acido salicilico e de outros compostos
(MERCIER et al., 2001).

O estudo de produtos naturais marinhos de algas vermelhas apresenta
algumas peculiaridades em relacdo as demais algas. Embora constitua um grande
namero de espécie, mas com biomassa bem menor que a biomassa das algas pardas,
algumas sao cultivadas na costa de inUmeros paises, inclusive no Brasil, que podem

servir de fonte para a obtencao de produtos (TEIXEIRA, 2013).
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As principais algas produzidas experimentalmente no Brasil sdo espécies de
Gracilaria e Hypnea. Recentemente, a alga Kappaphycus alvarezii, originaria das
Filipinas e introduzida no Brasil em 1995, teve seu cultivo liberado pelo IBAMA para a
regido entre a Baia de Sepetiba, RJ, e llha Bela, SP (CAVALI, 2010).

As espécies de Gracilaria domingensis e Gracilaria birdiae, foram cultivadas na
costa brasileira e os extratos apolares contendo carotenoides, &cidos graxos,
colesterol e sitosterol apresentaram atividade antioxidante. Em outro estudo, 0s
extratos polares dessas algas também apresentaram atividade antioxidante (SOUZA
et al., 2010). A espécie de Plocamium caracteriza-se pela produ¢do de monoterpenos
halogenados (TEIXEIRA et al., 2014).

No Brasil, os produtos naturais das espécies do género Laurencia coletadas na
costa brasileira sdo os mais estudados, em particular, 0s sesquiterpenos e
acetogeninas (DAVYT et al., 2001; SUDATTI et al., 2011). Varias atividades biologicas
foram empregadas para 0s seus produtos naturais, como antitripanossémica (VEIGA
et al.,, 2010) antileishmania (DOS SANTOS et al., 2010; MACHADO et al., 2011)
antiviral contra o virus HSV-1, antifangica (STEIN, 2011) citotoxica (STEIN et al., 2011)
e anti-helmintica (DAVYT et al., 2001). Uma das atividades mais interessantes de
utilizacdo industrial estabelecida foi a de anti-incrustante do elatol, produto majoritario
de Laurencia dendroidea. Esses estudos abrangem o isolamento e identificacdo dos
produtos naturais, diversas atividades biologicas, o seu papel ecoldégico e o uso como

marcadores taxondmicos.

Do ponto de vista da variedade e raridade dos compostos que produzem, as
algas vermelhas sdo as mais importantes e as mais estudadas. Entre os compostos
caracteristicos encontram-se: compostos halogenados volateis, acetogeninas
halogenadas, monoterpenos halogenados, sesquiterpenos halogenados e néo
halogenados, fendis halogenados, indoles halogenados (figuras 4, 5, 6 e 7) (SIMOES
et al., 2010).
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Figura 4. Oxylipinas presentes em algas vermelhas da divisdo Rhodophyta.
Fonte: PALERMO, 2010

Figura 5. Monoterpenos halogenos isolados de algas vermelhas das familias Plocamiaceae e
Rhizophyllidaceae.
Fonte: PALERMO, 2010
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Figura 6. Acetogeninas isoladas de algas vermelhas do género Laurencia.
Fonte: PALERMO, 2010

Figura 7. Terpendides isolados do género Laurencia, sesquiterpenoides, diterpendides
halogenados e sesterpendide halogenado.
Fonte: PALERMO, 2010
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23 OCHROPHYTA (PHAEOPHYCEAE)

As Phaeophyceae (algas pardas) constituem um grupo bem estudado no Brasil
em algumas linhas de pesquisa: isolamento de novas moléculas, estudo de suas
potenciais atividades biologicas, ecologia quimica, taxonomia, filogenia e biogeografia
baseadas em dados quimicos de seus produtos naturais. Elas sao fontes ricas de iodo
e ferro, além disso, sdo bastante utilizadas como alimento humano. Possuem
clorofilas a e ¢, mas os carotendides sdo 0s seus pigmentos mais abundantes
(TEIXEIRA et al.,, 2014). A classe possui 98% de espécies marinhas e estédo
representadas, na costa brasileira, por espécies de oito ordens, em especial,
Dictyotales e Fucales (VALLIM et al., 2005).

Algumas espécies deste grupo podem chegar a 70m de comprimento,
formando os conhecidos Kelps (algas gigantes) (RAVEN et al., 1996). Possuem um
teor maior de compostos bioativos, dentre eles a fucoxantina, taninos e outros
metabodlitos (HOSAKAWA et al., 2006). Apresentam diversos compostos
antioxidantes, como &cido ascorbico, tocoferdis, catequinas, entre outros (ZUBIA,
2009; O'DOHERTY et al., 2010; GUPTA & ABU-GHANNAM, 2011).

Séo reconhecidas pelo seu grande tamanho, servindo de fonte de alimento de
inimeros animais marinhos, como Macrocystis pyrifera, que é responsavel por criar
auténticas florestas no Oceano Pacifico, podendo crescer 30 cm por dia e ir até aos
65 m de comprimento. No Brasil, ndo ha algas pardas tdo grandes, destacando-se
entre as maiores, a alga Laminaria abyssalis, cujo extrato mostrou-se ativo no

combate ao virus herpes simples (SANTOS et al., 1999).

Os florotaninos, grupo de compostos fendlicos restritos a polimeros do
floroglucinol, tém sido identificados em muitas familias de algas pardas, tais como
Alariaceae, Fucaceae e Sargassaceae. Varios estudos tém mostrado que o0s
florotaninos sé@o o Unico grupo fendlico detectado em algas pardas (KOIVIKKO et al.,
2007).

A quimica de produtos naturais de algas pardas marinhas abrange desde
hidrocarbonetos volateis que atuam como ferombnios sexuais como o dictyoptereno
C’ (KAJIWARA et al., 1991) a compostos com enxofre que conferem aroma tipico a
algumas espécies (SCHINITZLER et al., 1998), polifendis (PEREIRA et al., 1989),
carotenoides (TEIXEIRA et al., 1990), esterois e terpendides (TEIXEIRA et al., 2009).
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Metabdlitos esteroidais sdo estudados desde 1812, a determinacdo desses
metabdlitos deu-se devido a sua ampla distribuicdo na natureza e em seus
organismos. Investigacdes pioneiras de Henze (1904) resultaram no isolamento do
primeiro esterol marinho, o espongosterol, obtido a parir da esponja Suberites
domuncula. O que foi de extrema relevancia pois grupos esteroidais sdo tao
caracteristicos em organismos marinhos, incluindo-se as algas que s&o propostos

como marcadores taxondomicos (TEIXEIRA et al., 2014).

Diversos trabalho de marcadores taxondmicos em algas pardas vem sendo
realizados. Os diterpenos revelaram-se bons marcadores para algas do género
Dictyota (TEIXEIRA & KELECOM, 1988; TEIXEIRA & KELECON, 1987; TEIXEIRA et
al.,1985; KELECON & TEIXEIRA, 1986), e para separacdo dos representantes da
ordem Dictyotales (IKEKAWA & MORISAKI, 1966; KNIGHTS, 1970). O uso dos
hidrocarbonetos odoriferos, assim como os polifendis (floratinos) e carotendides vem
sendo empregados como marcadores taxondmicos e filogenético nas ordens de
Phaeophyceae (PITOMBO et al., 1989; TEIXEIRA et al., 1990).

Os polifendis, os carotenoides, os terpenos e os esterdis foram analisados
como marcadores taxondmicos. Os diferentes tipos de polifendis observados nas
algas pardas, como fucois, floretéis, acil-fenois, e outros estdo relacionados as
diferentes ordens de feoficeas (PEREIRA et al., 1989) sendo, portanto, marcadores
em um nivel hierarquico mais alto. Os carotenoides, por sua vez, foram utilizados
como marcadores taxonémicos e filogenéticos para todos os grupos de algas. Os
resultados obtidos mostraram que esses importantes pigmentos caracterizam a
capacidade de sintese de cada grupo (KAJIWARA et al., 1991).

Os esterdis encontrados em algas pardas sdo marcadores do grupo, sendo 0s
mais abundantes o fucosterol e o isofucosterol, distintos dos esterdis principais de
outras de algas (FLEURY et al., 1996).

Os terpenos constituem os produtos naturais mais estudados no mundo e no
Brasil. S&o substancias que atuam nas rela¢fes ecolégicas como minimizadores de
herbivoria e como anti-incrustantes. Eles possuem potencial para diversas atividades
biologicas e servem como marcadores taxonémicos e biogeograficos para alguns
géneros ou familias. Os produtos naturais de algas pardas marinhas tém um grande
potencial para diversas atividades biolégicas, em relagdo a quimica de produtos
naturais (TEIXEIRA et al., 2014).
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Muitas espécies de algas pardas sdo conhecidas comercialmente por
possuirem polissacarideos. Estas espécies em geral ndo produzem muitos
metabdlitos secundarios, em muitos casos sua defesa quimica esta na presenca de
floratinos, compostos fendlicos poliméricos (figura 8). Quase todas as familias de
algas pardas produzem hidrocarbonetos pequenos (de C7 a C12), sendo que
especificamente o C11, é relativamente volatil, encontra-se protegido e participa do
processo de reproducao das algas, sdo considerados compostos insollveis em agua.
(SIMOES et al., 2010).
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Figura 8. Floratinos e compostos fendélicos presentes em algas pardas.
Fonte: PALERMO, 2010

O floroglucinol é a unidade estrutural basica dos floratinos. A condensacéao
deste composto e outros fendis simples com &cidos graxos poli-insaturados leva a
formacado dos acido-floroglucinol (de 6-7 atomos de carbono), tipicos dos géneros
Cystophora e Zonaria. Outra série de compostos tipicos de algas pardas sdo as
quinonas, hidroquinonas preniladas e outros compostos relacionado a biossintese
mista, muitos estdo relacionados com o a-tocoferol, que séo tipicos da familia
Sargassaceae (figura 9) (PALERMO, 2010).
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Figura 9. Acil-floroglucindis, quinonas, hidroquinonas preniladas de algas pardas.
Fonte: PALERMO, 2010

Contudo os compostos mais caracteristicos das algas pardas sdo os
diterpendides ciclicos, geralmente encontrados na familia Dictyotaceae. Em alguns
casos 0s esqueletos carbonados desses diterpenos correspondem a sesquiterpenos
agregados com uma unidade adicional de isopreno conhecido como extenséo (figura
10) (DE SILVA & SCHEUER, 1980).
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Figura 10. Sesquiterpenos estendidos de algas pardas.
Fonte: PALERMO, 2010
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2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os produtos naturais ou metabdlitos secundarios sdo mediadores de interacdes
ecologicas e ocorrem em grupos especificos de organismos. No Brasil o seu estudo
esta relacionado a varias linhas de pesquisa, de biélogos, bioquimicos a quimicos.
Estes estudos envolvem o isolamento e a elucidagéo estrutural de novas moléculas,
a obtencdo de substancias com atividades biolégicas para o favorecimento humano
como farmacos e anti-incrustante o seu papel ecolégico, a sua importancia evolutiva
e 0 seu uso como marcadores taxonémicos, filogenéticos e biogeograficos (TEIXEIRA
et al., 2014).

A maioria dos produtos marinhos descritos tem sido isolada de invertebrados
tais como esponjas, tunicados, moluscos, briozoarios e algas enquanto que o0s
microrganismos como as cianobacterias, bactérias e fungos sdo uma fonte rica de
novos e/ou metabdlitos biologicamente ativos (GALGANI et al., 1996). Algas,
esponjas, ascidias, corais e outros organismos sésseis, frequentemente competindo
para sobreviver em um ambiente indspito, produzem uma diversificada gama de
metabdlitos secundarios que, na maioria dos casos, diferem fundamentalmente dos
terrestres (BLUNT et al., 2009).

A diversidade estrutural é ampliada quando se trata de metabdlitos isolados
originados em alguns casos por meio de rotas biossintéticas (vias metabdlicas
responsaveis pela producdo dos produtos naturais por um determinado organismo)

mistas, que podem estar relacionadas a simbiose (ROCHA et al., 2007).

Estudos recentes descreveram as possiveis rotas biossintéticas destas
substancias bioativas de origem marinha. Mais de metade dos metabolitos
secundarios de macroalgas relatados até o momento sédo isoprendides: terpenos,
esteroides e carotenoides (MASCHEK & BAKER, 2008).

Até o0 momento, existem duas rotas descritas para biossintese de terpenos: a
dependente do mevalonato e a independente do mevalonato. Apesar de estudos
indicarem que estas duas vias sdo encontradas em plantas e algas e que, em algas
vermelhas podem ocorrer simultaneamente, 0os mecanismos pelos quais 0s
metabolitos secundarios sdo produzidos ainda ndo foram devidamente esclarecidos
(PARADAS, 2013).
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Além das abordagens sobre acdo defensiva de extratos ou substancias puras,
alguns trabalhos com macroalgas marinhas exploraram a variabilidade na producao
destas defesas quimicas. O entendimento da variabilidade qualitativa e quantitativa
na producdo dos metabdlitos secundarios € um aspecto essencial em estudos de
ecologia quimica, uma vez que influencia a evolugéo das interagdes (PEREIRA & DA
GAMA 2008).

A composicado e concentracdes quimicas das populacdes de algas naturais sédo
influenciadas por interacbes abidticas espaciais e temporais nos parametros
ambientais, incluindo luz, temperatura, nutrientes e salinidade e também intervencdes

antropogénicas, bem como interacdes bidticas (STENGEL et al., 2011).

Dentre as substancias oriundas da biota marinha, as classes mais estudadas
compreendem terpendides, acidos graxos (gorduras), policetideos, acetogeninas,
polifendlicos (conhecidos também como aromaticos), alcaléides, peptideos e
macrolideos, dentre outros (TEIXEIRA et al., 2014).

Estudos realizados com diversas espécies de Laurencia mostraram que estas
sdo capazes de sintetizar diferentes classes de substancias, como sesquiterpenos
halogenados (1) ou nado (2), diterpenos (3), triterpenos (4) e acetogeninas (5),
totalizando mais de quinhentos metabdlitos secundarios (figura 11) (FAULKNER,
1996; FAULKNER, 2002). Varios destes representam tipos estruturais exclusivos,
ainda ndo observados em outros organismos, contribuindo significativamente para o
aumento do numero de substancias com esqueletos carbénicos novos e fornecendo
subsidios para proposicdes sobre a biogénese de produtos naturais do mar (PEREIRA
& TEIXEIRA, 1999).
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Figura 11. Metabdlitos secundarios sintetizados pelo género Laurencia.
Fonte: PEREIRA & TEIXEIRA, 1999
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VariagGes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as propor¢des
relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um
controle genético, a expressao pode sofrer modificagBes resultantes da interacdo de
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecolédgicos e evolutivos (HARTMANN, 1996).

De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre
as plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese € frequentemente afetada
por condi¢cdes ambientais (KUTCHAN, 2001).

2.5 FARMACOS E ALGAS MARINHAS

O ecossistema marinho representa 95% da biosfera e, dos 31 filos animais
conhecidos, 12 sdo exclusivamente marinhos e nunca foram encontrados além dos
oceanos. Eles forneceram produtos naturais notaveis, os quais foram utilizados
diretamente ou apdés modificacbes quimicas, para o desenvolvimento de novos
medicamentos (BOEUF, 2011). Todavia, o potencial farmacéutico do ambiente
marinho, em grande parte foi negligenciado até meados do século passado e, até o
presente momento, a biodiversidade encontrada nesse ambiente ainda permanece

em grande parte inexplorada e subutilizada (ROBERTS, 2002).

Produtos naturais sdo substancias frequentemente constituidas por estruturas
quimicas complexas e com uma orientacdo espacial bem definida. Estes produtos
naturais, também denominados metabdlitos secundarios, sdo caracteristicos e até
mesmo Unicos para determinados grupos especificos de organismos, e sao
sintetizados para interagir com eficacia com seus alvos biologicos, o que os torna

atrativos para a descoberta de novos farmacos (KINGSTON, 2011).

As pesquisas com produtos naturais marinhos no Brasil tiveram inicio na
década de 60 no Centro de Pesquisas de Produtos Naturais na Faculdade de
Farmécia da UFRJ (KELECOM, 1997).

Algumas das atividades mais comumente atribuidas aos produtos naturais
marinhos séo as de mediacéo na reproducéo, de defesa contra potenciais predadores,

patdgenos, bioincrustacdo ou competidores de substrato (MC CLINTOCK et al., 2001).
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Trabalhos realizados por alguns grupos no Brasil, onde podemos citar o centro
de Pesquisas de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da UFRJ, d4 énfase a
avaliacdo da funcao ecologica e/ou atividade farmacoldgica de substancias isoladas
de algas e invertebrados marinhos. No aspecto ecoldgico, os trabalhos tém sido
direcionados a procura de metabdlitos fagoinibidores, inibidores de crescimento de
bactérias marinhas patogénicas, inibidores de bioincrustacdo e na descoberta de
mediadores da reproducdo. Quanto a atividade farmacoldgica, neurotoxinas e
substancias com atividade anticancer, antiviral, anticoagulante e antitrombotica tém
sido isoladas e identificadas (PINTO et al., 2002).

Dentre as espécies marinhas responsaveis por fornecer produtos naturais
guimicamente intrigantes, as cianobactérias marinhas sdo possivelmente as mais
bem-sucedidas com relacdo a producdo de novos quimiotipos com potente atividade
biol6gica (SHAH & ORLOWSKI, 2009).

Produtos naturais de algas marinhas bentdnicas sao estudados com o objetivo
de se buscar novas substancias de valor industrial, para o conhecimento de seu papel
ecolégico e como uma ferramenta poderosa no estabelecimento dos limites
taxondmicos de espécies, géneros e familias de algas marinhas. As algas marinhas
sdo citadas como organismos usados como matéria-prima de produtos como
medicamentos, combustiveis, cosméticos, além de servirem como alimento animal e
humano. Sao usadas para branquear papel, na composi¢ao do envoltério de capsulas
de medicamentos, na fabricacdo de tintas e de cosméticos e como aditivos na industria
alimenticia (TEIXEIRA et al., 2014).

Um exemplo histérico do desenvolvimento de farmacos a partir de produtos
naturais marinhos teve origem no isolamento dos nucleosideos espongouridina e
espongotimidina por Bergmann e colaboradores nos anos 50. Isoladas da esponja
Tethya crypta, estas substancias possuem atividade antiviral e o estudo de analogos
sintéticos levou ao desenvolvimento de agentes antivirais e anticancer, tais como
ARA-A e ARA-C (NEWMAN et al., 2001). Outros exemplos de protétipos de farmacos
isolados de organismos marinhos sdo o esterol antiasmatico contignasterol e o

diterpeno anti-inflamatorio pseudopterosina A (WRIGHT et al., 2000).

Especula-se que a atividade de produtos naturais em bioensaios

farmacoldgicos (celulares ou enzimaticos) esta relacionada as propriedades de defesa
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do organismo produtor. Como exemplo, a briostatina (Figura 12), agente anticancer
em fase de testes clinicos, atua no briozoario Bugula neritina (do qual foi isolada) como
inibidor do ciclo celular, impedindo a proliferacdo de organismos estranhos (HUNG,
1996).
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Figura 12. Estrutura quimica da Briostatina.

Fonte: PALERMO, 2010

O estudo das substancias quimicas produzidas pelas espécies marinhas € uma
ferramenta fundamental para a compreensdo da evolucdo e da manutencédo das
comunidades marinhas nos diferentes oceanos (HAY & FENICAL, 1997). Nos ultimos
50 anos cerca de 10.000 produtos naturais marinhos foram descobertos, muitos com
atividade farmacoldgica, incluindo acetogeninas, policetideos, terpenos, alcaldides,
peptideos e metabdlitos de origem biossintética mista (FAULKNER, 2002).

Apesar das variacfes relativas a definicdo do que sdo produtos naturais, estes
se destacam como fonte e inspiracdo para aproximadamente 25 a 50% dos farmacos
atualmente comercializados, levando, assim, o0s produtos naturais a serem
considerados por uma grande parcela da comunidade cientifica como alicerce da
industria farmacéutica (KINGSTON, 2011).

Novos modelos e novos mecanismos de agédo de substancias multifuncionais
de alto valor podem trazer novas solucdes para resolver alguns dos problemas de
saude publica do século XXI. Devido a necessidade da producédo desses metabolitos
em larga escala, o cultivo ex situ de invertebrados (cultivo fora do mar), em tanques

especiais fechados, permite a otimizacao dos parametros de crescimento, controle de
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temperatura da agua, niveis de luz e fotoperiodos, disponibilidade de alimentos,
equilibrio nutricional e adi¢céo de precursores metabdlicos de interesse (SASHIDHARA
et al., 2009).

Ainda séo poucas as informacdes, documentadas em artigos cientificos, sobre
as substancias isoladas e a atividade biolégica de produtos naturais de organismos
marinhos coletados ao longo dos 7500 km de litoral brasileiro. As poucas informacdes
existentes sobre a quimica desses organismos, muitos dos quais Sa0 espécies
endémicas, indicam um grande potencial de pesquisa para a area no Brasil (PINTO
et al., 2002).

2.6 ALGASE A BIODIVERSIDADE

Vive-se em um planeta coberto por grandes extensdes de aguas, doces ou
marinhas, cuja heranca obriga-nos a preservar. Nesta imensa “solugao” destacou a
diversidade de organismos, de certa forma relacionada a diversidade das
comunidades de algas.

Sao organismos capazes de ocupar todos os meios que lhes oferecam luz e
umidade suficientes, temporarias ou permanentes; assim, sdo encontradas em aguas
doces, na dgua do mar, sobre os solos Umidos ou mesmo sobre a neve. Quer sejam
uni ou pluricelulares, as algas retiram todos os nutrientes que precisam do meio onde
estdo — solucdo ou umidade - e, portanto, sdo organismos fundamentalmente
aquaticos (BRATTACHARYA & MEDLIN, 1998).

As algas marinhas apresentam importancia, tanto sob o ponto de vista
econdmico, como ambiental e social, podendo realizar a manutencao do equilibrio
biolégico nos ambientes aquaticos, ocasionando a continuidade da fauna existente,
gue pode ser utilizada pela humanidade como fonte de alimento e de matéria-prima
(VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

Algumas espécies de algas encontram uso na avaliacdo da qualidade dos
sistemas aquaticos, para os quais, inclusive, ja foi sugerido um “indice de poluicao”
baseado nos géneros de algas presentes: quanto menos diversificada a populacéo,
maior a poluigéo do sistema (TRAINOR, 1983).

Nos sistemas aquaticos as algas incorporam energia solar em biomassa,
produzem o oxigénio que é dissolvido na agua e usado pelos demais organismos

aquéaticos, atuam na mineralizacao e no ciclo dos elementos quimicos, e servem como
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alimento para animais herbivoros e onivoros. Ao morrerem, seus constituintes
quimicos sofrem transformacdes nos sedimentos, sdo solubilizados e reciclados na
agua. Estas diferentes “fun¢des” desempenhadas pelas algas nos sistemas aquaticos
dependem da temperatura, da intensidade da radiacdo solar, da concentracdo de
nutrientes na agua e da alimentacdo dos animais presentes no sistema (VIDOTTI &
ROLLEMBERG, 2004).

O manejo ecoldgico de doencas pode ser definido como producdo econdémica
de culturas de alta qualidade, utilizando métodos de cultivo ecologicamente seguros
e utilizando métodos de manejo que garantam a saude dos seres vivos e a
preservacdo do ambiente. Portanto, a ado¢cdo do manejo ecolégico ndo € uma
alternativa, mas uma necessidade para a conservacdo do meio ambiente e a propria
sobrevivéncia da humanidade (STADNIK & PAULERT, 2008).

As comunidades de algas séo controladas por muitos fatores ambientais,
biéticos e abidticos, os quais podem, por sua vez, ser afetados por espécies quimicas
estranhas ao meio (contaminantes), produzindo mudancas na estrutura e no
funcionamento da comunidade. Alguns exemplos podem ser apresentados,
evidenciando a intima relacao entre uma comunidade de algas e o ambiente em que
se encontram como por exemplo: a Interagbes com macrofitas, zooplancton,

substéancias organicas, ions metalicos, luz (BOYLE, 2004).

Estas interacfes, que variam entre espécies diferentes, podem resultar em
mudancas nas espécies dominantes de algas em um sistema aquatico particular,
afetando todo o ecossistema. Experimentando essa intima interacdo com o ambiente
que lhes mantém a vida e no qual exercem fung¢des decisivas, as algas surgem como
elementos-chaves nos estudos ambientais. A diversidade de organismos em um
sistema aquatico esta relacionada a diversidade das comunidades de algas, a qual
favorece a estabilidade do ecossistema ja que um maior numero de espécies
funcionalmente equivalentes, mas com capacidades de tolerancia a fatores
ambientais diferentes, resiste melhor as alteragbes do meio, inclusive aquelas

causadas pela atividade humana (CHAPIN et al., 1997).

No Brasil, a regiao costeira compreendida entre o estado do Ceara e o norte do
estado do Rio de Janeiro abriga a flora algal mais diversificada do pais. No tocante a
exploracéo de espécies com fins comerciais, a atividade de maior porte corresponde

a coleta de algas vermelhas (Gracilaria e Hypnea) no litoral do Nordeste,
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principalmente na costa entre os estados do Ceara e da Paraiba. A coleta da Gracilaria
vem sendo feita desde a década de 60, por arrancamento manual ou através de
mergulho livre, para fins de exportacdo e também para processamento no proprio
pais, na producéo do agar. J4 a Hypnea tem sido exportada como matéria prima ou
ja processada para a industria de carragenana; neste caso, a biomassa € coletada em
algas arribadas nas praias, e ndo diretamente nos locais de crescimento. Entre o
estado do Espirito Santo e a regido de Buzios, RJ, uma caracteristica marcante € a
presenca de vasta area coberta por fundos de algas calcéarias, com teor em carbonatos
superior a 90%, estendendo-se por varias dezenas de metros de profundidade e
aflorando nas marés baixas. Este banco de algas calcarias tem despertado interesse
e vem sendo explorado para a producéo de adubos e aditivos de racdes (OLIVEIRA,
1992).

Trabalhos mais atuais realizados por Horta (2000), Guimardes (2006) e em
levantamento no site Algaebase (GUIRY & GUIRY, 2015), mostram que essa revisao
realizada por Oliveira (1992), permanece pertinente. Um estudo realizado em 2012
por Soares & Fujii, mostrou a ocorréncia de novas espécies de macroalgas para o
litoral do estado de Pernambuco constatando que quatro (Boodlea composita,
Ceramium corniculatum, Chondracanthus cf. saundersii e Cladophora laetevirens)
tiveram sua distribuicdo consideravelmente ampliada no litoral brasileiro, mas que
precisam ainda de mais estudos para avaliar a ocorréncia em outras regides e quais

fatores levaram para ocorréncia desse evento.

As algas apresentam uma importancia ecologica significativa, sdo produtores
primarios que sustentam a vida nos mares e oceanos desempenhando, assim, um
papel ecoldgico fundamental na manutencdo destes ecossistemas e importancia
econbmica: grandes variedades de espécies de algas encontram uso bastante
diversificado em varios paises no mundo, da industria alimenticia a de medicamentos,
da cosmética a agricultura. Apresentam ainda importancia bio-historica pois existem
organismos, com origem ha mais de 3 bilhdes de anos, que séo responsaveis pela
estruturacdo da atmosfera terrestre tal como a conhecemos, possibilitando a vida

sobre a superficie da Terra de todos os seres vivos aerobicos (DUVE, 1996).

2.7 DOENCAS RELACIONADAS AO ESTRESSE OXIDATIVO

Ha& varios séculos que o Homem se interroga sobre o processo do

envelhecimento e procura conhecer quais as suas causas, tendo surgido ao longo dos



36

anos varias teorias para explica-lo. Entre as teorias propostas para explicar o
envelhecimento bioldgico, a teoria do envelhecimento pelo stress oxidativo tem sido
uma das mais aceitas e estudadas (TEIXEIRA et al., 2014).

Em 1956, o0 médico Denham Harman (1916-2014) propde, pela primeira vez, a
teoria do envelhecimento dos radicais livres, segundo a qual os radicais livres
produzidos durante a respiragcdo aerdbia originam lesdes cumulativas nas moléculas
bioldgicas conduzindo a lesbes celulares irreversiveis que resultam num declinio
funcional global (HARMAN, 1956).

O envelhecimento bioldgico é um processo fisioldgico normal, ndo patolégico,
que corresponde ao declinio gradual e progressivo da funcgéo fisica, acompanhado
pela diminuicdo da fertilidade e que termina na morte em praticamente todas as
espécies (SEO et al., 2010). O processo de envelhecimento caracteriza-se por ser
irreversivel, extensivel a praticamente todas as espécies pluricelulares, esta
intimamente relacionado com a idade de maturagédo reprodutiva, associa-se a um
aumento do risco de doenca e a diminuicdo de capacidade de adaptacao e por evoluir
a uma velocidade relativamente constante dentro de cada espécie (COFFEY et al.,
2011).

O mecanismo exato do envelhecimento ainda ndo é atualmente conhecido,
existindo teorias de diversas areas que o tentam explicar as teorias do envelhecimento
biolégico dividem-se em dois grandes grupos: as teorias do envelhecimento
programado e as teorias do envelhecimento estocastico. Segundo as primeiras, 0
envelhecimento é regulado por reldgios bioldgicos que atuam ao longo do tempo de
vida e que séo geneticamente determinados enquanto que, de acordo com a segunda,
o envelhecimento é atribuido ao impacto que os fatores ambientais tém na inducao de

lesbes cumulativas nos organismos vivos a varios niveis (TEIXEIRA et al., 2014).

Das varias teorias propostas para explicar o mecanismo do envelhecimento
biologico, a teoria do estresse oxidativo € das mais populares, encontrando-se

englobada no grupo das teorias do envelhecimento estocastico (SEO et al., 2010).

A teoria do envelhecimento do stress oxidativo pode ainda ser denominada de
“o paradoxo do oxigénio”, tal como proposto por Kelvin Davies em 1995, aludindo ao
contrassenso do oxigénio ser essencial para a vida aerobica mas ser também uma

ameaca direta para todos os organismos, No metabolismo celular normal, durante o
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processo de conversao energética mitocondrial, ha formacgéo de espécies reativas de
oxigénio que s&o maioritariamente eliminadas pelo sistema de defesa antioxidante da
célula, havendo em condicfes ideais de homeostasia, um equilibrio entre o stress

oxidativo e 0s mecanismos protetores antioxidantes (DAVIES, 1995).

O oxigénio durante o transporte de elétrons na mitocéndria pode ser reduzido
parcialmente gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como &anion
superoxido (O2 ), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH" ). Quando
ocorre a perda do equilibrio entre producéo e eliminacdo de EROs, o que é chamado
de estresse oxidativo, podem ocorrer danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas. Além
de fragmentacdo do DNA, as EROs podem causar o mal funcionamento do sistema
de reparo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de doencgas, como o cancer.
As EROs sao reguladoras de diversas vias de transducdo de sinais, podendo
participar de diversas etapas da transformacédo e progressdo tumoral, como a
autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais antiproliferativos,
evasao da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasao

e metastase, metabolismo e inflamacéo (SOSA et al., 2013).

O sistema nervoso central é especialmente susceptivel ao stress oxidativo uma
vez que contém quantidades elevadas de ferro, ascorbato, glutamato e de acidos
insaturados facilmente peroxidaveis, consome grande volume de oxigénio (cerca de
20% do consumo corporal) e tem um sistema de defesa antioxidante relativamente
baixo, apresentando tendéncia a ser afetado por niveis elevados de stress oxidativo

em periodos de maior estimulagédo cognitiva (DIKAKOV, 2011).

Nas ultimas décadas diversos estudos tém relacionado o stress oxidativo com
as doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, a doenca de

Parkinson, a doenca de Huntington e a esclerose lateral amiotrofica (MARTIN, 2012).

Entre os processos patoldgicos em que ja foi descrita a participacdo do estresse
oxidativo estdo as doencas cardiovasculares, neurologicas, o diabetes e o cancer.
Diversos tumores humanos, incluindo melanoma, leucemias, carcinomas gastrico,
prostatico, mamario e de colon, apresentam niveis elevados de EROs (REUTER et
al., 2010). Células tumorais estdo comumente expostas a condicbes de estresse,
como hipoxia (baixos niveis de oxigénio), perda de adesdo célula-célula e
célula-matriz extracelular, desequilibrio no metabolismo oxidativo e diversos fatores
ambientais (DHILLON, 2007).
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A procura por novas substancias antioxidantes que possam auxiliar no
tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, especialmente de origem
natural, tem sido objeto de diversos estudos (OLIVEIRA et al., 2009; PESSUTO et al.,
20009).

Substancias antioxidantes podem atuar através de mecanismos variados como
capturar ou regenerar radicais livres, decompor peréxidos, extinguir O,, inibir enzimas
envolvidas no processo de formacéao de radicais livres, inibir a cascata de reacéo dos
radicais livres, entre outros (REUTER et al., 2010).

Compostos antioxidantes de produtos naturais vém tendo, atualmente, amplas
aplicacOes terapéuticas sdo de grande interesse em diversas areas, incluindo
alimentos (conservantes) e farmacologia (protecdo do organismo contra o dano
oxidativo), pois podem auxiliar na protecdo do organismo contra as doencas
degenerativas (VELLOSA et al., 2007).

2.8 CULTIVO DE ALGAS

A utilizacdo de algas tem sido de extrema relevancia para diversas areas, como
alimento no cultivo de invertebrados, fertilizante, biofiltro, alimentagcédo tradicional,
pesquisa de novos farmacos, biodiesel entre outros (PAVAQ, 2014). Por conta do seu
baixo rendimento extrativo, estudo estdo sendo realizados para o cultivo de grandes

massas algais sem gerar degradacédo do meio e um possivel desequilibrio ecolégico.

O crescimento das algas é modulado pela capacidade de sobreviverem em
ambientes instaveis, com variacdes significativas de fatores como luz, temperatura,
salinidade e nutrientes (PEREIRA et al., 2006).

Tém sido efetuados estudos ao crescimento de diversas espécies de algas
(Ulva rigida, Pelvetiopsis limitata, Hypnes musciformis, Macrocystis pyrifera,
Chaetomotpha linum, Porphyra dioica) em condi¢bes controladas de temperatura e
luz, onde se manipula o meio, enriquecendo-0 com macronutrientes. O
enriqguecimento do meio tem sido feito, predominantemente, por adicdo de NH4" e
NO3-, dado serem formas de N de facil absorcéo para a comunidade algal (HAINES
& WHEELER, 1978; FUJITA et al., 1989; MENENDEZ et al., 2002; NALDI &
WHEELER, 2002; PEREIRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2008).
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Esses cultivos podem ser realizados de diversas formas, em diversos volumes
de cultura e sdo mais vantajosos que os cultivos de plantas terrestres por alguns

fatores tais como:

- Um cultivo de algas é um sistema bioldgico eficiente na utilizacdo da energia
solar para a producao de matéria organica, sendo que muitas espécies crescem mais
rapidamente que as plantas terrestres por unidade de area, fato que possibilita

maiores rendimentos de biomassa (maior produtividade) (WESOFF, 2009).

- Sua natureza unicelular assegura uma biomassa com mesma composi¢cao
bioquimica, o que ndo ocorre nas plantas terrestres que apresentam compostos
localizados em partes especificas: nos frutos, folhas, sementes ou raizes (WESOFF,
2009).

- Por manipulacdo das condicbes ambientais de cultivo (luz, temperatura,
nutrientes), muitas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas
concentracbes de proteinas, carboidratos, lipidios etc. Tais compostos apresentam
um elevado valor comercial, principalmente por serem produtos naturais (WESOFF,
2009).

- Podem crescer bem em regifes com extremas condi¢des climaticas.

Os cultivos podem ser desenvolvidos com dgua marinha ou de estuarios, a qual
nao pode ser convencionalmente empregada no cultivo de plantas com valor para a
agricultura, ou com &gua proveniente de diversos processos de producéo

(agropecuéria industrial e dejetos domésticos, por exemplo) (WESOFF, 2009).

Os cultivos de algas vém sendo estudados desde o século XIX no mundo inteiro
e, a partir da metade do século XX, no Brasil. As microalgas podem ser cultivadas em
ambientes controlados para fins comerciais, especialmente para a extracdo de
compostos bioquimicos como acidos graxos poli-insaturados, corantes e enzimas,
(DERNER, 2006).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o perfil de componentes quimicos e
potencial antioxidante das macroalgas marinhas Ulva fasciata, Ulva linza, Padina

gymnospora e Jania adhaerens presentes no litoral do estado de S&o Paulo.
Os objetivos especificos consistiram em:

e Obter extratos de diferentes polaridades a partir das algas através método de
maceragao exaustiva e avaliar o rendimento do processo extrativo para cada
alga estudada;

e Avaliar nos diferentes extratos a presenca dos metabdlitos secundarios:
alcaloides, flavondides, saponinas, taninos, antraquinonas e também terpenos
e esterois;

e Obter o perfil cromatogréfico dos diferentes extratos através do método de
cromatografia em camada delgada (CCD);

e Obter através da andlise por espectroscopia RAMAN informac¢des quimicas dos
componentes presentes nos diferentes extratos;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos através do emprego do método de
DPPH em CCD (Autografia).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DE ESTUDO

As coletas das macroalgas foram realizadas no municipio do Guaruja, localizado
no litoral do estado de S&o Paulo no més de outubro de 2014. Os locais foram
escolhidos pois ndo apresentam influéncia do Porto de Santos e situam-se em regides
mais abertas.

As coletas foram realizadas na praia de Pernambuco, denominados
no presente estudo de pontos 1 (23°5823.75"S 46°11'13.97'0) e 2
(23°58'24.10"S 46°11'12.01"0). Foram também realizadas coletas na praia do
Guaiuba, sendo denominados de pontos 3 (24° 0'56.98"S 46°17'42.39"0) e 4
(24°0'57.26"S 46°17'45.37"0). Imagens da regido de coleta dos materiais bioldgicos
podem ser visualizadas nas figuras 13, 14 e 15. De acordo com o boletim de qualidade
de 4gua emitido pela CETESB, as praias de Pernambuco e do Guaiuba obtiveram a
classificagdo Regular no ano de 2014 (CETESB, 2015).

Google earth
C

Figura 13. Imagem da regido de coleta do material biolégico no municipio do Guaruja. As setas
vermelhas destacam os pontos 1 e 2 localizados na praia de Pernambuco e pontos 3 e 4 localizados
na praia do Guaiuba.

Fonte: GOOGLE EARTH, 2015
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Figura 14. Imagem da praia do Guailba. As setas vermelhas destacam os pontos 3 e 4

Fonte: GOOGLE EARTH, 2015
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Figura 15. Imagem da praia de Pernambuco. As setas vermelhas destacam os pontos 1 e 2.

Fonte: GOOGLE EARTH, 2015
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4.2 IDENTIFICACAO E PROCESSAMENTO INICIAL

As coletas das algas foram realizadas na zona de entremarés em dias com uma
maré de -0,1m conforme estabelecido pela Marinha do Brasil, na Tabua de marés. As
amostras foram coletadas com o auxilio de uma espatula para retirada do material
com apressorio que a mantém presa ao costdo rochoso e ndo causar nenhum dano
ao material que pudesse interferir na identificagéo. As algas foram acondicionadas em
sacos plasticos estéreis e transportadas em isopor com gelo até o laboratério da

Universidade Santa Cecilia.

Nos pontos 1 e 2 foi coletada a espécie Padina gymnospora, ambos localizados
na Praia de Pernambuco. No ponto 3 foi coletada a espécie Ulva linza no ponto 4
foram coletadas as espécies: Ulva fasciata e Jania adhaerens, ambos localizados na
Praia do Guaiuba (figura 16).

As algas coletadas foram submetidas a triagem com agua destilada para
eliminacdo das epifitas. Alguns exemplares foram separados para realizacdo de
exsicatas e depositados no Herbario da Universidade Santa Cecilia, Santos (SP) para
servirem de testemunho (tabela 1). Enquanto outros exemplares serviram para
identificacdo taxondmica, sendo a maior parte do material biolégico destinado para a
preparacao dos extratos.

Figura 16. Amostra das algas coletas nas praias do Guaiuba e Pernambuco para obtencéo dos
extratos.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 1. Relacdo do material coletado, as respectivas datas, locais de coleta e nimero de
acesso das exsicatas depositadas no herbario da Universidade santa Cecilia.
ESPECIES DE NUMERO PESO DA

PRAIA DATA DA COLETA DE AMOSTRA
ALGAS ACESSO (seca)
Amostra 1 Guaiuba 08/10/2014 9153 10,069
Amostra 2 Pernambuco 08/10/2014 9155 11,469
Amostra 3 Guaiuba 08/10/2014 9156 22,53¢g
Amostra 4 Guaiuba 08/10/2014 9154 20,31g

4.2.1 Material para analise morfolégica e confirmacéo da espécie

As amostras destinadas as analises morfologicas e identificacdo das espécies
foram fixadas em formol a 4% e acondicionadas em potes plasticos. A identificacédo
foi realizada pelo taxonomista prof. Msc André Luis Faccini e esta representada na
Tabela 2. As descricoes foram feitas levando-se em conta o aspecto geral, as
estruturas vegetativas e reprodutivas em vista superficial e dos cortes verticais e

longitudinais dos talos.

Tabela 2. Identificacdo e classificagdo filogenética do material bioldgico.

Amostra FILO CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE
1 Chlorophyta Ulvophyceae Ulvales Ulvaceae Ulva Ulva fasciata Delile
2 Ochrophyta  Phaeophyceae  Dictyotales Dictyotaceae Padina Padin?(g¥£rnngospora
3 Chlorophyta Ulvophyceae Ulvales Ulvaceae Ulva Ulva linza Linnaeus
4 Jania adhaerens

Rhodophyta Florideophyceae Corallinales Corallinaceae Jania L
amouroux

4.3PROCESSO EXTRATIVO

Para obtenc&o dos extratos de diferentes polaridades, o material algal foi seco
em estufa ventilada a 40°C, durante 7 dias. Apds a secagem, as algas foram trituradas
em liquidificador de acgo inox até obter-se p0, e pesadas em balanca de precisdo. Em
seguida, o material foi submetido a um processo extrativo fracionado por maceracéo
exaustiva por 7 dias (com agitacao ocasional), utilizando-se solventes de polaridade
crescente: hexano, cloroformio, metanol e agua, respectivamente, na proporcao de

10g de material seco/100mL de solvente.
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Os extratos obtidos foram filtrados em papel Whatman e secos em
rotaevaporador e, ao final do processo extrativo, foram obtidos quatro extratos com as
seguintes polaridades: baixa (extrato hexanico), baixa/intermediaria (extrato
cloroférmico), intermediaria (extrato metandlico) e alta (extrato aquoso) (STEIN et al.,

2011). O processo extrativo esta representado no fluxograma da Figura 17.

Amostra

l _

Extrato
> Hexanico
Amostra seca e
triturada *
Extrato
l Cloroférmico
Extragdo por * Analises quimicas e
= Extrato do potencial
maceragao Metandlico antioxidante
Extrato
Aquoso

Figura 17. Fluxograma do processo extrativo fracionado.

4.4 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

Os componentes presentes em cada extrato foram separados por CCD em placas
de silica gel 60 F..10 x 20 cm (Merck) desenvolvida na seguinte fase movel: acetato
de etila/metanol/agua (80:10, 8:10; v/viv) (KOTZE & ELOFF, 2002) (Figura 18). As
bandas presentes nas amostras foram visualizadas com o auxilio de gabinete com luz
ultravioleta de 254nm e 365nm, sendo foram devidamente marcadas. O fator de
retencéo (Rf), foi calculado para as bandas atravées da equacéo (1) (COLLINS, 2007)

Rf=dp/dm (1)

Sendo: dp: distancia percorrida pelos componentes (bandas); dm: distancia percorrida pela fase

moével.
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Figura 18. Placa de cromatografia em fase de processamento.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos foi realizada através do
emprego do método do DPPH em CCD (Autografia). Esse método consiste em avaliar
a capacidade antioxidante via atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila — DPPH. Os radicais livres de DPPH, que inicialmente apresentam cor
roxa por possuirem elétron livre, perdem esta cor quando um radical hidrogénio doado
por uma molécula antioxidante entra em ressonancia com a molécula de DPPH,
diminuindo-se, assim, a absorbancia. O DPPH é um radical estavel e com baixa taxa
de deterioragéo e reatividade com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas
reagentes redutores fortes sao capazes de reagir com estes radicais estaveis em um
modo estequiométrico. A baixa absorbéancia indica atividade sequestrante de radicais
livres (SANTOS et al., 2007).

As placas de CCD desenvolvidas nas mesmas condi¢cfes descritas no item 4.4
foram nebulizadas com uma solugdo metandlica de DPPH 0,2% (2,2-difenil-1-
picrilidrazina, radical livre) e incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos, no
escuro. A atividade antioxidante (antiradicalar) € observada com o surgimento de
bandas amarelo-esbranquicadas sobre um fundo roxo e, desta forma, permitindo a
analise das bandas que apresentam atividade antioxidante em cada extrato
(MASOKO & ELOFF, 2007).
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46 AVALIACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS ATRAVES DE
ENSAIOS CROMATICOS E/OU DE PRECIPITACAO

4.6.1 FLAVONOIDES

Para a deteccao de Flavonoides nas algas estudadas, inicialmente foi realizado
0 processo extrativo de cada amostra utilizando-se 3,0g do extrato seco de alga
tratado com 20 mL de éter de petréleo. Em seguida agitou-se durante 10 minutos e

agueceu-se ocasionalmente em banho-maria.

Apos a sedimentacéo do pé no béquer, retirou-se o liquido sobrenadante com
auxilio de uma pipeta de Pasteur, descartando-o. Adicionou-se entdo ao p6 que ficou
dentro do béquer, 20 mL de metanol e aqueceu-se em banho-maria por 10 minutos,
solubilizando com um bastdo de vidro ocasionalmente. O material foi filtrado ainda
qguente (utilizando algodao no funil) e obteve-se entdo o extrato metandlico para os

ensaios cromaticos (EMEC) de cada alga.

EMEC foi evaporado na chapa de aquecimento e ao residuo foram adicionados
15 mL de etanol, solubilizando com um bastdo de vidro. As reacdes de caracterizacao
de flavondides foram realizadas, através de reacbes cromaticas descritas nos

procedimentos a seguir.

Para controle, utilizou-se um tubo de ensaio com a solug¢ao descrita acima (sem
a adicdo dos reagentes), para ser comparado com as solucdes das reacdes de
caracterizacéo (SIMOES et al., 2004).

Reacdes de Shinoda ou Cianidina

Foram colocados em diferentes tubos de ensaio 2mL da solu¢céo de EMEC de
cada amostra e adicionados fragmentos de magnésio. Em seguida, adicionaram-se
cuidadosamente 5 gotas de HCI concentrado e observou-se a efervescéncia e a
coloragéo obtida. O resultado € considerado positivo com a formagédo de coloracéo
com tonalidade avermelhada (laranja, rosa, vermelho) comparada ao tubo controle
(COSTA, 2002).

Reacbes com Hidroxido de Sodio

Foram colocados em diferentes tubos de ensaio 2mL da solu¢géo de EMEC de

cada amostra e adicionados 2mL de solucdo de hidroxido de sodio 2%. Observou-se
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a coloracéo obtida. Considera-se o resultado positivo com a formagéo de coloragéo
amarela comparada ao tubo controle (COSTA, 2002).

Reacdes com Cloreto Férrico

Foram colocados em diferentes tubos de ensaio 2mL da solucédo de EMEC de
cada amostra e adicionadas 3 gotas da solugdo de cloreto férrico a 4,5%. Observou-
se a coloracao obtida. Considera-se o resultado positivo com a formacao da coloracéo
amarela, verde, verde — castanho ou violeta comparada o tubo controle (COSTA,
2002).

Reacgdes com Acido Sulftrico concentrado

Foram colocados em diferentes tubos de ensaio 2mL de EMEC de cada
amostra e adicionadas algumas gotas de acido sulfarico concentrado. Observou-se a
coloracdo obtida. Considera-se resultado positivo para flavonas e flavonéis com a
formacéo de coloragdo fortemente amarelada. Para flavononas, o resultado é positivo
com o aparecimento de coloracdo que podem variar de laranja a vermelho, e as
chalconas e auronas formam coloracéo que variam do vermelho ao carmim (SIMOES
et al., 2004).

4.6.2 SAPONINAS

Para analise de saponinas, realizou-se inicialmente o seguinte tratamento com
as amostras secas das algas estudadas. Foi pesado em um béquer 1g de cada
amostra e dilui-se com 50 mL de agua destilada. Levou-se entdo a solucdo até a
fervura, filtrou-se utilizando um funil com algoddo e completou-se o volume para
50 mL com agua destilada para obtencdo dos extratos aquosos para 0S ensaios
cromaticos (EAEC). Para controle, tubos com o EAEC sem adi¢do de reagentes ou

outro tratamento foram mantidos para comparacao visual (COSTA, 2002).
Determinacao do indice de espuma

Foram colocados 5mL de EAEC em um tubo de ensaio, vedou-se com o polegar
e agitou-se vigorosamente para determinacdo do indice de espuma. A reacao é
considerada positiva com o surgimento de um anel de espuma (mantido por 15
segundos) (SIMOES et al., 2004; GAMBETA, 2008).
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Teste de acéo superficial

Em tubos de ensaio contendo EAEC de cada amostra foi realizada agitagcao
energética para determinacdo da permanéncia da espuma. O teste € considerado
positivo com a permanéncia da espuma mesmo com a adicdo de um acido mineral
diluido (HCI 10%) (WAGNER & WISENAUER, 2008).

Anélise qualitativa para saponina

Foram adicionadas 5mL de acido cloridrico concentrado (P.A.) em 25 mL de
cada EAEC. Aqueceu-se por 10 minutos, esperou-se esfriar e entdo transferiu-se o

liquido para um funil de extragdo contendo 20 mL de cloroférmio.

Foi realizada a parti¢éo liquido-liquido, reservando a fase cloroférmica para as
analises. Foram colocados 5mL da fase cloroférmica em tubo de ensaio e adicionou-
se cuidadosamente pelas paredes do tubo (sem agitar) 2mL do reagente de
Salkowiski (H2SO4 concentrado). O surgimento de um anel de coloracao vermelha ou
pardo-avermelhada caracteriza resultado positivo para saponinas que contenham o
nacleo triterpénico, enquanto que, o anel de coloracédo résea a violeta indica resultado
positivo para saponinas que contenham nucleo esteroidal como parte de sua estrutura
quimica (SIMOES et al., 2004).

4.6.3 ALCALOIDES
Reacéo de Dragendorff

Foram adicionados 5mL de HCI 1% em 10 mL de EAEC e também foram
adicionados em outro tubo de ensaio 5mL de HCI 1% em 10 mL de EMEC. Deixou-se
entdo as misturas em banho maria por 30 min, de modo que os alcaloides que
estiverem na forma de “base livre” (ndo-ionizada) passasse para forma de “sal”
(ionizada), aumentando assim a solubilidade. Esperou-se esfriar e filtrou-se cada
amostra em funil de vidro com um filtro de papel Whatman. Colocou-se algumas gotas
do filtrado (de EAEC e EMEC) e 3 gotas do Reagente de Dragendorff sobre uma
lamina de vidro para cada amostra. Para controle foram colocadas 3 gotas do filtrado
sobre uma lamina e realizou-se a comparacgéao visual. A reacao € considerada positiva

com o aparecimento de precipitado marrom avermelhado. (GAMBETA, 2008).
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4.6.4 TANINOS

Foram retirados 2mL das solu¢cbes de EAEC e EMEC de cada amostra e
transferidos para tubos de ensaios. Realizaram-se as reacdes descritas a seguir para
a identificacdo de taninos. Para o controle, utilizou-se tubos de ensaios contendo
somente as solu¢gbes de EMEC e EAEC sem a adicdo de nenhum reagente, para a

comparacao visual com os testes.
Testes com Sais de Chumbo (acetato)

Foram colocadas para cada tubo de ensaio algumas gotas de uma solucéo
aguosa de acetato de chumbo (10%, p/v) em 2mL das solu¢des de EMEC e EAEC. O
surgimento de um precipitado volumoso e denso caracteriza resultado positivo para
taninos (COSTA, 2002).

Reacdo com Sais de Cobre (acetato)

Foram adicionadas para cada tubo de ensaio algumas gotas de uma solugao
aguosa de acetato de cobre (3%, p/v) em 2mL das solu¢des de EMEC e EAEC. O
aparecimento do precipitado castanho escuro caracteriza resultado positivo para
taninos (COSTA, 2002).

Reacdo com Sais de Ferro

Em 2mL das solu¢cdes de EMEC e EAEC, foram adicionados 5 mL de agua
destilada e algumas gotas de uma solucdo de cloreto férrico a 2% para observacao
de mudanca de coloracdo. Nesta reacdo os taninos classificados como hidrolisaveis
produzem coloracdo azul-violeta e os taninos classificados como condensados
coloracdo esverdeada (COSTA, 2002).

Reacdo com Acetato de Chumbo

Foram adicionados 10 mL de acido acético (P.A.) em 5mL das solu¢bes de
EMEC e EAEC e, em seguida adicionados 5mL de uma solugéo de acetato de chumbo
10%. Esta reacdo é considerada positiva para taninos mediante surgimento de um
precipitado. Nestas circunstancias, o acido aceético conserva dissolvidos o0s

catequinataninos evitando sua precipitacdo (COSTA, 2002).
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4.6.5 ANTRAQUINONAS

A reacdo de caracterizacdo deste grupo de substancias (Reacao de
Borntraeger) exige algumas condi¢des estruturais dos compostos a serem analisados,
tais como: a presenca de hidroxilas nas posi¢cdes 1 e 8 do nucleo antraquinénico,
fazendo-se necessario caso as hidroxilas nao estejam livres, um tratamento hidrolitico
(O-heterosideos) e oxidativo (C-heterosideos) (COSTA, 2002).

Ocorréncia da genina livre

Agitou-se 0,3 g de extrato seco algal pulverizado com 5mL de éter etilico.
Esperou-se sedimentacdo, e separou-se 0 extrato etéreo para tubos de ensaio.
Repetiu-se o procedimento, com a mesma amostra, totalizando 10 mL de extrato
étereo. Adicionou-se ao extrato etéreo 1mL de uma solucdo aquosa de hidréxido de
amonio (10%, v/v), tampou-se 0 tubo de ensaio e agitou-se para observacdo da
coloracdo. A coloragdo com tonalidades de vermelho (rosa, laranja), na fase aquosa,
indica a presenca da parte agliconica livre na amostra analisada (REACAO DE
BORNTRAEGER).

Ocorréncia de O-heterosideo

Agitou-se 0,3 g de extrato seco algal pulverizado com 5mL de éter etilico.
Esperou-se sedimentacdo, e separou-se 0 extrato etéreo para tubos de ensaio.
Repetiu-se o procedimento, com a mesma amostra, totalizando 10 mL de extrato
étereo. Ao pé de cada amostra extraida com éter foi adicionado 40 mL de agua

destilada e aqueceu-se até a fervura, mantendo-a por 10 minutos.

Filtrou-se cada amostra utilizando um funil com algod&o para um erlenmeyer,
esperou-se esfriar e, apds resfriamento, foram adicionados 5mL de HCI (P.A.). As

amostras foram levadas novamente a ebulicdo para a hidrélise dos O-heterosideos.

Apés a ebulicdo, as amostras foram filtradas utilizando um papel de filtro, e
entdo esperou-se esfriar e transferiu-se o extrato aquoso para um funil de extracao.
Extraiu-se a solugcdo aquosa com 3 por¢cdes de 15 mL de éter etilico. Agitou-se uma
aliquota da solucao etérea (Y2 do volume do tubo de ensaio) com 2mL de uma solucéo
aquosa de hidroxido de aménio (10%, v/v) e observou-se a coloragdo. A coloracéo
com tonalidades de vermelho (rosa, laranja), na fase aquosa alcalina, indica a
presenca de O-heterosideos na amostra analisada (REACAO DE BORNTRAEGER).



52

Ocorréncia de C-heterosideo

Adicionou-se a solugéo 4cida obtida através do processo para determinagéo da
ocorréncia de O-heterosideo, 5mL de uma solucdo de cloreto férrico (25%, p/v) e

ferveu-se as amostras por 15 minutos para oxidacao dos C-heterosideos.

Ap6és fervura filtrou-se a solucédo utilizando papel de filtro, esperou-se esfriar e
entdo os extratos foram transferidos para um funil de extragédo. Realizou entdo uma
particdo liquido-liquido, adicionando-se 20 mL de cloroférmio. A fase cloroférmica foi
separada com o auxilio de um funil de extracédo e lavada duas vezes com 10 mL de

agua destilada.

Agitou-se uma aliquota da fase cloroférmica (Y2 do volume do tubo de ensaio)
com 2mL de uma solucéo aquosa de hidroxido de aménio (10%, v/v) para observacéo
da coloracdo. O surgimento de uma coloracdo com tonalidades de vermelho (rosa,
laranja) na fase aquosa alcalina, indica a presenca de C-heterosideos na droga
analisada (REACAO DE BORNTRAEGER).

4.6.6 ESTEROIDES/TERPENOIDES

Os testes para esterdides/terpendides foram realizados pela reacdo de
Lieberman-Burchard, tomando-se 2mL da solu¢cdo de EMEC e misturando-o a 2 mL
de cloroférmio. Em seguida, a solucéo cloroférmica foi filtrada gota a gota em um funil
com algodéo coberto com alguns decigramas de Na2SOa4 anidro.

Em tubo de ensaio, adicionou-se 1mL de anidrido acético (P.A.), agitando-se
suavemente, e entdo foram acrescentados cuidadosamente trés gotas de H2SOas
concentrado (P.A.), agitando-se suavemente os tubos. O surgimento de uma
coloracdo azul evanescente seguida de verde indica presenca de esteroides e
terpendides, respectivamente (SILVA et al., 2010).

4.7 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Para obtencao de espectros Raman das algas estudadas, uma pequena por¢ao
de cada extrato seco (item 4.3) foi separada e levada para as analises.

Para as analises por espectroscopia Raman, foi utilizado um sistema Raman
dispersivo portatil (Dimension P-1 Raman system, Lambda Solutions, Inc., MA, EUA)
com excitacdo de 830 nm e laser ajustavel com poténcia de até 250 mW. A resolucéo
espectral utilizada foi de 0,5 cm™ num intervalo de 400-1800 cm. O espectrémetro
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foi ligado a uma sonda de Raman (Vector probe, Lambda Solutions, Inc. MA, EUA) de
3 m de comprimento, com filtro passa-banda e de rejeicdo. O espectrometro possui
uma camera CCD (1320 x 100 pixels), resfriada a -75°C para diminuir o ruido térmico
(figura 19).

Para a aquisicdo dos espetros, as amostras foram acondicionadas em um
porta-amostras de aluminio, com pocos de 5 mm de didmetro e capacidade de 100 pL
e, em seguida, a sonda foi colocada a uma distancia de 10 mm, perpendicularmente
a superficie da amostra. O sinal espalhado por cada amostra foi entdo coletado pela
sonda e acoplado ao espectrometro Raman para a dispersao e deteccao. Os sinais
Raman foram coletados em varreduras de 10s para todas as amostras. Finalmente,
0s espectros brutos foram calibrados, pré-processados (filtragem da fluorescéncia) e

armazenados para posterior anélise (TOMA et al., 2014).

Figura 19. Sistema Raman dispersivo utilizado para obtencéo dos espectros das algas.
Fonte: GUIMARAES et al., 2014

A espectroscopia Raman € considerada uma técnica espectroscopica
vibracional relativamente simples, reprodutivel, ndo destrutiva para o tecido. Com
apenas pequenas quantidades de material (hanogramas para microgramas) com uma
preparacdo minima da amostra a técnica ja pode ser realizada. Além disso, esta
técnica fornece informacdes em nivel molecular, permitindo a investigacéo de grupos
funcionais, tipos de ligacéo, e conformacdes moleculares. As bandas espectrais em
espectros vibracionais sdo moléculas especificas e fornecem informacfes diretas
sobre a sua composicdo bioquimica. A posicdo dos picos espectrais atribuidos
juntamente com deteccdo precisa do pico de definicdo é de crucial importancia
(MOVASAGUI et al., 2007).
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A técnica baseia-se na dispersdo ndo elastica de fotons incidentes por atomos
e moléculas numa amostra. Os fotons incidentes entram em um estado de energia
virtual quando interagem com a amostra. O comprimento de onda de fétons dispersos
pode ser determinado através do calculo dos momentos de dipolo induzido nas
moléculas devido a deslocamentos vibracionais. Se o estado fundamental final tem
mais energia do que o estado inicial, fétons emitidos serdo deslocados para menor
frequéncia. Esta dispersdao € chamada como dispersdo Stokes. Se o estado final é
mais enérgico do que inicial, o féton emitido sera deslocado para maior frequéncia,
resultando em disperséo anti-Stokes. Dependendo da quantidade de fétons dispersos,
0 espectro Raman mostrar4 varios picos que sofrerdo alteracbes. Estes picos
caracteristicos podem ser utilizados para identificar os componentes estruturais ou a
composicdo quimica de uma amostra (PARAB & TOMAR, 2012).

Em condigbes normais, a intensidade de dispersédo de Raman de um
componente ativo depende da frequéncia do laser incidente. A intensidade de um pico
caracteristico € linearmente proporcional a escala de concentracdo da molécula que
produz o espectro (SMITH & DENT, 2005). No entanto, o espalhamento ressonante
s6 ocorre quando o maximo de absorcdo de uma molécula esta préximo da frequéncia

do laser incidente (ou energia de excitacdo) (HUANG et al., 2009).

4.7.1 TLC-RAMAN

Para melhorar a resolugcao dos picos dos espectros Raman das amostras foi
empregado no presente estudo a técnica de thin-layer chromatography acoplada a
espectroscopia Raman (TLC-Raman), que consiste na obtencao do espectro Raman
sobre as bandas geradas na placa de CCD. As placas de CCD foram desenvolvidas
na mesma fase mével descrita no item 4.4 e as bandas foram presentes nas amostras
foram visualizadas com o auxilio de gabinete com luz ultravioleta de 254nm e 365nm,
sendo foram devidamente marcadas. Para obtencéo dos espectros, o feixe de luz foi
localizado centralmente as bandas e os espectros Raman foram gerados sob as
mesmas condi¢cdes analiticas descritas no item 4.7 (ZHU et al., 2014). Para efeitos de
comparacao, também registrados espectros Raman correspondentes a silica que

recobre a placa de CCD (sem amostra).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS
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Foram obtidos quatro extratos de diferentes polaridades das algas U. fasciata,

P. gymnospora, U. linza, e J. adhaerens e na tabela 3 e figura 20 estdo apresentados

0s rendimentos para cada extrato obtido.

Tabela 3. Massa dos extratos com polaridades diferentes de cada alga.

MASSA MASSA

ESPECIE EXTRATO
INICIAL  SECA
HEXANO CLOROFORMIO METANOL AGUA
Ulva fasciata 57,489 10,069 0,049 0,359 0,429 0,79
Padina
gymnospora 58,88¢ 11,469 0,189 0,459 0,699 0,499
Ulva linza 69,959 22,539 0,129 0,479 0,149 0,219
Jania
7,7 20,31 44 24 17
adhaerens 67,739 0.31g 0,039 0,449 0,249 0,179
10
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Figura 20. Rendimento dos extratos.

A metodologia extrativa empregada no presente estudo apresentou melhor

rendimento para as algas U. fasciata, P. gymnospora, extratos metandlicos e aquosos.

Vérios métodos sdo empregados na extragdo de componentes de algas marinhas, tais

como enzimaticos, acidos e aquosos (ZHANG et al., 2008). Segundo Dos Santos et

al. (2010), procedimentos classicos para obtencéo dos extratos permitem estudos com
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custo relativamente baixo, tendo uma abordagem que permite a incorporagédo de
resultados cientificos em escala produtiva. Os procedimentos classicos sao
conduzidos em sistemas abertos, ou seja, sem controle da presenca de oxigénio ou
de temperatura, normalmente com fases estacionarias polares (CORREIA et al.,
2007).

ExtracOes de componentes de diferentes espécies de algas marinhas podem
influenciar nos seus rendimentos (TORRES, 2005). Em um levantamento realizado
por Rodrigues et al. 2009 para a extracdo de polissacarideos sulfatados presente em
algas é possivel observar a grande variacdo nos rendimentos de diferentes espécies
e metodologias empregadas. Extracdes de polissacarideos utilizando as algas
marinhas vermelhas Gracilaria cornea (MELO et al.,, 2002), Champia feldmannii
(TORRES, 2005) e uma outra espécie do género Halymenia (RODRIGUES, 2006)
apresentaram rendimentos superiores daquele obtido da alga verde Caulerpa
sertularioides por Bezerra-Neto (2005), mas foram semelhantes as algas pardas
Lobophora variegata (ALENCAR, 2007) e Spatoglossum shrdederi (LIMA, 2007).

Algumas das desvantagens de se trabalhar com extratos de produtos naturais
sdo as pequenas quantidades disponiveis para testes, a variacdo entre lotes e a
complexa identificacdo e isolamento de seus componentes, que torna dificil atribuir a
atividade biol6gica descoberta a uma Unica molécula, o que ndo acontece para
substancias quimicas sintéticas obtidas em laboratério (FREARSON & COLLIE,
2009). Alternativamente, as metodologias de cultivo de algas poderéo ser empregadas
no intuito de se obter maior quantidade de material além da possibilidade de controle
das condicoes de crescimento. Condicbes que possivelmente diminuiriam a
variabilidade na producdo de moléculas biologicamente ativas, como por ex. a

producéo de metabdlitos secundarios.

5.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os ensaios cromaticos e/ou de precipitacdo consistem em analises fitoquimicas
que tem por objetivo avaliar a presenca de metabdlitos secundarios em espécies
vegetais. Quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a
analise fitoquimica pode indicar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes

(biologicamente ativos) nestas espécies (SIMOES et al., 2010). Para todas as algas
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foram realizados ensaios para avaliar a presenca dos metabdlitos secundarios
Flavondides, Taninos, Antraquinonas, Alcaldides, Saponinas e Esterdis/terpendides
devido a sua importdncia no contexto da pesquisa de novas moléculas

biologicamente/farmacologicamente ativas.
5.2.1 FLAVONOIDES

Os Flavonoides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla
distribuicdo na natureza, sua presenca nos vegetais pode estar relacionada com
funcbes de defesa (protecdo contra raios ultravioleta, acbes antifingica, e
antibacteriana). O esqueleto basico dos Flavondides, dois anéis aromaticos
conectados por uma ponte de trés atomos de carbono (C6-C3-C6), resulta de rotas
biossintéticas separadas: a do acido chiquimico e a do acetato, via &cido malbnico.
Representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural. Podem-se encontrar flavonoides em diversas formas

estruturais, que sdo formados a partir da sua biossintese (SIMOES et al., 2010).

Para as algas avaliadas, todas as espécies apresentaram resultado positivo
apenas para a reacdo com cloreto férrico, o que indica presenca de Chalconas nestas

amostras (figura 21).

Figura 21. Resultados das andlises de Flavonoéides (teste de cloreto férrico para Chalconas).

Painel A, tubos controle para a reagao de cloreto férrico. Painel B, Reacao positiva para presenga de
Chalconas nas diferentes espécies de algas. Tubo 1, U. fasciata; tubo 2, U. linza;
tubo 3, P. gymnospora; tubo 4, J. adhaerens.

Fonte: Arquivo pessoal

Chalcona € um termo utilizado para caracterizar uma familia de compostos
possuindo como nucleo fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenga de
uma ligacdo olefinica, de um grupamento cetona e/ou de um grupamento hidroxila.



58

S&o composto precursores da via da biossintese dos flavonoides, possuem um papel
importante em sistemas ecolégicos em funcao das cores que produzem nos vegetais,
apresentam uma grande variedade de atividades biolégicas, sendo as mais comuns

edulcorantes ou protetores contra o calor e luz (SIMOES et al., 2010).

Em um trabalho realizado por Felix (2014) com algas cultivadas na auséncia de
agentes estressantes (salinidade e cadmio) o teor de flavondéides foi menor quando
comparado as algas submetidas a condicdes de estresse, indicando que este

composto atua efetivamente como elemento de protecao.

Guo et al. (2008) isolou metabdlitos secundarios em micro-organismos
endofiticos, que sdo fungos associados a algas compreendendo uma relagdo de
protocooperacdo, onde estes possuem habilidade em biossintetisar substancias
ativas que foram inicialmente descobertas em suas plantas hospedeiras, entre essas
substancias destacaram-se a presenca de flavonoides, terpendides, alcaloides entre
outros; A associacdo entre algas e fungos apresenta-se bem estabelecida
cientificamente mas ainda necessita de mais estudos pois essa area oferece potencial
praticamente ilimitado a ser explorado (FELICIO, 2010). Os flavonoéides representam
um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem natural. Essa classe de composto é amplamente distribuida no reino vegetal,
porém € quase ausente em algas, sendo alguns representantes identificados em

bridfitas, existindo relatos de ocorréncia em fungos (SIMOES et al., 2010).

5.2.2 SAPONINAS

Somente a alga U. fasciata apresentou resultado positivo em todos os testes
para a presenca de saponinas, enquanto a U. linza, apresentou resultado positivo aos
testes de determinacgéo do indice de espuma e para analise qualitativa para saponinas
(figura 22). As algas P. gymnospora e a J. adhaerens apresentaram resultado negativo

para saponinas em todos os testes.

Saponinas sao glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Esse tipo
de estrutura possui caracteristica lipofilica (triterpenos ou esteroides) e outra parte
hidrofilica (acucares), determinando a propriedade de reducdo da tenséao superficial
da agua e suas acdes detergente e emulsificante. O isolamento de saponinas, bem

como a sua elucidacao estrutural, pode ser muito dificeis, pois sdo substancias com
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elevada massa molecular, que possuem misturas complexas devido a presenca
concomitante de estruturas com um numero variado de agucares com cadeia linear
ou ramificada ou ainda a presenca de agliconas. As saponinas mais frequentes
encontradas na natureza possuem 30 atomos de carbono e ndcleo triterpénico,

apresentando distribuicdo diferenciada no reino vegetal (SIMOES et al., 2010).

Saponinas fazem parte da composi¢éo basica de varias espécies de algas.
(PADILHA et al., 2014). Por seu comportamento anfifilico possuem propriedades
biolégicas como: hipocolesterolemiante (FERREIRA et al., 1997), anti-inflamatoria
(SAFAYHI & SAILER, 1997) e antiviral (SIMOES et al., 1999). As saponinas em
solugcdes aquosas formam espuma persistente na presenca de acidos. Essa
caracteristica detergente deve-se a sua estrutura, composta de uma parte lipofilica
apolar (aglicona ou sapogénica) e uma parte hidrofilica polar (agucares). O teste de
formacéo da espuma baseia-se na caracteristica fisico-quimica dessas substancias:

diminuicao da tensao superficial e formacéo de espuma (SCHENKEL et al., 2007).

Figura 22. Resultados das andlises de saponinas. Painel A, resultados positivos para o teste de

determinacgéo do indice de espuma, sendo tubo 1 U. fasciata e tubo 2 U. linza. Painel B, resultado

positivo para o teste de acao superficial para U. fasciata. Painel C, resultado positivo para analise
qualitativa para saponinas, sendo o tubo 1 U. fasciata e tubo 2 U. linza.

Fonte: Arquivo pessoal

A ocorréncia de saponinas em algas também foi detectada em um trabalho
realizado com a U. fasciata por Alencar (2010), onde através da analise do extrato
étereo a ocorréncia de saponinas foi verificada através da formacédo de uma espuma

persistente e confirmada com a precipitacdo de agliconas hidrolisadas.
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Varios efeitos biolégicos tém sido atribuidos a esta substancia: agentes
antimicrobianos, anticancerigeno, imunoestimulantes, entre outros (Francis et al.,
2002). Este componente é muito importante na vida marinha, uma vez que esta
diretamente relacionado a dieta nos peixes, uma vez que se verificou que as algas
prolificas do género Caulerpa (Chlorophyta), pode conter cerca de 10-20% de
saponinas na sua constituicdo e promover um bom crescimento e desenvolvimento
em peixes, no entanto um rendimento de mais de 30% de saponinas em Caulerpa €
muito elevado (ZINADAH et al., 2013).

Saponinas foram encontradas no trabalho de Padilha et al. (2014), que avaliou
a presenca desse metabdlito com a espécie Caulerpa racemosa, pertencente ao
género Caulerpa (Chlorophyta) corroborando com os resultados positivos para
saponinas encontrados nesse trabalho. Para algas vermelhas, um estudo realizado
por Salamanca (2007) avaliou a presenca de metabdlitos secundarios na espécie
Bostrychia calliptera (Rhodophyta) em extrato de diferentes polaridades, sendo apolar
(hexano), media polaridade (cloreto de metileno) e polar (etanol), na Costa Pacifica

Colombiana, detectando-se a presenca de saponinas nesta alga.

5.2.3 ALCALOIDES

Diferentes reativos cromogénicos tais como Dragendorff, podem ser utilizados
para caracterizar alcaloides (HARBONE, 1998). A reacdo de Dragendorff realizada
nas amostras evidenciou a presenca de alcaloides para as algas U. fasciata, U. linza

e P. gymnospora.

Alcal6ides também foram detectados em U. fasciata em ensaio com reagente
Dragendorff no trabalho de Alencar (2010). Para algas verdes do género Caulerpa, 0s
trabalhos de Macedo et al. (2012); Guven et al. (2010), elucidaram pequenas

quantidades de alcaloides.

Em outro trabalho realizado com a espécie Caulerpa racemosa diversos
metabdlitos secundarios foram avaliados, sendo os alcaloides o segundo grupo mais

abundante, detectado nos extratos étereo e metanélico (SANCHEZ, 2012).

A presenca de alcaloides na macroalga marinha verde U. fasciata foi relatada
por Alencar (2010), que estudou a presenca de dois alcaloides, a histamina (alcaloide

imidazélico) e a tiramina, onde foi detectada a presenca de histamina em uma
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quantidade inferior 0,01 mg kg " de alga desidratada. A tiramina ndo foi encontrada
na U. fasciata, mas foi encontrada em algas parda Laminaria saccharina (KNEIFEL et
al., 1977), algas vermelhas Palmaria palmata (SAKER-SAMPAIO, 1997), Chondrus
crispus e Polysiphonia urceolata (HARTMAN & AUFERMAN, 1973).

O numero de produtos descritos, sua diversidade estrutural e sua gama de
atividades farmacoldgicas, fazem dos alcaloides um dos grupos mais importantes
dentro das substancias de origem natural com interesse terapéutico (BRUNETON,
2001). Segundo Pelletier (1988), um alcaloide seria uma substancia organica, de
origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de oxida¢&o negativo e

cuja distribuicdo é limitada entre os organismos Vvivos.

Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabdlitos com grande
diversidade estrutural, comparavel aquela dos terpendides, representando cerca de
20% das substancias naturais descritas (SIMOES et al., 2010). Podem ser
encontrados em todas as partes de um vegetal, contudo em um ou mais 6rgaos havera
um acumulo preferencial dessas substancias, como tecido com crescimento ativo,

células epidérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos (EVANS, 1996).

Tem sido observado que alcaloides sao sintetizados em vegetais para conferir
protecdo contra animais e insetos, detoxificagdo de substancias nocivas, geradas pelo
metabolismo primario, reserva de nitrogénio, hormonios reguladores de crescimento
(SIMOES et al., 2010).

A hordenina foi o primeiro alcaloide isolado a partir de alga marinha em 1969
(GUVEN et al., 1969; GUVEN et al., 1970), atualmente aproximadamente duzentos
alcaloides sao conhecidos, eles ocorrem abundantemente em plantas terrestres e
raramente em algas marinhas, onde podemos citar os grupos: Feniletilamina
alcaloides, Inddlicos e alcaloides Inddlicos Halogenados e outros alcaloides (GUVEN
et al., 2010).

Embora muito poucos alcaloides tenham sido isolados a partir de algas
marinhas quando comparados com o numero de estudos em plantas terrestres,
podemos citar: a B/2-feniletilamina identificado em algumas algas pardas e vermelhas,
gque agem no cérebro humano como um neurotransmissor e neuromodulador; a
dopamina foi isolado pela primeira vez na alga verde Monostroma fuscum; e a

caulerpina que foi identificada em varias espécies de algas verdes e vermelhas, sendo
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encontrada principalmente em algas Caulerpa. Compostos ciclicos halogenados
contendo nitrogénio em sua estrutura sdo englobados no termo alcaloide, os quais

sdo especificos dos organismos marinhos e algas marinhas (GUVEN et al., 2010).
5.2.4 TANINOS

A presenca de taninos foi observada na reagao de sais de ferro para EMEC das
algas U. fasciata, U. linza e P. gymnospora. A presenca de taninos em U. fasciata
corrobora com o trabalho de Alencar (2010) que detectou a presenca desses

COMpOostos nessa mesma alga no extrato étereo.

Trabalhos como o de Blunden et al. (1986) com 33 espécies de Phaeophyceae
demonstrou que a atividade hemoglutinante era devida a presenca de taninos, sendo
sugerido que as publicacbes anteriores com Phaeophyceae sobre hemaglutinacédo

pode ser devido a presenca desses compostos e nao da lecitina.

No trabalho realizado por Perez-Lorenzo (1998), onde foram comparados 0s
niveis de taninos presentes em P. gymnospora (Phaeophyceae) e Gymnogongrus
tenuis (Rhodophyta), foi constatado que a Padina gymnospora contém mais taninos
quando comprados com a espécie Gymnogongrus tenuis.

Apesar deste grupo de metabdlitos ndo ser muito encontrado em algas verdes,
€ normalmente encontrada em algas pardas, sendo denominada de floratinos
(ROCHA et al., 2007). Os taninos sao conhecidos por sua acao antioxidante, devido
a sua capacidade de capturar radicais livres, reforcando assim suas propriedades
medicinais (ALENCAR, 2010). Estudos mostram que varios taninos atuam como
captadores de radicais, assim como os encontrados no presente trabalho, os quais
interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis, como por exemplo, em
situacdes de bloqueio da peroxidagéo de lipideos em mitocondrias hepéticas; bloqueio
da lipoxigenase em leucocitos; bloqueio da xantinoxidase e a repressao da formacgéo
de radicais de anion superoxido (MOURE et al., 2001).

Taninos sao compostos fenolicos hidrossoliveis que possuem massa
molecular que compreende entre 500 e 3.000 Dalton, apresentam junto com as
reagOes classicas de fendis, a propriedade de precipitar alcaloides e algumas
proteinas (BRUNETON, 2001). A complexacdo entre taninos e proteinas € a base
para suas propriedades como fatores de controles de fungos, bactérias tanto quanto

para suas atividades farmacoldgicas (SIMOES et al., 2010). Suas atividades
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farmacoldgicas incluem tratamento da hipertensdo arterial, reumatismo, gastrite,
problemas renais e processos inflamatorios e antitumoral (DUFRESNE &
FARNWORTH, 2001).

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos sao devidas, em
parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor grau aos dois
grupos de taninos (condensados e hidrossollveis): complexacdo com ions metélicos,
habilidade de complexar com outras moléculas incluindo proteinas e polissacarideos

e atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres (SIMOES, 2010).
5.2.5 ANTRAQUINONAS

As quinonas naturais possuem suas ligacdes duplas conjugadas com um anel
de benzeno (benzoquinonas), ou aqueles com um sistema aromatico policiclico
condensado: naftaleno (naftoquinonas), antraceno (antraquinonas), 1,2-
benzantraceno (antraciclinonas), naftodiantreno (naftodiantronas), perileno e
fenantreno. Antraquinonas podem ser classificadas como compostos organicos
oxigenados com carater aromatico, que podem ser considerados como produtos da
oxigenacéao de fenois (BRUNETON, 2001).

Organismos vegetais sdo estudados desde a antiguidade por suas atividades
biolégicas ou como fonte de corantes (THOMSON, 1971). Em 1993, Decosterd et al.
demonstraram a atividade inibitoria da replicacao do virus HIV através do isolamento
de uma quinonas, a naftoquinona trimérica conocurvona (Conospermum incurvum
Lindl.). No estudo de Itogawa et al. (2001) a naftoquinona de Avicennia, demonstrou
potente atividade quimioprotetora contra carcinogénese. Estas e outras substancias
do grupo podem vir a tornarem-se alternativas na terapia e prevencao de diversas
patologias (SIMOES et al., 2010).

Para avaliacdo de antraquinonas o teste da genina livre apresentou resultado

negativo para todas as amostras algais.
5.2.6 ESTEROIDES E TERPENOIDES

Esterdides e Terpendides séo sintetizados a partir dos mesmos precursores,
constituem o mais amplo conjunto conhecido de metabdlitos secundéarios dos
vegetais. A imensa maioria dos terpenos é especifica do reino vegetal, diterpenos séo
encontrados em organismos marinhos (Celentéreos, Espongiarios) (BRUNETON,

2001). Os testes empregados para a deteccdo de esteroides e terpendides no
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presente estudo, através da reacdo de Lieberman Burchard, foram positivos para as

algas U. fasciata, U. linza e P. gymnospora.

A presenca de triterpendides foi relatada pela primeira vez no estudo realizado
por ALENCAR (2010) com a Ulva fasciata, porém a literatura registra o isolamento de
outras estruturas terpendides em outras espécies do género Ulva, como diterpenos
labdanos (CHAKRABORTY et al.,, 2010), sesquiterpenos (CHAKRABORTY &
PAULRAJ, 2010), tetraterpenos (PIRES et al., 2008) e esteroides (AWAD, 2000).

Estudos das atividades bioldgicas realizados com os extratos de alga verde do
género Ulva, além de pesquisas que isolaram 0s constituintes quimicos revelando
classes de compostos como: terpenos, esteroides, compostos fendlicos e acidos
graxos (ALENCAR, 2010), corroboram com os resultados positivos encontrados para

as amostras de Ulva fasciata e Ulva linza.

Os terpenos estdo incluidos em uma diversificada classe de substancias
naturais de origem vegetal, sendo formados a partir de unidades de cinco atomos de
carbonos, denominados de isopreno. Os terpenos sao classificados de acordo com o
namero de unidades de isoprenos que podem ser: monoterpenos (Cuio);
sesquiterpenos (Cis); diterpenos (C20); sesterterpenos (Cz2s); triterpenos (Cs30);
tetraterpenos ou carotenoides (C40) e esteroides (Ci18 a C29) (HANSON, 2003;
HUMPHREY & BEALE, 2006; MANN, 2005).

A investigacdo de metabdlitos secundarios de algas marinhas ja resultou no
isolamento de diversos compostos terpendides, a macroalga verde tropical Caulerpa
taxifolia € um desses exemplos. Ela ficou conhecida pelos seus danos ao
ecossistema, devido a liberacdo de um sesquiterpeno toxico chamado caulerpenina
(MOZZACHIQODI et al., 2001). A caulerpenina (1,4-diacetoxibuta-1,3-dieno; segundo a
IUPAC) é um composto aciclico e em sua estrutura encontramos 3 grupos acetoxi
(AMICO et al., 1978). Semelhantemente foi encontrado em Caulerpa prolifera, outro
sesquiterpeno conhecido como furocaulerpina, com a presenca de um anel furano
(NAPOLI et al., 1981).

O esterol predominante nas algas verdes é clionasterol, Dzeha et al. (2013),
mostraram que essa substancia é letal para larvas de mosquitos. Nesse mesmo ano
foram realizadas extracdes etandlicas com alga Caulerpa racemosa frente as

espécies Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatu, indicando que
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o produto natural marinho tinha potencial biolégico (ALI et al., 2013). As macroalgas
pardas (Phaeophyceae) comumente produzem terpendides, polifendis, substancias
de origem biossintética mista, terpenos aromaticos, e hidrocarbonetos volateis como

seus metabdlitos secundarios mais comuns (BLUNT et al., 2011).

Um estudo realizado por Pereira et al. (2002) mostrou que a mistura de dois
diterpenos (isolinearol e linearol) presentes na espécie de alga parda Canistrocarpus
cervicornis possui acdo defensiva frente ao consumo do gastrépodo Astraea latispina,

mostrando que esses compostos podem proteger a alga de uma possivel herbivoria.

A forte acdo defensiva dos varios diterpenos isolados em espécies de Dictyota
parece estar diretamente relacionada com caracteristicas estruturais e quimicas
importantes para o perfil defensivo destas substancias (GARCIA et al., 2009). Em
geral, os estudos realizados no Brasil, ampliaram o conhecimento sobre outros tipos
estruturais ou moleculares de diterpenos que podem atuar como defesa. Outra
espécie de alga parda a Stypopodium zonale, também é quimicamente defendida,

uma vez que seu extrato bruto é rico em meroditerpenos (PEREIRA et al., 2008).

Estudos realizados mostram que as algas pardas das espécies Sargassum
furcatum, Dictyopteris justii e Spatoglossum schroederi, possuem em sua composi¢ao
guimica esterdides monohidroxilados, onde segundo Fleury et al. (1996), esse
metabdlito ndo possuem acdo frente a herbivoria, porém um estudo mais recente
desenvolvido por Teixeira et al. (2006), mostra que a sinergia gerada por esterois
isolados nas macroalgas pardas Dictyopteris justii e Spatoglossum schroederi, inibiu

consumo pelo caranguejo Pachygrapsus transversus.

As macroalgas verdes sdo conhecidas como produtoras de sesquiterpenos e
diterpenos, em sua maioria, produzidos por espécies de Caulerpales (PEREIRA & DA
GAMA 2008). Outros poucos géneros (com destaque para Avrainvillea, Cymopolia e
Neomeris) também produzem metabdlitos halogenados (HARPER et al., 2001,
BLUNT et al., 2011).

Os resultados obtidos nas analises de metabdlitos secundarios estdo

resumidos na tabela 4.



66

Tabela 4. Resultado das analises de metabolitos secundarios.

Ulva Ulva linza Padina Jania

fasciata gymnospora adhaerens
FLAVONOIDES (+) (+) (+) )
SAPONINAS (+) (+) (_) (_)
ALCALOIDES (+) (+) (+) )
TANINOS ) () () ()
ANTRAQUINONAS (-) (_) (_) (_)
neeNObEs () +) +) ()

(+) presenca ; ( -) auséncia

5.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com que
efetua a separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por Si
mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, espectrometria
de massa. A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes
em duas fases, uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra se move
através dela. Durante a passagem da fase movel sobre a estacionaria, 0s
componentes da mistura sao distribuidos pelas duas fases de tal forma que um deles
€ seletivamente repetido pela fase estacionaria, o que resulta em migracdes

diferenciais desses componentes (COLLINS, 2007).

A CCD foi desenvolvida em 1938 pelos pesquisadores russos lzmailov e
Sharaib e consiste na separagdo dos componentes de uma mistura através da
migracao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana. O grande desenvolvimento dessa técnica é consequéncia natural das
multiplas vantagens que ela oferece, como facil compreensdo e execucéo,

separac0es rapidas, versatilidade, grande repetibilidade e baixo custo (LOPES, 2007).

Apoés obtencéo dos extratos foi realizada a CCD para todas as amostras. Os
perfis cromatograficos em ordem crescente de polaridade das bandas geradas atraves

da separacao dos componentes estédo representados na figura 23 com luz natural, na



67

figura 24 com exposi¢do de lampada de irradiagdo de 254 nm e na figura 25 com

exposicdo de lampada de irradiacdo de 365 nm.
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Figura 23. Perfil cromatografico sob a luz natural. H, extrato hexanico; C, extrato cloroférmico; M,
extrato metandlico; A, extrato aquoso.
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Figura 24. Perfil cromatografico em camada delgada sob luz UV 254 nm. H, extrato hexanico; C,
extrato cloroférmico; M, extrato metandlico; A, extrato aquoso.
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U. fasciata U. linza P. gymnospora J. adhaerens

Figura 25. Perfil cromatografico em camada delgada sob a luz 365 nm. H, extrato hexanico; C,

extrato cloroférmico; M, extrato metandlico; A, extrato aquoso.

Todas as bandas visiveis na placa cromatogréfica, tanto na luz visivel, quanto
com o auxilio de luz UV (254nm e 365nm) foram devidamente marcadas para
realizacdo do calculo de seus respectivos Rf (Tabela 5). A partir dos resultados de
CCD, pode-se observar um maior nimero de componentes quimicos de polaridade

intermediéria, presentes nos extratos cloroformicos e metandlicos.



Tabela 5. Rfs dos componentes presentes nas algas.

Ulva fasciata 0,01
0,14
0,43
0,49
0,68

Padina 0,01
mnospora 0,14
ay p 028
0,52

0,57

0,70

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

EXTRATOS

0,13
0,24
0,43
0,49
0,54
0,60

0,17
0,30
0,36
0,38
0,41
0,47
0,57
0,62
0,69
0,71
0,74

0,02
0,06
0,13
0,15
0,18
0,41
0,50
0,57
0,60

0,02
0,07
0,14
0,17
0,32
0,38
0,50
0,57
0,60
0,65
0,81
0,90
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Embora as plantas que realizam fotossintese estejam, em sua maioria,

expostas a combinacédo de fatores (como altas concentracdes de oxigénio e luz) que

levam & formacdo de radicais livres e outros agentes oxidantes fortes, as algas
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raramente sofrem algum dano oxidativo grave in vivo (AHN et al., 2004), podendo ser

um indicio da presenca de compostos antioxidante para esses organismos.

Entre os métodos colorimétricos utilizados para determinacdo da atividade
antioxidante em produtos naturais, destacam-se aqueles que relacionados a
habilidade dos antioxidantes em neutralizar radicais como DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazila) ou ABTS [sal de aménio do acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzenotiazolina-
6-sulfénico)] (BORGES et al., 2011). Entre os métodos bioldgicos existem aqueles que
avaliam a capacidade do antioxidante na protecdo a peroxidacéo lipidica e oxidag&o
protéica (HOTTA et al., 2001).

O teste de DPPH é um dos métodos indiretos para se determinar a atividade
antioxidante mais antigo sendo sugerido originalmente em 1950 para se descobrir 0s
doadores de hidrogénio em matérias naturais. Mais tarde foi quantificado para
determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos isolados e alimentos téo
bem como amostras biologicamente relevantes (ROGINSKY & LISSI, 2005). Uma
caracteristica desse método € que ele ndo envolve condigbes drasticas de
temperatura e oxigenacao (SILVA et al., 1999). O DPPH pode reagir com compostos
fendlicos, bem como com &cidos aromaticos contendo apenas um grupamento
(SANTOS et al., 2007). O método de DPPH é muito utilizado para se determinar a
atividade antioxidante em extratos e substancias isoladas como: compostos fenélicos
(SOUSA et al., 2007), fenilpropandides, fendlicos totais, flavonois (LEJA et al., 2007),
cumarinas (VOGEL et al., 2005), quitosana com diferentes pesos moleculares (KIM &
THOMAS, 2006), antocianinas, antocianidinas (LEJA et al., 2007; DE LIMA et al.,
2007), carotendides (AJILA et al., 2007), rutina, kaempferol (SILVA et al., 2005).

Para todas as amostras algais foram realizados os testes frente a acéo
antioxidante através da inibicdo radicalar com DPPH, onde pode-se observar

resultado positivo para as algas U. fasciata e U. linza e P. gymnospora.

Para a alga verde U. linza estdo presentes componentes com atividade
antioxidante no extrato hexanico (Rf 0,02) e no extrato metanolico (Rf0,16), conforme
figura 26.
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Figura 26. Atividade antioxidante do extrato hexanico (Painel A) e extrato metanélico (Painel B)

daalga U. linza.

Para a Ulva fasciata o extrato aquoso apresentou resultado positivo para

inibicdo radicalar com Rf 0,02, conforme figura 27.

Figura 27. Atividade antioxidante do extrato aquoso da alga verde U. fasciata.

Para a alga P. gymnospora observou-se componentes com atividade

antioxidante no extrato hexanico (Rf0,28) e metandlico (Rf 0,14) (figura 28).
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Hex Met

Figura 28. Atividade antioxidante de componentes presentes nos extratos hexanico (Hex) e

metandlico (Met) da alga P. gymnospora.

No estudo de Nagai e Yukimoto (2003) onde avaliaram o potencial antioxidante
de quatro algas dentre elas a alga verde U. pertusa pelos métodos de avaliacdo da
atividade antioxidante sobre a peroxidacdo lipidica do acido linoleico, atividade
neutralizadora do radical O2 no sistema xantina/xantina-oxidase, atividade redutora do
radical DPPH, nesse trabalho os autores concluiram que a alga U. pertusa apresenta

atividade antioxidante para todos os métodos avaliados.

J& para a pesquisa de Yan et al. (1998) trabalhando com diversas espécies
algais testaram os extratos metanolicos de duas espécies de Ulva, a U. lactuca e a U.
pertusa. Os resultados obtidos com o método DPPH revelaram atividade de 8% para
a U. lactuca e 15% para a U. pertusa frente ao radical formado. Os autores também
encontraram atividade sequestradora de radicais, em menor propor¢cdo, nos outros
extratos testados. No mesmo estudo, duas espécies de Enteromorpha, a E. intestinalis
e a E. prolifera, foram testadas e os extratos metandlicos apresentaram atividade
sequestradora de radicais de 15% e 7%, respectivamente. Atualmente o género
Enteromorpha foi incorporado ao género Ulva.

Segundo o estudo de Raymundo et al. (2004) os extratos metandlicos algais
foram capazes de sequestrar o peroxido de hidrogénio, mas o efeito foi bastante
reduzido variando entre 1,26 e 20,01%. Os extratos mais efetivos foram aqueles das

espécies de alga verde Chaetomorpha anteninna (1,26% a 20,01%) e Enteromorpha
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intestinalis (1,18% a 13,16%) para os volumes testados (10 uL—400 pL). Elevada
habilidade em sequestrar o peréxido de hidrogénio esta relacionada a presenca de

antioxidantes, no extrato, capazes de reagir com radicais livres.

O potencial antioxidante através do método DPPH dos extratos aquosos e
metandlicos de 10 espécies de macroalgas marinhas verde (Chlorophyta) e 25
espécies de macroalgas marinhas pardas (Phaeophyceae), foram avaliados no
trabalho de Heo et al. (2005) onde puderam verificar a atividade antioxidante em todos
0s extratos sendo que 0s extratos metandlicos apresentaram maior concentracdo de

antioxidante do que os extratos aquosos.

Em 2010 Chakraborty e Paulraj isolaram cinco sesquiterpendides como
constituintes majoritarios da alga verde Ulva fasciata, esses compostos foram
testados quanto a atividade antioxidante comparado com um antioxidante sintético
Trolox. Nesse trabalho foi concluido que os compostos isolados da macroalga

possuem maior atividade antioxidante que o antioxidante sintético.

O teste realizado com a Padina gymnospora apresentou atividade antioxidante
para 0s extratos hexanico e metandlico e ndo apresentou no extrato aquoso,
corroborando como estudo de Ahn et al. (2004) que investigaram a atividade de
sequestro de radical livre pelo método do DPPH em extratos sollveis em agua, obtidos
pela hidrélise enzimética com proteases e carboidrases de algas pardas da espécie
Scytosiphon lomentaria, onde nao foram encontradas atividade antioxidante
satisfatdria nos extratos hidrolisados de algas marinhas e salientaram que apesar da
vantagem da solubilidade em &gua, ha a necessidade de maiores estudos para

viabilizar o uso desses tipos de extratos como antioxidantes naturais.

As algas também sao sempre submetidas a rapidas variacdes de intensidade
de luz e concentragcbes de Oz e CO:2 ao longo da coluna de 4gua, combinacdo que
origina radicais livres, bem como outros potentes oxidantes. Assim, a auséncia de
danos oxidativos e sua sobrevivéncia dependem da resposta eficiente ao estresse
oxidativo. Por essa razao, tais organismos podem representar importante fonte de
substancias antioxidantes naturais tanto para as industrias alimenticias como para as
farmacéuticas (MATSUKAWA et al., 1997).
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5.5 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman baseia-se na descoberta do Fisico indiano C.V.
Raman em 1928, de que o comprimento de onda de uma pequena fracao da radiacéo
espalhada por certas moléculas difere daguela do feixe incidente e, além disso, que
os deslocamentos em comprimento de onda dependem das vibracdes moleculares
das moléculas responsaveis pelo espalhamento. O espectro Raman, originado pelo
espalhamento inelastico de uma luz monocromatica de alta intensidade, adequa-se a
identificacdo de compostos organicos, permitindo a identificacdo concomitante de

diferentes compostos organicos (HOLLER, 2009).

Todas as amostras algais e seus diferentes extratos foram submetidas a
espectroscopia Raman. Picos somente foram observados para as amostras
correspondentes aos extratos aquosos das algas. Os outros extratos (hexanico,
cloroférmico e metandlico) exibiram intensa fluorescéncia ndo sendo possivel gerar
0S espectros Raman por uma absorbancia muito alta do laser. Como as algas
possuem grande quantidade de pigmentos essa dificuldade de obtencdo dos
espectros por acdo da fluorescéncia é relatada em alguns estudos como o de Oliveira
et al. (1998).

Espectroscopias Raman em células de algas sugerem a necessidade de utilizar
niveis baixos de energia do laser do sistema operacional, ou seja, abaixo de 1mW ao
longo de um spot size 1-2 um, podendo muitas vezes nao ser eficiente para gerar um
espectro (KUBO et al.,, 2000), conforme ocorreu com 0s extratos hexanicos,
cloroférmicos e metandlicos das algas estudadas, onde a baixa poténcia (0,5 mW) do
laser incidente nao foi suficiente para gerar um espectro limpo, a poténcia foi ajustada

de acordo com a fluorescéncia gerada.

Espectros obtidos de algas a baixo nivel de laser incidente geram pronunciadas
linhas inclinadas indicando grande fluorescéncia, como tentativa de melhorar o
espalhamento do sinal pode-se adotar uma densidade de poténcia mais elevada
porém a fluorescéncia mostra uma forte dependéncia do tempo (HUANG, 2009), o
gue prejudica a leitura do espectro gerado. Os espectros das amostras analisadas no
presente estudo apresentaram uma relacdo sinal/ruido baixa, dificultando a

identificacéo dos sinais de interesse.
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Células de algas contém principalmente cinco tipos de biomoléculas: proteinas,
hidratos de carbono, lipideos, acidos nucleicos, pigmentos (ALBERTS et al., 1998).
Cada tipo de biomoléculas possui uma assinatura caracteristica de espectro de
Raman. A partir desse espectro Raman picos caracteristicos de biomoléculas podem

ser usados para identificacdo de componentes organicos de algas (PARAB, 2012).

O espectro gerado para o extrato aquoso da U. fasciata (Figura 29) apresentou
um pico na regido com frequéncia de 983,3.cm™, essa regido apresenta trecho C-C e
compostos n-alcanos (VIEN-LIEN et al., 1991), proteinas e lipideos (NOTHINGER et
al., 2004). Enquanto o espectro obtido para os extratos aquosos da U. linza (Figura
30), P. gymnospora (Figura 31) e J. adhaerens (Figura 32) apresentaram uma relacao

sinal/ruido prejudicada ndo sendo possivel identificar picos limpos.
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Figura 29. Espectro Raman do extrato aquoso da alga verde Ulva fasciata.
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Figura 30. Espectro Raman do extrato aquoso da alga verde Ulva linza
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Figura 31. Espectro Raman do extrato aquoso da Padina gymnospora.
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Figura 32. Espectro Raman do extrato aquoso da Jania adhaerens.

Recentemente, a técnica Raman tem sido aplicada a sistemas bioldgicos, tais
como estudos da distribuicdo de biomoléculas em superficies e células individuais de
algas, como ainda é dificil obter os espectros por acédo da fluorescéncia uma tentativa
de melhorar espectroscopia Raman, € a utilizacdo da técnica Surface-enhanced
Raman spectroscopy (SERS), que consiste em uma técnica altamente seletiva que
pode ser usada para obtencdo de melhoramento do espalhamento do laser incidente,
podendo ser utilizada em células de algas individuais para obtengédo dos espectros.
Em contraste com espectroscopia Raman normal, SERS utiliza a interacdo da luz com
ouro coloidal ou particulas de prata que trabalham para melhorar a sensibilidade de
medicdes de fluorescéncia (JOSEFSON, 2015).
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Estudos publicados sugerem a utilizagdo da espectroscopia Raman em algas
para: determinacdo do grau de insaturacdo dos lipideos presentes ao interior celular,
acompanhar o processo de estresse em funcao da intensidade dos sinais em lipideos
como pigmentos, caracterizacdo e quantificacdo tanto de lipideos como de

carotenoides, dentre outros compostos organicos (HUANG et al., 2009).

A técnica Raman provou ser uma ferramenta poderosa e versatil para
caracterizacao e determinagcao da composi¢ao quimica de sistemas de materiais, tais
como dispositivos semicondutores em nanoescala ou sistemas biolégicos (RAMAN &
KRISHNAN, 1928). Como ainda séo poucos estudos brasileiros sobre o isolamento e
a elucidacao estrutural de compostos organicos de algas verdes, pardas e vermelhas
bentdnicas marinhas, sendo estudos desta natureza de fundamental importancia para

o descobrimento desses importantes compostos (TEIXEIRA et al., 2014).

Os espectros de Raman de biomoléculas individuais podem ser utilizados para
determinar a estrutura molecular e as varias propriedades bioldgicas. Houve varios
comentarios de aplicacbes da espectroscopia Raman em bioandlise. Porém a
bioanalise para compostos presentes em algas marinhas ainda precisa de mais
dedicacdo (BAENA, 2004).

Dependendo da quantidade de pigmentos que a amostra algal contém, o
espectro Raman pode ser prejudicado pela presenca de ruidos. No estudo de Heraud
et al. (2005) a maioria dos espectros obtidos apresentaram fundo pronunciado, o que
€ provavelmente ter sido causado por fluorescéncia dos pigmentos presentes em
células de Chlorophyta da espécie Dunaliella tertiolecta. Uma vez que os fundos
espectrais ndo contém qualquer informacéo especifica de componentes quimicos,
eles eram geralmente omitidos dos estudos prévios pela correcédo de linha de base

utilizando diferentes procedimentos matematicos.

Os espectros Raman ja foram utilizados para identificar um tipo particular de
espécies de algas em um grupo de diferentes tipos de algas ou em diferentes
condicdes ambientais (WU et al., 1998). Esta técnica proporciona um método de alta
resolucdo com alta preciséo para a identificacéo e deteccéo de espécies de algas. Ele
pode ser usado para detectar as espécies de algas a partir dos revestimentos de
biomassa ou em proliferacdes de algas. Com equipamentos menores e portateis, é

possivel detectar as espécies de algas em seu habitat natural (HERAUD et al., 2005).
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A espectroscopia Raman esta emergindo rapidamente como uma importante
ferramenta de caracterizacdo para sistemas biolégicos. Com este ponto de vista,
alguns trabalhos estdo sendo realizados e grandes avancos estdo sendo feitos em
relacdo a espectroscopia Raman de algas, onde o foco € o melhoramento do
espalhamento para obtencéo de espectros limpos, ou entdo para a diminuicdo da

fluorescéncia das amostras algais.

A identificacdo de algas utilizando espectroscopia de Raman baseia-se na
identificacdo dos componentes de suas biomoléculas, onde o espectro Raman de uma
célula de alga ser4d a soma dos espectros de Raman das suas biomoléculas
constituintes (HUANG et al., 2010). Os recentes desenvolvimentos na instrumentacao
e técnicas espectroscopicas tais como SERS continuardo a ajudar na identificacao de

algas.
5.5.1 TLC- RAMAN

Para melhorar a resolucao dos picos dos espectros Raman das amostras foi
empregado no presente estudo a técnica de thin-layer chromatography TLC-Raman,
gue consiste na obtencdo do espectro com o espalhamento sobre as manchas
geradas através da placa de CCD. O feixe de luz é localizado centralmente as

manchas e 0s espectros sdo gerados (ZHU et al., 2014).

Para a padronizacdo da metodologia em algas, utilizou-se no presente estudo
a macroalga marinha Ulva lactuca (Chlorophyta) coletada na Ilha das Palmas, Santos-
SP (24° 0'28.92"S 46°19'29.12"0), foi identificada pelo grupo de taxonomistas da
Universidade Santa Cecilia e passou pelo mesmo processo extrativo conforme
descrito no item 4.4. Posteriormente foi realizada a CCD com os diferentes extratos,
conforme o item 4.5. A leitura da placa foi realizada sob a luz UV com comprimento
de onda 254nm e 365nm, e as bandas foram devidamente marcadas (figura 33).
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Figura 33. CCD da alga U. lactuca utilizada na técnica TLC-Raman. Painel A, placa sob luz UV
254 nm. Painel B, placa sob luz 365 nm. H, extrato hexanico; C, extrato cloroférmico; M, extrato
metandlico; A, extrato aquoso. Em destaque as bandas cujos espectros Raman obtidos estéo
discutidos no texto.

Fonte: Arquivo pessoal

Materiais presentes na placa de CCD podem afetar os resultados (ISTVAN et
al., 2003). Quando se examina o espectro de Raman bandas nas placas de CCD, a
fase estacionaria em branco deve primeira ser determinada. Portanto primeiramente
foi realizado o espectro da silica que recobre a placa e posteriormente o espectro
gerado pela mancha obtida sob a placa de TLC. Picos limpos foram gerados através
da andlise realizada na banda presente no extrato hexanico (Figura 34),
correspondem a regido com frequéncia de 783,6 cm-1, correspondendo ao grupo
isopropilico (LIEN-VIEN et al., 1991), e outro na regido com frequéncia 1245,8 cm-1,
que indica amida Ill (SHETTY et al., 2006) . Na espectroscopia de ATR-IR y-terpineno
pode ser identificado por CH e CH2 alterando entre as vibragfes de 781 e 947cm-1
(SCHULZ & BARANSKA, 2006), podendo, portanto, estar presente na Ulva lactuca,
conforme mostra o pico gerado na regido de 783,6 cm-1.
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Figura 34. Espectro Raman da Ulva lactuca, extrato hexanico (amostra). Silica, fase estacionaria
em branco.

No extrato aquoso observou-se um pico na regido com frequéncia 687,5cm-1 e
no extrato cloroférmico um pico na regido 684,6cm-1, que indica compostos dialquil
dissulfetos (figura 35) (LIEN-VIEN et al., 1991). Para o extrato cloroférmico ainda foi
gerado um pico na regido com frequéncia 535,1.cm-1, apresentando composto de
éster colesterol (figura 36) (KRAFFT et al., 2005).
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Figura 35. Espectro Raman da Ulva lactuca, extrato aquoso (amostra). Silica, fase estacionaria
em branco.
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Figura 36. Espectro Raman da Ulva lactuca, extrato cloroférmico (amostra). Silica, fase
estacionaria em branco.

Os resultados obtidos no estudo Earnshaw & Pollard (2006) indicam que
compostos dialquil dissulfetos sédo promotores de ligac6es entre aminoacidos formando
proteinas, que € um componente presente nas macroalgas, assim como o0s esterodis que
sdao lipideos que podem auxiliar na formagcdo da membrana algal, j& as aminas atuam na
defesa contra predadores, podendo ser um indicio para a presenca de compostos com
atividade antioxidante (SOUTO, 2006).

Merlin et al. (1985) tém investigado antocianinas usando espectroscopia de
Ressonancia Raman (RR) e discutido uma forte influéncia de glicosilagdo no composto
benzopyrylium, que faz parte da molécula de flavonoides (especificamente anéis A e C),
e desde entdo forneceu algumas caracteristicas espectrais referente a este fenémenao.
A regido espectral entre 500 e 900 cm depende fortemente o padrdo de glicosilacéo.
Quando a posicdo do C5é (glicosilada as perturbagcbes significativas geram
caracteristicas espectrais entre as regides 640 e 750 cm™ visiveis.

O foco na identificacdo de algas e seus compostos organicos usando
espectroscopia Raman tém sido relatados na literatura (PARAB, 2012).

A técnica de identificacdo de algas utiliza os picos caracteristicos em espectros
de Raman para identificar biomoléculas Unicas nas células algais que estdo

correlacionadas com as espécies de algas, em contrapartida a grande quantidade de
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pigmento gera forte fluorescéncia sobre o espalhamento do IR, onde novos estudos sé&o
de extrema relevancia para o aprimoramento dos resultados com algas.

O trabalho de Jurasekova et al. (2007) investigou os espectros Raman obtidos
por um grupo de flavonoides (quercetina, kaempferol, luteolina e apigenina), onde os
espectros indicaram que a principal diferenca entre os flavonoides sdo o0s picos
encontrados na regido 1400-1000cm™, e todos os espectros gerados no estudo
apresentam pico na regido de 1246cm™, assim como o pico gerado pela alga verde U.

lactuca.

5.6 RELACAO METABOLITOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A busca por novas moléculas com potencial antioxidante tem se intensificado nas
tltimas décadas quando se descobriu uma relagéo direta entre o estresse oxidativo com
a etiologia de diversas doencas como aterosclerose e alguns tipos de céancer. Dessa
forma, os antioxidantes podem se tornar muito importantes na prevencao e/ou

tratamento destas patologias.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a presenca de metabdlitos
secundarios com potencial antioxidante (tabela 6) e resultados positivos para 0 ensaio
atividade antioxidante (DPPH). Os dados gerados a partir deste estudo abrem
perspectivas para a utilizacdo dos extratos obtidos a partir das algas U. fasciata, U. linza
e P. gymnospora em estudos que visam a descoberta de novos farmacos com potencial

antioxidante.

Tabela 6. Metabdlitos com atividade antioxidante detectados nas algas estudadas

METABOLITO U. fasciata U. linza P. gymnosphora
FLAVONOIDE + = +
TERPENOIDE + + +

TANINOS + + +
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6. CONCLUSOES

1. O método extrativo mostrou ser eficaz para a obtencdo de compostos com
atividade antioxidante, sendo a P. gymnosphora a alga que apresentou melhor

rendimento extrativo.

2. A partir dos resultados de CCD, pode-se observar um maior numero de
componentes quimicos de polaridade intermediéria, presentes nos extratos

cloroférmicos e metandlicos das algas estudadas.

3. Os resultados obtidos no presente estudo desmontaram a presenca de
metabdlitos secundarios com potencial antioxidante com predominancia de
flavonoides do tipo chalconas em todas as algas estudadas, constituindo um
importante dado para o auxilio do isolamento de novas substancias com atividade

farmacoldgica.

4. A alga P. gymnospora apresentou 02 compostos antioxidantes presentes nos
extratos hexanico e metandlico. A alga U. fasciata apresentou 01 composto
antioxidante no extrato aquoso e a U. linza 02 compostos antioxidantes nos extratos
hexanico e metandlico.

5. As amostras exibiram intensa fluorescéncia nas andlises por Espectroscopia
Raman impedindo a obtencdo de espectros com boa resolucédo, porém a técnica é
importante para a caracterizacdo dos compostos organicos, devendo ser mais

explorada nos estudos com algas.

Este trabalho apresenta subsidios para incentivar a prospeccado de novas
moléculas que possam ser isoladas e caracterizadas a partir de macroalgas marinhas,

com potencial terapéutico de grande utilidade na area da farmacologia.



84

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHN, C. B.; KANG, D. S.; SHIN, T. S. et al. Free radical scavenging activity of
enzymatic extracts from a Brown seaweed Scytosiphon lomentaria by
electron spin resonance spectrometry. Food Research Int 37: 253-258. 2004.

AJILA, C.M.; NAIDU, K. A.; BHAT, S. G. et al. Bioactive compounds and
antioxidant potential of mango peel extract. Food Chemistry. 105, 982-988.
2007.

ALBERTS, B. Essential cell biology. Garland Publishing Inc. New York. 1998.

ALENCAR, D.B. Prospeccédo Quimica da macroalga marinha verde Ulva fasciata
Delile. Fortaleza: Universidade Federal do Ceard, 2010. 68 p. Dissertacdo de
Mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Pesca,
Universidade Federal do Ceara, 2010.

ALENCAR, D. B. Extracado, purificacdo e atividade anticoagulante de
polissacarideos sulfatados da alga marinha parda Lobophora variegata. 30
f. Monografia (Graduagdo em Engenharia de Pesca)-Universidade Federal do
Ceara, Fortaleza, 2007.

ALl, M. Y. S., RAVIKUMAR, S., BEULA, J. M. Mosquito larvicidal activity of
seaweeds extracts against Anopheles stephensi, Aedes aegypti and Culex
guinquefasciatus. Asian Pacific Journal of Tropical Disease, 3(3), 196-201.
2013.

AMICO, V., ORIENTE, G., PIATTELLI, M. et al. Caulerpenyne, an unusual
sequiterpenoid from the green alga Caulerpa prolifera. Tetrahedron
Letters, 19(38), 3593-3596. 1978.

AWAD, N.E. Biologically active steroid from the green alga Ulva lactuca.
Phytotherapy Research, Chchester, v. 14, n.08, p.641-643. 2000.

BAENA, J. R.; LENDL, B. Raman spectroscopy in chemical bioanalysis. Curr Opin
Chem Biol. 8:534-539. 2004.



85

BHATTACHARYA, D.; MEDLIN, L. Algal phylogeny and the origin of land plants.
Plant Physiology, v. 116, n. 1, p. 9-15, 1998.

BEZERRA-NETO, J. T. B. Extracdo, fracionamento, purificacdo e atividade
anticoagulante dos polissacarideos sulfatados da alga marinha verde
Caulerpa sertularioides (Caulerpales, Caulerpaceae). 29 f. Monografia
(Graduacdo em Engenharia de Pesca)-Universidade Federal do Cear4,
Fortaleza. 2005.

BICUDO, C. E. M.; BICUDO, R. M. T. Algas de aguas continentais brasileiras:
chave ilustrada para identificacdo de géneros. Fundacdo para o
Desenvolvimento do Ensino de Ciéncias, Sao Paulo. 1970 p. 225

BOEUF, G. Marine biodiversity characteristics. Comptes Rendus Biologies, v. 334,
n.4 eb5, p. 435-440. 2011.

BORGES, L. L. et al. Uma abordagem sobre métodos analiticos para
determinacao da atividade antioxidante em produtos naturais. Enciclopédia

Biosfera, Centro Cientifico Conhecer de Goiania, v. 7, p. 12, 2011.

BOYLE, T. P. The effect of environmental contaminants on aquatic algae. In:
Shubert LE (ed) Algae as ecological indicators.Academic Press, New York, pp
237-256. 2004.

BLUNDEN, G.& GORDON, S. M. Betaines and their sulphonio analogues in

marine algae. Progress in phycological research, 4, 39-80. 1986.

BLUNT, J. W. Marine natural products. Natural product reports, v.26 n.-2 p. 170.
20009.

BLUNT, J. W. Marine natural products. Natural product reports, v. 28, n. 2, p. 196,
2011.

BRUNETON, J. Farmagonosia, Fitoquimica. Plantas Medicinales. Ed.| ACRIBIA
S.A/ Zaragosa, Espanha, 2. ed, 1099 pp., 2001.

BHATTACHARYA, D., MEDLIN, L. Algal phylogeny and the origin of land
plants. Plant Physiology, 116(1), 9-15. 1998.



86

CARVALHO, L. R.; ROQUE, N. F. Fenois halogenados e/ou sulfatados de
macroalgas marinhas. Quimica Nova, v. 23 n. 6, p. 757-764, 2000.

CHAKRABORTYy, K.; PAULRAJ, R. Sesquiterpenoids with free-radical-
scavenging properties from marine macroalga Ulva fasciata Delile.
FoodChemistry, Oxford, v.122, n.1, p.31-41. 2010.

CHAPIN, R. E.; SLOANE, R. A.; HASEMAN, J. K.The relationships among
reproductive endpoints in Swiss mice, using the reproductive assessment
by continuous breeding database.Toxicological Sciences, v. 38, n. 2, p. 129-
142, 1997.

CHANDRASEKAR, P. H.; SOBEL, J. D. Micafungin: a new echinocandin.Clinical
infectious diseases, v. 42, n. 8, p. 1171-1178, 2006.

CAVALLI, R. O.; FERREIRA, J. F. O futuro da pesca da aquicultura marinha do
Brasil: a maricultura. v. 62, Sdo Paulo. p. 38-39. 2010.

COFFEY, C. E.; CUMMINGS, J. L. Textbook of Geriatric Neuropsychiatry.
32edicdo. American Psychiatric Publishing, p. 17-70, 2011.

COLLINS, C. H. Principios bascios da Cromatografia. Fundamentos da

Cromatografia. Sdo Paulo. Unicamp, cap.1, p.17-45. 2007.

CORREIA, R. J. et al. Reviewing the integration of patient data: how systems are
evolving in practice to meet patient needs. BMC medical informatics and

decision making, v. 7, n. 1, p. 14, 2007.
COSTA, A. F. Farmacognosia. v. Il. 1100p. 2002.

DAVIES, K. J. Oxidative stress: the paradox of aerobic life. Biochem Soc Symp, v.
61, p. 1-31, 1995.

DHARGALKAR, V. K.,& VERLECAR, X. N. Southern Ocean seaweeds: A resource
for exploration in food and drugs. Aquaculture, 287(3), 229-242. 2009.



87

DAVYT, D. New sesquiterpene derivatives from the red alga Laurencia scoparia.
Isolation, structure determination, and anthelmintic activity. Journal of
Natural Products, p. 1552- 1555, 2001.

DECOSTERD, L. A., PARSONS, I. C., GUSTAFSON, K. R. et al. HIV inhibitory
natural products. 11. Structure, absolute stereochemistry, and synthesis
of conocurvone, a potent, novel HIV-inhibitory naphthoquinone trimer from
a Conospermum sp. Journal of the American Chemical Society, 115(15), 6673-
6679. 1993.

DE LIMA, A. A. Eletrochemical and antioxidant properties of anthocyanins and
anthocyanidins. Croatica Chemica Acta. 80, 29-34. 2007.

DE SILVA, E. D; SCHEUER, P. J. Manoalide, an antibiotic sesterterpenoid from
the marine sponge Luffariella variabilis (Polejaeff). Tetrahedron Letters, v. 21,
n. 17, p. 1611-1614, 1980.

DERNER, R B. Efeito de fontes de carbono no crescimento e na composi¢cao
bioguimica das microalgas Chaetoceros muelleri e Thalassiosira fluviatilis,
com énfase no teor de &cidos graxos poliinsaturados. 158p. Tese
(Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis, 2006.

DIKAKQV, S. Cross talk between mitochondria and NADPH oxidases. Free Radic
Biol Med. v. 51, n. 7, p. 1289-1301, 2011.

DHILLON, A. S.; et al. MAP kinase signalling pathways in cancer.Oncogene v. 26,
p. 3279-3290, 2007.

DOS SANTOS, A.O., VEIGA-SANTOS, P., UEDA-NAKAMURA, T., et al. Effect of
elatol, isolated from red seaweed Laurencia dendroidea, on Leishmania
amazonensis. Mar. Drugs, v. 8, p. 2733-2743, 2010.

DUVE, C. The birth of complex cells. Sci. Amer., v. 274, p. 50-57, 1996



88

DUFRESNE, C. J.,& FARNWORTH, E. R. A review of latest research findings on
the health promotion properties of tea. The Journal of nutritional
biochemistry, 12(7), 404-421. 2001.

DZEHA, T., Hall, M., & BURGESS, G. Chemical and molecular approaches
towards the biosynthesis of the modular cyclohexadepsipeptide
anticancer agent homodolastatin 16. In Febs Journal (Vol. 280, pp. 504-504),
NJ USA: Willey-Blackwell. 2013.

ERICKSON, K. L. Constituints os Laurencia. In Scheur, P. J. (ed) Marine Natural
Products: chemical and biological perpectives, New York: Academic Press, p.
131-257. 1983.

EVANS, P.; KARRAS, G. Convergence revisited. Journal of monetary economics,
v. 37, n. 2, p. 249-265, 1996.

FAULKNER, D. J. Marine natural products.Natural Product Reports, v. 13, p. 13-75,
1996.

FAULKNER, D. J. Marine natural products.Natural Products Reports, v. 17, p. 7-55,
2000.

FAULKNER, D. J. Marine natural products.Natural Products Reports, v. 19, p. 50-
58, 2002.

FELICIO, R.; ALBUQUERQUE, S.; YOUNG, M. C. M.; YOKOYA, N. S.; DEBONSI, H.
M. Trypanocidal, leishmanicidal and antifungal potential from marine red
alga Bostrychia tenella J. Agardh (Rhodomelaceae, Ceramiales). Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Vol. 52, p.763-769. 2010.

FELIX, M.R. Analise do perfil metabdlico e de parametros fisiolégicos e
ultraestruturais de Pterocladiella capillacea (Rhodophyta, gelidiales)sob
condicdes de estresse por cadmio e gradientes de salinidade. Dissertacao

de Mestrado, Universidade Federal de Santa Catarina, 2014.



89

FENICAL, W.; NORRIS, J. N. Chemotaxonomy in marine algae: Chemical
separation of some Laurencia species (RHODOPHYTA) from the Gulf of
California. Journal of Phycology, v. 11, n 1, p. 104-108, 1975.

FERREIRA, F.; et al. Inhibition of the passive diffusion of cholic acid by llex
paraguariensis St. Hil.Saponins. Phytotherapy Research, v.11, n.1, p.79-81,
1997.

FLEURY, B. G.; et al. Os esteroides das algas pardas marinhas (Classe
Phaeophyta). Quim.Nova, v. 19, n.1, p. 19-37, 1996.

FREARSON, J. A.; COLLIE, I. T. HTS and hit finding in academia — from chemical
genomics to drug discovery.Drug Discovery Today, v.14, n.23-24, p.1150-8.
2009.

FUCIKOVA, K.; LEWIS, L. A. Putting incertae sedis taxa in their place: a proposal
for ten new families and three new genera in Sphaeropleales
(Chlorophyceae, Chlorophyta). J. Phycol, v. 50, p. 14-25, 2011.

FUJIMOTO, K.; KANEDA, T. Screening test for antioxigenic compounds from
marine algae and fraction from Eisenia bicyclis and Undaria pinnatifi. Bull
Japan Soc Sci Fisheries, v. 46, p. 1125-1130, 1980.

FUJITA, R.M., WHEELER, P.A. & EDWARDS, R.L. Assessment of macroalgal
nitrogen limitation in a seasonal upwelling region. Marine Ecology Progress
Series 53:293-303. 1989.

GAMBETA, R. M. Perfil Fitoquimico de Diferentes Extratos de llex
paraguariensisSt. Hilaire. Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
das Missdes. URI — Campus Erechim, departamento de ciéncias da saude,

curso de Farméacia. 2008.

GUIMARAES, L. L.; TOMA, W.; SILVEIRA, L. et al. Técnica de Espectroscopia
Raman Ressonante em Superficie (SERS) com coldide de Prata Aplicada a
Acetominofeno e Dipirona Visando controle de qualidade: estudo
preliminar. 3° Encontro de Pés-Graduacdo da Universidade Santa Cecilia.
2014.



90

GUIMARAES, S.M.P.B. A revised checklist of benthic marine Rhodophyta from
the State of Espirito Santo, Brazil. Boletim do Instituto de Botanica, v. 17, p.
143-194, 2006.

GUO, B.; WANG, Y.; SUN, X.; TANG, K. Bioactive natural products from
endophytes: a review. Applied Biochemistry and Microbiology, 44: 136-142.
2008.

GALGANI, 1., et al. Effect of caulerpenyne, a toxin extracted fromCaulerpa
taxifolia on mechanisms regulating intracellular pH in sea urchin eggs and

sea bream hepatocytes. J. Giochem. Toxicol. n. 11, p. 243-250. 1996.

GARCIA, D. G. et al. Inhibition of mammal Na, K-ATPase by diterpenes extracted
from the Brazilian brown alga Dictyota cervicornis. Phytother Res, v. 23, p.
943-947, 2009.

GUPTA, S.; ABU-GHANNAM, N. Recent developments in the application of
seaweeds or seaweed extracts as ameans for enhancing the safety and
quality attributes of foods.Innovative Food Science and Emerging
Technologies, v. 12, n. 4, p.600-609, 2011.

Guiry, M.D. & Guiry, G.M. AlgaeBase. World-wide electronic publication, National
University of Ireland, Galway. http://www.algaebase.org; searched on 10
Setembro 2015. 2015.

GUVEN, K. C; PERCOT, A.; SEZIK, E.Alkaloids in marine algae. Marine drugs, V.
8, n. 2, p. 269-284, 2010.

GUVEN, K. C.; BORA, A.; SUNAM, G. Hordenine from the algaPhyllophora
nervosa. Phytochemistry, v. 9, n. 8, p. 1893, 1970.

GUVEN, K. C.; BORA, A.; SUNAM, G. Alkaloid content of marine algae.
[.Hordenine from Phyllophora nervosa. Eczacilik Bul, v. 11, p. 177-184, 1969.

HAINES, K.C. & WHEELER, P.A. Ammonium and nitrate uptake by the marine
macrophytes Hyonea musciformis (rhodophyta) and Macrocystis pyrifera
(phaeophyta). Journal of Phycology 14:319-324. 1978.



91

HARMAN, D. Aging: a theory based on free radical and radiation chemistry. J.
Gerontol, v. 11, p. 298-300. 1956

HANSON, J.R. Natural products: The secondary metabolites. Cambridge: The
Royal Society os Chemistry. 154p. 2003.

HARBONE, J. B. Phytochemical methods a guide to modern techniques of plant
analysis. Springer Science & Business Media, 1998.

HARPERr, M.K.; BUGNI, T.S.; COPP, B.R. et al. Introduction to the chemical
ecology of marine natural products. Pp. 3-69. In: McClintock, J. B .& Baker,
B. J. (eds.). Marine chemical ecology. CRC Press. 610p. 2001.

HARTMANN, E. Outline for a theory on the nature and functions of dreaming.
Dreaming, v. 6, n. 2, p. 147, 1996.

HARTMAN, E. The functions of sleep. Yale University Press, 1973.

Hay, M. E.; FENICAL, W. Marine plant-herbivore interactions.The ecology of
chemical defense.Oceanography v. 19, p 111-145, 1997.

HENZE, M. Uber den Kupfergehalt der Cephalopoden-Leber.Hoppe-Seyler's Z.
physiol. Chem, v. 33, p. 417-425, 1904.

HEO, S., CHA, S., LEE, K. et al. Antioxidant activities of chlorophyta and
phaeophyta from Jeju Island. Algae-Inchon-,20(3), 251. 2005.

HERAUD, P. et al. Effects of processing of Raman spectra on in vivo
classification of nutriente status os microalgal cells. J Chemom 20:193-197.
2005.

HOLDT, S. L.; Kraan, S. Bioactive compounds in seaweed functional food
applications and legislation.Journal of Applied Phycology, v. 23, n. 3, p. 543-
597, 2011.

HOLLER, F.J., et al. Principios de andlise instrumental 6a.ed. Porto Alegre:
Bookman. 2009.



92

HOSAKAWA, M., BHASKAR, N., SASHIMA, T. et al. Fucoxanthin as a bioactive
and nutritionally beneficial marine carotenoid: A review. Carotenoid
Science, v. 10, n. 1, p. 15-28, 2006.

HORTA, P.A. Macroalgas do infralitoral do sul e sudeste do Brasil: taxonomia e
biogeografia. 301 p. Tese (Doutorado em Ciéncias), Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2000.

HOTTA, H.; SAKAMOTO, H,; NAGANO, S. et al. Unusually large numbers of
electrons for the oxidation of polyphenolic antioxidants. Biochimica et

Biophysica Acta-General Subjects, 2001.

HUANG, R.; HAN, S. U. X. Detection of tobacco-related biomarkers in urine
samples by surface-enhanced Raman spectroscopy coupled with thin-
layer chromatography. Anal Bioanal Chem 405: 6815-6822. 2013.

HUANG, Z. et al.Integrated Raman spectroscopy and trimodal wide-field imaging
techniques for real-time in vivo tissue Raman measurements at
endoscopy.Optics letters, 34(6), 758-760. 20009.

HUANG, Y. Y. et al. Micro-Raman spectroscopy of algae: composition analysis
and fluorescence background behavior. Biotechnol Bioeng 105: 889-898.
2010.

HUNG, D. T.; JAMISON, T. F.; SCHRIEBER, S. L.; Understanding and controlling
the cell cycle with natural products. Chemistry & Biology, v. 3, n. 8, p. 623-
639.1996.

HUMPHREY, A.J. et al. Plant secondary metabolites: occurrence, structure and
role in the human diet. Oxford: Blackwell Publishing, charpter 3, p.47-101.
2006.

IKEKAWA, N.; TSUDA, K.; MORISAKI, N. Saringosterol-Anew sterol from brown
algae.Chemistry & Industry, n. 27, p. 1179-&, 1966.

ISTVAN, K.; KERESZTURY, G. A. Normal Raman and surface enhanced Raman

spectroscopic experiments with thin layer chromatography spots of



93

essential aminoacids using different laser excitation sources.Spectrochim
Acta A Mol Biomol Spectrosc 59:1709-1723. 2003.

ITOGAWA et al. Simulation apparatus and method for NC machining. U.S. Patent
n. 7,979,254, 12 jul. 2001.

KAJIWARA, T.et al. Dictyopterenes from three Japanese brown algae.
Phytochemistry, v. 30, n. 6, p. 1805-1807, 1991.

KELECOM, A. Marine natural products in Brazil, Par 1, isolation snd structure
determination, Ciéncia e Cultura, Journal of BrazilianAssociation for the
Advancement of Science, v. 49, n5/6, p. 321-330, 1997.

KELECOM, A.; TEIXEIRA, V. L. Diterpenes of marine brown algae of the Family
Dictyotaceae: their possible role as defence compound and their use in
chemotaxonomy. Sci Tot. Environ, v. 58, n. 1-2, p. 109-115, 1986.

KNEIFEL, H. et al. Analysis of amines in algae by highperformance liquid
chromatography. Journal of Phycology, v. 13, p. 36-36. Suplemento. 1977.

KIM, K. W.; THOMAS, R. L. Antioxidative activity of chitosans with varying
molecular weight. Food Chemistry. 2006.

KINGSTON, D.G.I. Modern Natural Products Drug Discovery and its Relevance
to Biodiversity Conservation. Journal of Natural Products, v. 74, n. 3, p. 496-
511. 2011.

KNIGHTS, B. A. Sterols in Ascophyllum nodosum. Phytochemistry,9(4), 903-
905.1970.

KOIVIKKO, R.; et al. High-performance liquid chromatographic analysis of
phlorotannins from the brown alga Fucus vesiculosus.Phytochemistry
Analysis, v. 18, n. 4, p. 326-332, 2007.

KOTZE, M.; ELOFF, J. N.; HOUGHTON, P. J. Extraction of antibacterial
compounds from Combretum microphyllum (Combretaceae). South African
Journal of Botany, v. 68, n. 1, p. 62-67, 2002.



94

KRAFFT, C., NEUDERT, L., SIMAT, T. et al. Near infrared Raman spectra of human
brain lipids. Spectrochimica Acta, Part A, 61: 1529— 1535. 2005.

KUBO, Y., IKEDA, T., YANG, S. Y. et al. Orientation of carotenoid molecules in
the eyespot of alga: in situ polarized resonance Raman
spectroscopy. Applied Spectroscopy, 54(8), 1114-1119. 2000.

KUTCHAN, T. M. Ecological arsenal and developmental dispatcher.Theparadigm
of secondary metabolism. Plant Physiology v. 125, p. 58-60, 2001.

LAHAYE, M.; ROBIC, A. Structure and functional properties of ulvan, a
polysaccharide from green seaweeds. Biomacromolecules, v. 8, n. 6, p. 1765-
1774, 2007.

LEE, R. E. Phycology. Cambridge University Press.2008.

LEJA, M.; MARECZEK, A,; WYZGOLIK, G. et al. Antioxidative properties of bee
pollen in selected plant species. Food Chemistry. 100, 237-240. 2007.

LEWIS, L. A.; MCCOURT, R. M. Green algae and the origin of land plants.Am J
Bot v. 91, p. 1535-1556. 2004.

LI, D.; QU, L.; ZHAI, W. et al. Facile on-site detection of substituted aromatic
pollutants in water using thin layer chromatography combined with
surface-enhanced Raman spectroscopy. Environ Sci Technol 45:4046—4052.
2011

LIMA, P. C. W. C. Efeito dos polissacarideos sulfatados da alga marinha parda
Spatoglossum shroederi sobre o aumento da resisténcia do camaréo
marinho Litopenaeus vannamei submetido a situacfes de estresse. 84 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Pesca) — Universidade Federal do

Ceard, Fortaleza.2007.

LIN-VIEN, D.; Colthup, N.B.; Fateley, W.B.; and Grasselli, J.B. The Handbook of
Infrared and Raman Characteristic Frequencies of Organic Molecules,
Academic Press: Boston, 1991.



95

LOPES, J. L. C. Cromatografia em camada delgada. Fundamentos da Cromatografia.
Séo Paulo, cap.3, p.67-86. 2007.

LUCOTTI, A,; TOMMASIN, M.; CASELLA, M. et al. TLC-surface enhanced Raman
scattering of apomorphine in human plasma. Vib Spectrosc 62:286—-291.
2012.

MACEDO, N. R. P. V. Caulerpin as a potential antiviral drug against herpes
simplex virus type 1. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 22, n. 4, p. 861-
867, 2012.

MACHADO, F. L. S. Antileishmanial sesquiterpenes from the brazilian red alga
Laurencia dendroidea. Planta Med. v. 77, p. 733-735, 2011.

MANN, J. Metabolites derived from mevalonate: isoprenoids. In. Secondary
metabolites. 2 ed. Oxford: Oxford Sciense Publications, charpter 3, p.94-172.
2005.

MARTIN L. J. Biology of mitochondria in neurodegenerative diseases.Prog Mol
Biol Transl Sci. v. 107, p. 355-415, 2012.

MASCHEK, J. A.; BAKER, B. J. The chemistry of algal secondary metabolism.
In Algal chemical ecology (pp. 1-24). Springer Berlin Heidelberg. 2008.

MASOKO, P.; PICARD, J.; ELOFF, J. N. The antifungal activity of twenty-four
southern African Combretum species (Combretaceae). South African
Journal of Botany, v. 73, n. 2, p. 173-183, 2007.

MATSUKAWA, R.; et al. Acomparison of screening methods for antioxidant

activity in seaweeds.J. Appl. Phycol., v.9, p.29-35, 1997.
MAURICIO, A. As algas nanossa alimentacéo. Ciéncias da natureza. P. 1-10, 2011.

MCCLINTOCK, J. B.; BAKER, B. J. Marine Chemical Ecology. CRC Press: New
York, 2001.



96

MELO, M. R. S. Isolation and characterization of soluble sulfated polysaccharide
from the red seaweed Gracilaria cornea. Carbohydrate Polymers, v. 49, n. 4,
p. 491-498, 2002.

MENENDEZ, M.; HERRERA, J. & COMIN, F.A. Effect of nitrogen and phosphorus
supply on growth, chlorophyll contente and tisue composition of the
macroalga Chaetomorpha linum (O. F. Mull.) Kitz in a Mediterranean
coastal lagoon. Scientia Marina 4:355-364. 2002.

MERCIER, L. et al. The algal polysaccharide carrageenans can act as an elicitor
of plant defense. New Phytologist, v. 149, p. 43-51, 2001.

MILARDOVIC, S. et al. Use of DPPH-| DPPH Redox Couple for Biamperometric
Determination of Antioxidant Activity. Electroanalysis, v. 17, n. 20, p. 1847-
1853, 2005.

MOURE, A. et al. Natural antioxidants from residual sources. Food Chemistry, v.
72,n. 2, p. 145-171, 2001.

MOVASAGHI, Z.; REHMAN, S.; REHMAN, U. Raman Spectroscopy of Biological
Tissues. Applied Spectroscopy Reviews, 42: 5, 493 — 541. 2007.

MOZZACHIODI, R. et al. Caulerpenyne, a toxin from the seaweed Caulerpa
taxifolia, depresses afterhyperpolarizationin invertebrate neurons.
Neuroscience, v. 107, n. 3, p. 519-526, 2001.

NAGAI, T.; YUKIMOTO, T. Preparation and functional properties of beverages
made from sea algae. Food chemistry, 81(3), 327-332. 2003.

NALDI, M. & WHEELER, P.A. N .measurements of ammonium and nitrate uptake
by Ulva fenestrata (chlorophyta) and Gracilaria pacifica (rhodophyta):
comparison of net nutrient disappearance, release of ammonium and
nitrate, and 15 n accumulation in algal tissue. Journal of Phycology 38:135—
144. 2002.

NAPOLI, D. S. Architects of adjustment: The history of the psychological

profession in the United State. Kennikat Press. 1981.



97

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; SNADER, K. M. The influence of natural products
upon drug discovery. Nat. Prod. Rep. v. 17, p. 215, 2001.

O'DOHERTY, J. V., et al. The effects of lactose inclusion and seaweed extract
derived from Laminaria spp. on performance, digestibility of diet
components and microbial populations in newly weaned pigs. Animal Feed
Science and Technology, v. 157, n. 3-4, p. 173-180, 2010.

OLIVEIRA, A. C. Fontes vegetais naturais antioxidantes. Quimica Nova, v. 32, n.
3, p. 689-702, 2009.

OLIVEIRA, J. C.; Seminario Comett — Cosmectotecnia dos Produtos Marinhos,
Lisboa, Portugal, 1992.

PADILHA, R. J. A.; BEZERRA, R. S.; LIMA, C. S.A. Perfil quimico e atividade
antimicrobriana de Caulerpa racemosa (Forskal). Dissertacdo de Mestrado.
J. Agard. 2014.

PAUL, U. Potential for aquaculture of South American freshwater fishes: a
review. Aquaculture, v. 54, n. 3, p. 205-240, 1986.

PALERMO, J. A. Productos Naturales de Origen Marina. In: SIMOES, C. M. O.;
SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G. et al. Farmacognosia da Planta ao
Medicamento. 6ed. Porto Alegre: ed. UFSC. P 1001-1012. 2010.

PARAB, N. D. T.; TOMAR, V. Raman Spectroscopy of Algae: A Review. J
Nanomedic Nanotechnol 3:131. doi:10.4172/2157-7439.1000131. 2012.

PARADAS, W. C. et al. Traffic of secondary metabolites to cell surface in the red
alga Laurencia dendroidea depends on a two-step transport by the
cytoskeleton. 2013.

PAVAO, M. |. Crescimento de Ulva rigida C. Agardh em condicdes de stress de
macronutrientes. Dissertacao de Mestrado em Biotecnologia e Biodiversidade

vegetal. Departamento de Biologia. Universidade dos Acgores. 2014.



98

PEDRINI, A. Algas Marinhas Bentdnicas da Ilha Grande, Angra dos Reis, RJ,
Brasil; Uma sintese dos conhecimentos taxondmicos.XV encontro Brasileiro
de Ficologia. 2011.

PELLETIER, J.; SONENBERG, N. Internal initiation of translation of eukaryotic
MRNA directed by a sequence derived from poliovirus RNA.Nature, v. 334,
n. 6180, p. 320-325, 1988.

PETTIT, G. R.; et al. Synthesis of phakellistatin 11: A Micronesia (Chuuk) marine
sponge cyclooctapeptide. J. NAT. PROD. V. 64, p. 883, 2001.

PEREIRA, R. C.; etal. Florotaninos e fenois de algas pardas (Phaeophyta). insula,
v. 19, p. 349-371, 1989.

PEREIRA, R. C.; TEIXEIRA, V. L. Sesquiterpenos das algas marinhas
Laurencialamouroux (Ceramiales, Rhodophyta). Quimica Nova, v. 22, n. 3,
p. 369-374, 1999.

PEREIRA, R.; SOUSA-PINTO, I. & YARISH, C. Field and culture studies of the life
history of Porphyra dioica (Bangiales, Rhodophyta) from Portugal.
Phycologia 43:756-767. 2004.

PEREIRA, R.; YARISH, C.; SOUSA-PINTO, I. The influence of stocking density,
light and temperature on the growth, production and nutrient removal
capacity of Porphyra dioica (Bangiales, Rhodophyta). Aquaculture 252:66-
78.Rosenberg, G. & Ramus, J., 1982. Ecological Growth Strategies in the
Seaweeds Gracilariafoliifera (Rhodophyceae) and Ulva Sp. (Chlorophyceae):
Soluble Nitrogen and Reserve Carbohydrates. Marine Biology 66:251-259. 2006.

PEREIRA, R.C.; DA GAMA B.A.P. Macroalgal chemical defenses and their roles
in structuring tropical marine communities. P. 25-56. In: C.D. Amsler. Ed.

Algal Chemical Ecology. Springer, Berlin, BE. 2008.

PEREIRA, R., KRAEMER, G., YARISH, C. & SOUSA-PINTO, I. Nitrogen uptake by
gametophytes of Porphyra dioica (Bangiales, Rhodophyta) under
contrlled-cultyre conditions. Journal of Phycology 43:107-118. 2008.



99

PEREZ-LORENZO, R. et al. Autoantibodies to autologous skin in guttate and
plaque forms of psoriasis and cross-reaction of skin antigens with
streptococcal antigens. International journal of dermatology, v. 37, n. 7, p. 524-
531, 1998.

PESSUTO. M. B., et al. Atividade antioxidante de extratos e taninos
condensados das folhas de Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reiss. Quimica
Nova, v. 32, n. 2, p. 412-416, 2009.

PINTO, A.C.; et al. Produtos naturais: atualidade, desafios e perspectivas.
Quimica Nova, v. 25, n. 1, p. 45-61, 2002.

PITOMBO, L. F.; TEIXEIRA, V. L.; KELECOM, A. Feromonios sexuais de algas

pardas - uma visao quimiossistematica. Insula, v. 19, p. 229-247. 1989.

PIRES, K. M. S.; ALENCAR, D. B.; SOUZA, M. B. et al. Teores de alfa-caroteno e
beta-caroteno em macroalgas marinhas desidratadas. Revista Ciéncia
Agronbmica, Fortaleza, v.39, n.2, p.257-262. 2008.

PLAZA, M.: CIFFUENTES, A.; IBANEZ, E. In the search of new functional food
ingredients from algae.Trends in Food Science & Technology, v. 19, n. 1, p.
31-39, 2008.

POZzzI, F.; SHIBAYAMA, N.; LEONA, M. et al. TLC-SERS study ofSyrianrue
(Peganum harmala) and its main alkaloid constituents. J Raman Spectrosc
44:102-107. 2013.

RAMAN, C. V.; KRISHNAN, K. S. A new type of secondary
radiation.Nature. 121(3048), 501-502. 1928.

RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, S. E. Biologia Vegetal, 5a. ed. Coord.
Trad. J. E. Kraus. Editora Guanabara Koogan, Rio de Janeiro. 1996.

RAYMUNDO, M. S.; HORTA, P.; FETT, R. Atividade antioxidante in vitro de
extratos de algumas algas verdes (Chlorophyta) do litoral catarinense

(Brasil), Revista Brasileira de Ciéncias Farmacoldgicas. 2004.



100

RENAUD, P. E.; HAY, M. E.; SCHMITT, T. M. Interactions of plant stress and
herbivory: intraspecific variation in the susceptibility of a palatable versus
an unpalatable seaweed to sea urchin grazing. Oecologia, v. 82, p. 217-
226.1990.

REUTER, S. et al. “Oxidative stress, inflammation, and cancer: how are they
linked?”. Free Radic Biol Med, v. 49, n. 11. 2010.

RISHA, P.; ,MSUYA, Z.; CLARK, M. et al. TheuseofMinilabsto improve the testing
capacity of regulatory authorities in resource limited settings: Tanzanian
experience. Health policy 87:217-222. 2008.

ROBERTS, C. M. Marine Biodiversity Hotspots and Conservation Priorities for
Tropical Reefs.Science, v. 295, n. 5558, p.1280-1284.2002.

ROCHA, F. D. Potential cytotoxic activity of some Brazilian seaweeds on human
melanoma cells. Phytother Res. v. 21, p. 170-175, 2007.

RODRIGUES, J. A. G.; TORRES, V. M.; DE ALENCAR, D. B. et al. Extracédo e
atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados da alga marinha
vermelha Halymenia pseudofloresia. Revista Ciéncia Agrondmica, 40(2),
224-231. (2009).

RODRIGUES, J. A. G. Atividade anticoagulante de galactanas sulfatadas de
algas marinhas vermelhas do género Halymenia e seu efeito
imunoestimulante no camardao marinho Litopenaeus vannamei. 77 f. Diss.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Pesca)-Universidade Federal do

Ceara, Fortaleza, 2006.

ROGINSKY, V.; LISSI, E. A. Review of methods to determine chain-breaking
antioxidant activity in food. Food Chemistry. 92, 235-254. 2005.

SAKER-SAMPAIO, S. Evaluation of Palmaria palmata and Laminaria digitata as
potential human food products. Tese de Doutorado. University of Portsmouth.
1997.



101

SAFAYHI, H,;

SAILER, E. R. Anti-inflammatory actions of pentacyclic
triterpenes. Planta medica, v. 63, n. 6, p. 487-493, 1997.

SANCHEZ, M. et al. Physiological response and photoacclimation capacity of
Caulerpa prolifera (Forsskal) JV Lamouroux and Cymodocea nodosa

(Ucria) Ascherson meadows in the Mar Menor lagoon (SE Spain). Marine
environmental research, v. 79, p. 37-47, 2012.

SALAMANCA, E. J. P. Extraccién, separacion y elucidacion estructural de dos

metabolitos secundarios del alga marina Bostrychia calliptera. Scientia et
Technica, v. 1, n. 33, p. 97-102, 2007.

SHAH, J. J.; ORLOWSKI, R. Z. Proteasome inhibitors in the treatment of multiple
myeloma. Leukemia, v. 23, n. 11, p. 1964-1979.2009.

SANTOS, E. S. et al. Influéncia do processamento e da torrefacdo sobre a
atividade do café (Coffea arabica). Quimica Nova. 30, 604-610, 2007.

SANTOS, M. G. M. etal. A screening for antiviral effect of extracts from Brazilian

marine algae against acyclovir resistant Herpes simplex virus type 1.
Botanica Marina. v. 42, p. 227-230, 1999.

SASHIDHARA, K. V.; WHITE, K. N.; CREWS, P. A selective account of effective

paradigms and significant outcomes in the discovery of inspirational
marine natural products. J. Nat. Prod. v. 72, p. 588-603. 2009.

SEO, A. Y.; JOSEPH, A. M.; DUTTA, D. et al. New insights into the role of
mitochondriain aging: mitochondrial dynamics and more. J Cell Sci. v. 123,
n. 15, p. 2533-42, 2010.

SILVA, N. L. A.; MIRANDA, F. A. A.; CONCEICAO, G. M. Triagem fitoquimica de

plantas de cerrado, da area de protecdo ambiental municipal do Inhamum,
Caxias, Maranhao. Scientia Plena, vol. 6 n°2. 2010.

SILVA, B. S.; FERRERES, F.; MALVA, J. O. et al. Phytochemical and antioxidant
characterization of Hypericum perforatum alcoholic extracts. Food
Chemistry. 90, 157-167. 2005.

SILVA, F.; BORGES, M. F. M.; FERREIRA, M. A. Métodos para avaliacdo do grau
de oxidacéo lipidica e da capacidade antioxidante. Quimica Nova. 22, 1999.

SIMOES, C. M. O.Farmacognosia: da planta ao medicamento. UFRGS;
Florianopolis: UFSC, 2010.



102

SIMOES, C. M. O.; SPITZER, V. Farmacognosia. Da planta ao medicamento.
Oleos essenciais.JCP Porto Alegre/Florianopolis. Ed. UFRGS/UFSC, 2004.

SIMOES, C. M. 0., Vieira, P. C., Fernandes, J. B., Schenkel, E. P., Gosmann, G., De
Mello, J. C. P.; Petrovick, P. R. Farmacognosia: da planta ao
Medicamento. Farmacognosia: da planta ao Medicamento. 1999.

SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; ATHAYDE, M. L. Saponinas.In:Simdes, C. M.
O.;Schenkel, E. P.; Gosman, G.; Mello, J. C. P.; Mentz, L. A.; Petrovick, P. R.
Farmacognosia: Da Planta ao Medicamento. 6. Ed. Porto Alegre: Editora da
UFRGS, 1104p. 2007

SCHNITZLER, I.; BOLAND, W.; HAY, M. E. J. Organic sulfur compounds from
Dictyopteris spp deter feedig by an herbivorous amphipod Ampithoe
longimana but not an herbivorous sea urchin Arbacia punctulata Chem.
Ecol. v. 24, p. 1715-1732. 1998.

SMITH, E.; DENT, G. The Raman Experiment—-Raman Instrumentation, Sample

Presentation, Data Handling and Practical Aspects of
Interpretation. Modern Raman Spectroscopy-A Practical Approach, p. 23-70,
2005.

SOARES, L. P.; FUIJIl, M. T. Novas ocorréncias de macroalgas marinhas
bentdnicas no estado de Pernambuco, Brasil. Rodriguésia, Rio de Janeiro,
n.3, p.557-570, 2012.

SOUZA, B. W. Antioxidant potential of two red seaweeds from the Brazilian
coasts. Agric. Food Chem., v. 59, p. 5589-5594, 2010.

SOUZA, B. W. Fendis totais e atividade antioxidante de cinco plantas
medicinais. Quimica Nova. 30, 351-355. 2007.

SOSA, V. Oxidative stress and cancer: an overview. Ageing Res Rev, v. 12, n. 1,
p376-390, 2013.

STADNIK, M. J.; PAULERT, R.. Uso de macroalgas marinhas na
agricultura.Congresso Brasileiro de Ficologia, Itajai SC. Xl Congresso
Brasileiro de Ficologia/Simpdsio Latino-americano sobre algas nocivas. Rio de
Janeiro RJ. Museu Nacional do Rio de Janeiro. Vol. 30. 2008.

STEIN, E. M. Search for cytotoxic agents in multiple Laurencia complex seaweed
species (Ceramiales, Rhodophyta) harvested from the Atlantic Ocean with
emphasis on the Brazilian State of Espirito Santo. Rev. Bras. Farmacogn. v.
21, p. 239-243, 2011.

STEIN, E. M. Screening for antifungal activities of extracts of the Brazilian
seaweed genus Laurencia (Ceramiales, Rhodophyta). Rev Bras Farmacogn
v. 21, p. 290-295, 2011.



103

STENGEL, D. B. Evolution and diversity of plant cell walls: from algae to
flowering plants. Annual review of plant biology, v. 62, p. 567-590, 2011.

SUDATTI, D. B.; FUJII, M. T.; RODRIGUES, S. V. et al. Effects of abiotic factors on
growth and chemical defenses in cultivated clones of Laurencia
dendroidea J. Agardh (Ceramiales, Rhodophyta).Mar. Biol. v. 158, p. 1439-
1446, 2011.

TEIXEIRA, V. L.; TOMASSINIS, T.;, KELECOM, A. Produtos naturais de
organismos marinhos: uma revisdo sobre os diterpenos da alga parda
Dictyota spp.Quim Nova, v. 8, p. 302-313, 1985.

TEIXEIRA, V. L.; KELECOM, A. Geographic distribution of the diterpenes from
the marine brown slga Dictyota Lamouroux  (Dictyotales,
Phaeophyta).Neritica, v. 2, p. 179-200, 1987.

TEIXEIRA, V. L.; KELECOM, A. The use of diterpenes as chemosystematic
markers in marine brown algae of the genus Dictyota Lamouroux
(Dictyotales, Phaeophyta)Sci. Tot. Environ.,v. 75, p. 271-283.1988

TEIXEIRA, V. L.; KELECOM, A.; OTTLIEB, O. R. O uso de carotendéides como
marcadores taxondmicos e filogenéticos de Algas 1. Principais
caracteristicas das classes. Quim. Nova, v. 13, p. 293-297.1990.

TEIXEIRA, V. L. Produtos naturais marinhos. In: Biologia Marinha. (R.C. Pereira &
A. Soares-Gomes, org.). Engenho Novo: Interciéncia, p. 249-279. 2002.

TEIXEIRA, V. L. Em Biologia Marinha; Pereira, R. C.; Soares-Gomes, A., Eds,;
Interciéncia: Rio de Janeiro, 2009.

TEIXEIRA, J.; FEIO, M.; FIGUEIRA, M.L. O papel do stress oxidativo no
envelhecimento e na deméncia. Rev. Serv. Psiquiatria do hospital Prf. Dr.
Fernando Fonseca, v. 12, n. 1, p. 43-57, 2014.

THOMSON, J. J. A defense of abortion. Philosophy & Public Affairs, 47-66. 1971.

TOMA, W.; GUIMARAES, L. L.; BRITO, A. R. M. S.; SANTOS, A. R.; CORTEZ, F. S.;
PUSCEDDU, F. H.; CESAR, A.; JUNIOR, L. S.; PACHECO, M. T. T.; PEREIRA,
C. D. S. Safflower oil: an integrated assessment of phytochemistry,
antiulcerogenic activity, and rodent and environmental toxicity. Revista
brasileira de Farmacognosia. 2014.

TORRES, V. M. T. Extracdo, purificacdo e atividade anticoagulante de
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Champia feldmannii.
28 f. Monografia (Graduacdo em Engenharia de Pesca)-Universidade Federal
do Ceara, Fortaleza. 2005.

TRAINOR, F.R. Survival of algae in soil after high temperature treatment
Phycologia, v. 22, p. 201-202, 1983.



104

VALLIM, M. A.; DE PAULA, J. C.; PEREIRA, R. C. et al. The diterpenes from
Dictyotacean marine brown algae in the Tropical Atlantic American
region.Biochem. Syst. Ecol. v. 33, p. 1-33, 2005.

VAN DEN HOEK, C.; MANN, D. G.; JAHNS, H. M. Algae: an introduction to
physiology. Cambridge: Academic Press, 1997.

VEIGA-SANTOS, P. In vitro anti-trypanosomal activity of elatol isolated from red
seaweed Laurencia dendroidea.Parasitology, v. 17, n. 11, p. 1661-1670,
2010.

VELLOSA, J. C. R.; BARBOSA, V. F.; OLIVEIRA, O. M. M. F. Pesquisa de produtos
naturais: plantas e radicais livres. Revist eletronica de farmacia. v.4, n. 2, p.
119-130, 2007.

VIDOTTI, E. C.; ROLLEMBERG, M. C. E. Algas: da economia nos ambientes
aguaticos a biorremediacdo e a quimica analitica. Quimica Nova, v. 27, n.1,
p.139-145, 2004.

VOGEL, H. Antioxidant properties and TLC characterization of four Chilean
haplopappus-species known as bailahue’n.Journal of Ethnopharmacology.
2004.

ZHANG, H. J. Chemical characteristics and anticoagulant activities of a sulfated
polysaccharide and its fragments from Monostroma latissimum.
Carbohydrate Polymers, v. 71, n. 03, p. 428-434, 2008.

ZHU, Q.; CAOQ, Y.; CAO, Y.; CHAY, Y.; LU, F. Rapid on site TLC-SERS detection
of four antidiabetes drugs used as adulterants in botanical dietary
supplements. Anal Bioanal Chem. 2014.

ZEMKE-WHITE, W. L.; OHNO, M. World seaweed utilization: An end-of-century
summary. Jounal of Applied Phycology, v. 11, p. 369-376, 1999.

ZINADAH, O. A. et al. Evaluation of the anti-genotoxicity and growth performance
impacts of green algae on Mugil cephalus. Life Science Journal, v. 10, n. 3,
p. 1543-1554, 2013.

ZUBIA, M. Antioxidant and antitumoural activities of some Phaeophyta from
Brittany coasts. Food Chem.,v.116, n. 3, p. 693-701, 2009.

WAGNER, H.; WISENAUER, M.; Fitoterapia: Fitofarmacos, farmacologia e
aplicacdes clinicas, 2ed. S&o Paulo: Ed. Pharmabooks, 2006. p.14-17.

WESOFF, Eric. Growing Algae: Open Pond vs. Closed Bioreactors. 2009.
Disponivel em: Acesso em: 20 nov. 2015.

WRIGHT, E. M. Biodiversity: New Leads for the Pharmaceutical and
Agrochemical Industries; Wrigley, S. K.; Hayes, M. A.; Thomas, R.; Chrystal,



105

E. J. T.; Nicholson, N., eds.; Royal Society of Chemistry: Cambridge, UK, 2000,
p. 113-139.

WU, Q. Differentiation of algae clones on the basis of resonance Raman spectra
excited by visible light. Anal Chem. 70:1782-1787. 1998.

WYNNE, M. J. A checklist of benthic marine algae of the tropical and subtropical
western Atlantic: second revision. J. Cramer in der Gebriuder Borntraeger
Verlagsbuchhandlung, 2005.

YAN, X.; NAGATA, T.; FAN, X. Antioxidative activities in some common
seaweeds. Plant Foods for Human Nutrition, 52(3), 253-262.1998.

YOON, H. S. A molecular timeline for the origin of photosynthetic
eukaryotes.Mol Biol Evol v. 21, p. 809-818, 2004.



