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Resumo

Marques, L. G.Aminoacidos tipo micosporina: novas metodologias distribuicdo em
macroalgas da costa brasileira.2015. 152p. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Biologicas (Bioquimica).itiist de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

A radiacdo ultravioleta (RUV) causa efeitos delegem ecossistemas aquaticos e
terrestres. Um dos mecanismos de defesa criados gejanismos para evitar estes danos € o
acumulo de compostos que absorvem RUV, dentre @is Qg aminoacidos tipo micosporina
(MAAs, do inglésmycosporine-like amino acifisepresentam uma classe importante. As
MAAs sdo substancias sollveis em agua caracteszaela presenca de uma unidade ciclo-
hexenona ou ciclo-hexenimina conjugada com nitrimg&abstituido por um aminoacido,
aminoalcool ou grupo amino, apresentando absorgadinm entre 308 e 362 nm e altos
coeficientes de absortividade molar. Dado o immbetgpapel desempenhado pelas MAAs na
fisiologia e bioquimica celular de algas, seja atleacomo protetoras de RUV ou como
antioxidantes, o objetivo desta tese foi expandiorpo de conhecimentos disponiveis sobre a
ocorréncia e distribuicdo destes compostos em ral@a® brasileiras.

Para atingir tal meta, foi necesséario desenvolvescqaimentos analiticos de
isolamento por cromatografia liquida de alta efici@ (igh procedure liquid
chromatography HPLC), de modo a gerar padrbes que pudessemtifizados para a
qualificacdo e quantificacdo de MAAs em extratos algas. Foi necessario também
desenvolver dois novos métodos de andlise por Hivldplada a espectrometria de massas
(HPLC-MS) — sendo um utilizado como método diagoostcapaz de indicar se ha MAAs
presentes em determinada amostra, e outro utilizadm método para quantificacdo. Todos
0s métodos trouxeram bons resultados, e os mémmaddPLC-MS foram utilizados para o

estudo de diversas macroalgas coletadas na regétidal de praias do litoral Sul do estado



do Espirito Santo — Brasil. Apesar da localizagésirita, € o maior estudo desta natureza
realizado até entdo com algas do litoral brasiléitém disso, 11 dos 32 géneros e 34 das 45
espécies presentes nesta tese nunca haviam siddeahenhum estudo relacionado a MAAs.

Nessas amostras, foi possivel encontrar oito MAA®Orina, palitina, porphyra-334,
asterina-330, palitinol, micosporina-2-glicina, @r pcis/trans usujireno/paliteno e uma
molécula desconhecida com relagdo massa-cargadm/i{[M+H]"). Dentre elas, as trés
primeiras foram quantificadas de forma absolutapdele-se perceber que as rodofitas
apresentam niveis de MAAs sensivelmente maioresaguorofitas e feofitas. Em relacdo a
variedade, foi possivel notar que, dentre as aa®sjue possuem dados do conteudo de
MAASs na literatura (seja para a espécie ou par&reigp), praticamente todas apresentam
maior variedade de MAAs do que o anteriormenterdeséoi encontrada a maior variedade
de MAAs ja descrita para uma alga parda: seis MAearentes nas espéciésctyopteris
delicatulae Padina gymnosporaoletadas na praia de Castelhanos — ES.

Pbdde-se detectar, pela primeira vez, a presencMAAs em 32 espécies de
macroalgas. Algumas espécies mostram-se fonteso moieressantes de MAAs para
diferentes usos pela industria, seja para a obbetre&ompostos puros ou para a utilizacdo de
seus extratos como ingredientes de formulac¢destids Solares.

A molécula desconhecida, cujo ion quasimolecularHi}1 apresentan/z 317, foi
tentativamente identificada como sendo a micospeglitina-alanina. Este € o primeiro

trabalho a descrever a ocorréncia desta moléculatura.

Palavras-chave: Aminoacidos tipo micosporina, Compostos fotopaet, MAAs,

Macroalgas, Radiacao ultravioleta.



Abstract

Marques, L. G.Mycosporine-like amino acids: new methodologies andlistribution
among macroalgae from the Brazilian coast2015. 152p. PhD Thesis — Graduate Program
in Biochemistry. Instituto de Quimica, UniversidatkeS&o Paulo, Sdo Paulo.

Ultraviolet radiation (UVR) exerts deleterious effe on aquatic and terrestrial
ecosystems. One defense mechanism created by swgano avoid this damage is the
accumulation of UV-absorbing compounds, among wiithmycosporine-like amino acids
(MAAS) represent an important class. MAAs are watduble compounds characterized by
the presence of a cyclohexenone or cyclohexeninmgeconjugated with amino acids, amino
alcohols or other amino groups, presenting absmrptiaxima ranging from 309 nm to 362
nm and high molar extinction coefficients. Giveritimportant role in algae physiology and
cellular biochemistry, as photoprotective compoundsantioxidants, the objective of this
thesis is to expand the available knowledge onottwirrence and distribution of MAAs in
Brazilian macroalgae.

To achieve this goal, it was necessary to devetosalation methodology by high
procedure liquid chromatography (HPLC), so as toegate standards for qualifying and
guantifying MAAs in macroalgae extracts. It wasoatecessary to develop two new analysis
methods by HPLC coupled to mass spectrometry (HMS}— one utilized as a diagnosis
method, capable of indicating if there are MAAsaiigiven sample; and the other utilized as
guantification method. All methods gave good resudind the ones relying on HPLC-MS
were used to study several macroalgae collectdukantertidal region of beaches located in
the south coast of Espirito Santo State — Bratils Ts the biggest study of this nature ever
done with Brazilian macroalgae; besides that, 111082 genera and 34 out of 45 species

herein tested had never had their content of MAZesased.



In these samples, it was possible to find eight MAshinorine, palythine, porphyra-
334, asterina-330, palythinol, mycosporine-2-glgcithe cis/trans pair usujirene/palythene
and an unknown molecule with mass-to-charge rati@1¥ m/z ((M+H]"). Among them,
absolute quantification was performed for the fttsee ones, and it was possible to notice
that red algae have higher MAA levels than greemh larown algae. In terms of variety, it
could be seen that, amongst the samples that h&4 ddta available in the literature (either
for the species or for the genus), nearly all presehigher MAA variety than the previously
described one. The highest variety ever recordau forown algae is presented in this work:
six different MAAs in Dictyopteris delicatulaand Padina gymnosporaboth collected at
Castelhanos Beach — ES.

For the first time, it was possible to detect MAIAS32 species of macroalgae. Some
species seem to be very interesting sources of Mpohsindustrial purposes, either for
obtaining pure compounds or for utilizing theirraxts as ingredients of sunscreen formulas.

The unknown molecule, with mass-to-charge ratio 347 m/z ([M+H]"), was
tentatively identified as mycosporine-glycine-atemni This is the first work to describe the

occurrence of this molecuie natura

Keywords: Mycosporine-like amino acids, Photoprotective commpls, MAAS, Macroalgae,
Ultraviolet radiation.
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1.1 Radiacdo ultravioleta

A radiacao ultravioleta (RUV) € a regido do espeetetromagnético emitido pelo Sol
compreendida em comprimentos de onda entre 10@ ex#0e € considerada uma radiacao
nao ionizante, uma vez que sua principal formanteracdo com a matéria ndo causa o
desprendimento de elétrons (gerando ions), e semaapsua excitacdo. Ela pode ser dividida
em trés faixas: UV-C, com comprimento de onda eld@e 280 nm; UV-B, entre 280 e 315
nm; e UV-A, entre 315 e 400 nm (Commission Intaomatle de L'Eclairage, 2011; Okuno e
Vilela, 2005; World Health Organization, 1994). Biotanto, diversos autores utilizam limites
diferentes, como 290 nm como limite entre UV-C e-BVe 320 nm entre UV-B e UV-A
(Chen et al.,, 2014; Fitzpatrick, 1988; Matheus eredayashi, 2002). Neste trabalho, a
definicdo usada (e ja descrita) é a recomendada @& Commission Internationale de
L'Eclairage ou Comisséo Internacional de lluminacdo) (Comimissinternationale de
L'Eclairage, 2011).

A RUV que chega a atmosfera terrestre € compostagoximadamente 6% de UV-
C, 18% de UV-B e 76% de UV-A (World Health Organian, 1994). No entanto, os valores
que atingem a superficie sdo bem diferentes, témddiancia total menor e distribuicdo
diferenciada: 5% de UV-B e 95% de UV-A (Flor et, @007). Isto ocorre porque
praticamente toda a radiacdo UV-C e cerca de 90%dlacdo UV-B sédo absorvidas pelas
camadas superiores na atmosfera, especialmentegasdes oxigénio e ozénio (World Health
Organization, 1994). Todavia, a destruicdo da candedozonio, causada principalmente pela
liberacdo de poluentes atmosféricos como os clavafarbonetos (CFCs), organoclorados e
organobromados (Okuno e Vilela, 2005), oriundosa¢i@o antropogénica, tem levado a um
aumento na RUV, especialmente UV-B (Banaszak e chreB001), na biosfera (Kerr e

McElroy, 1993).
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Em razdo de sua alta energia, radiacbes UV-B pomhlemar danos a biomoléculas
como acidos nucleicos, lipidios e proteinas (Baamlasz Trench, 2001; Sinha et al., 2001;
World Health Organization, 1994). Outros efeitose gestas radiacbes promovem s&o
alteracbes na pigmentacdo celular e inibicbes tesgtntese e de crescimento (Dunlap e
Yamamoto, 1995), podendo levar assim o organismorée. Os danos celulares ocorrem por
reacdes fotoquimicas (efeitos diretos) ou via fioi@chica (efeitos indiretos) pela formacao de
espécies reativas ou espécies em um estado exote@@stavel, que podem se difundir e
reagir com outros componentes celulares (Singh.,e2@l4; Vincent e Neale, 2000; World
Health Organization, 1994).

Os efeitos diretos ocorrem em moléculas possuidigagomoforos que absorvem na
regido do ultravioleta, como acidos nucleicos ¢gtgmto, as macromoléculas DNA e RNA) e
proteinas, especialmente as que possuem aminodmidogticos. Essas moléculas podem
sofrer diversos tipos de transformacfes quimicaf)MA, por exemplo, pode haver geracéo
de dimeros de pirimidina e de (6-4) pirimidina4pidonas (Beukers e Berends, 1960; Chen

et al., 2014; Franklin et al.,, 1983). Os efeitodinetos sdo causados principalmente por

espécies reativas de oxigénio (EROs), tais comgémio singlete O, ), anion superéxido
(O,") e radical hidroxila (OH ). As EROs reagem com uma vasta gama de moléculass

vezes inativando suas fung¢@es bioldgicas e podEwvdo o organismo a morte, assim como
os danos diretos causados por RUV.

No caso dos seres humanos, a consequéncia maisatarda exposicdo a RUV é o
cancer de pele. A incidéncia de ambos os tiposadeer de pele, melanoma e ndo melanoma,
vem crescendo nas Ultimas décadas e ndo da sieaissthbilizacdo (World Health
Organization, 2008). Atualmente, entre 2 e 3 mi¢hde canceres ndo melanoma e 132.000

melanomas ocorrem mundialmente a cada ano, e aadbdsrmas de cancer de pele
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representam em torno de 30% dos novos diagnésteadncer (World Health Organization,
2014).

No ambiente aquatico, os efeitos da RUV (e de swiaiaveis ambientais, como
temperatura e matéria organica dissolvida) também sendo objeto de estudo ha algum
tempo (Hader e Worrest, 1991; Hader et al., 1995812003; 2007; 2011; 2015). Dentre as
alteracOes causadas em diversos organismos, paidiisgqueda de motilidade e orientacao
(Hader e Worrest, 1991); diminuicdo na fotossintasecapacidade de osmorregulacédo e na
captacdo de nutrientes (Giordanino et al., 2011c¢cré&Swet al., 2012); variacbes nos
metabolismos de nitrogénio e carbono; fotobrangeedéonde corais; entre outros (Hader et

al., 2015).

1.2 Algas

As algas formam um conjunto heterogéneo de orgarsisoomposto majoritariamente
por espécies fotossintéticas que produzem oxigémigem em ambientes aquaticos (Graham
et al., 2009). Tais organismos pertencem a vanasdens evolutivas e apresentam grandes
variacdes em diversos aspectos, como suas formadgdélulas microscépicas, com alguns
micrébmetros de diametro, até algas multicelulatesgando a 60 metros de comprimento),
estruturas celulares, pigmentos fotossintéticosgromaoléculas de reserva nutricional e
metabdlitos secundarios (Graham et al., 2009; B48). Estima-se que existam entre 36.000
e mais de 10 milhdes de espécies de algas, todastadas com outros organismos em ciclos
biogeoquimicos, cadeias alimentares e associagbgtcas (Graham et al., 2009). Apesar
de ocorrerem mais comumente em ambientes aquatmmdem ser encontradas em
praticamente qualquer ambiente terrestre, comcera de algumas montanhas, em solos de

desertos, em fontes termais e em fungos liquensz@dee, 2008).
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As algas sédo extremamente importantes. Elas gegmoximadamente 50% do
oxigénio presente na atmosfera terrestre — senelo guupo das cianobactérias é considerado
o responsavel pela acumulacédo desse gas na atmbsfaproximadamente 2,5 bilhdes de
anos, o que possibilitou o surgimento de formasida aerdbias (Graham et al., 2009; Lee,
2008). Também atuam no ciclo biogeoquimico de muibementos, como carbono,
nitrogénio, fésforo e enxofre (Graham et al., 2009)

No ciclo do carbono, produzem uma enorme quantidedearbono organico, seja
utilizando CQ (através da fixacdo de carbono proporcionadafp@asintese) ou nutrientes
que contenham carbono, gerando esqueletos molesulgie sdo de grande utilidade para
toda a cadeia alimentar. Dessa forma, séo cond@eebase da cadeia alimentar em todos os
sistemas aquaticos, servindo de fonte de alimeari@ mmoluscos, equinodermas, crustaceos e
peixes nos seus diferentes estagios de crescinentietanto, a relacdo ecologica das algas
com o0 ambiente em que vivem vai muito além de sgnexdutores primarios, uma vez que
possuem relacdes de simbiose com uma série deisrgem) como bactérias, protistas,
fungos, animais e plantas; além disso, também posemconsideradas parasitas e/ou
patdgenos para muitos outros seres, inclusive hasn@raham et al., 2009).

No ciclo do nitrogénio, sdo importantes por seraganismos capazes de utilizar
nitrogénio inorganico (captado na forma dos iongatd ou amonio) para gerar moléculas
maiores, principalmente aminoacidos e bases nitiapes. Além disso, 0s Unicos organismos
capazes de fixar nitrogénio da atmosfera (ou seperter o gas nitrogénio em aménio) sao

bactérias, dentre as quais se incluem diversa®lmi@terias (Graham et al., 2009). Neste

processo, a espéciO;, € convertida aNO, pela enzima nitrato redutase, e na sequéncia o

NO, é reduzido a NElpela nitrito redutase. Esta assimilacdo de nitimgé sofisticada e

tem varios niveis de regulacdo, incluinfeedbackenzimatico, molecular e pelo reldgio

biolégico (Lopes, 2001).
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Ja no ciclo do enxofre, sédo responsaveis por captarsulfato do meio e utiliza-los na
producdo de diversas moléculas sulfuradas, comanueoacidos cisteina e metionina e
outros compostos que, quando liberados no meioemodatingir a atmosfera e regular a
temperatura da superficie terrestre por meio dacé da formacédo de nuvens e da geracéo
de espécies que refletem a luz solar (Lee, 20089,52001; Van Alstyne, 2008).

Atualmente, as algas possuem inumeros usos pelardade. Podem ser usadas
como alimento, tanto para humanos quanto paravoudie peixes e mariscos; como adubo na
agricultura terrestre; como suplementos alimenta&&®mo organismos modelo em diversos
estudos, como de genbmica, protedbmica e outroshéBraet al., 2009). Dentre as
possibilidades de uso que ainda necessitam de @sfidos para sua implementacéo, estédo
sua utilizacdo como fonte de combustiveis (comdibg®l, etanol e gas hidrogénio) e como
fonte de produtos de alto valor agregado, tais cantidticos e agentes quimioterapicos
(Graham et al., 2009; Lee, 2008). Elas tém sidsidenadas também biorremediadores muito
promissores, dado que sdo capazes de acumularegrgudntidades de metais pesados e de
metabolizar, por meio de enzimas especializadasyslis substancias organicas poluidoras.
Por sua pronta resposta ao estresse ambientalasmalijas sdo também utilizadas como
bioindicadores de poluicao (Torres et al., 2008).

Por formarem um conjunto bastante heterogénedgas podem ser classificadas em
diversos subgrupos. Uma das maneiras mais geraidivildi-las € classifica-las como
microalgas ou macroalgas. Macroalgas marinhas sé@bjeto de estudo desta tese e mais

detalhes seréo apresentados nos itens a seguir.

1.2.1 Macroalgas e sua utilizacao
As macroalgas pertencem a trés diferentes filoedBphyta (ou algas vermelhas), no
qual sdo representadas por mais de 6.500 esp€tispphyta (ou algas verdes), em que sao

representadas por mais de 1.500 espécies; e Ogtmofbu algas pardas), no qual sdo
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representadas por mais de 2.000 espécies (Guinyrg, @014). Muitas diferencas podem ser
apontadas entre os trés filos, tornando dificikaa@olacdo de resultados de um filo para
outro, especialmente porque Rhodophyta e Chloraphgéio considerados taxons
monofiléticos, enquanto Ochrophyta é consideradifilpico (Graham et al., 2009).

As macroalgas podem ser encontradas em mbab#at Dentre os mais comuns,
estdo zonas rochosas intertidais, recifes tropieaiflorestas dekelp, dentre os mais
diferenciados, marismas (pantanos salinos) e regiéklares. Sabe-se que a presenca de algas
induz um aumento na biodiversidade marinha; istorecndo apenas por seu alto nimero de
espécies, mas também porgque servem de fonte denatinabrigo e esconderijo para diversos
organismos pequenos, de outras algas a peixes. lgumsacasos, inclusive, elas sao
consideradas como o prophabitatde diversas espécies (Lobban e Harrison, 1994).

As macroalgas apresentam grande potencial econdmléo foram descritas
aproximadamente 500 espécies de macroalgas uéizgéra alimentacdo, forragem e
extracdo de moléculas variadas (Graham et al.,)20@9acordo com os relatério$tfe state
of world fisheries and aquacultdrela Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacéo
Agricultura dos anos de 2012 e 2014, a producdoagide algas cresceu de 3,8 milhdes de
toneladas em 1990 para 24,9 milhdes de toneladag0ééh Deste numero, cabe frisar que
95,6% vieram de fazendas de cultivo, e 97% das aigllivadas vém de apenas oito paises, a
saber: China, Indonésia, Filipinas, Coreia do Salpdo, Malasia, Zanzibar (um estado
semiautbnomo da Tanzéania) e Ilhas Saloméo. O valal das algas cultivadas em 2012 é
estimado em 6,4 bilhdes de ddlares, e aproximadan®96 da producdo vem de macroalgas
marinhas (Food and Agriculture Organization oftheted Nations, 2012; 2014).

Essas macroalgas ndo sdo apenas cultivadas paenta¢do humana, mas também

para a extracdo de diversos compostos de intersm@dmico, como Aacidos graxos e

ficocoloides (Cardozo et al., 2007). Enquanto odm@ros possuem utilizacao
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majoritariamente nutracéutica, os Ultimos possuamias usos nas industrias alimenticia e
cosmética, especialmente como agentes emulsifiganéspessantes, estabilizantes e
geleificantes (Lee, 2008). Este mercado também geracendo: em 1999, o volume de
vendas de ficocoloides foi em torno de 72.500 tmfed, avaliadas em quase US$ 644
milhdes; em 2009, o volume cresceu para 86.100 ladag, e seu valor para
aproximadamente US$ 1 bilh&o (Bixler e Porse, 2011)

Macroalgas marinhas vém sendo usadas também pares goropdsitos, como
alimentacdo animal, fertilizacdo e tratamento deaagesiduais (McHugh, 2003; Metting,
1996). Neste ultimo caso, ha duas areas princig@isque macroalgas possuem potencial
utilizacdo: no tratamento de esgotos e algunstosjeigrarios para reduzir a concentragcao de
compostos contendo nitrogénio e fosforo, e na ré@moge metais toxicos de rejeitos
industriais.

Elas podem também ser usadas como modelos emntife@studos ecoldgicos, como
estudos de ecotoxicologia, nos quais se buscaismas e moléculas que sejam capazes de
indicar a qualidade de um determinado ambiente.mAl@disso, sdo modelos muito
interessantes em estudos de competicdo, uma vebatpitam superficies bidimensionais e
frequentemente ocorrem em posi¢cdes monoespecifinas, vizinhas a outras espécies
(Lobban e Harrison, 1994). Também sdo muito usadasstudos de ecologia quimica e
biogeografia, uma vez que tiveram que desenvolrex série de estratégias e sintetizar e/ou
adquirir muitos compostos de forma a manter distaherbivoros e epifitas (Amsler, 2008;
Leal et al., 2013; Paul e Ritson-Williams, 2008).

Além dos estresses causados por relacdes ecolégaras herbivoria, epifitismo e
parasitismo, as macroalgas sofrem muitos outra@s tge perturbacdo. Com a variagdo das
mares, por exemplo, macroalgas que vivem na zotatidal ficam muito expostas a

variacdes de radiacdo (visivel e ultravioleta), geratura, disponibilidade de nutrientes e
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nivel de hidratacdo, além de sofrerem estressemoecéausado por ventos e ondas (Graham
et al., 2009). Todas essas perturbacdes geramag@ts no metabolismo das algas, podendo
levar a sintese de compostos que as auxiliem a dola tais pressdées ambientais. Esses
compostos sédo, em geral, chamados de “produtosisitou “metabdlitos secundarios” — ou
seja, compostos que nao estdo intrinsecamente vido®l no desenvolvimento ou na
manutencdo de um organismo, sdo limitados em stabdicdo biologica, frequentemente
sdo espécie-especificos e mais frequentemente Zidodupor um organismo para uso em
interacdes ecologicas (Maschek e Baker, 2008; &kl et al., 1989).

Essas moléculas, além de lteis para os organism®sas| produzem, podem ser
também de grande utilidade para o ser humano. figeextratos de algas e também
compostos isolados ja mostraram possuir uma seéraiddades biolégicas, como antiviral,
antibacteriana, antifingica, antiprotozoarios, -aptmintica, inseticida, anticoagulante,
antitumorogénica, antioxidante, anti-inflamatéaati-incrustante, antiofidica, fotoprotetora e
imunoestimuladora (Cardozo et al., 2007; Fernaetied., 2014). Dentre os produtos que se
utilizam de tais potenciais, um microbicida vagibakeado em carragenana, o Carraguard,
mostrou bloquear a infeccdo por HIV e outras dogrsgxualmente transmissivéisvitro
(Mariya e Ravindran, 2013), mas nao foi aprovade estudos clinicos de fase Il (Alcorn,
2008).

Ha casos em que extratos fazem parte de formuldgdeaacéuticas. Um exemplo sdo
0S compostos que absorvem RUV e sao comercializagsds grupo Mibelle AG
Biochemistry como uma matéria-prima para a confe@g protetores solares, sob o nome
Helioguard 368 (Helioguard 365, 2014). Essa matéria-prima é umnagx da macroalga
vermelhaPorphyra umbilicalise contém uma mistura de compostos chamados arndneac
tipo micosporina, conhecidos por proporcionarentgm@o contra RUV aos organismos que

as sintetizam.
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1.3 Aminodcidos tipo micosporina (MAAs)

Os aminoacidos tipo micosporina (ou MAAs, do ingtégosporine-like amino aciyls
sdo compostos altamente polares, de baixo pesocufmie(entre 200 e 400 Da) e alto
coeficiente de absortividade molar= 28100-50000 L-molcni® (Shick e Dunlap, 2002).
Sé&o caracterizados por uma unidade ciclo-hexenonaialo-hexenimina conjugada com
nitrogénio substituido por um aminoacido ou amioodl, com absor¢do maxima entre 309 e
362 nm (Bernillon et al., 1984; Grant et al., 1985)

Atualmente, mais de 30 compostos, entre micosppnNBAAS (cuja diferenca sera
descrita na se¢do 1.3.1), j& foram caracteriza@asignan e Carreto, 2013; Carreto e
Carignan, 2011; Kamio et al., 2011; Miyamoto ef 2014; Roullier et al., 2011). Algumas

estruturas sdo mostradas na Figura 1.1.
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Figura 1.1: Estruturas de algumas MAAs comumentemnadas em algas e de uma micosporina encontrada
apenas em fungos.
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1.3.1 Historico

O inicio do estudo das micosporinas e MAAs datdé@tzada de 1960. Muitos autores
consideram que a primeira mengao a estes compostolteratura seria no artigo de
Wittenberg (1960), que descreve a ocorréncia deamponente com absor¢do maxima em
305 nm no extrato aquoso da glandula de gas daeetarportuguesalhysalia physal)s Esta
possivel substancia teve seu comprimento de ondadaena absor¢cad.gsy) corrigido para
310 nm por Price e Forrest (1969), mas sua est&rutumca foi plenamente elucidada.

Em 1961, dois artigos publicados por Tsujino (Tswjil961; Tsujino e Saito, 1961)
mencionam a existéncia de compostos agg entre 260 e 340 nm em macroalgas. Um dos
artigos chega a mostrar fragcbes mais puras doatestde algas vermelhas, e essas fracoes
apresentammnsxem 318 nm e 332 nm (Tsujino, 1961).

Na segunda metade da década, trabalhando com fyregmgiisadores demonstraram
maior absorcéo entre 300 e 350 nm quando tais isrgas eram irradiados com RUV
(Leach, 1965a; b). Tal absorcdo foi atribuida aammjunto de compostos desconhecidos,
chamados entdo de P310 (Leach, 1965b; Leach eeTri®65). Algumas caracteristicas
guimicas, como a estabilidade frente a altas testyras e a tratamentos com acidos e bases,
chegaram a ser estabelecidas, mas ndo houve neavmmgo em relacdo a elucidacéo
estrutural de tais moléculas (Trione e Leach, 198@ne et al., 1966).

Apesar de todos esses trabalhos na década de d9G0neira estrutura de uma
micosporina foi elucidada apenas em 1976 (FavreAdBaat al., 1976). Chamada inicialmente
apenas denycosporinghoje é conhecida como micosporina-serinol edolada dos esporos
do fungo Stereum hirsutum- dai 0 nome “micosporina”. Por ser a primeira e S
caracterizada, a micosporina-serinol, que possuinuicleo de ciclo-hexenona, tornou-se
referéncia para todos os trabalhos posterioresadesma, as ciclo-hexenonas passaram a ser

consideradas “micosporinas verdadeiras”, e os cetapaom nucleos de ciclo-hexenimina
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receberam o nome de “aminoacidos tipo micosporifaycosporine-like amino acids
MAAS). No entanto, atualmente, o termo MAAs é m#tio para descrever ambos os tipos de
molécula, ciclo-hexenonas (ou 0xo-MAAS) e ciclo-exninas (ou imino-MAAS).

As décadas de 1970 e 1980 foram muito prolificatpua caracterizacdo estrutural
de MAAs. Micosporina-2 (Arpin et al., 1977), micosma-glicina (Ito e Hirata, 1977),
palitina (Takano et al., 1978a; Tsujino et al., 8QPalitinol (Takano et al., 1978b), paliteno
(Takano et al., 1978b), porphyra-334 (Chioccaral.etl979; Takano et al., 1979), chinorina
(Chioccara et al., 1979; Tsujino et al., 1980),nmopsporina-glutamina (Lunel et al., 1980),
acido paliténico (Kobayashi et al., 1981), asteB68a (Nakamura et al., 1981), micosporina-
acido glutamico (Young e Patterson, 1982), micdaspeglutamina (Bernillon et al., 1984) e
usujireno (Sekikawa et al., 1986) foram as molécwdaracterizadas nesta época. Mesmo
assim, estudos estruturais continuaram a ser adakznas décadas seguintes, e s6 na presente
década ja foram elucidadas as estruturas de nm&is compostos: as aplisiapalitinas A, Be C
(Kamio et al., 2011), micosporina-hidroxiglutamigétoullier et al., 2011) e micosporina-

glicina-alanina (Miyamoto et al., 2014).

1.3.2 Ocorreéncia e distribui¢ao

As MAAs sao classicamente consideradas como semdpastos sintetizados apenas
por algas, fungos e bactérias. Entretanto, estegpastos ja foram encontrados em muitos
organismos, como corais, cnidérios, esponjas, @t&nouricos-do-mar, estrelas-do-mar,
pepinos-do-mar, moluscos bivalves, ascidias, pgeipekguetas, platelmintos e até insetos
(Carreto e Carignan, 2011; Nagiller e Sommarug@92®astogi et al., 2010). Acredita-se
gue a maioria destes organismos adquira as MAAsne da dieta (Adams e Shick, 1996;
Carreto e Carignan, 2011; Nagiller e Sommaruga9P00 de associacdes simbidticas com
algas e bactérias (Shick et al., 1992; Stochal..e1294), embora alguns ja tenham mostrado

POSSUir 0S genes necessarios para a biossint¢as gedéculas (ver secao 1.3.3).
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Em corais, inclusive, sabe-se que ha metabolizalz@ MAAs produzidas pela
zooxantela, gerando MAAs que a mesma nao sintetjgando isolada, sob as mesmas
condicOes (Banaszak et al., 2006; Carignan e2@D9; Shick, 2004; Shick e Dunlap, 2002).
Em outros casos, o hospedeiro apresenta menodadeale MAAs que o simbionte, mas néo
compostos diferentes; nestes casos, acredita-sasgWMAAs nao tenham sido translocadas
para 0 hospedeiro de maneira eficiente, ou queatensido catabolizadas pelo mesmo
(Carreto e Carignan, 2011). Ha& hospedeiros queacepteletivamente as MAAs da
zooxantela, mas ainda n&o se sabe como isso ocorre.

As MAAs ndo sao encontradas em plantas superiogs,quais a protecdo contra
RUV é feita pelos flavonoides (Caldwell et al., 328Também ndo sdo encontradas em
vertebrados superiores, nos quais a funcdo prate@orassumida pela melanina; e
diferentemente de invertebrados e peixes, mamifap@sentemente ndo sdo capazes de
absorver estes compostos pela dieta (Mason @98I8; Shick e Dunlap, 2002).

Como seria esperado de compostos pequenos e soléwei agua, as MAAs
encontram-se dissolvidas no citoplasma celular. étanto, ndo se sabe se estariam
homogeneamente dispersas ou reunidas em tornogdaedas especificas, o que traria um
maior fator de protecédo aos processos vitais dggn@mos em questdo (Neale et al., 1998).
Enquanto em cianobactérias elas parecem estarshsp@arcia-Pichel e Castenholz, 1993),
Laurion et al. (2004) mostraram que, em dois dag#lados, elas parecem estar altamente
empacotadas em torno de organelas mais sensiiRis/gdcomo o nucleo e os cloroplastos).
Além disso, também ja foram encontradas MAAs egltdares em cianobactérias, nas quais
estdo ligadas a oligossacarideos (Bohm et al.,; EXg-Schulz et al., 1997; Ehling-Schulz
e Scherer, 1999; Scherer et al., 1988; Torres ,e2@04), e em muco de corais (Drollet et al.,

1993; Shick e Dunlap, 2002; Teai et al., 1998).
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Entre as microalgas, os niveis mais altos de MA&am encontrados nos taxons
Dinophyta, Cryptophyta, Raphidophyceae Peymnesiophyceaesendo que dinoflagelados
presentes nas marés vermelhas apresentaram osesnaiveis de todos (Carreto e Carignan,
2011; Jeffrey et al., 1999). Entre as macroalgagspécies que produzem maior quantidade e
variedade de MAAs estdo entre as algas vermelhgsiaato as pardas e verdes sao conhecidas
por produzirem baixos niveis desses compostos €taer Carignan, 2011; Hoyer et al., 2001;
Karsten et al., 1998b; Karsten et al., 1998c; Tisug Saito, 1961). Isto corresponde ao padrao de
distribuicdo dos produtos naturais ja encontradosnacroalgas (Maschek e Baker, 2008).

Quanto a distribuicdo de MAAs no globo terrestrabesse que estas moléculas
ocorrem mais frequentemente e atingem suas macmesentracfes em organismos de
regides tropicais (Shick e Dunlap, 2002), o queepsdr resultado da exposicao destes a
niveis mais altos de RUV, devido ao menor anguleldeacao solar, a menor espessura da
camada de ©e a alta transparéncia das aguas oligotréficaasctaristicas dessas regides
(Banaszak e Trench, 2001; Fleischmann, 1989). Jéegites polares e temperadas, Karsten
et al. (1998b) mostraram que as concentracdoes dasM¥n rodoficeas de regides polares e
temperadas frias, como o Mar do Norte, sdo aprakamente a metade dos niveis das

mesmas espécies em regides temperadas quentesa cosia espanhola.

1.3.3 Biossintese

A biossintese das MAAs ainda ndo € bem compreenditigpotese mais aceita até o
inicio da década prega que as MAAs sao sintetizadzertir de um desvio da via do acido
chiguimico, numa maneira similar a biossinteseflde®noides em plantas superiores, como
pode ser visto na Figura 1.2. Esse desvio ocomeriaolécula de 3-dehidroquinato (3-DHQ),
gue por sua vez seria a precursora dos composdosaee deoxigadusol — e um deles seria 0
precursor da micosporina-glicina, a partir da qgexiam biossintetizadas as outras MAAs.

Essa hipOtese foi testada pela utilizacdo de imdidmos dessa via marcados
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radioativamente, em fungos e cianobactérias (Fawere4n et al., 1987; Portwich e Garcia-

Pichel, 2003), e pela inibicdo da via utilizandagBsato, em corais (Shick et al., 1999).
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Figura 1.2: Via do acido chiquimico mostrando asbintese de flavonoides em plantas superiorevisntato
e a possivel biossintese de MAAs via 3-dehidrodairagadusol em fungos, algas e bactérias. R2 gerdem
grupo aminoacido ou aminoalcool, caracterizanderéiftes MAAs. Adaptado de Shick e Dunlap (2002).

Em 2010, foi encontrado oluster responsavel pela biossintese de chinorina na
cianobactériaAnabaena variabiligATCC) 29413 (Balskus e Walsh, 2010). Estester é
constituido por quatro genes: Ava_3858, que cadificna 2epi5-epivaliolona sintase
(EVS); Ava_3857, que codifica um@-metiltransferase (O-MT); Ava 3856, que codifica
uma proteina do tipo ATBrasp capaz de formar ligacOes peptidicas; e Ava_38b®,
codifica uma enzima do tipo NRPS (sintetase deigeptndo ribossomal), capaz de formar
ligacbes amidicas. Os produtos resultantes de eazimma podem ser vistos na Figura 1.3,

junto com genes ortélogos.
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Anabaena variabilis ATCC 29413 [ Ava_38s8 >{Ava_3857>{ Ava_3856 > Ava_3855 >

Nostoc punctiforme ATCC 29133 [ >| . >| . >< N
Aphanothece halophytica - // |Ap3857> Ap3856 >| Ap3855 >
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Figura 1.3: Organizacéo dos genes relacionadagesside MAAs emAnabaena variabiliATCC 29413,
Nostoc punctiform@&TCC 29133 éAphanothece halophytica os produtos gerados pelas enzimas por eles
codificadas. Adaptado de Waditee-Sirisattha gP8l14) e Balskus e Walsh (2010).

O clusterfoi clonado entscherichia colie produziu MAAs, provando ser necessario
e suficiente para a sintese de tais compostos.egmida, foi feito um estuda vitro com as
duas primeiras enzimas da via (EVS e O-MT) e todsscofatores necessarios para a
producao de 4-deoxigadusol; no entanto, ao utiBzdehidroquinato como substrato, néo foi
possivel obter o produto esperado. Em contrastsgadtilizar sedoheptulose 7-fosfato, um
intermediario da via das pentoses fosfato, as awiforam capazes de sintetizar 4-
deoxigadusol. Esse resultado contradisse, entdipotese de que as MAAs seriam derivadas
da via do acido chiquimico, abrindo assima nova linha de pesquisa na biossintese de tais
moléculas.

Em 2012, Spence et al., trabalhando coneluster mostrado paraA. variabilis
deletaram o gene responsavel pela primeira enzimavid (EVS) e notaram que a
cianobactéria preservou sua capacidade de prodhoiriorina. Desta forma, propuseram a
hipotese atualmente aceita: a sintese de MAAs ajaaoeorrer por duas vias biossintéticas

redundantes, uma a partir da via do acido chiquireioutra a partir da via das pentoses
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fosfato. Corroborando esta hipdtese esta o fa@ H¥S, que € uma enzima ligada a via das
pentoses fosfato, ser muito similar a 3-dehidrogoirsintase (DHQS) (Starcevic et al., 2010)
—e também o fato de que genes correspondentes & @gmioaam encontrada® genoma de
alguns organismos, como a propkavariabilis (Singh et al., 2010a).

Atualmente, genes ortdlogos aos encontradosAenariabilis ja foram encontrados
em outras classes de organismos, como corais, surdjnoflagelados, bactérias Gram-
positivas, uma macroalga vermelha e uma anémonga(Mito et al., 2014; Shinzato et al.,
2011; Singh et al., 2010a; Starcevic et al., 20 fungos, todavia, ainda nao foi
encontrado nenhum ortélogo ao gene do ultimo pdasda, o que € consistente com o fato
de tais organismos produzirem apenas oxo-MAAs.dPay os dois primeiros genes da via
(EVS ou DHQS + O-MT) parecem ser conservados erost@s$ organismos produtores de
MAAs (Singh et al., 2012) — e a hipdtese corrergmesta ampla distribuicdo é de que os
genes teriam passado de cianobactérias a dinattimgelpor transferéncia horizontal, e pelo
mesmo processo teriam passado de dinoflageladosass,cpor exemplo (Starcevic et al.,
2008; Starcevic et al., 2010).

A Ultima enzima da via, que ef variabilisé uma enzima do tipo NRPS, @instoc
punctiformee Aphanothece halophyticd uma D-Ala D-Ala ligase, também capaz de formar
ligacBes peptidicas. Nestes organismos, o prodidéb da sintese ndo é chinorina, mas sim
porphyra-334 e micosporina-2-glicina, respectivammé®ao e Garcia-Pichel, 2011; Waditee-
Sirisattha et al., 2014) (Figura 1.3). Em um experito de expressao heterdloga de genes da
bactériaActinosynnema mirunortdlogos aos déN. punctiformena bactériaStreptomyces
avermitilis houve a producdo de uma nova MAA, identificaden@amicosporina-glicina-
alanina. Dessa forma, a D-Ala D-Ala ligase pareee pouco especifica, podendo gerar

diferentes MAAs a partir de micosporina-glicina gl&imoto et al., 2014).
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Estas recentes descobertas em relacdo a biossileddd\As estdo de acordo com
propostas anteriores da literatura. Em 1990, Gaettl. ja apontavam que a sintese desses
compostos no dinoflageladdexandrium excavaturexposto a altas irradiancias de radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) é acompanhada ddangas sequenciais no espectro de
absorcéao, indicando possiveis interconversdes astMAAs (Carreto et al., 1990). Estudos
com outro dinoflageladdilexandrium tamarensenostraram que a sintese destas moléculas
ocorre em dois estagios ap0s a exposicao a alta RARrimeiro, ha aumento das MAAs
bissubstituidas por aminoéacidos, especialmentehgoagB334; no segundo, ha aumento de
MAAs secundarias (no caso, o paliteno), acompantdedaleclinio nos niveis de MAAs
primarias (Callone et al., 2006). Estes achadd@oesin concordancia com as descobertas
biossintéticas mais recentes e também com a peopesEhick (2004), que divide as MAAs
em primarias (micosporina-glicina, porphyra-334 lenorina) e secundarias, que seriam
sintetizadas a partir destas. As possiveis vidatdeconversao entre as diferentes MAAs sao
apresentadas na Figura 1.4.

A biossintese de MAAs pode ser influenciada pourdgfatores abiodticos, como a
radiacdo: dependendo do organismo, a sintese po@stimulada por PAR, UV-A e/ou UV-

B (Carreto e Carignan, 2011). Dentro da PAR, aaggdh de cor azul é tida como a mais
estimulante da sintese desses compostos (Franklal.,e2001; Trione e Leach, 1969);

entretanto, esse resultado deve ser visto com laaudado que Korbee et al. (2005a)
mostraram que a luz azul induziu a formacéo delpoge334, palitina e asterina-330, mas
diminuiu os niveis de chinorina na alga vermelf@phyra leucostictaEsta variacdo de

sensibilidade a diferentes radiagbes nos organispode ser devida a diferentes
fotorreceptores. Portwich e Garcia-Pichel (200@ppem que o fotorreceptor para UV-B em

cianobactérias seja uma pterina, enquanto Korbak €005a) sugerem que o fotorreceptor



para luz azul ndo esteja relacionado intrinsecaenardintese, mas sim a interconversao de

MAAs.
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Outros fatores abioticos que alteram a sintese AAdkao a temperatura da agua, a
salinidade, o fluxo de agua e a disponibilidadaldens nutrientes, especialmente nitrogénio
(na forma de amonio) e enxofre (Barufi et al., 2drbee et al., 2005b; Singh et al., 2010b;
Waditee-Sirisattha et al., 2014). Foram encontradudusive, efeitos combinados (e, em
alguns casos, sinérgicos) de alguns dos fatoresp &UV e fluxo de agua (Kuffner, 2001),
RUV e temperatura (Ben-Yosef et al., 2008) e RUsaknidade (Khosravi et al., 2013). Os
mecanismos pelos quais estes fatores atuariamnteseside MAAs ainda ndo foram bem

estabelecidos.

1.3.4 Funcoes e aplicacdes comerciais

Ao longo dos anos, as MAAs tiveram uma série dedan associadas a elas. Uma das
principais € a funcdo fotoprotetora, que pode sderida por possuirem eficientes
propriedades de absorcdo no UV-A e no UV-B consaltieficientes de absortividade molar
(¢ = 28100-50000 L-md}cm?, vide Shick e Dunlap (2002)), ndo fluoresceremp na
produzirem radicais, dissiparem a energia lumiradxsorvida em forma de calor e terem alta
fotoestabilidadein vitro (Conde et al., 2000; Conde et al., 2004; Condealet2007).
Corroborando tal funcdo, héa a frequente observdeague a exposicdo a RUV no ambiente
natural ou em condigbes experimentais provoca umeato na concentracdo das MAAS
(Brook, 1981; Garcia et al., 2014; Klisch e HAd®0O0; Leach, 1965b; Shick et al., 1999;
entre muitos outros), além de diversos artigogaetio que a concentracdo de MAAsS em um
organismo € inversamente proporcional a profundidad que o mesmo se encontra (Dunlap
et al., 1986; Hoyer et al., 2001; Karsten e Wiendlg99). Varios autores também estudaram
a extensdo dos danos causados por RUV em organ@mtendo diferentes quantidades de
MAASs, chegando, em geral, & conclusdo de que urormedr de tais compostos é capaz de
conferir alguma protecédo aos organismos (Adamsiak SI996; Adams e Shick, 2001; de la

Coba et al., 2009a; Dionisio-Sese et al., 1997ngJiat al., 2008). H4 poucos estudos
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realizados em células humanas, mas ja se sabe d@ues Idao capazes de promover a
proliferacédo de fibroblastos pulmonares (linhagem38) e também de defendé-los das acdes
deletérias da RUV (Oyamada et al., 2008), e quelaglisoladas de carcinoma humano
(linhagem A431) conseguem absorver MAAs do meiordscimento (Mason et al., 1998).

Outras funcdes que também séao de consenso gemlosnéstudiosos do tema sdo as
atividades antioxidante e antirradicalar dessespostos. Dentre as MAAs testadas até o
presente momento, as que mais demonstraram pdasiiatividades sdo as oxo-MAAs
micosporina-glicina e micosporina-taurina (Dunlapy@mamoto, 1995; Suh et al., 2003;
Yakovleva et al., 2004), mas também ja foram emedos indicios para o usujireno
(Nakayama et al., 1999), para MAAs glicosiladas t8daet al., 2011) e para extratos com
combinacbes de diferentes imino-MAAs, especialmgrdgen a combinacdo de palitina e
asterina-330 (de la Coba et al., 2009b). Além dasAM naturais, também ja foram
sintetizados compostos com atividades interessami@so um composto derivado da
porphyra-334 e um analogo sintético de MAA que sgmearam atividade antirradicalar
significativa em ensaio de DPPH (Andreguetti et2013; Yoshiki et al., 2009).

Foi também sugerido que as MAAs apresentam fung8esoticas (Oren, 1997),
funcBes na dessecacdo e no estresse térmico gliaalg 2008; Oren e Gunde-Cimerman,
2007), sdo metabolitos reguladores da esporulaggrneinacdo de fungos (Trione e Leach,
1969; Trione et al., 1966) e da reproducédo de tabdemdos marinhos (Bandaranayake et al.,
1997; Bandaranayake e Des Rocher, 1999) e atuarn soralizadores intraespecificos de
ameacas (Kicklighter et al., 2007; Kicklighter ¢t 2011) e na sinalizacdo quimica entre
corais e seus dinoflagelados simbiontes (Gated.,e1305). Também podem ser reservas
intracelulares de nitrogénio (Korbee Peinado e&l04; Miyamoto et al., 2014) e compostos
gue captem comprimentos de onda na regido do uketa e os transformem em

comprimentos de onda utilizaveis pelo aparato fdético (Gao et al., 2007; Sinha et al.,
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1998). Todavia, algumas dessas funcdes ainda g@ooeersas e necessitam de maiores
estudos.

Em vista de suas propriedades, as MAAs vém sengloraxlas comercialmente como
produtos para protecdo da pele (Helioguard 3654;20hRinippon Ink&Chem Inc, 2009;
Mibelle Cosmetics AG, 2004, 2011; Micro Alge CorgK KDokuritsu Gyosei Hojin Suisan
Sogo Kenky, 2014; Universidad de Malaga, 2009, 2040protecdo de materiais nao
bioldgicos, como aditivos fotoestabilizadores erdustrias de tintas, plasticos e vernizes

(Bandaranayake, 1998).
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O objetivo geral deste trabalho foi expandir o code conhecimentos disponiveis
sobre a ocorréncia e distribuicdo de aminoaciduos micosporina (MAAs) em macroalgas
brasileiras.

Para isso, foram realizadas as seguintes etapas:

» Coleta de macroalgas na regiédo intertidal de dagepsaias do litoral Sul do estado do
Espirito Santo — Brasil, e identificacdo das mesmas

« Estudo para estabelecer o modo mais adequado g@@aeo material coletado —
fresco ou liofilizado — em termos do rendimentegiracdo de cada tipo de processamento de
amostra.

e Obtencdo de padrbes de MAAs, por meio do desemaeivio de método de
isolamento utilizando cromatografia em coluna ematgrafia liquida de alta eficiéncia.

» Desenvolvimento de métodos de analise quantitativgualitativa de MAAs por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acopla@s@ectrometria de massas.

* Investigacdo e comparacao do perfil de MAAs dagaep de rodofitas, clorofitas e

fedfitas coletadas.



3 Materiais e métodos



Materiais e métodos 49

3.1 Organismos utilizados e obtengdo da biomassa algal

As macroalgas estudadas foram coletadas na zasrdéidat de diferentes praias dos
municipios de Guarapari e Anchieta — ES (Figurg, $dr Luiza G. Marques, Erika M. Stein
e Daniel X. Andreguetti. As coletas foram realizadan 2011, entre os meses de setembro e
outubro, e em maio de 2014. Todas as coletas fogatizadas no periodo de maré baixa, de
acordo com a tdbua de marés do Terminal da Ponttbddornecida pela Marinha do Brasil
(Marinha do Brasil).

As amostras destinadas as analises morfoldégicasnérroacdo da identificagdo
taxondmica foram fixadas em formol 4% em &gua do. adentificacdo do material foi
realizada no laboratério da Profa. Mutue Toyotaifdp Instituto de Botanica (SP), por meio
de busca na literatura — especialmente em disSedae teses —, realizagdo de cortes
histologicos, inspe¢do do material em microscopgisreoscopicos (lupas) e opticos e auxilio
de especialistas em taxonomia. Exemplares foraaragps para servirem de testemunhas, as
quais foram depositadas no Herbario Maria Eneid&a&uffman Fidalgo do Instituto de
Botanica, Sdo Paulo (SP). A listagem completa dasr@algas estudadas pode ser vista nas
Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3, dividida em algas vermelbaslas e verdes.

As amostras foram limpas em agua do mar e sepaeadascos plasticos com fecho
hermético, identificados com o nome da espécieal lec data de coleta. Foram entéo

armazenadas em freezer —20 °C até o momento daeanal
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Tabela 3.1: Relacdo das algas vermelhas coletad&stado do Espirito Santo, com as respectivas,datais
de coleta e numero de acesso das exsicatas deassita herbario ficologico do Instituto de Botar(is®).

(continua)
, ~ NUMERO DE
ESPECIES DE ALGAS INFORMACAO DAS COLETAS
G ACESSO

ACEISTPANCIE) P 1) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2(C SP 428.737
Bagrgesen
Amansia multifidal.V.Lamouroux ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 428H40
Amphiroa fragilissimglLinnaeus) ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014  SP 428.716
J.V.Lamouroux
i;)ltir:]/ocladla occidentali¢Bargesen) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2011 469021
iggit::mnlon SEe D ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 28/09/2(C SP 469.027
Ceratodictyon variabildJ. Agardh) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014  428F/26
R.E.Norris
ClTRImIE R AR i) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 28/09/2(C SP 428.168
J.Agardh
Cryptonemia seminervi€. Agardh) ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SF02489
J.Agardh
Dichotomaria marginatdJ. Ellis & ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011  SP 428.166
Solander) Lamarck
Dichotomaria marginatd.Ellis & ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2011  428H60
Solander) Lamarck
Dichotomaria marginatdJ).Ellis & ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP 428.712
Solander) Lamarck
Dichotomaria marginatdJ.Ellis & ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014  428H/25
Solander) Lamarck
Gracilaria cervicornis(Turner) ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014  SP 428.711
J.Agardh
Gracilaria cuneataAreschoug ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 28/09/2011  469®19
Gracilaria domingensi¢Ktzing) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 28/09/2C  SP 469.020
Sonder ex Dickie
Gracilaria cf. intermedia ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 428F 32
Gracilaria cf. mamillaris ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2(C SP 428.731
Gracilaria tepocensigE.Y.Dawson) o\ hiota Praia dos Castelhanos 28/09/2011  469@18
E.Y.Dawson
Heterosiphonia gibbes{Harvey) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2C  SP 469.033
Falkenberg
Hydropuntia cau.dataJ.Agardh) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 428744
Gurgel & Fredericq
Hypnea musciformigA/ulfen) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2C  SP 428.728
J.V.Lamouroux
Jania rubengLinnaeus) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2011 42861
J.V.Lamouroux
CIEEeIEs SEBIRILENI SR ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SP 428.159
M.A.Howe
Ochtodes secundirameiiontagne) ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP a@28.7
M.A.Howe
Ochtodes secundiramgilontagne) o\ pista Praia dos Castelhanos 15/05/2C  SP 428.723

M.A.Howe
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Tabela 3.1: Relagdo das algas vermelhas coletadBstado do Espirito Santo, com as respectivas,datais
de coleta e nimero de acesso das exsicatas dejassita herbério ficolégico do Instituto de Botar(is®).

(concluséo)

ESPECIES DE ALGAS

NUMERO DE

INFORMACAO DAS COLETAS ACESSO

Plocamium brasilienséGreville)
M.A.Howe & W.R.Taylor
Plocamium brasiliens€Greville)
M.A.Howe & W.R.Taylor
Pterocladiella capillacedS.G.Gmelin)
Santelices & Hommersand

Pyropia spiralis(E.C.Oliveira & Coll)
M.C.Oliveira, D.Milstein &
E.C.Oliveira

Pyropia spiralis(E.C.Oliveira & Coll)
M.C.Oliveira, D.Milstein &
E.C.Oliveira

Tricleocarpa cylindrica(J.Ellis &
Solander) Huisman & Borowitzka
Tricleocarpa cylindrica(J.Ellis &
Solander) Huisman & Borowitzka
Tricleocarpa cylindrica(J.Ellis &
Solander) Huisman & Borowitzka

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SP 428.163
ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP @28.7

ES, Guarapari, Praia dos Padres 16/05/2014 SP 428.743

ES, Anchieta, Praia de Parati 26/09/2011 SP 4@9.02
ES, Guarapari, Praia da Bacutia 26/10/2011 SP 428.170
ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SP1878

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/20 SP 469.028

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 428H 36

Tabela 3.2: Relacéo das algas pardas coletadastadoedo Espirito Santo, com as respectivas datass de
coleta e nimero de acesso das exsicatas deposi@mtasbario ficoldgico do Instituto de Botanic#®}S

ESPECIES DE ALGAS

NUMERO DE

INFORMACAO DAS COLETAS ACESSO

Canistrocarpus cervicornifKutzing)
De Paula & De Clerck
Canistrocarpus cervicornigKitzing)
De Paula & De Clerck

Colpomenia sinuos@Mertens ex
Roth) Derbés & Solier

Dictyopteris delicatulal.V.Lamouroux
Dictyopteris delicatulal.V.Lamouroux
Padina gymnosporéiitzing) Sonder
Padina gymnosporéKutzing) Sonder
Padina tetrastromatic&#lauck
Sargassum cymosu@Agardh
Sargassum vulgar€.Agardh

Zonaria tournefortii(J.V.Lamouroux)
Montagne

Zonaria tournefortii(J.V.Lamouroux)
Montagne

ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP 428.708
ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 428734

ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP 428.706

ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP 128.7
ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2C SP 428.721
ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SF0349

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 28/09/2C SP 469.017
ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 428H 35
ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2C SP 428.733
ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/08/201 SP 428.713

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2C SP 428.169

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014 42839
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Tabela 3.3: Relagdo das algas verdes coletadastadd=do Espirito Santo, com as respectivas datass de
coleta e nimero de acesso das exsicatas deposi@mtasbario ficoldgico do Instituto de Botanic®}S

. ~ NUMERO DE
ESPECIES DE ALGAS INFORMACAO DAS COLETAS
¢ ACESSO
Anadyomene stella@iuilfen) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2C  SP 469.025
C.Agardh
Caulerpa cupressoidasar. ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SP1828
lycopodiumwWeber-van Bosse
Caulerpa cupressoidesr. ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014  SP 428.710
lycopodiumwWeber-van Bosse
Caulerp_a cupressoidaar. ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2014  428H 18
lycopodiumWeber-van Bosse
Caulerpa prolifera(Forsskal) . .
ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2C  SP 469.023
J.V.Lamouroux
Caulerpa rac?mf)sa var. macrophysa ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 28/09/2011 428H53
(Sonder ex Kitzing) W.R.Taylor
Caulerpa racemosaar.occidentalis oo »nchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011  SP 428.150
(J.Agardh) Bgrgesen
Caulerpa racemosaar. occidentalis o ' o onari praia de Meaipe 14/05/2014 SP 188.7
(J.Agardh) Bgrgesen
Caulerpa racemosaar. occidentalis ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2C SP 428.722
(J.Agardh) Bgrgesen
Caulerpa sertularioide¢S.G.Gmelin) ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SP1528
M.A.Howe
Caulerpa sertularioidess.G.Gmelin) ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2C  SP 469.026
M.A.Howe
Caulerpa sertularioidesS.G.Gmelin) - e A hieta, Praia dos Castelnanos 15/05/2014  428F745
M.A.Howe
Chaetomorpha antennir@ory de oo A hieta, Praia de Parati 26/09/2011 SP 428.165
Saint-Vincent) Kitzing
Cladophora prolifera(Roth) Kiitzing  ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2011  46S®30
Codium decorticaturiWoodward) ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011  SP 428.162
M.A.Howe
Codium isthmocladundickers ES, Guarapari, Praia de Meaipe 14/05/2014 SP @z8.7
Codium isthmocladundickers ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 15/05/2C SP 428.738
Halimeda cuneat#iering ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011  SP 428.157
Halimeda cuneat&iering ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 27/09/2C SP 428.156
Halimeda cuneat&iering ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos 1500%/2 SP 428.720
Udotea flabellur(J.Ellis & Solander) - oo\ pieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011  SP 428.155
M.A.Howe
Ulva rigida C. Agardh ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu 26/09/2011 SP1838
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Localizacao dos pontos de coleta

RGuarapari

Qabaquara

20°41"117S
' 40°30’19”0

L 20°47307s
40°3820"0
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CAnchieta o '
{ &Vitoria . 0 4 km
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T~ @ Imagem Google Earth
09-04-2013

Figura 3.1: Localizacéo dos pontos de coleta deaatgas no estado do Espirito Santo — Brasil. diaRta
Bacutia. 2: Praia dos Padres. 3: Praia de Meaipgtrada Ponta de Ubu. 5: Praia de Parati. 6: Rimia
Castelhanos.

53

Figura 3.2: Foto do ponto de coleta de numeroRgasa de Castelhanos. Em periodos de maré baixeaforse

pocas de maré, o que proporciona a ocorrénciaveesdis espécies e facilita a coleta.
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3.2 Extracdo de MAAs das algas

3.2.1 Liofilizacao das amostras

Liofilizar amostras € um processo muito utilizadarg diminuir o volume das
mesmas, facilitando sua estocagem. De modo a éstabese tal procedimento seria
adequado para as algas utilizadas neste proje® aorapostos de interesse, foram feitos
estudos relacionando o estado das algas antesudaciio (secas ou frescas) com o contetdo
de MAAS observado.

Foram pesados 3,00 g &ocamium brasiliense levados ao liofilizador (Labconco
Lyph-Lock® 12) até a secagem total; o peso seco foi divididdriplicatas. Outras triplicatas,
de 1,00 g cada, foram recolhidas da mesma algaareara um estudo comparativo.

As seis amostras (trés de alga fresca e trés desatip) foram manualmente trituradas
sob nitrogénio liquido, colocadas em tubos de ffega (tubos Falcon) contendo 10 mL de
MeOH cada, vortexadas e incubadas no escuro pbhra24 °C. Em seguida, os tubos foram
centrifugados em uma centrifuga Eppendorf 5430®1(f6-35-6-30), por 5 min a 4226ge
4 °C. O material acumulado no fundo de cada tubebeu mais 10 mL de MeOH e passou
por mais uma etapa de extracdo e centrifugacdosdbeenadantes das duas extracoes,
combinados, foram evaporados em Speed”\(8avant, modelo SC110) com o sistema de
temperatura desligado (correspondendo a aproximaatan30 °C). Cada amostra teve seus
10 mL da primeira extracdo secos em apenas um HEgpendorf, de modo a facilitar a
ressuspensédo do conteudo final em pequeno volurselknte.

Os extratos secos finais foram ressuspensos enub@@ acido férmico (AF) 0,2%
(v/v) pH 3,14 e receberam 80 pL de ChlQyrau P.A.) para a extracdo de compostos
hidrofobicos. As amostras foram novamente vortesa&deentrifugadas por 10 min a 10621 x

g, e a fase aquosa (superior) foi coletada.
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3.2.2 Extracao das MAAs das macroalgas brasileiras

A partir dos dados obtidos no estudo de liofilizgc@iquotas de todas as macroalgas
estudadas foram manualmente trituradas sob nitimdéguido, colocadas em tubos de
centrifuga (tubos Falcon) contendo MeOH, vortexadesubadas no escuro por 24 h a 4 °C.
A proporc¢ao utilizada foi de 100 mg de alga fresaea 1 mL de MeOH. Apds as 24 h de
extracao, os tubos foram centrifugados em uma iteydr Eppendorf 5430R (rotor F-35-6-
30), por 10 min a 2935 g, e os sobrenadantes foram transferidos a novos tedicon.

A extracdo foi repetida uma vez e o extrato condwndas duas extracdes foi
evaporado em Speed VaqSavant SPD1010, Thermo Scientific) com o sistetiea
temperatura desligado. De modo a facilitar a etlpeessuspenséo, cada extrato foi seco em
apenas um microtubo de centrifuga (tipo Eppendseiddo necesséria a adicdo frequente de
extrato. A extracdo foi repetida novamente mas,ccodo houve acréscimo significativo no
teor de compostos de interesse ao extrato finabuege por utilizar apenas duas etapas de
extracao.

Os extratos secos foram ressuspensos em 500 plFd& 186 (v/v) + 5 mmol.r*
NH,OAc e receberam CHgIl(grau P.A.) em quantidade suficiente para a e&trage
compostos hidrofébicos. As amostras foram novameattexadas e centrifugadas por 10
min a 10621 »g (centrifuga Eppendorf 5430R, rotor F-45-30-11) fase aquosa (superior)

foi coletada.
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3.3 Isolamento de MAAs por HPLC e cromatografia em coluna

3.3.1 Otimizacao do isolamento

3.3.1.1 Método com colunas analiticas

O primeiro esforco de isolamento de MAAs por craygedfia liquida de alta
eficiéncia bigh performance liquid cromatographiAPLC) foi feito a partir do extrato de
Helioguard 368. Helioguard 365 é uma matéria-prima utilizada na manufatura deefptes
solares, gentilmente cedida ao laboratério pelaei@alQuimica e Farmacéutica Ltda. Esse
produto é um extrato da macroalga vermétoaphyra umbilicalis contendo principalmente
porphyra-334, chinorina e palitina em sua compasiedoi utilizada como padrao qualitativo
destas MAAs.

Para a extracdo de MAAs a partir deste produtquatas de 1 mL foram retiradas e
secas em Speed V&Savant, modelo SC110) até assumirem a forma délembem denso.
Os Oleos foram solubilizados em 400 pL de AF 0,&/86 pH 3,14 (ajustado com hidroxido
de amoénio), agitados em vortex e deixados em batehailtrassom (Ultrasonik Ney,
modelo 57H) em agua e gelo por 1 hora.

As amostras ressuspensas tiveram compostos denpascular superior a 5 kDa
retirados com tubos Amic8nUltra Centrifugal Filter Devices (Millipore), utiando uma
centrifugalJouanmodelo MR 22i a 13793 ¢, 20 °C e oito ciclos de 30 min.

Para o isolamento, foi usado o aparelho Shimadzu1®3VP composto por duas
bombas LC-10AT, detector de arranjo de diodos (DAPD-M10A/P equipado com cela
analitica e preparativa, injetor automatico SIL-DOA°, degaseificador DGU-14A e
programaClass-VP6.12 SP4. Utilizaram-se duas colunas: SynergirFf#a(Phenomené&x
250 x 4,6 mm, 4m) e Synergi Fusion RP (Phenomehex50 x 4,6 mm, 4m) a 30 °C, em

sequéncia e nessa ordem. O sistema de solventesddifoi AF 0,2% (v/v) pH 3,14
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(ajustado com NEDAc) (bomba A) e MeOH 100% (bomba B), com vazad deL.min™,
corrida de duracao de 25 min, 15 min de reequilibritre cada corrida e gradiente mostrado

na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Gradiente utilizado na primeira congligiomatografica de isolamento de MAAs. Fase mBvel
MeOH 100%.

Tempo / min [Fase movel B] (%)
0 0
10 0
15 100
25 100

Foram injetados 5 pL de amostra a cada corrida.frAgdes foram coletadss
manualmente logo apds a saida do detector em miiésréubos de ensaio e imediatamente
transferidas a tubos Eppendorf e levadas ao Spa€d-thde permaneceram até sua secagem
completa. Em seguida, foram armazenadss a —20 °C.

De modo a atestar o isolamento dos compostos @eesse e checar se houve
degradacdo no processo, foram realizadas corridamatograficas com amostras com
diferentes processamentos finais. No teste predimam que foram isoladas apenas chinorina
e porphyra-334, as fracOes secas foram ressuspemsi30 uL de AF 0,2% (v/v) pH 3,14 e 0
volume de injecdo foi 5 pL; na coleta em que foliaoladas quatro fracdoes, as mesmas,

secas, foram ressuspensas em 50 pL da mesma selagamume de injecdo foi 1 pL.

3.3.1.2 Método com colunas preparativas

A segunda forma de isolamento de MAAs por HPLCdiegenvolvida a partir de um
extrato deGracilaria sp. Como o0 extrato era antigo, ndo haveria conter abformacdes

confiaveis acerca da alga em questdo; no entanéogsantidade era grande, fazendo-nos
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optar por utiliza-lo para o isolamento de MAAS, uvez que 0 mesmo mostrou conter
chinorina, palitina, porphyra-334 e uma MAA naortificada.

Para tornar o extrato mais apropriado para uso &hC ele foi primeiramente
centrifugado (centrifuga Eppendorf 5430R, rotor5-6330) em tubos Falcon de 50 mL a
4960 xg, por 10 min a 4 °C. Em seguida, o sobrenadantéilficido em papel qualitativo
Whatman (70 mm, poros de 11 puM) e depois refiltradeacuo em filtro Millipore LCR
(politetrafluoretileno, PTFE) de 0,45 um.

A elaboracgéo do procedimento analitico utilizousdmres de colunas diferentes. Cada
par de colunas é vendido em conjunto e contém whmma& analitica e uma preparativa. Os
conjuntos usados foram Shim-pack (Shimadzu) PREB-(®D KIT e Shim-pack (Shimadzu)
PREP-SIL (H) KIT: coluna analitica, 250 x 4,6 mmy®; coluna preparativa, 250 x 20 mm,
Sum.

Nos testes com a coluna analitica de silica (PREP-foram utilizadas duas
condi¢cdes cromatograficas diferentes, no mesmopamento utilizado no item 3.3.1.1. O
comprimento de onda para monitoramento de ambaef830 nm, a vazdo de 1,0 mL-mjn

e 0s solventes e gradientes podem ser vistos redalalb.

Tabela 3.5: Condi¢des cromatogréficas utilizadaa pasolamento de MAAs utilizando coluna analipodar

(PREP-SIL).
ica Fase movel
Condlga}o_ Gradiente Tempo t_otal
cromatogréafica A B de corrida
Is Agua deionizada  MeOH 100% 0-10 min — 100% B 30 min

10-20 min — 100-0% B

lis Agua deionizada THF 100% 0-6 min —100% B 28 min
6-10 min — 100-60% B
10-20 min — 60-20% B
20-23 min — 20-0% B
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Nos testes com a coluna analitica apolar (PREP-OB&am utilizados trés
procedimentos diferentes, na mesma aparelhageimadél com a coluna de silica. Os

meétodos podem ser vistos na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Condi¢des cromatograficas utilizadaa pasolamento de MAAs utilizando coluna analitgelar

(PREP-ODS).
Condn;a}o_ Fase Movel Gradiente Vazo Tempo t_otal
cromatografica A B de corrida
lo Acido acético 0,2% —_— 0-20 min —100% A 1 mL-min* 20 min
(V/v)
llo AF 0,1% (viv) + MeOH 100% 0-8 min—-0% B 1 mL-min® 16 min
NH,OAc variavel* 8-10 min — 0-100% B
lllo AF 0,1% (v/v) + 10 MeOH 100% 0-8 min-0%B  Variavel ** 12,5 min
mmol- Lt NH,0Ac 8-8,5 min — 0-100% B

*Concentracdes de NJDAc testadas: zero, 5 mmol*.10 mmol-L* e 20 mmol- %,
**\/azBes testadas: 0,6 mL-min0,8 mL-min* e 1 mL-min®.

Com a coluna preparativa apolar (PREP-ODS), utiige um aparelh&@himadzu
SCL-10AVP composto por duas bombas LC-6AD, detector de arraej diodos SPD-
M10AVP equipado com cela analitica e preparativa, injetwomatico SIL-10AF, coletor de
fracbes FRC-10A e program@lass-VP6.14. O método utilizado foi sempre o mesmo:
gradiente com AF 0,1% (v/v) + 10 mmol*INH,OAc (bomba A) e MeOH (bomba B), indo
de 0 a 100% do contetudo da bomba B de 8 a 8,5auinda de 12,5 min), havendo apenas
variacdo na vazdo (12 mL-mtn13 mL-min?, 14 mL-min* e 15 mL-minY).

Com o objetivo de tornar os isolados de MAAs miame$ de impurezas, optou-se por
executar uma segunda etapa de purificacdo, degtauw@ cromatografia em coluna. A
coluna, feita dentro de uma bureta de 25 mL, cdntih de didmetro interno e 26 cm de fase
estacionaria. A resina utilizada foi a Sephadex2d;gque permite eliminar no volume morto

moléculas com peso molecular superior a 4000-5080dBpendendo do solvente escolhido.
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A fase mével utilizada foi MeOH + 0,1% AF (v/v), movazdo de 0,4 mL-mih Foram

coletadas fracGes de 500 pL.

3.4 Analise por HPLC

3.4.1 Estudo de liofilizagao

Para a andlise das amostrasPdébrasilienseutilizadas no estudo para avaliagdo do
processamento da amostra (com ou sem liofilizagédgzou-se o mesmo aparelho descrito
no item 3.3.1.1. Utilizou-se a coluna analiticakitaShimadzu) PREP-ODS (H) KIT (250 x
4,6 mm, 5 um), com gradiente com AF 0,1% (v/v) +m@ol-L* NH,OAc (bomba A) e
MeOH (bomba B), indo de 0 a 100% do contetudo dakaoBientre 8 e 8,5 min (corrida de
12,5 min). A vaz&o foi de 1 mL-mih e a injecéo, de 10 pL.

O extrato resultante da segunda extracéo foi eadsf para outro tubo apés 17 dias e

analisado em espectrofotdmetro Shimadzu UV-165@B@,0 programa UVProbe 2.35.

3.4.2 Preparacao do padrao

Novamente, Helioguard 385foi utilizado como padrdo qualitativo das MAAs
chinorina, palitina e porphyra-334. Para prepargpadrao, utiliza-se 10 mg do produto
Helioguard 3685 diluido em 1 mL de MeOH 100%. Desta solucdo, ulfguata de 10 pL é
diluida em 990 uL da fase movel aquosa a ser atidiznas condicbes cromatograficas de

escolha, e 10 pL da solugéo final sédo injetadadbC.
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3.5 Analise por HPLC-MS

3.5.1 Otimizacao do método de HPLC

Os testes foram realizados no mesmo aparelho ttesaiitem 3.3.1.1. A coluna
utilizada foi a Kinetex PFP (Phenomefie200 x 4,6 mm, 2,6 um); a temperatura, 24 °C; o
comprimento de onda para monitoramento, 330 nmngegao, 10 uL.

A duracao da corrida foi sempre de 8 minutos, cdfierehtes gradientes e também
diversas modificagbes no conteudo da bomba A. AssfamoOveis aquosas (bomba A)
utilizadas foram sempre solucdes de acido formide).(As variacbes testadas foram: AF
0,1% (v/v) pH 3,15; AF 0,2% (v/v) pH 2,50; AF 0,2%v) pH 3,14; AF 0,2% (v/v) pH 4,14;
AF 0,4% (v/v) pH 3,14 (todas com seu pH ajustado badroxido de amoénio, N}¥DOH); AF
0,1% (v/v) pH 2,66 (pH n&o ajustado); AF 0,1% (wp mmol.L* de acetato de aménio
(NH,OAC); AF 0,1% (v/v) + 10 mmol.t NH4OAc; e AF 0,1% (v/iv) + 20 mmolt
NH4OAc.

Outro parametro avaliado foi a vazdo, uma vez goewoual do fabricante alerta para
o fato de que a eficiéncia da coluna € maior endemmais elevadas, especialmente a partir
de 1,5 mL-mii. O objetivo inicial era testar vazdes sempre neaiopartindo de 1,5
mL-minY; mas como a pressdo na coluna foi muito alta paeguipamento, passou-se a

testar vazdes gradativamente mais baixas (a sgdenL-min' e1,3 mL-min?).

3.5.2 Desenvolvimento de métodos de HPLC-MS

3.5.2.1 Método exploratdrio

A andlise por HPLC foi realizada num aparelho Agil@200 Series composto por
uma bomba quaternaria G1311A, detector de arramjdiatlos G1315D e compartimento de

termostatizacdo de coluna G1316A. Para a separagidimpu-se a coluna Kinetex PFP
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(Phenomenék 100 x 4,6 mm, 2,6 pm) a 30 °C. O sistema de stbgeutilizado foi AF 0,1%
(viv) + 5 mmol-C* NH,OAc (bomba A) e MeOH 100% (bomba B), com vazdo ¢ 1
mL-min™?, corrida de duracdo de 8 min, gradiente indo deL00% do contetido da bomba B
entre 2 e 5 min e 5 min para o reequilibrio da ma@luO comprimento de onda para
monitoramento foi de 330 nm, e a injecdo, de 10 pL.

O final da coluna Kinetex PFP foi acoplado a umeespmetro de massad3 Sciex
3200 Q Traf LC/MS/MS, um triplo-quadrupolo com hibridion-trap e ionizacdo por
electrospray (ESI), além do programanalyst 1.4.2. O gas utilizado no aparelho foi o
nitrogénio (N), e o equipamento configurado com o0s seguintednpetros: gas de cortina
20,0 V; voltagem daonspray5500,0 V;ion source gas 50,0 V;ion source gas 20,0 V. Os
demais parametros forageclustering potential0,0 V;entrance potential0,0 V; ecollision
energyem rampa de 20,0 V a 40,0 V.

E possivel encontrar na literatura os fragmentds nmnuns quando da fragmentac&o
de MAAs por ionizacao a presséo atmosférica. Dieggaa, a andlise foi realizada no modo
Precursor lon buscando os ions que dessem origem aos fragm&®éas/ze 197m/z A

polaridade foi positiva e o intervalo de massasymadas, den/z200 a 400.

3.5.2.2 Método quantitativo

O método quantitativo foi desenvolvido utilizand®-8s mesmos equipamentos
(HPLC e espectrometro de massas) do método expiargitem 3.5.2.1). Apos a analise de
todas as amostras do estado do Espirito Santadateem 2014 pelo método exploratorio,
foi possivel filtrar sete jons quasimoleculares fM-com caracteristicas de MAAs, como a
fragmentacao gerando os ionsnale 186 e/ou 197 e bynaxentre 300 e 370 nm.

Estes sete ions tiveram sua fragmentacao estudadane escolhidas as transicdes de
maior intensidade para a elaboracdo de um métodmaee por MRM (Tabela 3.7). Neste

tipo de varredura € monitorada a fragmentacédo déuanprecursor (selecionado no primero
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estagio do triplo quadrupolo) em seus correspoerdeiins produtos (que atravessam o
segundo estagio do triplo quadrupolo). Ao se moaitapenas um ion produto, o meétodo é
denominado SRMsglected reaction monitoringpu monitoramento de reacdo selecionada);
ao se monitorar varios ions produto simultaneameéntgenominado MRMngultiple reaction
monitoring ou monitoramento de reacfes multiplas) (Chiaragtiaal., 2008). Para a
realizacdo da quantificacdo de cada MAA nas ammdiwautilizada apenas a transicado mais

intensa, destacada em negrito na Tabela 3.7.

Tabela 3.7: lons quasimoleculares [M+ldstudados e transi¢des utilizadas para identiigas presencas em
cada amostra. Em negrito, transicao utilizada payaantificacao do ion quasimolecular em questéo.

[M+H] *
245 285 289 303 317 333 347
245> 230 285> 270 289> 274 303->288 317> 197 333> 300 347> 303

8 2455209 285>241 2895230 303>244 317> 186 333> 274 347> 227
S 245197 285>226 289> 197 303> 230 333> 230 347> 197
S 2453186 285> 197 289> 186 303> 197 333> 197 347> 186
= 303> 186 333> 186

O gas utilizado no aparelho foi o nitrogénig)N o equipamento configurado com os
seguintes parametros: gas de cortina 20,0 V; vettadoionspray4000,0 V;ion source gas
1 50,0 V;ion source gas 20,0 V. Os demais parametros fordetlustering potentiaB5,0
V; entrance potentiall0,0 V; collision energy20,0 V; ecollision cell entrance potential
(CEP) variavel para cada ion molecular, conforralzela 3.8.

Ao final da analise, foram encontrados dois congmsbntendo o ion quasimolecular
[M+H]* de m/z 303. Para distingui-los, foi realizadaagfmentacdo (M$ dos mesmos por
infuséo direta dos extratos denansia multifidee Ceratodictyon variabilecom os seguintes
parametros: gas de cortina 10,0 V; voltageniotspray4000,0 V;ion source gas 15,0 V;

ion source gas D,0 V. Os demais parametros fordeclustering potentiaB5,0 V;entrance
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potential 10,0 V; collision energy30,0 V; collision cell entrance potentig]lCEP) 16,72; e

collision cell exit potentiaB,0 V.

Tabela 3.8Collision cell entrance potentigCEP) utilizado para cada ion quasimolecular [M+é$tudado.

[M+H]*  CEP (V)

245 11,77
285 13,36
289 13,51
303 14,11
317 14,66
333 15,26
347 15,81

3.5.3 Analise das fracoes isoladas

As fracOes isoladas foram primeiramente analisadagspectrofotdmetro Shimadzu
UV-1650PC, com o programa UVProbe 2.35, de modbezar quais fracbes continham as
MAAs de interesse. As fracbes contendo cada MAArforentdo reunidas e analisadas em
HPLC-MS, pelos dois métodos descritos no item 3.862modo a determinar se a pureza
atingida seria suficiente para sua utilizacdo cpamrao.

A concentracdo de cada MAA foi determinada da sgguorma: 200 pL da fracéo
em questdo foram secos em Speed®V&avant SPD1010, Thermo Scientific), com o
sistema de temperatura desligado, até a secagalmAdtacio seca foi ressuspendida em 200
uL de agua deionizada, colocada em cubeta de quantz 1 mm de caminho optico e levada
ao espectrofotdmetro UV-Vis-NIR Shimadzu UV-3101®EG,Laboratério de Espectroscopia
Molecular do IQ/USP. Cada fracdo teve seu espettrabsorcdo entre 200 e 500 nm
registrado por trés vezes e a concentracdo de Madafoi obtida pela equacéo de Beer-
Lambert, utilizando os coeficientes de absortivelatblar descritos na literatura para,Qy

de cada MAA (Tabela 3.9). A concentracéo foi caldaltanto em mol-t quanto em g-T,
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pela utilizacdo da massa molecular de cada compbabela 3.9), e cada isolado foi utilizado
para a confeccdo de uma curva de calibracdo porCHWE, utilizando o meétodo

quantitativo.

Tabela 3.9: MAAs isoladas por HPLC e cromatograffacoluna, seus comprimentos de onda de maxima
absorcaoX.sy), seus coeficientes de absortividade malpe (suas massas moleculares.

MAA Amax (M) & (L-mol™-cm™)  Massa Molecular (Da) Referéncia
chinorina 332 44680 332,31 Tsujino et al. (1980)
porphyra-334 334 42300 346,33 Takano et al. (1979)
palitina 320 36200 244,25 Takano et al. (1978a)
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Figura 3.3: Estruturas das MAAs isoladas por HPLC.

3.5.4 Analise das MAAs das algas

Os extratos de todas as macroalgas estudadas ém@mados por HPLC-MS, pelos
dois métodos descritos no item 3.5.2. A injecalizatia no HPLC foi de 10 pL para todas as
algas vermelhas e de 20 pL para todas as verdmsliasp

A quantificacdo de palitina, chinorina e porphyB#3oi possivel através de curva-
padréo realizada para as mesmas, com as fracdedasmbtidas por HPLC e cromatografia
em coluna. Uma vez que ndo foram obtidos padréesleiamais MAAs encontradas, nao foi
possivel realizar uma quantificacdo absoluta dasmas, mas sim uma quantificacéo relativa

para efeito de comparacdo das amostras.
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3.6 Determinacdo estrutural da MAA desconhecida (m/z 317)

Utilizando o método exploratorio por HPLC-MS, faicentrada uma MAA cujo ion
quasimolecular [M+H] apresenta razam/z 317, até entdo nido descrita na literatura. Desse

modo, foram elaborados diversos passos de elucidgestéutural.

3.6.1 Isolamento dam/z317

A m/z317 foi encontrada nas amostragdtdtodes secundiramealetadas em 2014,
nas praias de Castelhanos e Meaipe (ES). De mathbea maior quantidade do composto
com a biomassa disponivel, 7,002 g da amostra délBanos e 7,003 g da amostra de
Meaipe (peso fresco) foram combinadas, congelagasitogénio liquido e trituradas em
moinho vibratorio (Retsch MM 301) por 20 s a 30 Hz.

A biomassa triturada recebeu 140 mL de MeOH (rawdextrato: 100 mg peso fresco
/ mL solvente) e foi incubada no escuro por 24 & 2C. ApGs as 24 h de extragdo, o
sobrenadante foi coletado e a extracdo foi reaizaoivamente. Os extratos combinados
foram centrifugados em tubos Falcon em uma cegaiftppendorf 5430R (rotor F-35-6-30),
por 10 min a 2935 g, e os sobrenadantes foram transferidos a novas teélcon e entédo
secos em Speed Va¢Savant SPD1010, Thermo Scientific) com o sistelmaemperatura
desligado, até a secagem total.

O extrato seco foi ressuspenso em 5 mL de AF 0\I% € 5 mmol-C* NH,OAcC e
recebeu 3 mL de CHg(grau P.A.) para a extracdo de compostos hidroégbiA amostra foi
vortexada e centrifugada por 10 min a 293% (xentrifuga Eppendorf 5430R, rotor F-35-6-
30) e a fase aquosa (superior) foi coletada. Ezsta foi novamente seca em Speed®yac
desta vez em um tubo Eppendorf, para a concentdecamostra.

O extrato seco final foi ressuspenso em 500 pL BeOA% (v/v) + 10 mmol-T*

NH,OAc, e o composto de interesse foi isolado utiiitaee as mesmas condi¢cbes
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cromatograficas da andlise de MAAs por HPLC-MS. cwonitantemente foram testados
diversos parametros no espectrometro de massasjode a definir a combinacdo que

resultaria na melhor fragmentacéo da espécie qaid@dnteresse.

3.6.2 Determinacdo da massa exata

A massa exata da/z317 foi determinada por andlise por injecdo emdflacoplada a
espectrometria de massas (FIA-MS). O equipamentzagio foi um UFLC Shimadzu
composto por duas bombas LC-20AD, injetor autorodfitt -20AHT, degaseificador DGU-
20A3R e controladora CBM-20A, além do programa Brukem@Pass HyStar 3.2 — SR 2. A
vazdo, de 0,1 mL-min foi isocratica, com 50% do contetido da bomba & (AL% (v/Vv)) e
50% da bomba B (MeOH 100%). A corrida teve duratgd,1 min.

Essa vazéo foi injetada em espectrometro de mdssal$a resolucdo, o micrOTOF I
(Bruker Daltonik GmbH) — analisador tipo tempo d®we alta resolugéo, com fonte de
lonizagao por ESI operada em polaridade positiearéalizada uma varredura no intervalo
de m/z50 a 600 através do programa Compass otofCongrsiie 3.2. O gas utilizado no
aparelho foi o nitrogénio (), e o equipamento configurado com 0S seguinteSnpetros:
voltagem do capilar 4500 \énd plate offset500 V; nebulizador 4,0 bar; temperaturaddyp
heater 200 °C; e vazdo ddry gas8,0 L-min™. Este espectrdmetro de massas possui uma
valvula de seis portas colmop de 20 uL, que permite a injecdo de um calibrantesado
inicio da corrida. O composto utilizado como calitie foi formiato de sédio, injetado pela
bomba de seringa KDL 100 (KD Scientific) a 200 plnth O intervalo das massas
calibrantes foi de 90,9766/za 566,8886n/z compreendendo oito valores, e 0os parametros
de massas utilizados foram os mesmos da amostrdadds foram analisados no programa

Compass DataAnalysis 4.1.



Materiais e métodos 68

A injecdo da amostra ou do calibrante no espectronte massas seguiu o fluxo
temporal visto na Tabela 3.10. Com esta divisamglibrante eluiu entre 0 e 0,2 minutos, e a

amostra, apoés 0,45 minutos.

Tabela 3.10: Programa de corrida no método de F&A-M

Intervalo de tempo (min)  Conteldo injetado no esp&d®metro de massas

0-0,01 m/z317
0,01-0,1 formiato de sédio
0,1-1,1 m/z317

3.6.3 Determinacao do numero de hidrogénios ionizaveisfeagmentacao do ion

quasimolecular [M+H]" deuterado

A determinacdo do numero de hidrogénios ionizaslais/z 317 foi determinada por
marcacao isotopica com deutério. O procedimentaptado de Cardozo et al. (2006) e
Carignan et al. (2009), consistiu na incubacéao,tlar® da MAA dem/z317 em 120 pL de
D,O durante a noite, a 4 °C. A amostra foi evapommaSpeed-Vdt (Savant SPD1010,
Thermo Scientific), ressuspensa em 10 mL d® B novamente incubada a 4 °C, desta vez
por 24 h. O procedimento foi repetido uma vez. Aosima foi evaporada e ressuspensa em 1
mL D-0.

A amostra foi injetada por infusdo direta no egdecetro de massagépplied
Biosystems/MDS Scie8200 Q Traff LC/MS/MS. O géas utilizado no aparelho foi o gas
nitrogénio (N), e o equipamento configurado com o0s seguintednpetros: gas de cortina
20,0 V; voltagem daonspray4000,0 V;ion source gas 50,0 V;ion source gas 20,0 V. Os
demais parametros foradeclustering potentiaB5,0 V;entrance potentiall0,0 V; collision

energy38,0 V;collision cell entrance potentidl4,62; ecollision cell exit potentiaB,0 V.
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A andlise por MSfoi realizada no modo positivo, buscando-se p&los-produto da

fragmentacao da/z317, no intervalo de 100 a 380z

3.6.4 Andlise dos aminoacidos presentes ma/z317

A andlise de aminoacidos foi realizada em colalfmagom a Profa. Dra. Maria
Teresa Machini, no Laboratério de Quimica de Pep8dIQ/USP).

O material contendom/z317 isolada foi submetido a hidrélise acida gasosa HCI
6 mol- L%, em presenca de fenol cristalizado e sob atmodfefd, a 110 °C por 24 horas em
uma estacao de trabalho Pico Tag (Waters). A amdstirolisada foi submetida a um
analisador automatico Dionex composto por um aradstrautomatico AS40, uma bomba
quaternaria GS50, um forno de coluna LC25, umaneohle troca ibnica AminoPac PA10,
um detector eletroquimico ED50 e uma plataformarté@teleon” para controle e aquisi¢cao
de dados. Neste analisador, os aminoacidos sdcadepaem uma coluna de troca ibnica e
detectados diretamente (auséncia de derivatizggtoamperometria pulsada (Clarke et al.,
1999). Também foi feita andlise de uma solucéo gmdontendo 10 pmol-t de cada
aminoacido esperado na amostra (alanina, glicio@oaglutamico e acido aspartico). O
gradiente de eluicdo € mostrado na Tabela 3.1Toens de onda aplicada no eletrodo de
deteccdo € mostrada na Tabela 3.12.

A presenca dos aminoacidos glicina e alanina nmlsddo foi também estudada por
HPLC acoplado a espectrometria de massas de ali&ugéo, com 0 mesmo equipamento
descrito no item 3.6.2. Para a separacao, utiligna-coluna Ascenfi€Express HILIC (150 x
2,1 mm, 2,7 um) a 40 °C. O sistema de solventéigado foi HO + 5 mmol-C* NH,OAc,
pH 3 (ajustado com AF) (bomba A) e acetonitrila @WO(omba B), com vazao de 0,5
mL-min?, corrida de duracdo de 25 min, 5 min para o réegioi da coluna, injecdo de 5 pL

e gradiente representado na Tabela 3.13.
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Tabela 3.11: Gradiente de separagéo utilizadogaabse de aminoacidos por HPLC com detecgao por
amperometria pulsada.

Tempo H,O (%)

NaOH 0,25 mol/L (%)

NaOAc 1,0 mol/L (%)

0 76
2 76
8 64
11 64
18 40
21 54
23 14
45 14
45,1 76
49 76

24
24
36
36
20
16
16
16
24
24

volume de injecdo = 25, temperatura = 30 °C e vaz&o = 0,25 mL-Thin

Tabela 3.12: Forma de onda aplicada ao eletrodietecdo amperométrica.

Tempo (min)

Potencial (V)

0
0,04
0,05
0,21
0,22
0,46
0,47
0,56
0,57
0,58
0,59
0,60

0,13
0,13
0,33
0,33
0,55
0,55
0,33
0,33
-1,67
-1,67
0,93
0,13

Eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), Eletrodo de tialba(Au)

Tabela 3.13: Gradiente utilizado na analise dosiaatidos glicina e alanina por HPLC com detecc¢do po
espectrometria de massas. Fase movel B: acetardif%.

Tempo / min  [Fase moével B] (%)
0 95
2 95
17 65
23 40
25 40
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A andlise por espectrometria de massas foi feita mmizacdo por ESI, em modo
positivo. O gas utilizado no aparelho foi o nitrogé(N,), e 0 equipamento configurado com
0S seguintes parametros: voltagem do capilar 4506n¥ plate offse+500 V; nebulizador
4,0 bar; temperatura diry heater220 °C; e vazdo ddry gas10,0 L-min>. O intervalo de
massas pesquisado foi de 20 a 1400

A identidade do aminoéacido alanina foi confirmada pusca na base de dados
METLIN (Metabolite and Tandem MS Databgsedo Scripps Center for Metabolomics
Foram buscados ions [M+H][M+Na]* e [M+NH,]*, com varia¢éo limitada a 10 ppm, no

modo positivo.

3.7 Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas utilizou-se os seftwdinitab (versdo 17) e R (versdo
3.1.2). Foi utilizado o teste t de Student paramarar as médias de cada grupo dois a dois, e
contra os valores obtidos da literatura. Para apeoatdo de maiores quantidades de grupos
(por exemplo, todas as amostras contendo uma MAAc#fica), utilizou-se o teste de Tukey
para analisar o intervalo de confianca para agetifms observadas. Foram consideradas

significativas aquelas que apresentavam p-valastagio menor que 0,05.



4 Resultados e Discussdao
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4.1 Isolamento de MAAs por HPLC e cromatografia em coluna

4.1.1 Otimizacao do isolamento

O isolamento de MAAs foi de grande importancia par@hdamento deste trabalho,
uma vez que tais compostos ndo possuem forma camddesse modo, foram realizados
alguns testes, inclusive com matérias-primas difeee (Helioguard 365 e extrato de
Gracilaria sp.), para a obtencgé&o de tais padroes.

Trés diferentes volumes de amostra (1, 2 e 5 piarianjetados no HPLC durante os
testes utilizando Helioguard 3850s cromatogramas gerados por essas trés injpodesn
ser vistos na Figura 4.1. Como é possivel percaeliajecdo de 2 uL ja é suficiente para se ter
picos bastante abundantes, com intensidade em der2600.000 mUA; no entanto, a injecao
de 5 pL também proporciona picos abundantes, ctansidade de cerca de 1.900.000 mUA,
e que permanecem bem resolvidos. Dessa maneimlume de 5 L foi escolhido para a
coleta das fracdes contendo diferentes MAASs.

Num primeiro teste, foram coletadas apenas as dsagélativas aos picos 1 e 3,
contendo as MAAs chinorina e porphyra-334, respapiente. Essa avaliacdo evidenciou
que ainda era necessario um aprimoramento no pssoleta das fracdes, ja que elas nao
foram completamente isoladas. Na coleta definitif@am coletadas quatro fracdes,
enumeradas na Figura 4.1B: 1-chinorina, 2-paliti@aporphyra-334 e 4-MAA nao
identificada (comimax entre 331 e 334 nm). A ressuspensado dos frac@as sm acido
férmico (AF) 0,2% (v/v) pH 3,14 foi muito complicae, como a quantidade era pequena, foi
dificil dizer se foi completa ou ndo. Quando asridas com as fracOes isoladas foram
executadas, ndo houve reprodutilibidade dos tem@astencéao.

N&o muito tempo depois, notou-se que a limpeza njetor ndo estava sendo

suficiente para retirar todas as MAAs que ficavater@as, contaminando dessa maneira
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todas as amostras e os brancos utilizados. Log@igdra mais possivel confiar na pureza das

fracOes coletadas.
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Figura 4.1: A: Perfis cromatogréficos do extratd-igioguard 368 com trés diferentes volumes de injecéo:
1, 2 e 5 uL. B: Detalhe do perfil cromatografico6da 12 minutos e destaque para os quatro piclaslesn 1-
chinorina, 2-palitina, 3-porphyra-334 e 4-MAA né@ilentificada. C: Estruturas das MAAs identificadas n
extrato de Helioguard 365Condicées cromatograficas: colunas: Synergi FRR(Phenomené&x 250 x 4,¢
mm, 4um) e Synergi Fusion RP (Phenomehe?s0 x 4,6 mm, 4m), acopladas; solvente A: 0,2% AF em
agua, pH 3,14 (ajustado com NbH); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0@4@e B de 10 a 15
min; tempo total: 25 min; vaz&o: 1 mL- ifin.: 330 nm.
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Desse modo (e de modo a tornar o processo de isotande MAAs mais rapido),
foram testadas diferentes condi¢cdes cromatograficas duas colunas preparativas: uma de
fase C18 (octadecilsilano), apolar (Shim-pack O@Syma de fase de silica, polar (Shim-
pack SIL). As condicbes foram inicialmente testadas colunas analiticas vendidas em
conjunto com as preparativas, de modo a dimingasio de solventes nesta etapa.

N&o ha relatos na literatura sobre separacdo de svdtizando coluna contendo
silica como fase estacionaria, apesar da caradataripolar dessas moléculas. Os
procedimentos realizados utilizaram primeiramente gradiente de MeOH e agua que se
mostrou bastante insatisfatorio (Figura 4.2): dfiaa MAAs sdo muito soltveis em MeOH e

a interacdo com a coluna parece néo ter sido enfecpara separa-las.

Bomba B: MeOH
50000 — — Bomba B: THF

|
40000 |

30000

20000 ‘

10000+

absorbancia (mua)

-10000 K

tempo (min)

Figura 4.2: Perfis cromatogréficos das corridas osrdois solventes organicos testados. Em préasea
organica é metanol (MeOH); em vermelho, tetra-Hidemo (THF). Condi¢cdes cromatograficas geraisunal
Shim-pack PREP-SIL (ShimadZ250 x 4,6 mm, fim); solvente A: 4gua deionizada; vaz&o: 1 mL-in
330 nm. Condic¢bes especificas do perfil em pretiveste B: 100% de MeOH; gradiente: de 100 a 0% de

10 a 20 min; tempo total: 30 min. Condi¢c6es esprxdfdo perfil em vermelho: solvente B: 100% de THF
gradiente: de 100 a 60% de B de 6 a 10 min, deZil¥ade B de 10 a 20 min e de 20 a 0% de B deZ&0nain;
tempo total: 28 min.
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Procedeu-se entdo a utilizacdo de um solvente mpolas, mas que ainda fosse
solivel em agua e solubilizasse o extrato. O stdvescolhido foi o THF, que possui
polaridade igual a 4,2, enquanto a do MeOH é 6pghsAum breve teste de solubilidade da
amostra e a modificacdo do gradiente previameiiieaglo, os resultados continuaram sendo
insatisfatorios (Figura 4.2), apesar de a separdgda@ompostos ser visivelmente melhor do
que na condicao utilizando MeOH. Optou-se, entédotpabalhar com a coluna apolar.

Em contraste com a coluna de silica, ha muitogo®laa literatura de separacao de
MAAs utilizando coluna contendo C18 como fase estagia. A maioria dos métodos utiliza
acido acético (HOAc) em baixas concentracdes (d2%,a 0,2%, v/v), as vezes contendo
pequenas proporcdes de MeOH (de 0,5% a 4%, vimaraorrida isocratica (Cardozo et al.,
2006; Carreto et al., 1990; Conde et al., 2000sdklie Hader, 2000; Kogej et al., 2006;
Misonou et al., 2003; Nakamura et al., 1982; Siegal., 2008; Sinha et al., 2000; Volkmann
e Gorbushina, 2006; Xiong et al., 1997). As sef@sagnostradas sdo muito diferentes entre
si; mesmo assim, os estudos foram iniciados conaia smmples dessas condi¢oes (HOAc
0,2% (v/v), corrida isocratica).

Os picos de tal corrida se mostraram mais bemwidssl do que qualquer uma das
condi¢cdes testadas na coluna de silica (Figura MI&mo assim, parecia ainda haver espaco
para melhorias, como a utilizagdo de um gradieneeggomovesse uma etapa de limpeza da
coluna e a preparasse para a proxima injecdo. &gtoentdo, por testar algumas das fases
moéveis que vinham sendo utilizadas para a otimzaghanalise pela coluna Kinetex PFP:
solucdes de AF 0,1% (v/v) em agua contendo difesenbncentracdes de NBAc. Teve
inicio também a utilizacdo de gradientes com ar@lde C18, de modo a melhorar a

resolucao entre os picos.
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Figura 4.3: Perfil cromatografico da primeira cdariutilizando coluna C18. Condi¢des cromatograficakina:
Shim-Pack PREP-ODS (Shimadz50 x 4,6 mm, fim); solvente A: 0,2% &cido acético em agua (v/v)
(método isocratico); tempo total: 20 min; vazaoll: min™; A: 330 nm.

Os resultados podem ser vistos na Figura 4.4. @atextestado apresenta quatro
MAAs, mas elas ndo sao vistas em todas as cormdasorrida com AF 0,1% (v/v), os dois
primeiros picos parecem coeluir, e na corrida cdmOAL% (v/v) + 20 mmol-T* NH4OAc o
altimo pico ndo pode ser visto. Dentre as outrassdwondi¢ces testadas, a com AF 0,1%
(viv) + 10 mmol-C* NH,OAc tem o segundo pico ligeiramente mais distant@rimeiro, o
que facilita a coleta e diminui a chance de contag@o das fragcdes isoladas. Dessa forma, o
sistema de solventes escolhido foi AF 0,1% (v/v10-rmmol-L* NH,OAc (bomba A) e

metanol 100% (bomba B), com gradiente.
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Figura 4.4: Perfis cromatogréficos das quatro fas@geis aquosas testadastre 0 e 10 minutos (intervalo
tempo em que eluem os picos de MAAs). Condi¢cdematograficas gerais: coluna: Shim-pack PREP-ODS
(Shimadz{, 250 x 4,6 mm, fim); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 2/4@@ B de 8 a 10 min;

tempo total: 16 min; vazdo: 1 mL- mipk: 330 nm. CondicBes especificassolvente A era composto de 0,

de AF em agua, com adicdo de diferentes concemsal® NHOAC, indicadas na figura.

Outro fator importante na elaboracdo de um métadpgpativo € a vazao de solvente
a ser utilizada, uma vez que a vazao em colunaptya é muito maior do que a vazao em

coluna analitica. Para se determinar qudo maiateata ser, pode-se utilizar a formula

(raio da coluna ﬁ

fator de escalonamento -— 5 -
(raio da coluna A
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Como o diametro interno da coluna analitica, nestgo, € de 4,6 mm, e o da
preparativa € de 20 mm, chega-se a conclusdo dea gaedo deve ser aumentada em 18,9
vezes para que se mantenha a mesma separacaofddesggpassa a ser interessante reduzir
a vazao utilizada nos testes em coluna analitica.

Foram testadas trés diferentes vazées: 1,0 mC:ni8 mL-min* 0,6 mL-min®. Os
resultados (Figura 4.5) deixam claro que a mudar@aazdo ndo implica um aumento
relevante de resolucéo entre os picos. No entdirtanuir demais o valor deste parametro
pode aumentar muito o tempo de analise, o queraéa beneficios. Dessa forma, optou-se
por escolher a vazdo de 0,8 mL-miros picos ficam mais distantes entre si, facititaa
coleta das fragdes, mas néo € necessario aumeestapo de corrida.

Outros testes foram realizados de modo a dimindgngpo de corrida, checando a
pressédo nas bombas e analisando quais passosapoderiseu tempo reduzido. Dessa forma,
chegou-se ao método final: corrida com duracac2¢e rhin e gradiente indo de 0 a 100% do
conteudo da bomba B entre 8 e 8,5 min.

Tendo esta condigdo cromatografica como base, xinppdpasso foi aperfeicoar as
condi¢cdes de vazdo e injecdo ja utilizando a copneparativa. A injecdo escolhida foi de
2000 pL (volume maximo de injecédo, segundo o fabtie), e as vazdes testadas foram 12
mL-min, 13 mL-min', 14 mL-min* e 15 mL-min" (Figura 4.6).

E visivel que o perfil cromatografico mudou bastadf coluna analitica para a
preparativa, 0 que ja era esperado. A vazdo qua sensiderada ideal, de 15 mL-ffin
(afinal, fluxo de 0,8 mL-mitt vezes o fator de escalonamento de 18,9 resultd®t?
mL-minY), faz com que a intensidade do pico inicial sejsitmbaixa, podendo este em
alguns casos ser confundido com o ruido — dessaafoas vazdes de 12 mL-mlire 13

mL-min ! mostram-se mais adequadas. Outro problema é ocpitespondente & chinorina
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(com tempo de retencdo em aproximadamente 5 maomia a 13 mL-mif), que passa a

ter um ombro. Infelizmente, esse problema ndodotarnado.
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Figura 4.5: Perfis cromatogréficos das trés coredigle vazao testadas. CondicBes cromatograficais:ger
coluna: Shim-pack PREP-ODS (Shima8z&50 x 4,6 mm, fim); solvente A: 0,1% AF em agua + 10
mmol- L* NH,OAc; solvente B: 100% de MeOH:; gradiente: de 0@4@e B de 8 a 8,5 min; tempo total:

12,5 min;\: 330 nm. CondicBes especificas: vaz&do variavee&h6 e 1,0 mL- mif, conforme figura.
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Figura 4.6: Perfis cromatogréficos das quatro agiel de vazao testadas em coluna preparativa. ¢@@sdi
cromatograficas gerais: coluna: Shim-pack PREP-Q&M@madz{, 250 x 20 mm, fim); solvente A: 0,1% A
em agua + 10 mmol-t NH,OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0@24@e B de 8 a 8,5 min;
tempo total: 12,5 mirk: 330 nm. Condicdes especificas: vaz&o variaveedrt e 15 mL-mif, conforme
figura.

O melhor método testado foi: coluna Shim-pack (Slina) PREP-ODS (250 x 20
mm, 5 um) a 24 °C; injecdo de 2000 pL; sistemaotieentes acido férmico 0,1% (v/v) + 10
mmol-L* NH4OAc (bomba A) e metanol 100% (bomba B), com vazéal® mL-min’,
corrida de duracao de 12,5 min e gradiente ind® @d00% do contetdo da bomba B entre 8
e 8,5 min.

Esta condicdo cromatografica foi utilizada paraaggradrbes a partir do mesmo
extrato utilizado para a confeccdo do método. Estigato, apOs sucessivas etapas de
concentracdo e limpeza (na maioria das vezes,ilpacéo), foi injetado em um sistema de

HPLC preparativo. Um cromatograma tipico obtidogedr observado na Figura 4.7. Nessa
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figura pode-se notar a existéncia de cinco possiM#iAs, com tempos de retencdo em 3,9
min (pico 1), 5,5 min (pico 2), 7,4 min (pico 3),19min (pico 4) e 10,6 min (pico 5). Cabe
dizer que o pico 4, de intensidade muito baixa,p@te ser encontrado em todas as corridas.
As cinco fracdes foram coletadas com o auxilio dietor de fracbes FRC-10A e
levadas a um espectrofotobmetro e ao HPLC-MS, deon@dnalisar sua pureza. De tais
analises, pode-se notar que apenas trés fracog® (8) possuem MAAs — chinorina, palitina
e porphyra-334, respectivamente. No entanto, nealdessas fracfes estava realmente pura;
apesar de as MAAs estarem separadas umas das airiges havia contaminantes em todas

elas (Figura 4.8).
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Figura 4.7: A: Perfil cromatogréfico do extratdintido para o isolamento de MAAs. B: Detalhe ddiper
cromatogréfico entre 6 e 10 minutos. As fragdestedls encontram-se identificadas por seus nimeros.
Condi¢Bes cromatogréficas: coluna: Shim-pack PRES-(Bhimadzf, 250 x 20 mm, fum); solvente A
0,1% AF em &gua + 10 mmoliNH,OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0@24@le Bde €
a 8,5 min; tempo total: 12,5 min; vaz&o: 13 mL-thik: 330 nm.
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Figura 4.8: Perfis cromatograficos de trés fragéeladas. A: Perfil cromatografico da fracao 2 (eodo

majoritariamente chinorina): 1) somando todos asm@mentos de onda (190 — 800 nm); 2) em 330 nm. B:
Perfil cromatografico da fracéo 3 (contendo magoidmente palitina): 1) somando todos os compriowede
onda (190 — 800 nm); 2) em 330 nm. C: Perfil crarmgedfico da fracdo 5 (contendo majoritariamentgpgra-
334): 1) somando todos os comprimentos de onda-{BID nm); 2) em 330 nm. Condi¢cdes cromatograficas
coluna: Kinetex PFP (Phenomefie£00 x 4,6 mm, 2,im); solvente A: 0,1% AF em agua (v/v) + 5 mmot- L
NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de O?P/d@le B de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazab: 1,
mL-min—.
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Analisand-se apenas os perfis cromatograficos edmn83 (graficos 2 na Figura 4.8),
poder-se-ia acreditar que as MAAs de interesse estéadas, ou pelo menos com alto teor de
pureza. No entanto, pelos perfis cromatograficos gorangem todos os comprimentos de
onda registrados (graficos 1 da Figura 4.8), é ipeksnotar que ainda ha varios
contaminantes nas fracdoes recolhidas. Como oiabjdeste isolamento era gerar padrdes
de MAAs que pudessem ser pesados e utilizadosgpaomfeccdo de curvas-padrdao destes
compostos, pode-se dizer que apenas essa etapafi@a@io ndo € suficiente.

Dessa forma, optou-se por utilizar outro métodoistgamento de substancias: a
cromatografia em coluna. A resina escolhida foiepHadex LH-20, utilizada em varios
relatos na literatura para a separacdo de comppstmsenos e polares (Cai et al., 2005;
Cuevas-Rodriguez et al., 2010), inclusive micosasie MAAs (Cardozo et al., 2008). A
fase movel da coluna, MeOH contendo 0,1% de addwni€o (v/v), foi escolhida por dois
motivos. Primeiramente, as MAAs sao muito solieamsMeOH — dessa forma, diminuem os
riscos de interacdo excessiva com a coluna, o qderia alargar as bandas das MAAs (e
dificultar sua separagdo dos outros componentesardastra). Como as MAAS sao
zwitterions, trabalhar em ambiente bastante acidocbm que todas as moléculas estejam
protonadas e, portanto, interajam igualmente caml@na — o que também deixa as bandas
mais estreitas.

A introducdo de mais um passo de isolamento germstias mais limpas, porém nao

completamente puras, como pode ser visto no itenxab

4.1.2 Analise das fracoes isoladas
As fragcOes isoladas, correspondentes as MAAs malitthinorina e porphyra-334,
atingiram maior grau de pureza apés a etapa deaggmapor cromatografia em coluna.

Algumas das andlises geradas para cada fracdo mmtenstas nas Figuras 4.9 e 4.10.
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Figura 4.9: Perfis cromatograficos das trés fra¢geladas. A: Perfil cromatogréfico da fracdo 2ntemdo
majoritariamente chinorina): 1) somando todos asprimentos de onda (190 — 800 nm); 2) em 330 nm. B:
Perfil cromatogréfico da fragdo 3 (contendo magoidmente palitina): 1) somando todos os compriosedé
onda (190 — 800 nm); 2) em 330 nm. C: Perfil crarmgedfico da fracdo 5 (contendo majoritariamentgpgra-
334): 1) somando todos os comprimentos de onda-{BID nm); 2) em 330 nm. Condi¢cdes cromatograficas
coluna: Kinetex PFP (Phenomefie200 x 4,6 mm, 2,fim); solvente A: 0,1% AF em agua (v/v) + 5 mmof- L
NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de Otf%(ble B de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazab: 1,
mL-min—.
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Figura 4.10: Espectros de absorgdo na faixa de4RB0im das fragOes isoladas por HPLC e cromatagesfi
coluna. Da esquerda para a direita: fracéo 2 (cimiap fracéo 3 (palitina) e fracdo 5 (porphyra-B34

Segundo as Figuras 4.9 e 4.10, as amostras parégemstar totalmente puras, dado
que o perfil cromatografico contendo todos os camgmtos de onda somados apresenta mais
de um pico; mas parecem estar, sim, isoladas umssodtras, uma vez que seu perfil
cromatografico em 330 nm apresenta apenas um @iseus perfis de absorcéo entre 250 e
400 nm concordam com os descritos na literaturad@a, 2007). No entanto, quando
analisadas pelo método quantitativo por HPLC-MSlgdando mostrados), € possivel ver que
o isolado de chinorina contém uma pequena porc@aldaa (do total de MAAs, a chinorina
correspondia a 98%, e a palitina a 2%), e o isotkdpalitina contém uma pequena fracao de
asterina-330. Uma vez que os compostos contamsadie foram capazes de alterar,@x
de cada isolado, admitimos que nao influenciamifssgtivamente no espectro de absorcao, e
assim nao foram contabilizados no momento de awabzcurva de calibracdo para cada

MAA.
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4.2 Estudo de liofilizagdo

Uma vez que algas frescas ocupam um volume muitorrda que algas secas, seria
interessante conseguir guardar todas as algasadatetiurante o projeto dessa forma. Uma
boa alternativa para a secagem desse materiapseri@filizacao.

ApoOs a liofilizagdo, as 3,00 g delocamium brasiliensaitilizadas resultaram em
apenas 0,57 g. Dessa forma, pode-se dizer quealgsta®d composta por aproximadamente
80% de agua, o que é condizente com a literaturaséki e Arasaki, 1983). No passo de
trituracdo, a alga liofilizada se mostrou uma aklitiva melhor do que a fresca: a pesagem é
mais exata (afinal, a alga fresca tem apenas ssaade agua retirado com papel absorvente),
a trituracdo é mais facil e a extragdo, em si, qggarger mais eficiente a olho nu (pois
apresenta, em geral, coloracdo mais intensa quéameddicao de solvente).

Os extratos foram levados ao HPLC e cada amostranfdisada em triplicata. Foi
possivel notar que as amostras frescas apresenpicam de maior intensidade do que as
amostras liofilizadas (Figura 4.11), o que pédevistio tanto para 0 composto majoritario
guanto para 0s minoritarios.

A segunda extracdo (em que o MeOH passou 17 diasoetato com o material
restante da primeira extragédo) foi analisada emeadsgotometro (Figura 4.12). Novamente,
as triplicatas ndo foram completamente reprodigjvéesta forma, estdo mostrados aqui
apenas 0s espectros mais representativos de edalmeénto de amostra. E possivel perceber
gue, apesar de a amostra liofilizada apresentasrmrahsorbancia nos comprimentos de onda
superiores a 330 nm (tipicos de muitas MAAs cordax), a amostra fresca apresenta
possiveis MAAs com absorbancia maxima em 305 nn2lerBn, as quais ndo podem ser

vistas na liofilizada.
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Figura 4.11: Perfis cromatograficos dos dois tratatos de amostra testados. Em pretdyrasilienseresca;

em vermelhoP. brasiliensdiofilizada. No detalhe pode-se ver o cromatogramize 5 e 12 min. Condicdes
cromatograficas: coluna: Shim-pack PREP-ODS (Shmfad®50 x 4,6 mm, 5im); solvente A: 0,1% AF em
agua + 10 mmol- Tt NH,OAc; solvente B: 100% de MeOH:; gradiente: de 0@4@e B de 8 a 8,5 mjtempc
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Figura 4.12: Espectros entre 250 nm e 400 nm danskegextrato dos dois tratamentos de amostra test&ain
preto,P. brasiliensedresca; em vermelh®,. brasiliensdiofilizada.
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Unificando os resultados das duas extracfes, podesscluir que o extrato gerado a
partir de massa fresca € mais rico em MAAs. Umaipet explicacdo para isto € que haja
perda de tais compostos quando a alga passa jpelespo de secagem por liofilizagdo. Essa
perda se daria pelo arraste ocasionado pelas nedédel agua que, ao sairem, levam consigo
parte do material dissolvido (Cronin et al., 1998utra possivel explicacdo envolve o
rendimento de extracdo. Tartarotti e SommarugaR@pontam que, para amostras secas, 0
rendimento de extracdo € baixo quando € usado oigbamo como solvente, e aumenta
guando se usa uma mistura de MeOHOHKL:3, v/v).

Como nao foi possivel determinar a causa real daomeguantidade de MAAs no
extrato de massa seca, optou-se pela utilizac@woadea algal fresca para todas as extracoes.
Além disso, neste estudo também se pdde concleiragenas uma etapa de extracdo nao €

suficiente para a extracao total de MAAs, sejaga &desca ou liofilizada.

4.3 Analise por HPLC-MS

4.3.1 Otimizacao do método de HPLC

Como nao ha relatos de separacdo de MAAs na cHuretex PFP, os primeiros
testes foram realizados com extratos de HeliogB&8d, preparados segundo o item 3.4.2. O
meétodo testado como comparacédo foi o descritoemo 8.3.1.1, desenvolvido ha alguns anos
em nosso laboratério (Cardozo, 2007; Cardozo €2@L1), também para a analise de MAAs.

Na Figura 4.13 tem-se a comparacdo entre umadaoodm o método anterior,
contendo duas colunas, e o método utilizado cormet& PFP. E possivel notar que a nova
separacao foi muito mais rapida e que nao houvdapggnificativa na resolucdo (Tabela
4.1), o que € 6timo no desenvolvimento de um métditico para a analise das MAASs.

Pensando na utilizacdo desta nova coluna paralaerde isolamento de compostos, contudo,
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ela ja ndo é recomendada, uma vez que sera miait cbfetar apenas uma fracéo por vez e a

quantidade de compostos obtidos a cada corridaragté pequena.
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Figura 4.13: Perfis cromatogréaficos da injegéoxtoa¢o de Helioguard 365por dois diferentes métodos. A:
Condicées cromatograficas: colunas: Synergi PoRuhenomenéx 250 x 4,6 mm, 41m) e Synergi Fusion
RP (Phenomené&x 250 x 4,6 mm, 41m), acopladas; solvente A: 0,2% AF em agua (vMM)3pl4 (ajustado com
NH4OH); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0@4@e B de 10 a 15 min; tempo total: 25 min; vazo:
1 mL-min™; A: 330 nm. B: Condicdes cromatogréficas: colunaekém PFP (PhenomerfexL00 x 4,6 mm, 2,6
pum); solvente A: 0,2% AF em agua (v/v), pH 3,14 $tdo com NEOH); solvente B: 100% de MeOH;
gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 6 min; tempd: ®min; vaz&o: 1,0 mL-mih A: 330 nm.



Resultados e Discussao 91

Tabela 4.1: Resolucéo entre os quatro picos obdesuaas duas combinagbes de colunas estudadas.

Picos Resolucao*

Synergi Polar + Fusion  Kinetex PFP
1-2 3,79 2,26
2-3 2,23 3,00
3-4 6,19 4,51

2 (t,-t)

1,70{ w, + Whj
1—- 2—
2 2

O teste de qualidade realizado pelo fabricante nmagie o tempo de retencdo de

*calculada com valores de largura a meia-alturaabedo comR = (método USP).

substancias nao retidas, na vazdo de 1 mLC*néirde 0,85 min. Como o tempo de reten¢éo do
primeiro composto eluido € de 1,15 min, pode-skzegao célculo do fator de capacidade (k')

pela férmula

(sendo quert € o tempo de retencdo do composto de interesgeé eottempo de
retencdo do composto ndo retido) e obter-se unr dal®,35. Assim, é possivel mostrar que
0s compostos de interesse ndo sao eluidos no vahomn® da coluna e estdo sendo, sim,
retidos pela mesma.

Segundo o manual do fabricante, a eficiéncia daneolé maior em vazfdes mais
elevadas, especialmente a partir de 1,5 mL“mi®s primeiros testes realizados n&o foram
muito bem sucedidos — em geral, a pressao foi nalitoe a tubulacdo soltou da coluna —,
mas o ultimo teste mostrou um perfil cromatografiéo muito diferente do perfil gerado pela
primeira corrida (Figura 4.14). Esse teste foiiraalo com uma condicdo cromatografica
ligeiramente diferente, com corrida de 5 min e gnatg indo de 0 a 100% do conteudo da
bomba B entre 2 e 3 min.

Ap6s alguns testes com vazdo de 1 mL-micom alguns brancos, que

proporcionaram resultados bastante inesperadoso(cosargimento de picos muito largos e
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em tempos de retencao variados), chegou-se a sdoctle que a capacidade da coluna de
lidar com mudancas bruscas de solvente foi supmiash. Assim, alterou-se a corrida, que

passou a ter 8 min, com gradiente indo de 0 a ld®%ontetdo da bomba B entre 2 e 5 min.
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Figura 4.14: Perfil cromatografico da corrida ddibtriard 365 realizada com gradiente curto. Condicées

cromatograficas: coluna: Kinetex PFP (Phenom&n&®0 x 4,6 mm, 2,6m); solvente A: 0,2% AF em agua

(v/v), pH 3,14 (ajustado com NBH); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0@4@e B de 2 a 3 min;
tempo total: 5 min; vaz&o: 1,0 mL. min: 330 nm.

Os testes de elevagdo da vazao seguiram em frenpdde-se notar que, a 1,5
mL-min?, a pressdo ultrapassa o limite do aparelho; Ipgocebeu-se ndo ser possivel
trabalhar na faixa 6tima da coluna. O préximo tefgiéo a 1,4 mL-mirt, também atingiu o
limite de pressdo do equipamento. Foi apenas enmlL3nin* que a pressdo maxima
atingida pelo sistema apresentou certa margemgilgassea em relacdo a pressao suportada
pelo aparelho (tal vazdo alcancou uma pressao 8le&kdfl e a pressdo suportada é de 432
kgf). Dessa forma, optou-se por trabalhar com uazéie de 1,3 mL-min

Em seguida, foram testadas diferentes fases mageigsas. Os testes iniciaram-se

com fases semelhantes a usada no método de duasscohF 0,1% (v/v) pH 3,15; AF 0,2%
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(v/v) pH 2,50; AF 0,2% (v/v) pH 3,14; AF 0,2% (v/pH 4,14; e AF 0,4% (v/v) pH 3,14
(todas com seu pH ajustado com JOHH).

Pelos cromatogramas apresentados na Figura 4db;9e perceber que aumentar a
porcentagem de AF ou o pH da solucéo sao alteasaineficazes, pois s6 fazem diminuir o
intervalo de tempo entre os dois compostos majadachinorina e porphyra-334, nessa
ordem). Uma vez que esse método sera utilizado gpanadlise de amostras diversas, que
podem ser muito mais complexas do que o padramdielid 365, é interessante que os
picos referentes aos compostos majoritarios apiesdnoa separacao, diminuindo as chances

de coeluicao.
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Figura 4.15: Perfis cromatograficos das cinco faségeis aquosas testadas, entre 0 e 4 minutosviitede
tempo em que eluem os picos de MAAs do padréo biediaf). Condicdes cromatogréficas gerais: coluna:
Kinetex PFP (Phenomer&x100 x 4,6 mm, 2,fim); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 &4@@ B d
2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazao: 1,3 mL-mia: 330 nm. Condicbes especificas: solvente A vakjave
conforme mostra a figura.
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Um dos objetivos quando do desenvolvimento destimdoéera acoplar a saida da
coluna ao espectrometro de massas e assim reafiaises por HPLC-MS, mais ricas em
informac&o. De modo a aumentar o sinal porporcionpdr cada composto quando da
realizacdo de tais analises, optou-se por inclufiase mével um sal volatil gue promova uma
melhora na ionizacdo da amostra — no caso, gOd. Assim, foi testado outro conjunto de
fases moéveis aquosas: AF 0,1% (v/v) sem®IAc; AF 0,1% (v/v) + 5 mmol-T> NH,OAc;

AF 0,1% (v/v) + 10 mmol-T* NH,OAc; e AF 0,1% (v/v) + 20 mmol-t NH,OAc.

Tais testes foram realizados com uma das tripbcata Plocamium brasiliense
liofilizada. Como esta alga possui apenas uma MAgjonitaria, que € a chinorina, o perfil
cromatogréfico foi bem diferente do encontrado matdelioguard 365 (vide Figura 4.16);

mesmo assim, € possivel comparar todas as condig@greatograficas.
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Figura 4.16: Perfis cromatograficos do segundoummntp de fases moveis aquosas testadas, entre 0 e 3
minutos (intervalo de tempo em que eluem os pieoslAAs da macroalgR. brasiliensg Condi¢cbes
cromatograficas gerais: coluna: Kinetex PFP (Phemenxt, 100 x 4,6 mm, 2,fim); solvente B: 100% de
MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 5 minptetatal: 8 min; vaz&o: 1,3 mL-mini: 330 nm.
CondigGes especificas: solvente A variavel, confomostra a figura.
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Assim como aumentar o pH ou a concentracdo de Afgeatar a concentracdo de
NH,OAc também néo traz beneficios a separacdo, umgueens dois compostos com picos
mais intensos (chinorina e porphyra-334, nessanordmostram-se muito proximos. A
condicéo contendo apenas AF 0,1% (v/v) também ndeat uma vez que € interessante para
a analise por MS que a solucdo contenhat — na realidade, tal condicdo foi usada
apenas como base de comparacao.

Analisando as triplicatas realizadas para cadaicaodnota-se que a fase aquosa AF
0,1% (v/v) + 5 mmol-T* NH4OAc traz maior reprodutibilidade, além de seus gaiss mais
intensos estarem ligeiramente mais distantes dooguda condicdo AF 0,1% (v/iv) + 10
mmol-L* NH4OAc. Dessa forma, a fase mével aquosa escolhid@FoD,1% (v/v) + 5
mmol- " NH,OACc.

A condicéo final selecionada, portanto, foi: colitinetex PFP (Phenomerfex100 x
4,6 mm, 2,6 um), a 24 °C, com sistema de solvemestituido de AF 0,1% (v/iv) + 5
mmol- ! NH4OAc (bomba A) e MeOH 100% (bomba B), com vazédo (B riL-min?,
corrida de duracdo de 8 min e gradiente indo dé@&o do conteldo da bomba B entre 2 e 5
min. Contudo, ao se transferir o método para @®miatde HPLC Agilent 1200 Series, foi
necessario introduzir algumas modificacfes, pamapressdo gerada ndo ultrapassasse 0s
limites do equipamento. Dessa forma, o método peasser o descrito acima, mas a 30 °C e
com vaz&o de 1,1 mL-mih

Com o aumento de temperatura, a viscosidade darfagel diminui, o que resulta em
menor pressdo no equipamento e também em melhordifisdo dentro do sistema
cromatografico, gerando picos mais estreitos —maasecessariamente mais bem resolvidos,

uma vez que o aumento de temperatura também cosliomrauir os tempos de retencéo.
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4.3.2 Desenvolvimento de métodos de MS

4.3.2.1 Método exploratorio

A ideia central nesta etapa era desenvolver umduoétnalitico que pudesse funcionar
como diagnostico, acusando as amostras (e os teogagtencdo) em que se poderia
encontrar imino-MAAs. Esta informacdo obtida popextrometria de massas, em conjunto
com a informag¢do cromatografica, € tanto capazddetificar MAAs conhecidas quanto
apontar picos cromatograficos que representem M#Asstrutura ainda ndo descrita.

Para a elaboragéo deste “método diagndstico”,doesséario buscar na literatura quais
seriam os fragmentos mais comuns quando de sumdrdag¢do por ionizagdo a pressao
atmosférica. Segundo Whitehead e Hedges (2003agmnento mais comum seria o 1z
197, acompanhado de outros fragmentos que tambéamsearacteristicos de MAAs/z
137, 168, 186 e 199. Outros autores, por estudasctés e praticos, propdem vias de
fragmentacdo que levariam a geracao dos ion¥/zl€37, 168, 186 e 197, mas apontam que o
fragmento mais comum seria oméz 186 (Cardozo et al., 2006; 2008; 2009).

Tendo em vista esta heterogeneidade nos resultddiol®s por diferentes grupos de
pesquisa, optou-se por utilizar ambos os fragment(xs186 em/z197, para o diagnostico de
MAAs. O modoPrecursor lonfaz com que o equipamento busque por todos os densro
do intervalo de massas estabelecido (neste casa/z@90 a 400), que geram pelo menos um
dos fragmentos em questdo. Um resultado tipicalolpor este método esta exemplificado na
Figura 4.17, na qual se vé o padrdo Helioguar®36%ual foi a matéria-prima usada para o

desenvolvimento do método.
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Figura 4.17: Resultados tipicos do método explomtiesenvolvido. A: A esquerda, perfil geral da
espectrometria de massas (TICTeotal lon Couny; & direita, perfil cromatografico em 330 nm. Beédquerda,
perfil temporal da intensidade de ions precursguesgeram o fragmento d&z186; a direita, perfil temporal
da intensidade de ions precursores que gerammérgg dem/z197. C: Identificacdo de ions precursores no

pico 1 (chinorina); a esquerda, ions geradoresatndem/z186; a direita, a esquerda, ions geradores dodgico
m/z197. D: Identificag&o de ions precursores no Ri¢porphyra-334); a esquerda, ions geradores dbdsn
m/z186; a direita, a esquerda, ions geradores dbdsma/z197. Condi¢des cromatogréaficas: coluna: Kinetex
PFP (Phenomen&x100 x 4,6 mm, 2,6m); solvente A: 0,1% AF em agua (v/v) + 5 mmot-NH,OAc;
solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de O ? 1008 de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazdo: 1,3 min~
; A2 330 nm.
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Por estes resultados, percebe-se que o métoddedtgraente capaz de cumprir seu
proposito: indicar quais picos do perfil cromatdigia possuem alguma imino-MAA. Dessa
forma, a analise de MAAs passa a ser mais exata, wgn que a analise por HPLC com
leitura em detector de arranjo de diodos (DAD) ptdeer resultados dubios e de dificil
interpretacdo — especialmente porque pelo menas FM@As conhecidas possuem Sgkkx
entre 330 e 336 nm. O método criado parece saraapli a todo tipo de amostra que possua
imino-MAAs.

Infelizmente, método semelhante ndo pode ser debeéty para as oxo-MAAs, dado
qgue nao ha informacdes suficientes disponiveisteratura sobre sua fragmentacdo. Mesmo
assim, com o avanco dos estudos sobre diversostasgkesses compostos, acreditamos que
seja possivel construir um método similar, a sgoregado principalmente em fungos — nos

quais s6 foram encontradas, por ora, oxo-MAAs (&iethal., 2007).

4.3.2.2 Método quantitativo

Nesta etapa, buscamos desenvolver um método quessatutanto como um
diagndéstico mais especifico — buscando por masgaecidicas de MAAs e seus principais
fragmentos gerados — quanto tornasse possivelndifipecdo dessas moléculas. A criagcdo de
tal método foi limitada pela quantidade de MAAsgemes em quantidade adequada nas
amostras estudadas, o que acabou por excluir ndasaMAAs ja conhecidas. No entanto, foi
possivel estabelecer condi¢cdes analiticas parai@etequasimoleculares [M+H]m/z 245,
m/z285,m/z289,m/z303,m/z317,m/z333 em/z347.

Dentre estes ions, alguns tiveram sua identidadelvida imediatamente, por
comparacdo com o padrdo Heliogfaml com dados da literatura. Outros necessitaram de
estudos mais intensos, uma vez que existe maisAle ddnhecida com a mesma massa —

caso dos ions d®/z289 em/z303. Por ultimo, hd um ion que ndo correspondiardnuma
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MAA identificada até entdo, o de/z317. Na Tabela 4.2, pode-se ver a relacao entia wa

dos ions quasimoleculares [M+Hj sua(s) MAA(s) correspondente(s).

Tabela 4.2: Atribuicdo dos ions quasimolecularesHil estudados pelo método quantitativo.

fon quasimolecular [M+H]* (m/2) MAA(S)
245 Palitina
285 Usujireno/Paliteno (pais/trang
Asterina-330
289 m/z 289
Palitinol
303 Micosporina-2-glicina
317 desconhecida
333 Chinorina
347 Porphyra-334

Para se realizar a quantificacdo absoluta de algWi#As, foi necessério utilizar os
padrdes isolados de chinorina, palitina e porpl®g4-gerados por HPLC e cromatografia em
coluna. Suas concentragfes foram determinadascerietruida uma curva de calibracéo para
cada composto (Figura 4.18). A faixa de concentral@s isolados de chinorina e palitina
ficou entre 6,25-10 mol-L! e 1-10* mol-L?, enquanto para a porphyra foi de 6,25210
mol- L a 5-10% mol- L™,

A gquantificacdo absoluta das outras MAAs, que négspiam padrdes isolados, ndo
foi possivel; nestes casos, foi possivel apendigaeama quantificacdo relativa, de modo a

comparar a quantidade de tais compostos em diésrantostras.
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Figura 4.18: Curvas de calibracéo, por espectréangér massas, dos isolados de palitina, chinorpa ghyra-
334, respectivamente. As equacdes de cada cuauseseficientes de correlacéo estdo descritcadaode
cada grafico.

Resultados obtidos pela utilizacdo deste métodemaoser vistos na Tabela 4.5, no
item 4.4.2. Apesar da confeccdo das curvas deraafib, nem todos os conteudos de
chinorina, palitina e porphyra-334 puderam ser addgmente quantificados. Isso se deve ao

fato de alguns dos picos cromatograficos refereatessas moléculas mostrarem-se muito
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baixos, ndo chegando a apresentar razdo sinal/suiplerior a 10 — valor preconizado pela
FDA (U.S. Food and Drug Administratipne pela ICH Ipternational Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Regtgin of Pharmaceuticals for Human
Use ou Conferéncia Internacional sobre harmonizagioequisitos técnicos para o registro
de productos farmacéuticos para uso humano) pargquantificacdo de compostos
(International Conference on Harmonisation of TeéchinRequirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use, 2005). Neste casos pue apresentaram razao sinal/ruido
entre 3 e 10 foram apenas identificados; e picas tab raz&o inferior a 3 foram descartados.
Tais analises foram feitas para todas as amosiresa uma.

Utilizando-se este método, ra/z 289 foi encontrada em dois diferentes tempos de
retencdo, indicando dois compostos diferentes commasma massa molecular.
Interessantemente, apenas uma amostra apresetgsudess diferentes compostos, a alga
Ochtodes secundiramealetada na praia Ponta de Ubu em 2011. O compuaitofrequente
foi identificado como sendo a MAA asterina-330,déscrita como bastante comum em
macroalgas e também como presente em alguns d@sogéaqui estudados, nos quais
também foi encontrada, comdcanthophora Hypnea Gracilaria, Plocamiume Codium
(Sinha et al., 2007). A identidade da outra mokmdo pbde ser confirmada — segundo a
literatura, as outras duas MAAs que possuem masdacular de 288 Da séo a palitina-
treonina e a micosporina-metilamina-serina, e filphr fragmentacéo gerado pelas amostras
em MRM néo é suficiente para dar certeza da idatdéidlo composto. Deste modo, optou-se
por manter esta molécula com a nomenclatov 289”.

Outram/zencontrada em mais de um tempo de retencaonidz 803. Neste caso, foi
possivel fragmentar os dois diferentes compostiggi@ 4.19) e tentar identifica-los. Dentre
as MAAs ja identificadas em organismos marinhosapresentam ion quasimoleculamde

303, tem-se o palitinol, a micosporina-2-glicina aplisiapalitina A. O palitinol é a MAA
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mais estudada dentre as trés e ja foi encontradtré&ngéneros presentes neste trabalho, a

saber: Acanthophora Gracilaria e Porphyra (género ao qual pertencia a espéejgopia

spiralis) (Banaszak et al., 1998; Cardozo et al., 2011;ed@ al., 2001; Huovinen et al.,

2004; Karsten et al., 1998c). Tendo em vista quesguodas as amostras testadas de tais

géneros continham o mesmo compostonde 303, e que os fragmentos gerados por

espectrometria de massas (Figura 4.19A) sdo caridezeom a literatura (Cardozo, 2007),

uma das moléculas em questao foi identificada ceemolo o palitinol. A outra molécula, por

sua vez, gerou fragmentos (Figura 4.19B) que edtdacordo com o descrito na literatura

para a micosporina-2-glicina (Cardozo, 2007). Déssaa, foi possivel identificar as MAAs

palitinol e micosporina-2-glicina.
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Figura 4.19: Espectros de fragmentacéo e formuitatasal de ambas as espécies de ion quasimolgditdd]*
dem/z303. A: Molécula identificada como palitinol. B:diécula identificada como micosporina-2-glicina.
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Este método se mostrou uma boa alternativa ao méonvencional de analise de
MAASs, realizado por HPLC com leitura em detectoad@njo de diodos. Inclusive, séo raros
os relatos de quantificacdo na literatura, e marssr ainda os trabalhos que realizam
quantificacdo absoluta das MAAs nas amostras edaisda dentre estes ultimos, pode-se
destacar os trabalhos de Carreto et al. (2005y@o€a et al. (2011).

Com a elaboracdo de uma curva de calibracdo emguipanento de espectrometria
de massas, o método alia acuidade, precisdo d#igiasie de modo inédito. Isto diminui as
incertezas geradas pelo método mais comum, quetiigarMAAs apenas fazendo um
paralelo entre a absortividade molar do compostasemcomprimento de onda de maxima
absorcéo e a area do pico obtido para o mesmoysenturva-padrao (Banaszak et al., 1998;
Carefoot et al., 1998; de la Coba et al., 2009kydret al., 2001; Hoyer et al., 2002; Karsten
et al., 1998b; Korbee Peinado et al., 2004; Nahai. £2012). Desta forma, acreditamos que
este método possa ser implantado como método d¢haspara a analise de MAAs em
laboratérios que tenham acesso a um equipamentdPd€-MS. Além disso, o método
apresenta grande potencial de expansao, uma vemgemilita a inclusdo de diversas outras
MAAsS.

Até onde vai nosso conhecimento, este € o primei&odo que se propde a
guantificar MAAs de forma absoluta por meio de HPUS. As estruturas das MAAs

conhecidas que puderam ser quantificadas podewssas na Figura 4.20.
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Figura 4.20: Estruturas das MAAs estudadas pelodoéquantitativo.

4.4 Anadlise do perfil de MAAs das macroalgas

4.4.1 Distribuicao dos taxons estudados
O Espirito Santo é tido como um estado muito ria@am estudo de flora ficoldgica,
uma vez que é considerado uma zona de transic@oaerggiao tropical (Norte/Nordeste) e a

temperada quente (Sul/Sudeste), apresentando erésticas peculiares e alta diversidade
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especifica — esta Ultima associada a heterogemeidadambientes e as condicbes de
temperatura. Com relacdo as macroalgas marinhBspiito Santo € tido como o segundo
estado com maior rigueza de taxons do Brasil, fioatras apenas do Rio de Janeiro (Bicudo
e Menezes, 2010).

Dos 416 taxons de macroalgas descritos para oogtad (62%) sdo de rodofitas, 97
(23%) de clordfitas e 62 (15%) de fedfitas (BicueldMenezes, 2010). Comparando estes
dados com os apresentados na Tabela 4.3 e na Biglraonde estdo mostrados 0os numeros
de amostras, taxons infregenéricos (espécies edaates) e géneros coletados no estado do
Espirito Santo, € possivel dizer que as algas \lkamencontram-se sub-representadas em
Nnosso espaco amostral, enquanto as algas verdesaréasp estdo ligeiramente
sobrerrepresentadas. Mesmo assim, o estudo nde pembrtancia quimica, dado que a

proposta € estudar o perfil de MAAs de diversasraagas brasileiras.

Tabela 4.3: Distribuicdo das amostras coletadasalen trés grupos que abrigam macroalgas: Rhod@phy
(algas vermelhas), Chlorophyta (algas verdes) dudphyta (algas pardas).

Rhodophyta  Chlorophyta  Ochrophyta  TOTAL
Amostras 33 22 12 67
Téaxons infragenéricos
(espécies / variedades)
Géneros 18 8 6 32

24 13 8 45

De todas as praias visitadas (Bacutia, Castelh&heaipe, dos Padres, Parati e Ponta
de Ubu), a praia dos Castelhanos foi certamentaia mteressante para coletas na maré
baixa. Uma caracteristica marcante dessa praigpresenca de recifes rochosos de baixa
inclinacdo e alta complexidade estrutural, quenficam grande parte emersos durante o
periodo de maré baixa. Neste periodo, formam-saspde maré em depressdes na superficie
do recife, 0 que proporciona a ocorréncia de dagmspéecies, tanto de algas quanto de

invertebrados sésseis, e facilita a coleta (Pinhe2®42). Esta foi a Unica praia visitada tanto
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na coleta de 2011 quanto na de 2014, gerando ummeolde amostras coletadas que

representa cerca de 60% do total e possui repeedgeatde 73% das espécies estudadas.

Téaxons infragenéricos

29%

mVermelhas

539, WPardas

Verdes

Amostras 18%

m VVermelhas ™ Pardas Verdes

49%

Géneros

B VVermelhas

B Pardas

56%

19% Verdes

Figura 4.21: Proporcéo de algas vermelhas, pardesies no nimero total de amostras coletadasjmeno de
espécies (e variedades) e no nimero de géneros.

4.4.2 Analise das MAAs

Uma vez que as andlises das MAAs presentes nasoalgas coletadas foram
realizadas pelos dois métodos por HPLC-MS deseiady 0 exploratorio e o quantitativo,
foram obtidos dois tipos de resultados diferent@s.resultado gerado pelo método
exploratorio é qualititativo e, além disso, € témta como foi desenvolvido para ser um
“‘guia” da presenca de MAAs em uma amostra, ndo EEfetomado como resultado

definitivo, correndo-se o risco de aceitar resutafdlsos positivos e falsos negativos.
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Na Tabela 4.4, tem-se os resultados obtidos corétodu exploratorio. Pode-se notar
que ele fornece bastante informacdo, mas apen&srrda qualitativa — mesmo assim, foi
capaz de identificar uma MAA de/zaté entdo ndo descrito na literaturan/a317. Para se
obter mais informacédo, como a confirmacéo da idadg de cada pico cromatografico e sua
quantidade, passa a ser necessaria a utilizacdoétlmdo quantitativo. Os resultados das
analises realizadas por este método, para todagasestudadas, podem ser vistos na Tabela
4.5. No caso das MAAs quantificadas, os valoresnfonormalizados pelo peso fresco de alga
utilizado para a extracdo. Em seguida, nas Figdra® a 4.26, tem-se a determinacao
semiquantitativa das MAAs asterina-330, palitimalcosporina-2-glicinam/z 317 e do par

trans/cispaliteno/usujireno.
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Tabela 4.4: Andlise qualitativa da presenca de MA&s macroalgas do Espirito Santo utilizando o dzéto

exploratorio.

(continua)
- m/z
Espécie Coleta
285 289 303 317 333 347
Rhodophyta
Acanthophora spicifera  Castelhanos 15/05/2014 X X X X
Amansia multifida Castelhanos 15/05/2014 X X X X
Amphiroa fragilissima Meaipe 14/05/2014 X X
Botryocladia occidentalis Castelhanos 27/09/2011
Bryothamnion seaforthii Castelhanos 28/09/2011 X X
Ceratodictyon variabile  Castelhanos 15/05/2014 X X
Cryptonemia crenulata ~ Castelhanos 28/09/2011
C. seminervis Ponta de Ubu 26/09/2011
Dichotomaria marginata Ponta de Ubu 26/09/2011 X X
D. marginata Castelhanos 27/09/2011 X
D. marginata Meaipe 14/05/2014 X
D. marginata Castelhanos 15/05/2014 X
Gracilaria cervicornis Meaipe 14/05/2014 X X X X
G. cuneata Castelhanos 28/09/2011 X X X
G. domingensis Castelhanos 28/09/2011 X X X X
Gracilaria cf. intermedia  Castelhanos 15/05/2014
Gracilaria cf. mamillaris ~ Castelhanos 15/05/2014 X X X
G. tepocensis Castelhanos 28/09/2011 X X X X
Heterosiphonia gibbesii  Castelhanos 27/09/2011 X
Hydropuntia caudata Castelhanos 15/05/2014 X X X X X
Hypnea musciformis Castelhanos 15/05/2014 X X X X
Jania rubens Castelhanos 27/09/2011 X X X
Ochtodes secundiramea Ponta de Ubu 26/09/2011
O. secundiramea Meaipe 14/05/2014 X X X
0. secundiramea Castelhanos 15/05/2014 X X X X
Plocamium brasiliense Ponta de Ubu 26/09/2011 X
P. brasiliense Meaipe 14/05/2014 X X
Pterocladiella capillacea Padres 16/05/2014 X X
Pyropia spiralis Parati 26/09/2011 X X X X
P. spiralis Bacutia 26/10/2011 X X X X X
Tricleocarpa cylindrica Ponta de Ubu 26/09/2011 X X
T. cylindrica Castelhanos 27/09/2011
T. cylindrica Castelhanos 15/05/2014 X X
Chlorophyta

Anadyomene stellata Castelhanos 27/09/2011
Caulerpa cupressoides  Ponta de Ubu 26/09/2011
var.lycopodium
C. cupressoidegar. Meaipe 14/05/2014
lycopodium
C. cupressoidegar. Castelhanos 15/05/2014 "
lycopodium
C. prolifera Castelhanos 27/09/2011

C. racemosa var.
macrophysa

Castelhanos 28/09/2011
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Tabela 4.4: Andlise qualitativa da presenca de MAds macroalgas do Espirito Santo utilizando o dwéto
exploratorio.

(concluséo)

Espécie Coleta m/z
245 285 289 303 317 333 347
C. racemosaar. Ponta de Ubu 26/09/2011
occidentalis
C. racemosaar. Meaipe 14/05/2014
occidentalis
C. racemosaar. Castelhanos 15/05/2014
occidentalis
C. sertularioides Ponta de Ubu 26/09/2011
C. sertularioides Castelhanos 27/09/2011 X X X X X
C. sertularioides Castelhanos 15/05/2014
Chaetomorpha antennina Parati 26/09/2011 X
Cladophora prolifera Castelhanos 27/09/2011
Codium decorticatum Ponta de Ubu 26/09/2011
C. isthmocladum Meaipe 14/05/2014
C. isthmocladum Castelhanos 15/05/2014
Halimeda cuneata Ponta de Ubu 26/09/2011
H. cuneata Castelhanos 27/09/2011
H. cuneata Castelhanos 15/05/2014
Udotea flabellum Ponta de Ubu 26/09/2011
Ulva rigida Ponta de Ubu 26/09/2011
Ochrophyta
Canistrocarpus Meaipe 14/05/2014
cervicornis
C. cervicornis Castelhanos 15/05/2014
Colpomenia sinuosa Meaipe 14/05/2014
Dictyopteris delicatula Meaipe 14/05/2014
D. delicatula Castelhanos 15/05/2014 X X X X X

Padina gymnospora
P. gymnospora

P. tetrastromatica
Sargassum cymosum
S. vulgare

Zonaria tournefortii

Z. tournefortii

Ponta de Ubu 26/09/2011 x

Castelhanos 28/09/2011
Castelhanos 15/05/2014
Castelhanos 15/05/2014
Meaipe 14/05/2014

Castelhanos 27/09/2011
Castelhanos 15/05/2014
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Tabela 4.5: Ocorréncia de MAAs nas macroalgas atéest no estado do Espirito Santo — Brasil.

(continua)

Espécie

Coleta

MAA (ug/g peso fresco de alga) (h = 3)

PT CH PR PE/US AS m/z289 m/z317 PL M2G
Rhodophyta

Acanthophora spicifera Castelhanos 15/05/2014 53+1 0,89 £ 0,03 652 + 56 sim* sim —_— —_— sim —
Amansia multifida Castelhanos 15/05/2014 39+1 0,07 £ 0,02 17,7+0 sim sim o e sim —
Amphiroa fragilissima Meaipe 14/05/2014 405 65+9 sim —_— sim —_— —_— sim ——
Botryocladia occidentalis Castelhanos 27/09/2011 sim o sim sim e —_— —_—
Bryothamnion seaforthii Castelhanos 28/09/2011 0,33+£0,03 1,1+0,2 6,4+0,1 —_— sim —_— —_— sim —
Ceratodictyon variabile Castelhanos 15/05/2014 54+6 0,07 + 0,03 — —sim — —_— — sim
Cryptonemia crenulata Castelhanos 28/09/2011 sim —_— 0,052 £ 0,009 sim —_— —_— —_— sim —
C. seminervis Ponta de Ubu 26/09/2011 0,033 £ 0,004 sim 0,5M% 0 sim sim —_— o sim —
Dichotomaria marginata Ponta de Ubu 26/09/2011 0,09 £ 0,02 12+1 2,1+£0,2 —_— sim —_— —_— sim —
D. marginata Castelhanos 27/09/2011 sim 10+1 0,12 £ 0,02 —sim — e _ —
D. marginata Meaipe 14/05/2014 sim 17,3+0,3 0,338+ 0,006 — sim —_— —_— _ —
D. marginata Castelhanos 15/05/2014 sim 23+3 0,38 £ 0,05 —sim — e _ —
Gracilaria cervicornis Meaipe 14/05/2014 0,18 £ 0,03 5+£2 106 + 10 —_— sim —_— —_— sim —
G. cuneata Castelhanos 28/09/2011 2,71+ 0,05 sim 1,3+0,1 — — sim — — sim —
G. domingensis Castelhanos 28/09/2011 6,1+0,3 23+3 67 £2 sim sim —_— —_— sim —
Gracilaria cf. intermedia Castelhanos 15/05/2014 —_— 0,005 + 0,006 sim _— - — —_— — sim
Gracilaria cf. mamillaris Castelhanos 15/05/2014 0,15 + 0,03 178+ 7 18,2+ 0,7 —_— sim —_— —_— _ —
G. tepocensis Castelhanos 28/09/2011 6,5+0,2 24 +£5 457+0,7 — sim —_— —_— sim —
Heterosiphonia gibbesii Castelhanos 27/09/2011 sim 13+2 0,13 £ 0,02 —_— sim —_— —_— —— sim
Hydropuntia caudata Castelhanos 15/05/2014 182+7 134 +12 229+11 im s sim o o sim —
Hypnea musciformis Castelhanos 15/05/2014 6317 1757 + 97 51+0,3 —_— sim —_— —_— sim —
Jania rubens Castelhanos 27/09/2011 0,010 + 0,002 15,3+0,7 24D,8 o sim o e _ —
Ochtodes secundiramea Ponta de Ubu 26/09/2011 0,24 + 0,03 sim sim —_— sim sim —_— —— sim
O. secundiramea Meaipe 14/05/2014 0,54 £0,04 0,2+0,1 o — — — sim sim — sim
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(continuacéo)

Espécie

Coleta

MAA (ug/g peso fresco de alga) (n = 3)

PT CH PR PE/US AS m/z289 m/z317 PL M2G
0. secundiramea Castelhanos 15/05/2014 0,52 + 0,06 0,17 £ 0,04 _ — —_— sim sim — sim
Plocamium brasiliense Ponta de Ubu 26/09/2011 0,09 + 0,01 34,6 £0,8 0,11 + 0,02 —_— _ — —_— — sim
P. brasiliense Meaipe 14/05/2014 51 371 +£100 0,15+ 0,04 ——sim — —_— — sim
Pterocladiella capillacea Padres 16/05/2014 0,10 £ 0,01 363 £118 0,24 £ 0,02 e sim —_— —_— _ —
Pyropia spiralis Parati 26/09/2011 4,2+0,2 15+2 574 £19 sim msi — — sim —
P. spiralis Bacutia 26/10/2011 2,1+0,2 1236 + 147 694 +71 sim sim —_— —_— sim —
Tricleocarpa cylindrica Ponta de Ubu 26/09/2011 sim 21+1 0,67 £ 0,07 ——sim —_— e _ —
T. cylindrica Castelhanos 27/09/2011 —_— _— sim _— —_— —_— —_— — sim
T. cylindrica Castelhanos 15/05/2014 sim 52+3 711 e sim — e _ —

Chlorophyta

Anadyomene stellata Castelhanos 27/09/2011 sim sim sim sim _ — —_— _ —
Caulerpa cupressoidesr. Ponta de Ubu 26/09/2011 sim —_— 0,09+£0,01 e — — _ —
lycopodium
C. cupressoidegar.lycopodium Meaipe 14/05/2014 sim e e e _ — —_— _ —
C. cupressoidegar. lycopodium  Castelhanos 15/05/2014 e e e e e e _ —
C. prolifera Castelhanos 27/09/2011 0,0008 + 0,0003 —_— 0,03 = 0,02 —_— _ — —_— _ —
C. racemosa var. macrophysa Castelhanos 28/09/2011 sim e sim sim sim —_— _ —
C. racemosaar.occidentalis Ponta de Ubu 26/09/2011 —_— —_— sim —_— _ — —_— _ —
C. racemosaar.occidentalis Meaipe 14/05/2014 sim —_— —_— — —_— —_— —  —
C. racemosaar.occidentalis Castelhanos 15/05/2014 —_— —_— —_— —_— _ — —_— _ —
C. sertularioides Ponta de Ubu 26/09/2011 sim sim 0,25+ 0,05 — m si — o _ —
C. sertularioides Castelhanos 27/09/2011 0,065 + 0,007 0,21 + 0,05 212 sim sim —_— —_— sim —
C. sertularioides Castelhanos 15/05/2014 sim —_— e e —_— o o
Chaetomorpha antennina Parati 26/09/2011 0,0019 + 0,0005 sim 0,48 £ 0,03 e sim —_— —_— sim —
Cladophora prolifera Castelhanos 27/09/2011 0,005 + 0,001 sim 0,3940, — sim — e sim —
Codium decorticatum Ponta de Ubu 26/09/2011 sim —_— sim —_— _ — —_— _ —
C. isthmocladum Meaipe 14/05/2014 sim o sim —_— sim — — _
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(concluséo)

MAA (ug/g peso fresco de alga) (n = 3)

Especie Coleta PT CH PR PE/US AS m/z289 m/z317 PL M2G
C. isthmocladum Castelhanos 15/05/2014 — —_— —_— — —_— _
Halimeda cuneata Ponta de Ubu 26/09/2011 sim sim 0,029 + 0,007 — —_— —_— —_— _ —
H. cuneata Castelhanos 27/09/2011 sim —_— sim —_— —_— _
H. cuneata Castelhanos 15/05/2014 —_— —_— sim —_— —_— —_— —_— _ —
Udotea flabellum Ponta de Ubu 26/09/2011 —_— — 0,14 + 0,06 —m si — — sim —
Ulva rigida Ponta de Ubu 26/09/2011 sim —_— 0,25+ 0,04 —_— sim —_— —_— _ —

Ochrophyta

Canistrocarpus cervicornis Meaipe 14/05/2014 0,0068 + 0,0001 o — e _ e sim —
C. cervicornis Castelhanos 15/05/2014 sim —_— —_— sim —_— —_— —_— sim —
Colpomenia sinuosa Meaipe 14/05/2014 0,030 £ 0,002 sim sim sim _ - o _ —
Dictyopteris delicatula Meaipe 14/05/2014 0,094 + 0,003 sim —_— _ — —_— —_— _ —
D. delicatula Castelhanos 15/05/2014 3,2+0,2 sim 81 sim sim — —_— sim —
Padina gymnospora Ponta de Ubu 26/09/2011 0,004 + 0,002 —_— 0,21 £ 0,06 sim sim —_— —_— _ —
P. gymnospora Castelhanos 28/09/2011 sim sim sim sim sim —sim —
P. tetrastromatica Castelhanos 15/05/2014 —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— _ —
Sargassum cymosum Castelhanos 15/05/2014 — e o — —_— _ —
S. vulgare Meaipe 14/05/2014 sim e —_— _ — e —_— _ —
Zonaria tournefortii Castelhanos 27/09/2011 sim —_— sim sim —_— _ —
Z. tournefortii Castelhanos 15/05/2014 e e —_— sim sim e —_— _ —

PT, palitina; CH, chinorina, PR, porphyra-334; P§/\paliteno/usujireno (parans/cig; AS, asterina-330; PL, palitinol; M2G, micospa@i-glicina.
*sim: MAA encontrada na amostra, mas nao pass&euantificacao.
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Figura 4.22: Quantificacéo relativa da MAA aster88) nas amostras em que pdde ser identificadméiias
apresentadas pelas algas de cada grupo, indicolgeas a/b/c/..., ndo podem ser consideradas
estatisticamente diferentes (teste Tukey).



HO (o] Resultados e Discussao 114

HO

/YOH
0 Micosporina-2-glicina
micosporina-2-glicina

Iz

HO

Ceratodictyon variabile — |{ |
Ochtodes secundiramea (Mea pe) — ‘ b
Ochtodes secundiramea (Castelhanos) — |H b
Ochtodes secundiramea (Ubu) — ‘ c
Gracilaria cf. intfermedia — ‘ d
Plocamium brasiiense (Mea pe) — |~|:|{ d
Iricleocarpa cylindrica (Castelhanos, 2011) — }»|:I{ d
Plocamium brasiliense (Ubu) — }l d

Heterosiphonia gibbesii  — }|:Il—{ d

| | I | | | | I
25 3.0 35 40 45 5.0 55 6,0

log10(Area do pico (contagens))

Figura 4.23: Quantificacéo relativa da MAA micospar2-glicina nas amostras em que pbde ser idesudiéi.
As médias apresentadas pelas algas de cada gndp@ado pelas letras a/b/c/..., ndo podem ser deraias
estatisticamente diferentes (teste Tukey).
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Figura 4.24: Quantificacdo relativa da MAA palitimas amostras em que pode ser identificada. Asaméd
apresentadas pelas algas de cada grupo, indictolgieas a/b/c/..., ndo podem ser consideradas

estatisticamente diferentes (teste Tukey).
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Figura 4.25: Quantificagdo relativa do paarnts/cispaliteno/usujireno nas amostras em que pbde ser
identificado. As médias apresentadas pelas algaaabegrupo, indicado pelas letras a/b/c/..., métem ser
consideradas estatisticamente diferentes (testeyyuk
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Figura 4.26: Quantificacdo relativa da MAA de miZ as amostras em que pdde ser identificada. Ag@amé
apresentadas pelas algas de cada grupo, indic&iol@as a/b/c/..., ndo podem ser consideradas
estatisticamente diferentes (teste Tukey).

O perfil de distribuicdo de MAAs nas amostras — cooncentragdes e variedade
maiores em algas vermelhas, menores em algas pard@asla menores em algas verdes —
segue o mesmo perfil de distribuicdo de metabdlgesundarios de forma geral. Com
aproximadamente 1500 produtos naturais descriws;odofitas superam as clordfitas e
fedfitas (com cerca de 1150 e 300 produtos natwleseritos, respectivamente) tanto em
abundancia quanto em diversidade (Maschek e Ba@és).

Uma vez que organismos fotossintetizantes aquatst&o expostos as radiacdes
visiveis e RUV do espectro em deabitat natural — inclusive debaixo da superficie do mar,
onde os efeitos bioldgicos da RUV estendem-se o menos 20 m em aguas bem
transparentes (Jerlov, 1950) —, eles desenvolvenaganismos de defesa contra os efeitos
maléficos destas radiagcdes. Movimentacao vertiaataluna de agua (Smith et al., 1992),

reducdo do habito do talo e/ou formacao de tapgéted”) (Barnes et al., 2014), reparo no
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DNA por fotorreativacao e excisao (Britt, 1995)cgimulo de antioxidantes — enzimaticos ou
nao — (Dunlap e Shick, 1998) e de compostos quanadas RUV séo alguns exemplos destes
mecanismos (Hader et al., 2015).

O acumulo de compostos que absorvem RUV é tido comameira linha de defesa
da célula, uma vez que impede que a RUV penetmeio celular e cause danos, direta ou
indiretamente. Além disso, 0 uso desta “prote¢c&sipa”’ por um organismo pode ter também
vantagens energeéticas, dado que processos de fegare passam a ser menos requisitados
(Cockell e Knowland, 1999). Assim, seria esperadwostrar substancias com esta
propriedade em todos os organismos estudados tnalstgho. Contudo, diversas algas nao
apresentaram quantidades detectaveis de MAAs, andc que provavelmente possuem
outras classes de compostos que cumprem a mesgéfun

Nas algas pardas, o papel fotoprotetor pareceesemgpenhado primariamente pelos
florotaninos, em vez de pelas MAAs. Florotaninos s@mpostos fendlicos encontrados
exclusivamente em fedfitas, nas quais atingem ée d@0% do peso seco (Maschek e Baker,
2008). Por estarem localizadas na periferia ddagkitecidos, e por possuirem maximos de
absorbancia entre 200 e 300 nm (abrangendo o UVparee do UV-B), sugeriu-se que
tenham funcéo fotoprotetora nos organismos quessupm — fato que ja foi evidenciado por
Pavia et al. (1997), Swanson e Druehl (2002) e Gértduovinen (2010).

Nas algas verdes, ndo se sabe quais compostosigampesta funcdo, se é que
realmente ha algum — afinal, outras estratégiatetisa, como o reparo de DNA e o acumulo
de compostos antioxidantes, podem ser suficierdes @ mitigacdo dos efeitos danosos da
RUV. Todas as divisées de macroalgas possuem caoospienodlicos (Clifford, 2000); logo,
esta pode ser uma alternativa as MAAs também emofithss. Sabe-se que cumarinas
(também compostos fendlicos) sdo produzidas parnalgéneros de macroalgas verdes,

como Caulerpa e Dasycladus(Garcia-Sanchéz et al., 2012; Pérez-Rodriguet.,e1398);
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além disso, a camada de tri-hidroxicumarina proximgarede celular d®asycladus
vermicularis mostrou-se capaz de absorver 88% da radiacdoeimteica 346 nm (Pérez-
Rodriguez et al., 2003), e esta mesma alga é apaxcretar tais compostos, provendo
protecdo contra RUV a si mesma e a outras espagiesdor (Pérez-Rodriguez et al., 2003;
Pérez-Rodriguez et al., 2001).

Neste estudo, optamos por utilizar biomassa frpaca a extracdo das MAAs, o0 que
dificulta a comparacdo dos dados obtidos com dadobteratura, que frequentemente se
utiliza de biomassa seca. Entretanto, adotandotserale agua das macroalgas como sendo
aproximadamente 80% (Arasaki e Arasaki, 1983),ssipel fazer comparacdes aproximadas
com 0 que ja se sabe sobre algumas espécies.

Acanthophora spiciferapor exemplo, apresenta quantidades de chingoaldina e
porphyra-334 significativamente superiores as etnadas na literatura para a mesma espécie,
enquantoHypnea musciformisapresenta quantidades superiores as encontradasutean
espécie do mesmo género (Karsten et al., 1998ajuAs amostras ddocamium brasiliense
possuem porphyra-334 em maior concentracdo do @@sa@ita, enquanto as concentracoes
de chinorina e palitina caem dentro do intervaleejérido para o mesmo género, porém em
ambiente polar (Hoyer et al., 200Iania rubenspor sua vez, apresenta niveis de chinorina,
palitina e porphyra-334 menores que 0s encontradd#eratura para a mesma espécie em
regides temperadas (Karsten et al., 1998b); enguaespécies déracilaria, de maneira
geral, apresentam niveis menores que a literatomas-ha também niveis dentro do intervalo
ja descrito e até niveis maiores, como na casohdwrina deGracilaria cf. mamillaris
(Karsten et al., 1998c). As amostrasRlgopia spiralistambém apresentam comportamento
variavel em relacdo ao que a literatura descrexee @@énerd’orphyra apenas os niveis de
porphyra-334 de ambas as amostras estdo dentmatatgalo descrito, enquanto o nivel de

chinorina da amostra de Parati € menor e 0 da andstBacutia € maior que o descrito na
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literatura, e o nivel de palitina da amostra deuacé@ menor que a literatura e 0 da amostra
de Parati esta dentro do intervalo descrito (d€dha et al., 2009b; Figueroa et al., 2003;
Hoyer et al., 2001; Hoyer et al., 2002; Korbeelgt2905a). A comparacédo das amostras de
Pyropia spiralis com o géneroPorphyra decorre do fato de que diversas espécies
anteriormente identificadas como pertencentes aerg®orphyrapassaram recentemente a
ser descritas como pertencentes ao gépgropia (Sutherland et al., 2011).

Quanto a variedadéicanthophora spiciferaAmphiroa fragilissima Anadyomene
stellata Chaetomorpha antennin&ladophora prolifera Colpomenia sinuosaania rubens
Hydropuntia caudatae Pterocladiella capillaceaapresentam niumero de MAAs superior ao
encontrado na literatura para os géneros em qué@sigweroa et al., 2012; Groniger et al.,
2000; Karsten et al., 1998b; Karsten et al., 199%& e Shiu, 2009; Nahon et al., 2012),
engquantoCanistrocarpus cervicornjsHalimeda cuneataHypnea musciformjsPlocamium
brasiliense Pyropia spiralise as espécies do gén&aacilaria e Padinapossuem variedade
semelhante a descrita para outras espécies dosomgémeros (Banaszak et al., 1998; Barufi
et al., 2011; Hoyer et al., 2001; Huovinen et 2004; Karsten et al., 1998b; Karsten et al.,
1998c; Nakamura et al., 1982; Sinha et al., 2008). caso das espécidgsracilaria
domingensise Ulva rigida, ambas apresentam variedade superior a descraaapmesma
espécie (Cardozo et al., 2011; Banaszak et al8)189as dentro do intervalo descrito para o
género (Barufi et al., 2011; Figueroa et al., 20Hdrsten et al., 1998c; Sinha et al., 2000).
Ambas as espécies do gén8argassunestudadas apresentam variedade semelhante a outras
espécies do mesmo género em ambiente polar (Kaettead., 1998b), mas inferior a
registrada em ambiente tropical (Karsten et al98t® e Codiumfoi o Unico género que
apresentou variedade nitidamente inferior em relagditeratura (Banaszak et al., 1998;

Karsten et al., 1998b; Nakamura et al., 1982).
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A alga com maior concentracdo de palitinaHgdropuntia caudata seguida de
Acanthophora spiciferaCeratodictyon variabilee Hypnea musciformjsde chinorina,H.
musciformis seguida dé’yropia spiralis(Bacutia); e de porphyra-33R, spiralis (Bacutia),
seguida deA. spiciferae P. spiralis (Parati). Em relacdo as MAAs que nao tiveram sua
quantidade absoluta determinada (Figuras 4.22 &),42 spiralis (Bacutia) é a que possui
maior concentracdo do peis/transusujireno/paliteno, seguida #e caudata a qual, por sua
vez, possui a maior concentracao de asterina-880jda deP. spiralis(Parati); o ion de m/z
317 é encontrado nas mesmas concentracbes em a@sbamostras que 0 possuem; a
micosporina-2-glicina estd em maior concentracadCnaariabile seguida porOchtodes
secundiramegamostras de Castelhanos e Meaipé), enultifidg Gracilaria cuneatae H.
caudata apresentam o0s maiores niveis de palitinol, segudkaP. spiralis (amostras de
Bacutia e Parati)Dictyopteris delicatula(Castelhanos) €A. spicifera Nota-se queA.
spicifera H. caudatae P. spiralis(amostras de Bacutia e Parati) sdo os grandesqdest em
termos de quantidade.

Nao foi possivel encontrar nenhuma MAA efaulerpa cupressoidesvar.
lycopodium Caulerpa racemosavar. occidentalis Codium isthmocladum Padina
tetrastromatica e Sargassum cymosurnfsendo todas amostras coletadas na praia de
Castelhanos em 2014). Em comparacéo, as algas pyjaseataram maior diversidade de
MAAs foram Acanthophora spicifera Amansia multifida Caulerpa sertularioides
(Castelhanos, 2011)Cryptonemia semineryis Dictyopteris delicatula (Castelhanos),
Gracilaria domingensis Hydropuntia caudata Ochtodes secundirameéUbu), Padina
gymnosporgCastelhanos) Byropia spiralis(amostras de Parati e Bacutia). Como esperado,
a quantidade absoluta é, em geral, menor nasdedt delicatulae P. gymnosporae na
clordéfita (C. sertularioide} do que nas rododfitas; entretanto, este resuléashoportante por

ser o primeiro relato de tamanha variedade de Mé&Aslgas pardas.
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A palitina foi a MAA mais comum neste estudo, semwontrada em 84% das
amostras. Isto contraria a visdo de que chinorin@omhyra-334 seriam as MAAs mais
comuns em macroalgas (Carreto e Carignan, 20113, wan que estas MAAs sao vistas em
60% e 76% das amostras deste trabalho, respectitame

Até onde pudemos apurar, este € o primeiro estodcodteudo de MAAs de onze
géneros apresentados nesta tese, conforme visi@bela 4.6. Nesta relacdo, poder-se-ia
incluir também o génerGanistrocarpusentretanto, como a algaanistrocarpus cervicornis
era anteriormente conhecida codiatyota cervicornise a mudanca de género é recente (De
Clerck et al., 2006), optamos por ndo consid@amnistrocarpuscomo género independente
nesta comparacdo. Em se tratando de espéciesstaen é ainda maior (Tabela 4.6),

alcancando 34 das 45 espécies estudadas.

Tabela 4.6: Géneros e espécies cujo conteido desMdifAstudado pela primeira vez neste trabalho.

Géneros

Espécies

Amansia
Botryocladia
Bryothamnion
Ceratodictyon
Cryptonemia
Dictyopteris
Heterosiphonia
Ochtodes
Tricleocarpa
Udotea
Zonaria

Amansia multifida
Amphiroa fragilissima
Anadyomene stellata
Botryocladia occidentalis
Bryothamnion seaforthii
Canistrocarpus cervicornis
Caulerpa cupressoides. lycopodium
Caulerpa prolifera
Caulerpa sertularioides
Chaetomorpha antennina
Cladophora prolifera
Ceratodictyon variabile
Codium decorticatum
Codium isthmocladum
Cryptonemia crenulata
Cryptonemia seminervis
Dichotomaria marginata

Dictyopteris delicatula
Gracilaria ceparnis
Gracilaria cuneata
Gracilatiepocensis
Halimeda cumeat
Heterosipregibbesii
Hydropuntia caudata
Hypnea musciformis
Ochtodes salitamea
Padina tetrastronaatic
Plocamium brasiliense
Pyropia spiralis
Sargassum cymosum
Sargassum vulgare
Tricleocarpa cylindrica
Udotea flabellum
Zonaria tournefortii
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N&o ha dados de MAAs disponiveis na literatura paaaroalgas da costa brasileira, a
excecdo de seis roddfitas: duas do gé@axilaria, G. birdiae e G. domingensigCardozo
et al., 2011), e quatro do génddostrychia B. callipterg B. montagneiB. moritzianae B.
radicans(Karsten et al., 1998a; Karsten et al., 2000). Wem que o Brasil possui 7367 km
de costa (Instituto Brasileiro de Geografia e HEsiiah, 2015) e aproximadamente 800
espécies descritas (Bicudo e Menezes, 2010), sammaos ser de fundamental importancia
estudar tanto aspectos bioldgicos (taxonomia, g@l@tc.) quanto aspectos quimicos dessa
vasta diversidade. O presente estudo busca ansptianhecimento quimico relacionado aos
compostos fotoprotetores existentes na costa éirasilsendo de interesse ecoldgico,
taxondmico, farmacéutico e cosmético.

Focando no interesse industrial, as espécies afudadas poderiam ter dois usos
principais: serem utilizadas como fontes natura de MAAs, as quais poderiam ser
comercializadas para fins de pesquisa e de proddedformulacdes com propriedades
especificas; ou serem utilizadas como fontes datestricos em MAAs, tanto em quantidade
quanto em variedade, para incorporacdo em formamextuticas de fotoprotetores (ja
existentes ou ainda a serem desenvolvidas). Psujgesn uma MAA em concentracdo muito
superior as outras, algumas algas deste trabaltéeripm ser utilizadas para a obtencdo de
padrdes isoladosPterocladiella capillacea Plocamium brasilienseHypnea musciformjs
Dichotomaria marginata e Gracilaria cf. mamillaris como fontes de chinoring;
Ceratodictyon variabile como fonte de palitina; é&canthophora spiciferae Gracilaria
cervicornis como fontes de porphyra-334. Entretanto, pelegdade de MAAs disponiveis —
e também pela quantidade em que foram encontradasxtrato deA. spiciferaparece ser
melhor aproveitado se for incorporado por inteitgrafiltro solar, assim como os extratos de
Amansia multifida Gracilaria domingensisHydropuntia caudatae Pyropia spiralis Um

filtro contendo apenas o extrato de qualquer unssateroddfitas terd um espectro de acao
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gue compreende todo o0 UV-A e se estende para o {B3&® tenha este extrato combinado
com outros compostos com acao fotoprotetora, sait® mais eficiente.

Existe uma série de atributos que um filtro soidedl” deve possuir (Flor et al., 2007;
Okuno e Vilela, 2005). Alguns deles, como absomeeliacdo na faixa de 280-400 nm e
possuir alto coeficiente de extincdo molar, sédo barmacterizados para as MAAs. Outros, no
entanto, precisam ser melhor estudados — tantoNpArss individuais quanto para extratos
que se queira incorporar a formulacdes farmacé&uticaomo ser atoxico, ndo-irritante, nao-
sensibilizante e quimica, fotoquimica e termicamesgtavel. Uma vez que estes atributos
irdo variar com a composicao do extrato utilizagiwe(pode conter muitas outras classes de
moléculas), cada extrato deve ser analisado cusaaakente.

Ao se utilizar um organismo que possua alguma ratdéde interesse industrial, é
interessante que este composto (ou conjunto deasiog) ndo seja o0 Unico produto derivado
do organismo, de modo a diminuir os custos de @@ale tornar o produto competitivo.
Dentre as algas aqui estudadas, uma boa propasausézar o génerdGracilaria, que
apresenta niveis razoavelmente altos de MAAs ecjdité&vada para a extracdo de 4gar, tanto
sozinha quanto em cultivos integrados com camar@asixes em diversos paises do mundo
(McHugh, 2003). Outra proposta seria utilizar adfidd Hypnea musciformjgjue vem sendo
cultivada em alguns locais (inclusive no Brasilinca finalidade de se extrair carragenana — e
apresenta altos niveis de MAAs, especialmente d®igha (McHugh, 2003; Msuya et al.,
2014). Logicamente, vérios estudos teriam queeitosfde modo a otimizar a produgéo de
diferentes classes de substancias no mesmo orgarisdavia, o esfor¢co seria compensado

pelo aumento do valor agregado da biomassa cudtivad
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4.5 Determinacdo estrutural da MAA desconhecida (m/z 317)

O ion dem/z317 encontrado pelo método exploratério por HPLEdi considerado
como sendo uma MAA ainda ndo descrita, uma vezn@oehavia relatos na literatura para
estam/z e também porque apresentou ambos os fragmergostde como 0s mais comuns
para MAAs (186 e 19T™/2 e espectro de absorcao idéntico ao ja mostrado gigersos
compostos desta classe, camx = 332 nm em agua contendo 0,1% AF (v/v) e 5 mmbl.L

NH4OAc (Figura 4.27).

250 332 nm
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Figura 4.27: Espectro de absorgdo no ultraviolatendlécula de ion quasimolecular [M¥Hlem/z317.

A primeira estratégia para a determinacdo estiutdesta MAA, entdo, foi a
proposicao de diversas estruturas cujo ion quasoular [M+H] apresentasse a mesmé,
mantendo o cerne comum a todas as MAAs e tomandbgse estruturas ja descritas. Foi
possivel propor sete estruturas, que se encontarkigura 4.28, juntamente com suas

féormulas moleculares.
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Figura 4.28: Estruturas propostas para a MAAGe317.

Para dar procedimento a diversos passos de eldoidsstrutural, foi necessario isolar
0 composto em questdo. Inicialmente, utilizou-ge&iodo de isolamento desenvolvido por
HPLC preparativo e cromatografia em coluna; norgntgpor se tratar de uma amostra mais
complexa que o extrato utilizado para o isolameletechinorina, palitina e porphyra-334, nao
foi possivel obter bons resultados. Dessa form#&uege por isolar esse composto pelo

método descrito no item 3.5.4.
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O isolamento resultou na obtencdo de 1 mg dess@asia) 0 que resulta num
rendimento de extracdo de 0,007% (a partir de kdsmdresca) e em uma propor¢cao, em
massa, de 0,07 mg / g de peso fresco. Uma vez grogimadamente 80% da massa de
macroalgas é composta por agua (Arasaki e Ara$8BB) e queD. secundirameacoletada
também no estado do Espirito Santo, ja teve seudtee@gua calculado em 81,06% — dado
obtido por meio de comunicacéo pessoal com o agtdviachado (2010) —, pode-se calcular
o teor aproximado deste composto por peso sectgdetarnando mais facil a comparacéo
com dados da literatura. Este calculo resulta em concentracdo aproximada de 0,35 mg/ g
de peso seco de alga, o que é compativel com doacges de MAAs ja descritas em
macroalgas tropicais (Karsten et al., 1998c).

O composto que apresenta ion quasimolecular [M-edin m/z 317 foi isolado das
outras MAAs do extrato e injetado no espectromeé&anassas de alta resolucédo. O espectro
de massas obtido pode ser visualizado na Figurf. A2 estruturas possiveis foram
desenhadas no software ChemBioDraw Ultra 13.0 eram suas formulas e massas
moleculares calculadas (Tabela 4.7). O erro relatey determinagcdo da massa, em ppm, foi

calculado para ambas as opc¢des de massas exatmda(®a7) e mostrou que a formula

molecular correta paraa/z317 € C,H,,N, O’ — excluindo, assim, trés das sete estruturas

propostas.



Resultados e Discussao 128

16000

14000

12000 —

10000

8000 +

Intensidade

6000 -
/z 317,1327
4000 / m ’

2000 +

0- 1] HL" IHJL "Mﬂ”“,l bl i) il

\
100 200 300 400 500 600

m/z

Figura 4.29: Determinacdo da massa exata do isimakecular den/z317 por espectrometria de massas de
alta resolucéo.

Tabela 4.7: Determinacdo da massa exata das dgasge formulas moleculares para o ion quasimialecu

m/z317.
Estruturas propostas Formula molecular Formula do ion Massa exata  Erro (ppm)
prop (molécula neutra) quasimolecular [M+H]" PP
1,2,3,7 C,;H,N. O, C,;H,N O 317,1349 -6,94
4,5,6 C,H,.N.O, C.H N 05 317,1713 -121,7

Analisando a fragmentacdo ddz 317 ndo-deuterada (Figura 4.30A), € possivel notar
perdas ja caracterizadas como tipicas de MAAs, camperda inicial de 15 Da e uma perda,

seguida a esta, de 44 Da. Estas perdas, descotaCardozo et al. (2006; 2008),

correspondem a perda radicalar de uma metiiH{) e a perda neutra de um £@e um
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grupo carboxila, respectivamente; e neste casatitew asn/z302 e 258. E possivel também

notar uma segunda perda de 44 Da, resultando noamabundante do espectmyz214.
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Figura 4.30: Espectros de massas dan@B17. A: composto isolado. B: composto isolado dpisa de H/D
(deuteracao dos hidrogénios ionizaveis).

Em estudos anteriormente realizados por ESI, fgpgsto que a eliminacéo de radical
metila no modo positivo de analise seja um processoritario de fragmentacdo em MAAs
contendo dois grupamentos carboxila (Cardozo et28l09), o que é consistente com a
intensidade do ion da/z302 mostrado na Figura 4.30A. No entanto, as pesalasequentes
parecem vir deste ion [(M+H)-I5jindicando que, na verdade, a formacdo desteforseja
um processo minoritario, mas sim que ele sejaneite fragmentado em outros ions-
produto. Além disso, as perdas previamente desamiastram também a possibilidade de a

molécula em questao apresentar dois grupos acidos.
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Analisando a fragmentacdo daz 317 deuterada (Figura 4.30B), nota-se que o ion
quasimolecular [M+H] teve um acréscimo de seis unidades de massaamudicuma
molécula que apresenta cinco hidrogénios labeim (@oDa sendo atribuido ao’ ue
proporciona carga ao ion). Apesar de a fragmenttgaocorrido em diferente extensdo em
relacdo a amostra ndo-deuterada, é possivel eacoolvamente os trés ions que apresentam
as quebras tipicas de MAAs: a perda de 15 Da, derarion den/z308; a perda sequencial
de 44 Da, gerando o ion d@z264; e uma nova perda de 44 Da, gerando o ion/g220.
Estas fragmentacdes, que ocorrem sem a perda gémios labeis (Cardozo et al., 2006),
confirmam a existéncia de cinco hidrogénios laibeisnolécula em questdo. Desta forma, €
possivel descartar mais duas estruturas propastasyez que as estruturhg 3 apresentam
cinco hidrogénios ionizaveis, mas as de nun2egd@ apresentam seis.

A andlise realizada a seguir foi uma hidrélise daécula de interesse, de modo a
liberar os aminoacidos presentes no composto difidéros. Diversos artigos propdem
diferentes condi¢Bes de hidrolise, utilizando acido base, com molaridades diferentes e
também diferentes tempos de reacdo (Carignan,e20l9; Chioccara et al., 1979; Price e
Forrest, 1969; Takano et al., 1979; Tsujino etl&78). Neste trabalho, optou-se por utilizar a
condi¢cdo descrita no item 3.6.4, j4 estabelecida palrélise total de peptideos em meio
acido.

Os dados obtidos pelo analisador de aminoacidos fofam conclusivos. A
reprodutibilidade de analise dos padrdes injetgddesaminodacidos glicina, alanina, acido
glutdmico e &cido aspértico) foi baixa, mostrandmdes alteragfes nos tempos de retencao e
nos formatos dos picos dos aminoacidos analisdeigar@ 4.31). Mesmo assim, 0S ensaios
realizados com a amostra hidrolisada ndo mostraranhum pico semelhante aos dos
aminodacidos de cadeia lateral acida, enquantodssipel ver picos que se assemelham aos

mostrados por glicina e alanina em algumas dagdeg de padrdo (Figura 4.31). Desta
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forma, € possivel supor, mas nao provar, que exista aminoacidos glicina e alanina na

molécula em questao.
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Figura 4.31: Andlise por HPLC e amperometria pudsdas aminoacidos presentes na amostra hidrolisada.
Perfil cromatografico contendo apenas os padroggidea (1), alanina (2), acido glutamico (3) edéac
aspartico (4). B: Perfil cromatogréafico da amosidtolisada (1 e 2) e dos padrées de aminoacidés, (3

mostrando baixa reprodutibilidade. Condi¢des crogrdificas: colunas: AminoPac PA10; solvente A: dgua

solvente B: NaOH 0,25 mol-tem &gua; solvente C: NaOAc 1,0 mof;Igradiente descrito na Tabela 3.11;

tempo total: 49 min; vazdo: 0,25 mL-fin

A amostra hidrolisada foi entdo levada ao mesmapaquento utilizado para a
determinacdo da massa exatanma 317. Padrdes de glicina e alanina foram previaenent
analisados e foi possivel identificar apenas aimdarcomm/z 90,0550. Com a injecdo da
amostra, foi possivel detectar um composto com smoetempo de retencdo e a mesma
relacdo massa-carga da alanina (Figura 4.32), ammkir que a molécula em questdo
realmente possui este aminoacido. No entanto, cananalise ndo foi satisfatéria para o

aminoacido glicina, esta conclusdo €, novamentenagp uma forte evidéncia de que a

molécula em questao seja a estrufuapresentada na Figura 4.28.
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Figura 4.32: Andlise realizada em HPLC acopladspeetrometro de massas de alta resolucéo, paesanga
de alanina na amostra hidrolisadantfg 317. A: Perfil cromatografico contendo apenasoo pelativo an/z90,
correspondente ao ion quasimolecular [M+#§ alanina; em marrom, a amostra hidrolisada; eney o
branco. B: ions encontrados na amostra hidrolisaal#&empo de retencdo correspondente ao pico apaese

no perfil cromatogréfico. Condigdes cromatogréaficasunas: AscentfsExpress HILIC (150 x 2,1 mm, 2,7
pm); solvente A: 5 mmol-T* NH,OAc em agua, pH 3 (ajustado com AF); solvente B24@e acetonitrila;
gradiente: de 95 a 65% de B de 2 a 17 min, e dedBb (11e B de 17 a 23 min; tempo total: 25 minfead,5
mL-min—.

Esta estruturd foi isolada e descrita em agosto de 2014 por Motaret al. (2014),
com o nome de micosporina-glicina-alanina. Esta M#&® foi isolada de uma amostra
natura mas sim obtida como produto de um experimentexgeessao heterdloga de genes
da bactérigActinosynnema miruportélogos aaluster proposto para a sintese de MAAs em
N. punctiforme na bactérieStreptomyces avermitilidDessa forma, se a MAA de/z 317
encontrada no presente trabalho realmente for aspacina-glicina-alanina, descrevemos
aqui a primeira ocorréncia natural, e em algaged=snposto.

Esta molécula foi apenas encontrada em amostraspieOchtodes secundiramga
0 que nos leva a questionar como se da sua sietegml seria a diferenca entre as enzimas
da via de biossintese de MAAs eth secundirameae em diversas outras macroalgas.
Atualmente, esta alga vem sendo foco de outroslestrelacionados a produtos naturais,

especialmente em relacdo a antifangicos (Biancalet2013; Machado et al., 2014a;
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Machado et al., 2014b), mostrando que ainda pagsuide potencial a ser explorado. A
realizacdo de mais estudos com essa macroalgaipdelar a uma maior compreensao da
via de biossintese de MAAs e, provavelmente, atansento de outros compostos com

atividades biologicas variadas.



5 Conclusoes
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* O estudo de processamento de amostras, testaneiengiis de extracdo entre
biomassa fresca e biomassa liofilizada, mostroy paea extracdo com MeOH 100%, ha
menor perda de MAAs ao se utilizar biomassa freBstudos mais detalhados devem ser
conduzidos de modo a determinar se o processofiedicdo faz com que as MAAs sejam
perdidas ou se o motivo do menor rendimento resigeinteragdo do solvente com a
biomassa.

» O método de isolamento desenvolvido, utilizando BREeguida de cromatografia em
coluna, mostra-se bom para extratos contendo hainadade de MAAs, mas nado capaz de
prover amostras totalmente puras de MAAs, pelo mgawa a matriz de amostra utilizada.
Além disso, ndo é adequado para todo tipo de amaktsse modo, o isolamento da MAA de
m/z317 teve de ser realizado pelo método analiticdHfi.C-MS.

« O método analitico de HPLC mostrou-se mais rapidtice eficiente quanto o
anteriormente utilizado no laboratério. Em amostemplexas, pode haver coeluicdo de
alguns compostos, sendo recomendavel que sejaadtlicom deteccdo tanto por DAD
guanto por espectrometria de massas.

» Foi possivel desenvolver um método, denominadooexdrio, que funciona como
diagndstico para imino-MAAs — e, inclusive, foi eapde identificar a presenca de uma MAA
desconhecida em algumas amostras. Acreditamosapsa ger aplicado a qualquer amostra
que contenha imino-MAAs, e também apresenta pakmie modificacdo para gerar um
meétodo especifico para oxo-MAAS.

* O método quantitativo desenvolvido se mostrou aaldoupara a proposta,
possibilitando a quantificacdo absoluta de chirmrpalitina e porphyra-334 e a quantificacao
relativa de asterina-330, de palitinol, de micosm@BR-glicina, do par cis/trans

usujireno/paliteno e da MAA d®/z317 em diversas amostras. E outro método queepiees
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grande potencial de expansdo, uma vez que possilaliinclusdo de diversos outros
compostos de interesse.

» Dentre as praias visitadas para coleta, CastelHamasicipio de Anchieta-ES) € a que
apresentou maior potencial para coletas no perdf@dmaré baixa. Sessenta por cento das
amostras coletadas neste estudo sdo da praia etédg@ueom representantes em 73% das
espécies analisadas.

» Descrevemos nesta tese a identificagdo de oito M&YAsI5 espécies de macroalgas
marinhas do litoral Sul do estado do Espirito SaApesar da localizacéo restrita, € o maior
estudo desta natureza realizado até entdo com @dgiieral brasileiro. Além disso, 11 dos
32 géneros e 34 das 45 espécies presentes nestautesa haviam sido alvo de nenhum
estudo relacionado a MAAs.

» Pb6de-se detectar, pela primeira vez, a presencslAles nas seguintes espécies:
Amansia multifida Amphiroa fragilissima Botryocladia occidentalis Bryothamnion
seaforthij Canistrocarpus cervicornjSaulerpa cupressoidegar. lycopodium C. prolifera
C. sertularioides Chaetomorpha antennin&eratodictyon variabileCladophora prolifera
Codium decorticatumC. isthmocladumColpomenia sinuosaCryptonemia crenulataC.
seminervis Dichotomaria marginata Dictyopteris delicatula Gracilaria cervicornis G.
cuneata G. tepocensisHalimeda cuneataHeterosiphonia gibbesiiHydropuntia caudata
Hypnea musciformjsOchtodes secundiramed@locamium brasiliensePyropia spiralis
Sargassum vulgardricleocarpa cylindrica, Udotea flabellueZonaria tournefortii

» Dentre as amostras que possuem dados do contelfdldAkena literatura (seja para a
espécie ou para o0 género), praticamente todasempaes variedade de MAAs maior ou igual
ao anteriormente descrito. Descrevemos aqui a maiteédade de MAAs ja encontrada em
algas pardas: seis MAAs diferentes nas esp&iaygopteris delicatulee Padina gymnospora

coletadas na praia de Castelhanos.
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* As roddfitas apresentaram niveis de MAAs sensivetemenaiores que as clordfitas e
as fedfitas. Palitina foi a MAA mais comum, estapdesente em 84% das amostras.

» Por possuirem uma MAA em concentracdo muito supasooutras, algumas algas
deste trabalho poderiam ser utilizadas para a ¢iitede padrbes isoladdBterocladiella
capillaceg Plocamium brasiliense Hypnea musciformjs Dichotomaria marginata e
Gracilaria cf. mamillaris como fontes de chinorin@eratodictyon variabilecomo fonte de
palitina; eAcanthophora spicifera Gracilaria cervicornis como fontes de porphyra-334.

* Por apresentarem alta quantidade e também variedad®AAs, propomos as
rodéfitas Acanthophora spiciferaAmansia multifida Gracilaria domingensisHydropuntia
caudata e Pyropia spiralis como boas fontes de extratos a serem incorpora&tos
formulacdes de filtros solares pelas industriam&néutica, cosmética e de tintas e vernizes.

» De forma a diminuir os custos associados a umvoutte macroalgas para a obtencéo
de MAAs, seria interessante utilizar uma espéceejguseja utilizada comercialmente. Neste
caso, propomos aqui a utilizacdo do gér@racilaria e da espécielypnea musciformjsos
quais ja sdo cultivados para a extracédo de ficaedoe possuem niveis razoavelmente altos
de MAAs.

« O ion quasimolecular [M+H]dem/z 317 foi tentativamente identificado como sendo
a micosporina-glicina-alanina. Este € o primeirab&lho a descrever a ocorréncia desta
moléculain naturg uma vez que o Unico relato de sua existénciaraf#® ocorreu por meio
de um experimento de expressao heterdloga em iaactBesta forma, mostramos que ainda
ha MAAs a serem identificadas na natureza — assqpadem possuir propriedades

interessantes dos pontos de vista ecoldgico, tamimede cosmecéutico.
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Bolsista de Doutorado CNPq (junho de 2009 a mai20dd).

5. Publicacdes

a. Artigos Completos

Marques, L. G.; Zambotti-Villela L.; Colepicolo, P. Diagnostic édiguantitative methods for

mycosporine-like amino acid analyses. Em preparacdo

Marques, L. G.; Zambotti-Villela L.; Stein, E. M.; Colepicolo, Bcreening of mycosporine-

like amino acids in seaweed from Southeastern BaazCoastline. Em preparacéao.

Martins, P. L. G.Marques, L. G.; Colepicolo, P. Antioxidant enzymes are inducegbgnol
in the marine microalghingulodinium polyedrumEcotoxicology And Environmental Safety,
v. 116, p. 84-89, 2015. Publicado.

Simas-Rodrigues, C.; Villela, H. D. M.; Martins, R.; Marques, L. G.; Colepicolo, P.;
Tonon, A. P. Microalgae for economic applications: advantagesl serspectives for

bioethanol. Journal of Experimental Botany, doil®D®3/jxb/erv130._Publicado online

(Advance Access).

Cardozo, K. H. M.Marques, L. G, Carvalho, V. M.; Carignan, M. O.; Pinto, E.; Mamb-
Soriano, E.; Colepicolo, P. Analyses of photoprtiteccompounds in red algae from the

Brazilian coast. Revista Brasileira de Farmacognosi2l, p. 202-208, 2011. Publicado.

b. Resumos publicados em anais de congressos

MARQUES, L. G.; STEIN, E. M.; ANDREGUETTI, D.X.; COLEPICOLO, P.c&ening of
mycosporine-like amino acids in Ulvophyceae (Chbbrgta) from the south coast of Espirito
Santo State. IV Latin American Congress for Algaet&hnology and IV Workshop of
Brazilian Network of Marine Algae Techonology, Rorépolis - Abstracts, 2013.

MARQUES, L. G.; STEIN, E. M.; ANDREGUETTI, D. X.; COLEPICOLO, Fcreening of

specific photoprotective compounds in Ulvophyce@hlgrophyta) from the Southeastern
Brazilian coastline. 61st International Congressl @mnual Meeting of the Society for
Medicinal Plant and Natural Product Research (®4gnta Medica, v. 79, p. 79 - PI70, 2013.

STEIN, E. M.;MARQUES, L. G.; FUJII, M. T.; COLEPICOLO, P. Mycosporine-like amoi
acids (MAAs): qualitative analysis of photoprotgeticompounds irLaurencia complex
seaweed species (Ceramiales, Rhodophyta) from itesp8anto State, Brazil. 61st
International Congress and Annual Meeting of thei&y for Medicinal Plant and Natural
Product Research (GA). Planta Medica, v. 79, p.F&.04, 2013.
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MARQUES, L. G.; CARDOZO, K. H. M.; COLEPICOLO, P. Prospeccao drirmacidos
tipo micosporina em microalgas marinhas. Xlll Casgo Brasileiro de Ficologia, 2010,
Paraty - RJ. Anais do Xl Congresso Brasileirdritmlogia, 2010.

PESTANA, C. M.;MARQUES, L. G.; COLEPICOLO, P. Investigacdo de compostos
fotoprotetores na microalgahlorella minutissimaln: Xl Congresso Brasileiro de Ficologia,
2010, Paraty - RJ. Anais do XllI Congresso Brasileie Ficologia, 2010.

6. Participacbes em Eventos

61st International Congress and Annual Meeting h&f Society for Medicinal Plant and
Natural Product Research (GA). Screening of specgfhotoprotective compounds in

Ulvophyceae (Chlorophyta) from the SoutheasterrziBaa coastline. 2013. (Poster).

IV Latin American Congress for Algae Biotechnolayyd IV Workshop of Brazilian Network
of Marine Algae Techonology. Screening of mycospedike amino acids in Ulvophyceae
(Chlorophyta) from the south coast of Espirito Se#tiate. 2013. (Poster).

5th Symposium on Biological Chemistry. Screeningpécific photoprotective compounds in

Ulvophyceae (Chlorophyta) from the SoutheasterrziBaa coastline. 2013. (Poster).

352 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Qainfinalise de compostos fotoprotetores
em trés algas do litoral sul do estado do Esp®itoto. 2012. (Péster).

8th Asia Pacific Conference on Algal Biotechnologiyd 1st International Conference on
Coastal Biotechnology. Screening of specific phaottgctive compounds in Brazilian

macroalgae. 2012. (Poster).

Il Congresso Institucional do Instituto de Quimica USP. Screening of specific

photoprotective compounds in Brazilian macroal@®d.2. (Poster).
Conferéncia USP sobre o Mar. 2012. (Participante).

Il Workshop da Redealgas: Biodiversidade, Aplieg;drecnoldgicas e Sustentabilidade.

(Participante).

342 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Qainfinalise de compostos fotoprotetores
em duas espécies de algas do género Gracilaridll&ngnesentes na costa brasileira. 2011.
(Pbster).

XIll Congresso Brasileiro de Ficologia. Prospecgio aminoacidos tipo micosporina em

microalgas marinhas. 2010. (Poster).
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Il Encontro de Pds-Graduagédo do Instituto de QuamidSP. Prospeccao de aminoacidos tipo

micosporina em microalgas marinhas. 2010. (Apres@at oral e poster).

Il Workshop em Novos Bioativos de Macroalgas: Manej Cultivo, Conservacgao,
Biotecnologia e Técnicas de Bioatividade. Compodtieprotetores de algas marinhas:

possivel aplicacdo em cosméticos. 2009. (Palestra).

Il Workshop em Novos Bioativos de Macroalgas: Manej Cultivo, Conservacgéao,
Biotecnologia e Técnicas de Bioatividade. Ideraifi@& de compostos fotoprotetores em

microalgas. 2009. (Péster).

7. Supervisdes de Iniciagdo Cientifica concluidas

Michelle Mi Na Kwon (2013 — 2015). Andlise da Bibdsse de Aminoacidos tipo
Micosporina sob Variacdo das Concentracfes de éviys do Meio /2. Graduanda em

Quimica — Instituto de Quimica, Universidade de Baolo.

Camila Mancini Pestana (2009 — 2010). Investigad&ocompostos fotoprotetores em

microalgas marinhas. Graduanda em Farmacia, Uinitagls Nove de Julho.

8. Outras atividades realizadas no periodo

Manutencdo do Banco de Algas do Laboratério de Wdinia e Biologia Molecular de Algas

(Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Padle009 até o corrente ano.

Representante Discente de Pds-Graduacdo na Condis<g@oltura e Extensdo (2010 — 2011)

e na Comissao de Pds-Graduagéo (2012).

Membro da Comissdo Organizadora do Il Encontro@a®aduacdo do IQ/USP (11 a 13 de
agosto de 2010, em S&o Paulo-SP), do Il Encordrddls-Graduacdo do IQ/USP (31 de
agosto a 02 de setembro de 2011, em S&o Paulo-8B)leCongresso Institucional do
IQ/USP (04 a 06 de setembro de 2012, no Guaruja-SP)

Participante do Programa de Aperfeicoamento denBr(§tAE), como monitora da disciplina
QBQO0212 - Biologia Molecular, que é oferecida pag@imeiro ano do curso de Medicina e
possui 6 créditos (2010).



