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RESUMO

As macroalgas marinhas habitam ambientes dindmicos, com condicGes fisicas e
quimicas varidveis levando-as a desenvolver varias estratégias de defesa através da sintese de
compostos quimicos. Estes compostos, chamados de produtos naturais, tém sido amplamente
estudados nas Ultimas décadas, através do isolamento, caracterizacdo e testes de bioatividade
de compostos bactericidas, anti-fungicos, fotoprotetores, anti-herbivoria, anti-incrustacao e de
acdo antioxidante. Clorofitas monostromaticas da ordem Ulotrichales, um grupo de
macroalgas verdes alvo de industrias cosméticas e de farmacos, foram analisadas
morfologicamente e quimicamente visando realizar uma varredura de antioxidantes. Este
trabalho utilizou material biolégico proveniente da Ilha Rei George (Peninsula Antéartica) e do
Atlantico Sul (Chile, Uruguai e Parand). As espécies analisadas morfologicamente foram:
Gayralia brasiliensis (Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya), Gayralia oxysperma
(Kutzing) K. L. Vinogradova ex Scagel et al., Protomonostroma undulatum (Wittrock) K. L.
Vinogradova; Monostroma hariotii Gain, e Protomonostroma sp. Para tal, foram avaliados os
seguintes caracteres anatdmicos: modo de fixacdo, dimensdes e formatos das células,
espessura do lamen celular, forma e localizacdo dos pirendides e espessura do talo. A acdo
antioxidante foi testada através do método de inibicdo do radical DPPH (2,2-difenil-
picrilidrazila radical livre), e pela quantificacdo de substancias que possuem acao antioxidante
(compostos fenolicos, flavonoides e carotendides totais). Dentre as espécies analisadas
Protomonostroma sp. foi a que apresentou maior potencial antioxidante pelo método do
DPPH (77,9%) e maior concentracdo de compostos fendlicos por grama de biomassa seca
(176,07 ng EAG/Qg). Esta espécie foi coletada na Ilha Rei George, Peninsula Antartica, e seu
potencial antioxidante pode estar relacionado a alta incidéncia de raios UV nesta regido,
condicdo que exige mecanismos de defesa eficazes dos organismos fotossintetizantes para
sobreviver em altas latitudes.

Palavras-chave: Ulvophyceae, Complexo Monostroma, distribuicdo espacial, morfologia,
compostos bioativos.



ABSTRACT

Seaweeds inhabit dynamic environments with variable physical and chemical conditions that
lead them to develop several defense strategy through chemical compounds production. These
compounds, known as natural products, have been broadly studied in the past decades through
isolation, characterization and bioactive tests of compounds with bactericide, antifungal,
photo protection, anti herbivory, antifouling and antioxidant actions. Monostromatic
chlorophytes, a group of green seaweeds object of cosmetic and pharmacy industries, were
morphologically and chemically analyzed willing to perform an antioxidant screening. This
work used biological material from King George Island (Antarctic Peninsula) and South
Atlantic (Chile, Uruguay and Brazil). The morphologically analyzed species were Gayralia
brasiliensis (Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya), Gayralia oxysperma (Kutzing) K. L.
Vinogradova ex Scagel et al., Protomonostroma undulatum (Wittrock) K. L. Vinogradova;
Monostroma hariotii Gain and Protomonostroma sp. For such, the following anatomic
features were evaluated: attachment type, cells dimensions and shapes, cell lumen thickness,
pyrenoids shape and position and stalk thickness. The antioxidant potential was evaluated
through the DPPH (2,2-difenyl-picrilidrazyll free radical), radical scavenging method and
through the quantification of compounds that possess antioxidant action (total phenolic,
flavonoids and carotenoids contents). Among the evaluated species, Protomonostroma sp.
showed the higher antioxidant potential through the DPPH method (77.9% of inhibition) and
higher phenolic concentration by gram of dry biomass (176.07 pg EAG g™*). This specie was
collected in the Antarctic Peninsula and its antioxidant potential could be related to the high
UV radiation in this region, condition that requires effective defense mechanisms from the
high latitude photosynthetic organisms.

Keywords: Ulvophyceae, Monostroma Complex, spatial distributions, morphology, bioactive
compounds.



LISTA DE ABREVIATURAS

AA: Atividade Antioxidante

AcOH: Acido acético

CHCls: Cloroférmio

DPPH: 2,2-difenil-picrilidrazila

EAG: Equivalente em Acido Galico

ERO: Espécies Reativas de Oxigénio

EQ: Equivalente em Quercetina

ICs0: Concentragdo maxima de inibicdo de 50%
n: numero de amostras

Na,COs: Carbonato de Sédio

NOAA: National Oceanic and Atmospheric Administration
OPERANTAR: Operacéo Antértica

Rf. Fator de retencéo

UV: Ultra-Violeta
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Introducéo Geral

O Filo Chlorophyta, atualmente pertencente ao Reino Plantae (GUIRY & GUIRY,
2012), é o grupo de algas que mais se assemelha as plantas superiores, por apresentar
clorofilas a e b como principais pigmentos fotossintetizantes, armazenar amido em plastideos,
possuir pigmentos acessorios, e apresentar os tilacoides dos cloroplastos agrupados em
lamelas (LEE, 1999).

Inseridas neste Filo estdo as clorofitas monostromaticas, que sdo macroalgas verdes
de talo folidceo, com habito morfol6gico semelhante a alga verde distromética conhecida
vulgarmente como alface do mar, Ulva Linnaeus. Monostroma, Gayralia e Protomonostroma
possuem talo foliaceo com apenas uma camada de células e estdo inseridas no chamado
Complexo Monostroma, cujas espécies possuem caracteristicas morfoldgicas e anatdbmicas
similares, o que dificulta sua identificagdo no campo (PELLIZZARI, 2005; PELLIZZARI et
al. 2008). A taxonomia, filogenia e biogeografia deste grupo ainda ndo estdo bem elucidadas,
sendo necessario propor uma chave-taxondomica com base em caracteres morfo-anatdmicos e
auxiliada por estudos moleculares, estes ja em andamento desde Pellizzari (2007).

Algas deste complexo ocorrem em zonas subtropicais, temperadas e polares
(BORASO DE ZAIXSO, 2004; OLIVEIRA et al., 2009; PELLIZZARI et al. 2013), e no
Brasil possuem biomassas concentradas nas regides sul e sudeste (PELLIZZARI et al. 2007 e
2008). Possuem ampla importancia no segmento alimenticio no oriente, e no ocidente estao
sendo utilizadas na fabricacdo de farmacos (BLUNT et al., 2005; PINTO et al., 2012) e
cosméticos (KIM et al. 2008). Sdo tambem utilizadas na industria de nutracéuticos
(WIJESINGHE & JEON, 2011), além de usos na biomedicina (CARDOZO et al., 2006).

Estas algas habitam zonas de medio e litoral infra raso, de ambientes costeiros e
estuarinos dinamicos, com condicOes fisicas e quimicas variaveis, estando expostas a acéo
intensa de herbivoros e radiacdo UV, como fotoperiodos variaveis e extremos. Como
estratégia de defesa, podem ter desenvolvido compostos quimicos. Estas estratégias
bioguimicas sdo produzidas pelo metabolismo secundario desses organismos, ou seja,
geralmente ndo afetam seu crescimento ou reproducdo. Metabdlitos secundarios sdo
compostos biologicamente ativos produzidos pelos organismos, a partir de diferentes rotas
metabolicas, em resposta a uma variacdo ambiental (MASCHEK & BAKER, 2008). Estudos
sugerem que alguns metabdlitos secundarios agem prevenindo processos deletérios humanos,
eg. contra envelhecimento precoce da pele, e sdo denominados produtos naturais (MASCHEK

& BAKER, 2008). Desta forma, devido a gama de ecossistemas distintos que as algas do
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Complexo Monostroma, dentre outras clorofitas, habitam e em funcéo das relagGes biologicas
interespecificas a que estdo sujeitas, este grupo € promissor na sintese de produtos naturais.

Nas Ultimas décadas, tem sido isolado e caracterizado um grande namero de
metabdlitos secundarios de algas, com ampla variedade estrutural e diversas atividades
bioldgicas (TEIXEIRA & KELECOM, 1991; MARINHO-SORIANO et al., 2011). Um dos
produtos naturais mais estudados e patenteados atualmente sdo os antioxidantes, que podem
estar associados tanto a nutracéutica quanto ao uso topico através de cosméticos.

O Brasil € o terceiro maior produtor e consumidor de cosméticos no mundo
(SEBRAE, 2007). Este fato demanda pesquisas visando elucidar novas fontes naturais de
moléculas antioxidantes, as quais sdo produzidas por diversas espécies de macroalgas
marinhas.

A pele, mais do que qualquer outro 6rgdo, esta exposta a inimeros agentes quimicos,
fisicos e microbiologicos, os quais induzem a formacdo de espécies reativas de oxigénio,
ERO (GUARATINI et al., 2007). Os antioxidantes inibem ou previnem a oxidagéo de uma
superficie, como a pele, e protegem os sistemas biologicos contra danos induzidos pelas ERO
(HWANG et al., 2010).

Entre as fontes de antioxidantes naturais, as macroalgas marinhas estdo sendo
consideradas como produtoras promissoras destas substancias. Por serem organismos
fotossintetizantes, as macroalgas encontram-se expostas a grande incidéncia solar, na forma
de raios UV, e a altas concentracfes de oxigénio, combinacdo que origina radicais livres e
outros oxidantes (MATSUKAWA et al., 1997). Tais organismos desenvolveram um
complexo sistema de defesa contra as ERO, produzindo antioxidantes como carotendides,
tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), glutationa reduzida e compostos
fendlicos (ASADA, 1994).

Desta forma, o reconhecimento dos beneficios e do potencial de uso das macroalgas,
assim como de suas diversas aplicabilidades industriais e biotecnolégicas, e o
desenvolvimento de novos produtos, tém estimulado a pesquisa ficologica sobre a
distribuicdo, ciclo de vida, fisiologia, aspectos bioldgicos e biogquimicos deste recurso
marinho (FUJIMURA et al., 2002; CHEN & CHEN, 2003; SMIT, 2003; CARDOZO et al.,
2007; HOLDT & KRAAN, 2011; WIJESINGHE & JEON, 2011; MARINHO-SORIANO, et
al., 2011).

A Antartica e o Atlantico Sul possuem uma macro-ficoflora com elevadas biomassas,
capazes de sintetizar compostos bioativos que poderiam ser utilizados como produtos naturais

em diversas industrias (OLIVEIRA et al., 2009). Estas macroalgas fazem parte de um sistema
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bioldgico influenciado por condicbes meteoroldgicas e oceanograficas particulares e
extremas, no caso da Antartica. Desta forma, sdo relevantes estudos que, além de elucidar seu
potencial bioativo como fonte de recursos naturais, primariamente descrevam sua morfo-
anatomia e avaliem aspectos bioquimicos de alguns componentes da ficoflora destas regides.
Assim, as clorofitas monostromaticas Monostroma hariotii Gain, Protomonostroma
sp, Protomonostroma undulatum (Wittrock) K. L. Vinogradova, Gayralia oxysperma
(Kutzing) K.L.Vinogradova ex Scagel et al. e Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C. Oliveira

et N.S. Yokoya foram analisadas morfologicamente e biogquimicamente.

Hipdtese

Partindo do conhecimento de que as variagbes ambientais regem a producgédo de
metabolitos secundarios nas macroalgas, a hipotese de trabalho pressupfe que as distintas
populacdes de clorofitas monostromaticas coletadas na Peninsula Antartica e Atlantico Sul,
apesar de pertencerem a mesma classe taxondmica e, em sua maioria, ao Complexo
Monostroma, apresentam diferencas na concentracdo e na qualidade do composto bioativo

estudado, ou seja, diferencas no potencial antioxidante.

Objetivos

Objetivo geral

Este trabalho visou descrever e comparar morfologicamente as cinco espécies de
cloréfitas monostromaticas da Ordem Ulotrichales distribuidas entre o Atlantico Sul e a
Peninsula Antartica, e avaliar a atividade antioxidante dos seus extratos.

Obijetivos especificos

- Realizar analise de morfologia comparativa das espécies.

- Propor uma chave artificial de identificacdo de clorofitas monostromaticas da ordem
Ulotrichales do Atlantico Sul e Peninsula Antéartica.

- Avaliar a atividade antioxidante das espécies testadas através do método do DPPH.

-Avaliar a atividade antioxidante das espécies testadas através da quantificacdo de compostos
bioativos.
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Morfologia comparada e mapeamento latitudinal de clorofitas monostromaticas
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Resumo

Clorofitas monostromaticas e foliaceas da ordem Ulotrichales sdo um grupo de macroalgas
marinhas verdes que apresentam taxonomia controversa e de dificil identificag&o.
Monostroma, Gayralia e Protomonostroma sdo géneros do Complexo Monostroma que
possuem boa representatividade especifica no Hemisfério Sul Ocidental e com biomassa
concentrada entre o Sul do Brasil e a Ilha Rei George (Antartica Maritima). Este estudo
apresenta uma analise morfo-anatdmica de duas clordfitas coletadas na llha Rei George
(Peninsula Antartica) e trés clorofitas coletadas em trés outros pontos amostrais do Atlantico
Sul (Chile, Uruguai e Brasil) durante a OPERANTAR XXIX (2010-2011) e XXX (2011-
2012). Monostroma hariotii Gain é uma alga de talo vesicular, podendo atingir 30 cm de
comprimento, endémica da Antartica. Gayralia oxysperma (Kiitzing) K. L. Vinogradova ex
Scagel et al. apresenta talos laminares expandidos, de até 3 cm de comprimento. Esta espécie,
coletada em Montevidéu e no litoral do Parana, ocorre em areas estuarinas de baixas
salinidades. Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya, apresenta talo
folidceo delicado, verde claro, de até 10 cm de comprimento. Esta alga foi coletada na costa
do Parana, é uma espécie descrita recentemente e também ja foi explorada em bancos naturais
durante as décadas de 1980 e 1990. Protomonostroma sp. possui talo foliaceo, expandido e
delicado, verde oliva, com até 5 cm de comprimento. Esta alga foi encontrada somente em
Punta Plaza, na Peninsula Antartica. Protomonostroma undulatum (Wittrock) K. L.
Vinogradova apresenta talo em forma de fita, verde claro, atingindo até 13 cm de
comprimento. Esta espécie foi amostrada em Punta Arenas, no extremo sul do Chile, ocorre
em toda a costa da patagonia argentina e chilena e é usada na culinaria local destes paises.
Tendo em vista a importancia ecoldgica e econdmica destas populacBes de clorofitas
monostromaticas, esta contribui¢cdo propde uma chave taxonémica e descricdo morfoldgica
comparada dessas espeécies.

Palavras-chave: Complexo Monostroma, Ultotrichales, Baia do Almirantado, Chile, Uruguai
Parana.
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Abstract

Monostromatic and leafy chlorophytes from the order Ultotrichales are a group of green
seaweeds that have controversy taxonomy and difficult identification. Monostroma, Gayralia
and Protomonostroma are genera of the Monostroma Complex that possess good specific
representation in South Eastern Hemisphere and with concentrated biomass between South
Brazil and Maritime Antarctic. This work reports a morpho-anatomical analysis of two
chlorophytes collected in King George Island (Antarctic Peninsula) and three chlorophytes
collected in other three sites in the South Atlantic (Chile, Uruguay and Brazil) during the
OPERANTAR XXIX (2010-2011) and XXX (2011-2012). Monostroma hariotii Gain is a seaweed
with distended and vesicular stalk, reaching 30 cm length, endemic of Antarctic. Gayralia oxysperma
(Kutzing) K. L. Vinogradova ex Scagel et al. has extended laminar fronds, up to 3 cm length. This
species, collected in Montevideo and Parana coast, occurs in estuary waters of low salinity. Gayralia
brasiliensis Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya has delicate leafy stalk, light green, up to 10 cm
length. This seaweed collected in Parana coast, is a recently described species and was also explored
in natural banks during the 1980 and 1990 decades. Protomonostroma sp. has leafy stalk, extended
and delicate, olive green, reaching 5 cm length. This algae was found only in Punta Plaza, in Antarctic
Peninsula. Protomonostroma undulatum (Wittrock) K. L. Vinogradova presents an elongated frond,
light green, up to 13 cm length. This species was sampled in Punta Arenas, southernmost Chile, occurs
all over the argentine and chilean Patagonia and is used in the local culinary. Due to the ecological and
economic importance of these monostromatic chlorophytes populations, this contribution suggests a
taxonomic key and the compared morphology description of these species.

Keywords: Monostroma Complex, Ulotrichales, Admiralty Bay, Chile, Uruguay, Parand,
morpho-anatomical characters.
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Introducéo

Clorofitas monostromaticas da ordem Ulotrichales sdo macroalgas marinhas e
estuarinas de talo folidceo, com apenas uma camada de células em corte transversal. Este
grupo de algas, inserido no Complexo Monostroma, apresenta caracteres morfoldgicos
similares, o que dificulta a identificagdo em campo (Pellizzari, 2005; Pellizzari et al., 2007 e
2008). Além disso, a filogenia e a distribuigdo destas espécies ainda ndo estéo elucidadas.

Estas algas habitam diversos ecossistemas, ocorrendo em zonas polares, temperadas e
subtropicais (Boraso de Zaixso, 2004; Oliveira et al, 2009a), com caracteristicas
oceanogréaficas e meteoroldgicas distintas. Por ocorrerem em ecossistemas com condi¢cdes
quimicas e fisicas extremas, como a regido Antartica, as algas do Complexo Monostroma sao
passiveis de desenvolver uma série de estratégias de defesa através da producdo de compostos
quimicos. Esses compostos quimicos, encontrados em diversas espécies de macroalgas
marinhas, estdo sendo amplamente estudados devido as suas a¢des antioxidantes (Raymundo
et al. 2004; Zubia et al., 2007), antibacterianas (Shanmughapriya et al., 2008), antivirais
(Cassolato et al. 2008; Ahn et al., 2002), antifungicas (Bhosale, Jagtap & Naik, 1999),
antitumorais (Folmer et al., 2010; Yuan et al., 2011), anti-incrustantes (Bazes et al. 2009),
anti-alérgicas (Samee et al., 2009), dentre outras.

Além disso, estas clorofitas séo amplamente cultivadas no Japédo, onde sdo consumidas
como alimento direto ha seculos devido ao seu alto valor nutritivo (Pellizzari 2007). Ja no
Ocidente, onde ndo ha tradicdo no consumo de algas, a maior demanda estd na crescente
aplicabilidade de compostos algaceos nas industrias cosmetica, nutracéutica, farmacéutica e
no uso de ficocolodides (Pellizzari & Reis, 2011).

Devido a lacuna no conhecimento da morfologia e distribuicdo de cloréfitas do
Complexo Monostroma e a crescente demanda por compostos bioativos extraidos de algas
marinhas, o objetivo deste trabalho foi compilar as principais caracteristicas morfologicas das
espécies Monostroma hariotii Gain, Protomonostroma sp, Protomonostroma undulatum
(Wittrock) K. L. Vinogradova, Gayralia oxysperma (Kitzing) K.L.Vinogradova ex Scagel et
al. e Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya. Além disso, elucidar o
mapeamento latitudinal destas espécies entre o Atlantico Sul e a Peninsula Antartica e propor
uma chave de identificacdo que auxilie na identificacdo de clor6fitas monostromaticas, da

ordem Ulotrichales, destas regifes.
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Materiais e Métodos

Locais de coleta

A Tabela 1 apresenta as espécies, 0s pontos amostrais deste estudo, suas respectivas
coordenadas geogréficas, a data de coleta e 0 nUmero do voucher de cada espécie depositada

no herbério.

TABELA 1: ESPECIES COLETADAS, LOCAIS DE COLETA, COORDENADAS GEOGRAFICAS, DATA
DA COLETA E VOUCHER DE IDENTIFICACAO PARA CADA ESPECIE DEPOSITADA NO HERBARIO
DO INSTITUTO DE BOTANICA DE SAO PAULO.

Espécie Local Coordenadas Data Voucher SP

M. hariotii Botany  Point, Antartica 62°04°49,57°S Dez/2011 427954
Maritima 58°18’35,13”W  Jan/2012

G. oxysperma Desembocadura do Rio de La  34°56°22,07°°S Set/2011 56197
Plata, Uruguai 56°09°25,85°W

G. brasiliensis Baia de Guaratuba, Brasil 25°51°10,92”’S Set/2012 427960

48°34°13,17°W

Protomonostroma sp. Punta  Plaza,  Antartica 62°05°25”’S Dez/2010 427956
Maritima 58°24°56W Jan/2011

P. undulatum Fuerte Bulnes, Chile 53°37°44,22”’S Mar/2012 427957

70°55°17,92”°W

Dados Abiéticos

Durante a OPERANTAR XXIX e XXX foram feitas amostragens de dados abi6ticos,
como temperatura e salinidade da dgua do mar. A temperatura foi medida com termémetro
padrdo e os resultados expressos em graus Celsius (°C). A salinidade foi mensurada com

refratbmetro e os resultados expressos em Unidade Padrdo de Salinidade (ups).

Amostragens Biologicas e Analises Morfologicas

As amostragens foram realizadas manualmente na regido entremarés e infralitoral
raso, por raspagem do substrato com auxilio de espatula. Os exemplares (n=5) de cada

populacdo foram fixados com formalina 4% para caracterizagdo morfo-anatdmica. Todos 0s
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espécimes, com excecdo de G. oxysperma, foram depositados no Herbario do Instituto de
Boténica de S&o Paulo.

A andlise da morfologia comparada das espécies de clorofitas monostromaticas foi
realizada no Laboratorio de Ficologia e Qualidade da Agua Marinha
(LAQUAMAR/FAFIPAR) com auxilio de microscopios estereoscopicos e dpticos Olympus
(Modelo CX31), com captura de imagem. Os caracteres anatémicos avaliados foram:
dimens6es e formato das células, espessura do limen celular (espaco entre a parede celular e a
lamela, a qual se une a outra célula), forma e localizacdo dos pirendides (local de reserva de
amido) em vista frontal. A espessura do talo foi medida por microscopia a partir de cortes
transversais do talo a mao livre com laminas histoldgicas. A identificacdo foi confirmada e
comparada com base em literatura especializada (Papenfuss, 1964; Joly 1965; Cordeiro-
Marino et al. 1993; Braga 1997; Braga et al.1997; Wiencke & Clayton 2002; Pellizzari et al.
2008; Oliveira et al. 2009a; Pellizzari et al. 2013) e atualizacdo nomenclatural segundo Guiry
e Guiry (2012). Uma chave taxonémica foi proposta com base nos caracteres observados

auxiliados pela literatura pertinente.

Resultados
Habitat e dados abioticos

Monostroma hariotii foi encontrada crescendo abundantemente sobre rochas e seixos
de zonas entre-marés e infralitoral raso nas praias de Botany Point, em frente a Estacdo
Antértica Comandante Ferraz e em Steinhouse, localizadas na Enseada Martel, Ilha Rei
George (Antartica Maritima). As amostras foram coletadas em dezembro de 2011 e janeiro de
2012, ou seja, somente durante o verdo austral.

Protomonostroma sp. foi encontrada somente em Punta Plaza, na llha Rei George. A
mesma foi extremamente abundante durante o verdo de 2010/2011, porém, sua populacdo ndo
foi detectada durante o verdo de 2011/2012, sugerindo variagdes interanuais no recrutamento
da espécie, oriundas possivelmente do seu ciclo de vida, ainda pouco elucidado, e ou de
oscilacdes nas variaveis fisicas e quimicas da dgua do mar.

Protomonostroma undulatum foi amostrada na praia de Fuerte Bulnes (Punta Arenas,
extremo sul do Chile) em marco, final do verdo austral de 2012, sobre rochas de zonas entre-

marés e infralitoral raso.
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Gayralia oxysperma foi coletada em zona entre-marés da desembocadura do Rio de
La Plata (Uruguai). A espécie é de pequeno porte, quase crostosa, e encontrava-se fixa nas
muradas de conten¢do da zona portuéria de Montevidéo. G. oxysperma também foi amostrada
na Baia de Antonina, setor interno do Complexo Estuarino de Paranagua, onde ocorre em
raizes de gramineas estuarinas e em rampas de embarcagfes. Suas populagdes ocorrem
somente durante o inverno e inicio de primavera (Pellizzari et al. 2008; Pellizzari & Oliveira,
2011).

Gayralia brasiliensis foi coletada em zona entre-marés sobre fragmentos de madeira,
tijolos e rochas em uma rampa de embarcaces na Baia de Guaratuba, no estado do Parana.
Suas populacBes também sdo abundantes sobre pneumat6foros de plantas de mangue em todo
setor externo do Complexo Estuarino de Paranagua. G. brasiliensis recruta o ano inteiro, mas
a biomassa é maior durante o inverno e inicio de primavera.

Na Tabela 2 estdo listadas as espécies, sua distribuicdo entre a Antartica Maritima e o

Atlantico Sul e os dados abidticos registrados durante o pico de biomassa das espécies.

TABELA 2: ESPECIES DE CLOROFITAS MONOSTROMATICAS AMOSTRADAS, LOCAL DE COLETA,
ZONA DE OCORRENCIA EQUIVALENTE, DADOS MEDIOS DE TEMPERATURA E SALINIDADE E
PERIODO DE AMOSTRAGEM.

Espécie Local Zona de Temperatura  Salinidade Periodo
ocorréncia (°C) (ups)

M. hariotii Antartica Maritima Polar 1+2 3715 Veréo

G. oxysperma Uruguai Subtropical 21+2 1643 Inverno

G. brasiliensis Brasil Subtropical 20+4 20+4 Inverno

Protomonostroma sp. Antartica Maritima Polar 1+2 37+1,5 Verao

P. undulatum Chile Temperada 614 2815 Inverno

A seguir, com base nos caracteres analisados, encontra-se uma proposta de chave de

identificacdo para clorofitas monostromaticas do  Atlantico Sul e  Antartica.
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Chave dicotdmica para identificacdo de clordfitas monostromaticas Ulotrichales distribuidas

entre o Sul do Brasil e a Peninsula Antartica.

Algas verdes frondosas com o talo constituido por

apenas uma camada de células em corte

ErANSVEISAL. ..o,

la

1b

2a

2b

3a

3b

4a

4b

Talo emergindo de filamentos eretos e aderido ao
SUbStrato por FizOIdes.........cccoereeereieeire e,
Talo formado a partir de células em um disco
prostrado que dara origem a um apressorio circular
AIMINULO. ...
Plantas agregadas por muco
GelatiNOS0.....ccuviiciiiiee e
Plantas ndo agregadas, com talos de pequeno porte
(x3 cm de diametro), expandido e prostrado ao
SUDSEIALO. ....eveeveeece et e
Plantas com talos em forma de saco, globoso -
vesicular, com espessura em torno de 30 um em
corte transversal..........ooovveieiine s
Plantas com frondes expandidas circulares, mas
ndo em forma vesicular. Espessura do talo em
torno de 16 - 25 um em corte
TranSVErSal........ccooiiiiiiiie e
Plantas com frondes alongadas, em forma de fita.

Espessura do talo em torno de 44

Plantas com frondes de 3 a 8 cm de comprimento.

Espessura do talo em torno de 24

Protomonostroma sp.

Gayralia oxysperma

Monostroma hariotii

Protomonostroma undulatum

Gayralia brasiliensis

Visando facilitar a comparacdo entre as espécies identificadas, foram compilados na

Tabela 3 o0s caracteres morfolégicos observados

monostromaticas analisadas.

nas populacdes de clordfitas
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TABELA 3: MORFOMETRIA COMPARADA DE ESPECIES DE CLOROFITAS MONOSTROMATICAS DO
ATLANTICO SUL E ANTARTICA MARITIMA. OS VALORES ESTAO EXPRESSOS EM MINIMO E MAXIMO E/OU
EM MEDIA + DESVIO PADRAO (N=3).

Monostroma Protomonostroma Protomonostroma Gayralia Gayralia
hariotii sp. undulatum oxysperma’ brasiliensis
Comprimento do talo 5a30 2ab 3al5 Max. 3 3al10
(cm)
Largura do talo (cm) 2a4 2a4 05a3 NA 2a8
Saco-vesicular, Expandido, de Lanceolado ou em Expandido Expandido
Aspecto do talo globoso consisténcia forma de fita
gelatinosa
Espessura do talo em 28,1+5,1 39+8,1 44,1+15,2 18+4,2 24+51
corte transversal da
regido marginal (um)
Comprimento médio 7,4+33a 12,5+2.5a 8,3+3,8 a 36,6+3,8 NA NA
das células basais 25+8,8 36,6+11,5
(nm)
Diametro médio das 4,5+2.25 a 8,36+3a9,7+2,5 10,8+1,4 a 10,8+3,8 11+2 5,2+1,3a6,8+2,3
células marginais 6,8+2,3
(nm)
Ldmen (pm) 22,5+3,5 3047,2 33,3+15,2 1244 18+4
Pirendides 1 2 ou mais 1 1 1, raramente 2
Estrutura de fixacéo Apressorio Rizoides Apressorio Rizoides Apressorio

NA = MEDIDAS NAO AVALIADAS.
Os caracteres de G. oxysperma foram compilados dos trabalhos de Pellizzari et al. 2008 e Pellizzari & Oliveira 2011.

Lista taxonémica e descricdo das espécies

A classificacdo (segundo Guiry & Guiry, 2012), descricdes morfoldgicas das

espécies coletadas e analisadas, assim como pranchas contendo imagens do aspecto geral do

macrotalo, detalhes morfoanatdmicos e peculiaridades especificas em vista microscépica,

apresentam-se abaixo.
Filo Chlorophyta
Classe Ulvophyceae

Ordem Ulotrichales

Familia Gomontiaceae
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Monostroma hariotii Gain
(Voucher: SP 427954)

Frondes simples monostromaticas verde escuras, em formato de saco ou vesicula
(Figura 2A), podendo chegar, na maturidade, até 30 cm de comprimento e 5 cm de largura na
regido mediana do talo. S&o aderidas ao substrato por apressorio circular. A ontogenia da
lamina envolve a germinacdo de esporos para gerar uma base prostrada filamentosa, a qual se
subleva para formar um estagio em forma de saco que abre para produzir a lamina. Possui
ciclo de vida heteromorfico com laminas gametofiticas haploides e uma fase codiolum
esporofitica. As laminas produzem os gametas em células vegetativas diferenciadas, com
talos masculino e feminino separados. A reproducdo assexuada € por zodsporos tetrasporos
produzidos na regido prostrada ou nas laminas eretas (Guiry & Guiry, 2012). Células basais
poligonais organizadas em duas ou quatro células (Figura 2B) na regido marginal e mediana
da fronde. Espessura do talo em corte transversal medindo 25+8,8 um (Figura 2C), células da
margem isodiamétricas medindo de 4,5+2,25 a 6,8+2,3 um. Células tornam-se alongadas em
direcdo a base com lumen medindo 24,1+5,2 um. Células com cloroplasto Gnico contendo um
ou dois pirenoides. A primeira citacdo para a espécie foi feita por Gain, L. (1911), e a espécie

tipo do género Monostroma € Monostroma bullosum (Roth) Thuret.

Distribuicdo: Ilha Rei George, Ilha Elefante, Ilha Deception, Ilha Livingston (Peninsula
Antartica), llhas Malvinas (Guiry & Guiry, 2013).

FIGURA 1: Monostroma. hariotii. A: aspecto do talo em forma globosa-vesicular. B: Vista superficial das células marginais.
C: Corte transversal do talo mostrando tnica camada de células e espessura em corte transversal.
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Gayralia oxysperma (Kitzing) K.L. Vinogradova ex Scagel et al.
(Voucher: SPF 56197)

Plantas de coloragdo verde claro, com talos laminares expandidos e lobados,
monostromaticos. Os tamanhos de fronde encontrados ndo ultrapassaram 3 cm (Figura 3A).
RizOides presentes, deixando-a prostrada sobre o substrato. Reproducdo assexuada por
esporos natatorios biflagelados formados na diferenciacdo dos esporangios das células
vegetativas. Os esporos germinam de um filamento unisseriado que se torna saciforme e abre-
se entdo, em um talo de forma de lamina (Guiry & Guiry, 2012). Em vista superficial, as
células da margem, regido mediana e basal sdo poligonais e isodiamétricas, tornando-se mais
alongadas em direcdo a regido basal. As células sdo de formato irregular, com tamanhos entre
9 ¢ 11 um de didmetro. Células uninucleadas em grupos de dois ou quatro (Figura 3C), com
cloroplasto parietal e um Gnico pirendide arredondado. A espessura do talo (Figura 3D) na
regido marginal e mediana variou de 18 a 21 um, sendo aproximadamente 8 pm
correspondentes ao limen da parede e aproximadamente 11 um para o tamanho celular. A
primeira citacdo para a espécie foi feita por Scagel et al. (1989), e a espécie tipo do género
Gayralia é Ulva oxysperma Kiitzing.

Distribuicdo: Setores estuarinos internos no litoral do Parana e Santa Catarina (Brasil) e
desembocadura do Rio de La Plata (Uruguai). Europa (Franca, Italia, Espanha, Irlanda,
Portugal, Noruega, Holanda, Gra-Bretanha), Marrocos, Australia, Nova Zelandia, América do
Norte, México, llhas Caribenhas, Brasil, Ilhas Atlanticas, Japdo, Vietnd, Myanmar, llhas
Pacificas (Guiry & Guiry, 2012).

FIGURA 3: Gayralia oxysperma. A: habito geral da planta. B: Zoneamento das algas em murada de conteng¢do no Rio de La
Plata, com G. oxysperma ocupando o estrato inferior do substrato na regido entre marés. C: vista frontal das células da regido
mediana do talo. D: Corte transversal do talo com Unica camada de células. Fonte: Pellizzari & Oliveira (2011).
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Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya
(Voucher: SP 427960)

Plantas delicadas, de talo folidceo expandido e monostromatico, verde claro (Figura
4A), medindo de 4 a 10 cm de comprimento, e 2 a 5 cm de largura. Liberacdo de zodides da
lamina ocorre pela desintegracdo da parede zooidangial, liberando quatro células biflageladas.
Apos fixacdo dos zoodides, as divisdes celulares originaram filamentos unisseriados que se
desenvolveram em laminas em forma de leque (Pellizzari et al., 2013). Células marginais
poligonais com tamanhos irregulares (Figura 4C), medindo de 5,2+1,3 a 6,8+2,3 um de
comprimento. Lumen das células da margem com 18+4 um. Espessura do talo (Figura 4B) na
regido mediana de 25+1,8 um. Células uninucleadas. Cloroplasto parietal alongado e Gnico. A
maioria das células contendo um pirendide, podendo conter até dois.

Distribuicdo: Biomassa concentrada entre o litoral do Parana e sul do Estado de Séo Paulo
(Cananéia). Populactes também foram identificadas em SC, RJ, ES, BA e PE (Pellizzari et al.
2013).

FIGURA 4: Gayralia brasiliensis. A: Aspecto geral do talo. B: Corte transversal do talo demonstrando Gnica camada de
células, i.e. monostromatico. C: Vista superficial das células poligonais com tamanhos irregulares da regido mediana do talo.
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Familia Ulotrichaceae

Protomonostroma sp.

(Voucher: SP 427956)

Plantas de talo folidceo, monostromatico, expandido e delicado (Figura 5A). Os
espécimes analisados apresentaram textura gelatinosa (Figura 5B), agregando-se facilmente e
sendo de dificil separacdo apds coletados. Talos verde oliva escuro, de até 5 cm de altura e de
2 a 4 cm de largura. Células basais alongadas medindo de 12,5+2,5 a 36,6+11,5 um de
comprimento (Figura 5C). Células marginais poligonais menores, de 8,33 a 9,7+2,5um
(Figura 3D). Lamen medindo 30+7,2 um (Figura 5D, seta 2). Talo com espessura de 39+8,1
pm na regido marginal. Cloroplasto unico. A maioria das células possui dois pirendides, mas

podem conter mais de trés (Figura 5D, seta 1).

Distribuicdo: Punta Plaza (Enseada Martel, Ilha Rei George, Antartica Maritima).

FIGURA 5: Protomonostroma sp. A: Aspecto geral do talo. B: Aspecto gelatinoso das plantas agregadas. C: Vista superficial
das células basais alongadas. D: Vista superficial das células marginais poligonais; detalhe de um pirendide (seta 1); detalhe
do limen (seta 2).
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Protomonostroma undulatum (Wittrock) K. L. Vinogradova
(Voucher: SP 427957)

Plantas monostrométicas de laminas alongadas, em formato de fita ou lanceoladas
(Figura 6A), atingindo até 13 cm de altura, e de 0,5 a 3 cm de largura. Laminas verde claro
quando isoladas com 3 ou 4 laminas em mesmo apressorio. Plantas com ciclo de vida
heteromdrfico aparentemente assexuado. Células vegetativas na diferenciacdo da lamina em
esporangio com liberacdo de esporos por fragmentacdo da area fértil da fronde e dissolugédo
das paredes celulares. Esporos tetraflagelados das laminas assentam e originam a fase
codiolum, que também libera zodsporos tetraflagelados. Esses esporos germinam para formar
um filamento que se desenvolve em uma lamina sem um estégio saciforme (Guiry & Guiry,
2012). Células basais alongadas (Figura 6D) medindo 8,3+3,8 de largura e 36,6+3,8 um de
comprimento. Células marginais poligonais com tendéncias isodiamétricas, com 10,8+3,8 um
de comprimento. Lamen (Figura 6C, seta) das células basais medindo 1545 pum, e marginais
com 33,3+15,2 um. A espessura do talo é de 44,1+15,2 um na regido marginal. Células com
unico cloroplasto parietal, um ou nenhum pirendide visivel superficialmente. A primeira
citacdo para esta espécie foi feita por Vinogradova, K.L. (1969), e a espécie tipo do género
Protomonostroma é Protomonostroma undulatum (Wittrock) K.L.Vinogradova.

Distribuicdo: Patagdnia chilena e argentina. Atlantico Norte, Oceano Pacifico do Norte.

FIGURA 6: P. undulatum. A: Aspecto do talo. B: Aspecto das plantas no ambiente. C: Corte transversal
mostrando uma camada de células; detalhe do limen celular (seta). D: Vista superficial das células basais
alongadas.
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Discussao

Este trabalho apresentou as principais caracteristicas morfologicas de cinco espécies
de clordfitas monostromaticas da ordem Ulotrichales distribuidas entre a Peninsula Antértica
e 0 Atlantico Sul: Monostroma hariotii, Protomonostroma sp., Protomonostroma undulatum,
Gayralia oxysperma e Gayralia brasiliensis.

Monostroma e Protomonostroma séo os dois géneros do Complexo Monostroma que
ocorrem na Antartica (Oliveira et al., 2009a). M. hariotii, coletada na Ilha Rei George,
também foi encontrada em outras ilhas da Antartica Maritima, como Elefante, Nelson e
Deception (Pellizzari et al. no prelo). Ramirez (2010), em estudo sobre levantamento da flora
marinha bentdnica da regido sul da América do Sul e da Antértica, encontrou esta espécie nas
Ilhas Malvinas e na Antartica. H4 uma citacdo para a Patagbnia argentina (Boraso de Zaixso
et al. 2003), porem, a identificacdo ndo foi acompanhada de voucher depositado em herbario e
tampouco de analises de biologia molecular, necessitando confirmacdo. Desta forma, a
espécie continua com populacfes concentradas na Peninsula Antartica, ilhas subantarticas e
Antartica Maritima, continuando na categoria de endémica para esta regido.

A espécie do género Protomonostroma citada para a Peninsula Antartica (Ilha Rei
George) até recentemente era P. undulatum, a mesma espécie listada para a Patagonia chilena
e argentina. Porém, estudos moleculares recentes demonstram uma sequéncia génica distinta
para a populacdo da Patag6nia e da Antartica (Oliveira et al. 2009b), sugerindo que a espécie
da Antartica trata-se de um novo taxon, o qual estd sendo descrito e possivelmente também
endémico desta regido.

P. undulatum é uma espécie comum da Patagdnia argentina e chilena (Santelices
1980; Boraso de Zaixso 2004), identificada até a década de 1990 como Monostroma
undulatum. Esta espécie sazonal é comestivel, possivel de ser cultivada e forma bancos
naturais em costdes rochosos na costa da Patagdnia (Boraso de Zaixso, 2004).

G. oxysperma, é uma espécie que ocorre em salinidades inferiores a 20 (Pellizzari et
al. 2008) e ocorre, além do Parand, em setores internos de estuarios de Santa Catarina e no
setor externo do Rio de La Plata, em Montevidéo, no Uruguai (Pellizzari & Oliveira 2011). O
ecossistema costeiro do Uruguai é afetado por variacfes sazonais e episodicas no escoamento
do Rio de La Plata, o qual forma pluma de material particulado em suspensdo de grande
extensdo, influenciado pela convergéncia subtropical formada pelas correntes quente do Brasil
e fria das Malvinas (Coll & Oliveira 1999). Coll & Oliveira (1999), em estudo de

levantamento da ficoflora marinha da regido de Montevidéo, concluiram que o Uruguai
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possui uma flora marinha pobre e transicional, a qual inclui membros da flora subtropical do
Brasil e a flora temperada da Argentina, junto com algumas espécies cosmopolitas.

As espécies de cloréfitas monostromaticas previamente referidas para o litoral do
Brasil foram Ulvaria oxysperma Kitzing (Bliding), e Monostroma oxyspermum Kitzing
(Doty), de acordo com Joly (1965); Cordeiro-Marino et al. (1993); Braga (1997) e Braga et al.
(1997). Pellizzari et al. (2008) estudaram a ontogenia e caracteres morfologicos de duas
populacdes de cloréfitas monostromaticas encontradas em manguezais e setores estuarinos do
litoral do Parand, e concluiram que ambas as populacdes apresentam distintas ontogenias do
talo e que se tratavam possivelmente de duas espécies distintas de Gayralia. Recentemente,
Pellizzari et al. (2013), através de sequenciamento genético, concluiram que uma das espécies
em questdo trata-se de um novo taxon, o qual foi descrito como Gayralia.

A distribuicdo dos taxons parece acompanhar as zonas transicionais de médias para
altas latitudes, fato observado nas diferencas de termohalinas nos locais de coleta (Tabela 1).
Foi possivel mapear a ocorréncia das clordfitas monostromaticas de acordo com a salinidade e
a temperatura da agua do mar entre zona subtropical, zona temperada e zona polar. G.
brasiliensis e G. oxysperma sao espécies ocorrentes em zonas subtropicais, do sul do Brasil
até o Uruguai. Na zona temperada, Patagbnia argentina e chilena, ocorre a espécie P.
undulatum. J& na zona polar, Peninsula Antartica, ocorrem as espécies M. hariotii e
Protomonostroma sp.

O observatorio Aquarius/SAC-D (NASA 2012), no ano de 2011, registrou salinidades
da &gua do mar variando de 34 a 35 para a zona subtropical, 33 a 32 para a zona temperada e
30 a 32 para a regido polar. Apesar disso, salinidades inferiores a 30 foram registradas
(NASA 2012) para areas com grande aporte de dgua doce, como é o caso do Rio de La Plata,
no Uruguai e do escoamento continental e degelo na Patag6nia chilena (Antezana, 1999). G.
oxysperma habita setores internos de estuarios e desembocaduras de rios, com salinidades em
torno de 19, enquanto G. brasiliensis ocorre em setores externos de estuarios e zonas costeiras
com salinidade superiores a 26 (Pellizzari et al. 2008; Pellizzari & Oliveira 2011). P.
undulatum ocorre em zonas entre marés e infralitoral raso da Patagonia argentina e chilena,
com salinidades entre 25 e 35 (Boraso de Zaixso, 2004). Esta distribuicdo foi observada no
presente estudo, sendo que G. oxysperma foi encontrada em setores internos de estuarios do
Parana (sul do Brasil) até desembocaduras de rios no estuario do Rio de La Plata, no Uruguai
e G. brasiliensis foi encontrada em sistemas estuarinos ou em areas costeiras protegidas na
desembocadura da Baia de Guaratuba e nos setores externos do Complexo Estuarino de

Paranagua.
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O satélite NOAA (NASA 2012), no ano de 2009, registrou temperaturas superficiais
dos oceanos, sendo que, para 0 Oceano Atlantico, as temperaturas médias variaram entre 20 e
24°C na zona subtropical, 6,8 e 4°C na zona temperada e -1,8°C na zona polar, dados de
acordo com os registrados no presente estudo.

A distribuicdo biogeografica dos taxons foi marcada por estas diferencas na salinidade
e na temperatura superficial da d&gua do mar fazendo com que haja pouca diversificacdo da
ficoflora marinha, dentre as cloréfitas monostrométicas da Ordem Ulotrichales, entre as areas
estudadas.

A ficoflora da Antértica é distinta das regides temperadas e tropicais, com alta
biomassa (Zielinski, 1981) e alto grau de endemismo (Oliveira et al. 2009a), ndo apresentando
alta diversidade como a das regibes mais quentes (Papenfuss, 1964). A Antartica esteve unida
ao extremo sul da América do Sul desde 0 Mesozdico e sua separagdo ocorreu nos Gltimos 30
milhdes de anos (Crame 1992; Clayton 1994). Esta separacdo isolou totalmente a Peninsula
Antartica, e as ilhas adjacentes da Antartica Maritima, da America do Sul, com a consequente
evolucdo de uma flora marinha peculiar e adaptada a aguas frias (Ramirez 2010). Esta teoria
pode explicar o fato de que algumas espécies encontradas na regido antartica e subantartica
sejam endémicas.

No presente trabalho, as espécies M. hariotii e Protomonostroma sp. foram registradas
apenas para a llha Rei George (Antartica Maritima), sugerindo que estes taxons estdo restritos
e adaptados ao ecossistema polar em comparacdo com as outras espécies analisadas.

De acordo com Hommersand et al. (2009), a Antértica, as Ilhas Shetland do Sul, as
Orcadas do Sul e a Georgia do Sul formam uma provincia biogeogréfica, por incluir géneros e
espécies que estao distantes dos elementos floristicos presentes na Nova Zelandia e Tasmania,
Africa do Sul e Namibia, o sul da América do Sul, ilhas Malvinas e outras ilhas subantarticas.
Por outro lado, a alta similaridade (60%) encontrada por Ramirez (2010) entre a flora marinha
das ilhas Malvinas com a flora da regido da Patagbnia chilena, pode ser consequéncia do
namero de espécies de origem subantartica compartilhada entre ambas as areas, o qual a
autora atribuiu a dispersdo desta flora pela Corrente Circumpolar Antartica, o Vento de
Deriva Oeste. O presente estudo, por sua vez, obteve resultados de acordo com Hommersand
et al. (2009), pois as clorofitas monostromaticas estudadas ocupam latitudes e, assim, zonas
biogeograficas distintas.

Além da descricdo morfologica especifica e da elucidacdo da distribuicdo das
espécies entre o Atlantico Sul e a Peninsula Antartica, este trabalhou propés uma chave

artificial de identificagdo das clorofitas monostromaticas que ocorrem nestas localidades. A
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relevancia desta contribuicdo atribui-se a formagdo de uma base de dados sobre clorofitas
monostromaticas da Ordem Ulotrichales entre o Atlantico Sul e a Antértica, auxiliando em
futuros estudos taxondmicos, ecolégicos, fisioldgicos, bioquimicos e de conservagéo.
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Resumo

Seis espécies de clordfitas coletadas entre a Antartica Maritima (Monostroma hariotii,
Protomonostroma sp. e Ulva bulbosa) e o Atlantico Sul (Gayralia brasiliensis,
Protomonostroma undulatum e Ulva fasciata) foram testadas quanto a sua atividade
antioxidante através do método de inibicdo do radical DPPH, quantificacdo de compostos
fendlicos, flavondides e carotendides totais. Dentre as espécies analisadas, Protomonostroma
sp. e U. bulbosa foram as que apresentaram maior potencial antioxidante pelo método do
DPPH (77,9+2,8 e 53,1+£15%, respectivamente) e maior concentracdo de compostos fenolicos
por biomassa seca (176,16 e 144,7+8,9 ug EAG g™, respectivamente). Estas espécies foram
coletadas na Ilha Rei George, Peninsula Antartica, e seu potencial antioxidante pode estar
relacionado a alta incidéncia de raios UV nesta regido, condicdo que exige mecanismos de
defesa eficazes dos organismos fotossintetizantes de altas latitudes. Além disso, todas as
espécies apresentaram valores considerados elevados de compostos fenolicos (de 58,3+2 a
144,7+8,9 ng EAG g), flavonoides (de 15+1,7 a 248,7+25,9 pg EQ g™) e carotendides (de
23,4+0,2 a 51,5+0,1 pg B-caroteno g*), destacando-se G. brasisiliensis pela elevada
concentracdo de flavonoides. Estes compostos sdo conhecidos por atuarem como
antioxidantes, sugerindo que as algas testadas podem apresentar elevado potencial
antioxidante, mesmo que ndo evidenciado pelo método do DPPH. Sugere-se ainda que a
atividade antioxidante esteja relacionada ao local onde estas macroalgas ocorrem e ndo a
ordem ou grupo taxonémico a que elas pertencem, e ainda, que as clorofitas da Antartica
podem ser fontes promissoras de compostos bioativos.

Palavras-chave: Antioxidantes, espécies reativas de oxigénio, Ulotrichales, Ulvales,
Antértica.
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Abstract

Six species of chlorophytes collected between Maritime Antarctic (Monostroma hariotii,
Protomonostroma sp. and Ulva bulbosa) and Southern Atlantic (Gayralia brasiliensis,
Protomonostroma undulatum and Ulva fasciata) were tested for their antioxidant activity
through the DPPH radical scavenging method and through quantification of phenolic,
flavonoids and carotenoids total contents. Among the evaluated species through the DPPH
method, Protomonostroma sp. and U. bulbosa showed higher antioxidant potential (77.9+2.8
and 53.1+15%, respectively) and higher phenolic content per dry biomass (1766 and
144.7+8.9 ug EAG g™, respectively). This species were collected in Antarctic Peninsula, and
their antioxidant potential may be related to the higher UV radiation in this region.
Furthermore, all tested seaweeds showed considerably high values of phenolic (from 58.3+2
to 144.7+8.9 pg EAG g™), flavonoids (from 15+1.7 to 248.7+25.9 pug EQ g™) and carotenoids
contents (from 23.4+0.2 to 51.5+0.1 ug p-carotene g™), standing out G. brasiliensis by the
high flavonoids content. These compounds are known for acting as antioxidants, suggesting
that the target seaweeds could have high antioxidant potential, although not shown by the
DPPH method. We also suggest that the antioxidant activity could be associated with the
occurrence area of the species instead that with order or taxonomic group that they belong.
Antarctic chlorophytes might be promising source for bioactive compounds.

Keywords: Antioxidants, reactive oxygen species, Ulotrichales, Ulvales, Antarctic.
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Introducéo

Cloréfitas monostrométicas da ordem Ulotrichales sdo macroalgas verdes de talo
foliaceo, com apenas uma camada de células em corte transversal. Monostroma,
Protomonostroma e Gayralia sdo géneros amplamente distribuidos no Hemisfério Sul com
biomassa concentrada entre o Atlantico Sul, Peninsula Antartica e arquipélagos adjacentes.
Estes ecossistemas apresentam condicGes fisico-quimicas variaveis e, no caso da Antartica,
extremas. Por serem sésseis e fotossintetizantes estas algas estdo expostas a intensa radiagcdo
ultravioleta (UV), herbivoria e incrustacdes. Desta forma, é possivel que tenham desenvolvido
estratégias de defesa através da producdo de compostos quimicos, associadas ao metabolismo
secundario (Verpoorte, 2000; Hartmann, 2007).

O interesse pelo isolamento e caracterizacdo quimica de metabolitos secundarios é
grande, uma vez que muitos destes compostos, conhecidos como produtos naturais (Maschek
& Baker, 2008), apresentam atividade bioldgica contra envelhecimento precoce e patologias
humanas. Um dos produtos naturais mais estudados e patenteados atualmente sdo os
antioxidantes, os quais inibem ou previnem a oxidacdo de superficies, como a pele, e
protegem sistemas bioldgicos contra danos induzidos pelas espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Guaratini et al., 2007; Hwang et al., 2010).

Os compostos fenolicos sdo 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante
em plantas terrestres (Hayase & Kato, 1984), e nas algas marinhas estdo envolvidos
principalmente na protecdo contra a radiagdo UV, defesa anti-herbivoria, resisténcia a
patogenos e defesa contra o crescimento de epifitas (Amsler & Fairhead, 2006). Além disso,
as algas marinhas possuem aminoacidos do tipo micosporinas que sdo moléculas importantes
na absorcdo de raios UV e supressores de ERO (Dunlap & Yamamoto, 1995). Segundo
Shahidi & Naczk (2006) os compostos fenolicos podem ser divididos em seis subclasses
baseado na sua estrutura quimica, sendo a maior delas a dos flavondides.

Os flavonoides estdo presentes nos organismos fotossintetizantes protegendo-os de
danos produzidos por agentes oxidantes, como os raios UV e a poluicdo ambiental (Martinez-
Florez et al. 2002). Flavonoides sdo, portanto, compostos com atividade antioxidante. Outros
compostos que possuem ac¢do antioxidante sdo os carotenodides (Naguib, 2000), uma classe de
pigmentos comuns em plantas e algas, os quais protegem as células contra as ERO (Olson,
1999).

Ecossistemas polares estdo entre os mais extremos do planeta, e 0s organismos que

habitam esses ambientes, inclusive as macroalgas, apresentam elevado nivel de adaptabilidade
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(Dummermuth, 2003). As macroalgas das regides polares precisam tolerar baixas
temperaturas, longos periodos de cobertura de gelo, escassez de iluminacdo durante o inverno
e alta incidéncia solar durante o verdo. Além disso, a deplecdo do 0zdnio estratosférico, o qual
protege 0s organismos das radiacbes UV nocivas, ocorre principalmente sobre a Antartica,
embora sazonalmente (Felicio, 2007). Por estas razdes, o interesse sobre as adaptacdes das
macroalgas destas regifes em sintetizarem substancias de defesa contra os elevados niveis de
UV e a flutuagdo dos niveis de 0zdnio nos polos vem aumentando (Dummermuth, 2003).

N&o ha estudos sobre a acdo antioxidante de compostos extraidos de algas verdes
monostromaticas em ilhas da Antértica Maritima. Por outro lado, uma varredura da atividade
antioxidante das enzimas de 30 fungos filamentosos associados as macroalgas, isolados na
regido Antartica (llha Livingston), foi realizado por Tosi et al. (2009) e elevada atividade (18
a 48 unidades de enzimas superoxidase por mg de proteina) foi registrada em seis espécies.
Paudel et al. (2007) testaram a atividade antioxidante de cinco espécies de liquens da Ilha Rei
George, através do metodo de inibicdo do radical DPPH, e duas espécies apresentaram
elevada atividade (ICso de 302,4 e 409,3 ug ml™?). Bhattarai et al. (2008) analisaram a
atividade antioxidante de liquens polares pelo método do DPPH e encontraram de 33 a 50%
dos principais compostos dos extratos testados com propriedades antioxidantes. Além destes,
estudos da atividade antioxidante da graminea Deschampsia antarctica (Zamora et al., 2010)
foram realizados na Antartica.

Ortiz et al. (2009) avaliaram os valores nutricionais de algas chilenas (Codium
fragile, Gracilaria chilensis e Macrocystis pyrifera) e detectaram altas concentragcdes de
macro e micronutrientes, corroborando o potencial nutricional e bioativo das algas testadas.
Cruces et al. (2012) correlacionaram positivamente a atividade antioxidante de duas algas
pardas subantarticas em resposta ao aumento da radiacdo UV. Raymundo et al. (2004)
encontraram eficiéncia acima de 70% de atividade antioxidante em extratos das clorofitas
Enteromorpha intestinalis e Chaetomorpha anteninna coletadas no sul do Brasil. Sousa et al.
(2008) testaram o potencial antioxidante em 32 espécies de macroalgas marinhas como fonte
de a e PB-caroteno, e a-tocoferol (vitamina E), obtendo maiores concentracdes nas algas
verdes, seguidas pelas pardas e vermelhas.

Devido a importancia meteoceanogréafica da regido Antartica, promovendo influéncia
na circulacdo de massas de ar e de agua em todo o Atlantico Sul, e da caréncia de estudos que
avaliem compostos bioativos em macroalgas, em especial de cloréfitas da Peninsula Antartica
e Atlantico Sul ocidental, este trabalho visou analisar a atividade antioxidante de duas

espécies do Complexo Monostroma do Atlantico Sul (Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C.
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Oliveira et N.S. Yokoya e Protomonostroma undulatum Wittrock K.L. Vinogradova), e duas

espécies, também inseridas neste Complexo,

(Protomonostroma sp. e Monostroma hariotii Gain).

Materiais e Métodos

Coletas

endémicas da Peninsula Antéartica

As amostragens dos exemplares macroalgais foram realizadas manualmente na

regido entremarés e ou infralitoral raso, por raspagem do substrato com auxilio de espatula. O

material foi inicialmente lavado com agua do mar do local e posteriormente com agua

destilada. Apds assepsia das frondes o material foi triado para retirada de sedimentos e

microorganismos associados, e congeladas para posterior analise. Na Tabela 1 estdo listadas

as espeécies analisadas, o local e data de coleta e 0 nimero do voucher do depdsito das

espécies no Herbario do Instituto de Botanica de S&o Paulo.

TABELA 1: ESPECIES DE CLOROFITAS MONOSTROMATICAS AMOSTRADAS, LOCAL DE COLETA,
ZONA DE OCORRENCIA EQUIVALENTE, DADOS MEDIOS DE TEMPERATURA E SALINIDADE E

PERIODO DE AMOSTRAGEM.

Espécie Local Coordenadas Data Voucher SP
M. hariotii Botany  Point, Antartica 62°04°49,57’S Dez/2011 427954
Maritima 58°18°35,13”W Jan/2012
G. brasiliensis Baia de Guaratuba, Brasil 25°51°10,92”’S Set/2012 427960
48°34°13,17°W
Protomonostroma sp.  Punta Plaza, Antartica 62°05°25”°S Dez/2010 427956
Maritima 58°24°56”W Jan/2011
P. undulatum Fuerte Bulnes, Chile 53°37°44,22”’S Mar/2012 427957
70°55°17,92°W
U. fasciata Matinhos, Brasil Set/2012 427958
U. bulbosa Punta Plaza, Antartica 62°05°25”°S Dez/2010 427959
Maritima 58°24°56”W Jan/2011

Preparacéo dos extratos

Para obtencdo dos extratos brutos das clorofitas, as algas foram descongeladas e

secas em capela de exaustdo, por ca. de 48h. Depois da secagem as algas foram trituradas com



47

nitrogénio liquido em cadinhos de porcelana. Este material foi pesado e calculado o volume
de solventes a serem adicionados, sendo que para cada 10 g de algas foram adicionados 50 ml
de distintos solventes. A primeira extracdo foi realizada com Metanol PA, sendo que este
solvente foi adicionado ao erlenmeyer com as algas trituradas, permanecendo refrigerado e
em extracao por dois dias para evitar a evaporacgdo do solvente e a degradacdo dos metabolitos
(ou constituintes quimicos). Apds este procedimento, o extrato foi filtrado com auxilio de
funil de vidro e algoddo. O solvente filtrado foi colocado em um becker para facilitar a
evaporacéo, a qual foi feita em capela de exaustdo. A fragdo de algas restantes no erlenmeyer
sofreu nova extracdo com Diclorometano PA no mesmo volume utilizado para o Metanol. O
uso desses solventes na preparacdo dos extratos seleciona dentre todas as substancias
presentes nas macroalgas aquelas com média polaridade ou apolares (lipofilicas). A segunda
extracdo também foi realizada por 48h em camara refrigerada. O extrato foi novamente
filtrado e deixado evaporar por completo em capela de exaustéo.

Ensaios para avaliagéo de Atividade Antioxidante
DPPH

O ensaio para verificar as propriedades antioxidantes em macroalgas utilizando-se a
inibicdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-picrilidrazila) foi descrito por Kim et al. (2002).
Uma aliquota de 2,9 mL da solugdo metandlica do radical DPPH (Sigma, 0,1 mM em metanol
80%) foi acrescida a 0,1 mL da amostra (em metanol 80%). Todos os extratos foram
solubilizados com metanol 80% e avaliados em trés concentragdes diferentes (1,0; 0,5 e 0,16
mg mL™). O branco utilizado foi preparado com metanol 80%. O decréscimo da absorbancia
em 517 nm foi medido em espectrofotometro de UV com leitor de microplaca apés 30
minutos de incubacdo da amostra. A porcentagem de inibicdo, ou seja, a Atividade
Antioxidante (AA) foi calculada através da equacdo: %AA = {(AbScontrole

ADbSamostra)/ AbScontrole }X100. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Compostos Fendlicos e Flavonoides Totais

O conteudo de compostos fendlicos e flavonoides totais dos extratos foi determinado
a partir da metodologia descrita por Rhandir et al. (2002) e adaptada por Ramlov (2010).
SolucBes compostas por 3,16 mL de dgua destilada, 40 uL de amostra, 200 pL do reativo de
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Folin-Ciocalteu e 600 puL de Na,CO3 (20% em agua) foram agitadas e deixadas no escuro por
2 horas para posterior leitura a 750 nm. A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi
feita a partir da curva padréo de acido galico (EAG). As leituras foram realizadas em triplicata
e os resultados expressos em pg de EAG por g de massa seca.

Os niveis de flavondides totais foram estimados segundo Ramlov (2010), sendo a
solucdo composta por 2,5 mL de etanol, 0,5 mL do extrato e 0,5 mL de cloreto de aluminio
(2% em metanol), lida no comprimento de onda de 420 nm. A quantificacdo dos flavondides
foi feita a partir da curva padréo de quercetina (EQ). As leituras foram realizadas em triplicata

e os resultados expressos em pug de EQ por g de massa seca.

Carotendides

A quantificacdo de carotendides, segundo Ramlov (2010), foi feita utilizando-se 3
mg de extrato bruto de cada amostra solubilizado em 3 mL de Hexano PA e lido em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 450 nm. Cada leitura foi realizada em
triplicata e as médias das absorbancias encontradas foram inseridas na equacao de regressao
obtida a partir da curva padrao de B-caroteno (y = 0,0856x + 0,0074; onde x sdo as médias e y
sdo as concentragdes). Os resultados foram expressos em pg de -caroteno por g de massa

Seca.

Andlises estatisticas

Para comparar a AA dos extratos das diferentes espécies de clorofitas foi utilizada
uma analise de variancia (ANOVA) unifatorial, quando os pressupostos foram atendidos. Para
tal, foi testada a homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran, e a distribuicdo normal
dos dados foi observada a partir do histograma. O teste post-hoc de Tukey foi utilizado
quando os dados apresentaram diferencas significativas (p<0,05). Quando 0s pressupostos da
ANOVA ndo foram atendidos, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis. Todas
as analises foram feitas no Software Statistica versdo 07 (StatSoft 2004) e o grafico

confeccionado no Programa Microsoft Office Excel 2007.

Resultados

DPPH
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Os valores médios de AA dos extratos de clorofitas monostrométicas nas trés
concentragdes obtidos pelo método do DPPH estdo apresentados na Tabela 2. Todos os
resultados superiores a 60% foram considerados como potencial para a AA (Martins et al.,
2012). As porcentagens de inibi¢do do radical DPPH variaram de 3,5+2,1% em Ulva fasciata
a 77,9+2,8% em Protomonostroma sp. A concentracdo de 1 mg mL™ foi a que apresentou 0s
resultados mais satisfatorios, sendo que a espécie Protomonostroma sp., coletada na Peninsula
Antértica, apresentou AA acima de 60% (Figura 1). As espécies Protomonostroma
undulatum, Gayralia brasiliensis, Monostroma hariotii e Ulva fasciata ndo diferiram
estatisticamente (Teste post-hoc de Tukey, p<0,05), apresentando potencial antioxidante
considerado baixo (Tabela 2). Por outro lado, os extratos de Protomonostroma sp. e Ulva

bulbosa foram estatisticamente distintos entre elas e entre as demais espécies (p<0,05).
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FIGURA 1: Conteldo total de compostos fenélicos dos extratos brutos de clorofitas da Peninsula Antartica e
Atlantico Sul, expressos em equivalente de acido galico (ug EAG g™) comparados com a porcentagem de
inibicdo do radical DPPH para a concentracdo de 1 mg mL™ (% AA). Os pontos correspondem aos valores das
médias e as barras os desvios padrdes (n=3).

Compostos Fendlicos e Flavonoides Totais

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios das concentracdes de compostos

fendlicos totais expressos em Equivalente de Acido Galico (ug EAG) detectados para as
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espécies testadas. A menor concentracdo de compostos fendlicos foi obtida por Ulva fasciata
(58,3+2 ug EAG g), e a maior concentragéo foi obtida por Ulva bulbosa (144,7+8,9 pg EAG
g™). Nesta analise a Gnica comparacdo entre as variancias interespecificas que apresentou
diferenca significativa (Kruskall-Wallis, p <0,05) foi entre Protomonostroma sp. e Ulva
fasciata. A Figura 1 apresenta os resultados comparativos para o contetdo de compostos
fendlicos juntamente com as porcentagens de inibicdo do radical DPPH na concentracdo de
1mg mL™. Em geral, os compostos fendlicos acompanharam as taxas de inibicéo.

Os valores médios de flavondides foram expressos em Equivalente de Quercetina
(EQ) para os extratos brutos das cloréfitas analisadas neste estudo (Tabela 1). Os valores
encontrados variaram de 15+1,7 pg EQ g™ em Protomonostroma sp. a 248,7+25,9 ug EQ g*
em Gayralia brasiliensis. A comparacdo entre as variancias destas espécies foi a Unica que
apresentou diferenca significativa (Kruskall-Wallis, p <0,05). Isto ocorreu, possivelmente,
devido a Protomonostroma sp. ter apresentado as menores concentragdes de flavonoides e G.

brasiliensis as maiores.

TABELA 2: Espécies de clordfitas, locais de amostragem, resultados da porcentagem de inibicdo do radical
DPPH para diferentes concentragdes dos extratos, concentracdo de compostos fendlicos, flavonoides e
carotendides totais dos extratos, visando avaliar a AA. Valores sdo expressos em média + desvio padro.

Fendlicos Flavondides Carotenoides

ibica i 0,
Espécies L ocais Inibicao do radical DPPH (%) Totais Totais Totais

06 mgmit (MOEAG g) (MgEQg")  (ngp-carotenog™)

Imgml*  05mgml?

Protomonostroma undulatum Chile 12,1£35 10,7£2,9 - 124,5+10,8 136,5+8 25,2+0,6
Gayralia brasiliensis Brasil 13,1+4,1 15,845,2 - 77,5+1,0 248,7+25,9 32,2+0,08
Monostroma hariotii Antartica 5,1+10,2 - - 75,7+0,8 115,4+45,6 36,3+0,2
Protomonostroma sp. Antartica 77,9+2,8 4046 14+1 17616 15+1,7 29,6+0,04
Ulva bulbosa Antéartica 53,115 38,9134 8,412 144,7+8,9 139,4+32,1 51,5+0,1
Ulva fasciata Brasil 3,5%2,1 - - 58,3+2 33+2,4 23,4+0,2

- Valores ndo detectaveis.

Carotendides

Os valores médios encontrados para a concentracdo de carotendides nas clordéfitas
analisadas, expressos em pg de f-caroteno por g de massa seca, estdo apresentados na Tabela
1. Os valores variaram de 23,4+0,2 ug B-caroteno g* em Ulva fasciata a 51,5+0,1 pg p-
caroteno g™ em Ulva bulbosa, cuja comparacéo entre as variancias diferiu significativamente

(Kruskall-Wallis, p <0,05). Dentre as espécies de clorofitas monostromaticas analisadas, a
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que apresentou maior concentracdo de carotendides foi Gayralia brasiliensis, com biomassa

concentrada no litoral sul e sudeste do Brasil.

Discussao

As seis espécies de clordfitas coletadas entre a Antértica Maritima (Monostroma
hariotii, Protomonostroma sp. e Ulva bulbosa) e o Atlantico Sul (Gayralia brasiliensis,
Protomonostroma undulatum e Ulva fasciata) foram testadas quanto a sua AA através do
método de inibicdo do radical DPPH, quantificacdo de compostos fendlicos, flavondides e
carotendides totais. As espécies com maiores potenciais antioxidantes foram
Protomonostroma sp. e U. bulbosa, ambas coletadas na Ilha Rei George, Antartica Maritima.
Este resultado sugere que a AA pode estar associada a area de ocorréncia das espécies
analisadas e ndo necessariamente a ordem ou grupo taxonémico que elas inserem-se.

Com base em resultado anteriormente descrito para o extrato de Gingko biloba, com
80% de AA (Martins et al., 2012), pode-se inferir que o extrato de Protomonostroma sp.,
espécie possivelmente endémica da Peninsula Antartica, possui elevada AA. Dummermuth
(2003) quantificou a acdo antioxidante em extratos de macroalgas marinhas do Artico e as
algas verdes foram as que apresentaram maiores AA comparadas com algas vermelhas e
pardas, sendo a espécie Monostroma grevillei var. arcticum a de maior potencial.

A efetividade antioxidante de produtos naturais foi relacionada por diversos autores a
presenca de compostos fenolicos, que ocorrem naturalmente em plantas terrestres e aquaticas
(Hayase & Kato, 1984). No presente estudo, a maior porcentagem de AA foi obtida pelo
extrato metandlico da espécie Protomonostroma sp., cuja biomassa continha a maior
concentracdo de compostos fendlicos totais, corroborando com os dados reportados em
literatura. U. bulbosa, também coletada na Ilha Rei George, apresentou concentracfes
elevadas de compostos fenolicos, e foi a segunda espécie com maior AA.

Apesar de outras espécies apresentarem elevadas taxas de contetdos fendlicos, como
P. undulatum e M. hariotii, a efetividade antioxidante dos extratos metanolicos dessas
espécies ndo apresentou resultados satisfatorios (<60% de inibicdo). Este resultado pode
inferir distingbes na composi¢do quimica entre os compostos fendlicos das algas testadas,
diferencas na solubilidade desses compostos pelo solvente utilizado ou, ainda, a influéncia na
efetividade da AA presente nos extratos algais de outros compostos antioxidantes em

associacdo, como os de carotendides e flavondides.
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Estudando a variacdo sazonal na AA de Ulva rigida, Trigui et al. (2012) concluiram
que a variacao na atividade corresponde a variagdo observada no contetdo total de compostos
fendlicos. Os autores afirmam ainda que estas diferencas podem ser atribuidas as mudancas
sazonais nos fatores abidticos como clima, salinidade, temperatura, nutrientes, poluicdo,
epifitismo e também aos diferentes estagios metabdlicos da planta.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos encontrados nas folhas de plantas
superiores, responsaveis pela fase dependente da luz na fotossintese. Esses metabdlitos
secundarios desempenham papel fundamental na protecdo do vegetal contra raios UV e
poluicdo (Martinez-Florez et al., 2002). Apesar de vérios estudos relatarem a ocorréncia de
flavondides em macroalgas marinhas, alguns autores discutem a existéncia dessas substancias
em organismos marinhos. Dentre as espécies analisadas neste estudo, a que apresentou maior
concentracdo de flavonoides foi G. brasiliensis.

As elevadas concentragdes de flavondides detectadas nos extratos brutos das
clorofitas analisadas ndo correspondem aos baixos resultados de AA observados nas espécies.
Este fato sugere que, possivelmente, os flavondides ndo estdo atuando como antioxidantes nas
espécies analisadas. Um exemplo disto ¢ o fato de que a espécie que apresentou maior
potencial antioxidante pelo método do DPPH (Protomonostroma sp.) foi a que apresentou
menor concentracdo de flavondides. Desta forma, é possivel que outras substancias com
propriedades antioxidantes atuem nesta espécie, e que os flavonoides devem ser responsaveis,
neste caso, por outros mecanismos e ou atividades metabolicas.

Carotenoides sdo conhecidos por atuar como antioxidantes (Naguib, 2000). Sousa et
al. (2008) encontraram o e B-caroteno em todas as espécies de algas verdes testadas. E
amplamente documentado (Bendich & Olson, 1989; Grune et al., 2010) que vegetais verdes e
amarelos contém elevadas concentracdes de carotendides, e.g. a cenoura (33 pg g*) e a
abobora (53 pg g?) (Rodrigues-Amaya et al., 2008). Dados na literatura relatam que espécies
da cloréfita Enteromorpha podem apresentar concentracdes de [B-caroteno superiores a de
vegetais amarelo-esverdeados, com concentracdes de até 250 pg g™ (Ito & Hori, 1989),
corroborando as maiores concentragdes encontradas em Ulva (previamente Enteromorpha)
bulbosa coletada na Peninsula Antartica. Com base nesses valores, pode-se inferir que, dentre
as espécies analisadas, U. bulbosa, M. hariotii e G. brasiliensis apresentaram elevadas
concentracdes de carotenoides (Tabela 1).

Desta forma, a elevada AA verificada para a espécie Protomonostroma sp. parece
estar relacionada mais a presenca de compostos fendlicos e de carotendides, do que da

concentracdo de flavondides. Tanto os compostos fendlicos quanto os carotendides estdo
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diretamente relacionados a protecdo contra raios UV nos vegetais e nas algas marinhas. Uma
hipotese para o maior potencial antioxidante ter sido registrado em uma espécie da Antartica é
que esta alga esta mais exposta a radiacdo solar neste ambiente, durante o verdo, produzindo
concentragdes superiores destas substancias como mecanismo de defesa. U. bulbosa, também
coletada na Peninsula Antartica, foi a segunda espécie com maior AA.

Portanto, estes resultados sugerem que cloroéfitas da Antértica contém uma gama de
constituintes quimicos, principalmente compostos fendlicos e carotendides, que podem
efetivamente apresentar AA, e que estas concentragdes sdo maiores quando comparadas a
algas do mesmo grupo, coletadas em zonas temperadas ou subtropicais.

Este trabalho reporta em carater inédito a AA de clorofitas Ulvophyceae do Brasil e
da Antartica Maritima. O elevado potencial antioxidante da espécie Protomonostroma sp.,
possivelmente endémica da Ilha Rei George, adjacente a Peninsula Antértica, corrobora a
relevancia em elucidar a acdo de compostos algais de altas latitudes como possivel nova fonte
de principios ativos de ampla aplicacdo na industria cosmética, nutracéutica e de farmacos

pelo seu efeito anti-estresse oxidativo.
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Cromatografia de Camada Delgada

Cromatografia € um método de analise na qual uma fase movel passa por uma fase
estacionaria de tal forma que uma mistura de substancias é separada em componentes. As
substancias ou misturas de substancias a serem analisadas devem ser solliveis em um solvente
ou em uma mistura de solventes (Deinstrop, 2007).

A andlise de Cromatografia de Camada Delgada teve como principal objetivo
determinar o perfil quimico dos extratos obtidos. Num sistema onde a fase estacionaria é
polar (silica) e a fase mdvel é apolar, as substancias mais apolares avangam mais rapidamente
do que as substancias mais polares, sendo possivel entdo a identificacdo das suas polaridades.
Esta diferenca na velocidade resultard em uma separacdo dos componentes da amostra,
dependendo dos grupos funcionais presentes na sua estrutura (COLLINS et al., 2006). A
partir das cores desenvolvidas e do fator de retencdo (Rf) das bandas formadas pela eluicdo
das cromatoplacas, € possivel inferir a quais classes quimicas as substancias presentes nos
extratos pertencem.

Para verificar a presenca dos pigmentos antioxidantes (clorofilas e carotendides) nas
amostras, foi utilizada a fase mdvel apolar composta por uma mistura de 68 ml de Hexano e
32 ml de Acetato de Etila. A fase estacionaria polar utilizada foi uma cromatoplaca de silica
gel/UV3s4 € a analise foi feita em uma cuba cromatografica de vidro fechada (Camag) para
evitar a evaporacdo dos solventes.

Para analisar a presenca de fendis e acidos fendlicos nas amostras, foi utilizada a fase
mdvel apolar composta por 45 ml de Cloroféormio e 5 ml de Acido Acético. A fase
estacionaria foi a mesma utilizada para analisar clorofilas e carotendides anteriormente. Para
revelar a coloracdo na cromatoplaca, foi borrifado um revelador universal (Ce(SO4),, H2SO4 €
H,0) com auxilio de algoddo. A placa foi entdo aquecida com ar quente (£70°C) e as

coloracdes correspondentes a presenca de fendis e acidos fendlicos ficaram visiveis.

Ensaio de inibi¢éo do radical DPPH

O ensaio para verificar as propriedades antioxidantes em macroalgas utilizando-se
DPPH (2,2-difenil-picrilidrazila radical livre) fundamenta-se na propriedade deste radical em
extrair protons de moléculas doadoras, através de reacdo de reducdo. O radical DPPH
apresenta absorcdo no comprimento de onda de 517 nm no espectrofotbmetro e, apos reacao

com moléculas antioxidantes, esta absor¢do diminui, ou seja, & observada uma mudanca na
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coloracdo, de violeta intenso para amarelo claro (Molineux, 2003). Desta forma, com a adi¢ao
do extrato das clorofitas alvo a solugdo de DPPH, esperou-se observar diminui¢éo no espectro

de absorcéo.
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FIGURA 1: Esquema demonstrativo do processo de reacdo com o radical DPPH.
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FIGURA 2: Estrutura quimica dos compostos analisados, (A) Fendlicos; (B) Flavondides; (C) B-caroteno.
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FIGURA 1: Cromatoplaca (eluida em hexano e acetato de etila 2:1) correspondente as algas Protomonostroma
undulatum (1), Gayralia brasiliensis (2), Monostroma hariotii (3), Protomonostroma sp. (4), Ulva bulbosa (5) e
Ulva fasciata (6). A coloracdo amarelada marcada com o Rfs é caracteristica de presenca de carotendides. Estes
pigmentos sdo mais apolares, por isso distanciaram-se mais do ponto de aplicacdo. A coloracdo esverdeada
marcada nos Rfs 7 a 10 é caracteristica da presenca de clorofilas. A partir desta cromatoplaca, fica evidente a
presenca deste pigmento em todos os extratos testados, porém com maior intensidade nos extratos de Gayralia
brasiliensis (Parand) e Protomonostroma undulatum (Chile). Outras coloracBes (marrom e preta) foram
observadas na cromatoplaca, as quais indicam a presenca de outras substancias ndo caracterizadas nestes

extratos.
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FIGURA 2: Cromatoplaca (eluida em CHCI3 e AcOH 9:1) correspondente as algas Protomonostroma
undulatum (1), Gayralia brasiliensis (2), Monostroma hariotii (3), Protomonostroma sp. (4), Ulva bulbosa (5) e
Ulva fasciata (6). A visualizacdo das coloragbes correspondentes a essas substancias s6 foi possivel com a
aplicacdo de um solvente universal. Ainda assim, as coloragBes em tons de marrom ndo ficaram muito
evidenciadas, sugerindo baixas concentracfes (Rfs 1 a 5) e até mesmo auséncia de fendis e acidos fendlicos nos
extratos das macroalgas analisadas.
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FIGURA 3: Taxa de Rendimento (%) dos extratos brutos de espécies de clorofitas analisadas, calculado a partir
do peso inicial de amostra seca (massa inicial x rendimento = massa final x 100%). As espécies que obtiveram
maiores rendimentos foram G. brasiliensis (37,3%), Ulva bulbosa (previamente reportada como Enteromorpha
bulbosa) (24,7%) e Protomonostroma sp. (13,7%). Em estudo similar em Santa Catarina, Martins (2008)
encontrou valores semelhantes em extratos de algas verdes, Codium taylorii, com 20%, Codium decorticatum,
com 18,03% e Caulerpa mexicana, com 10% de rendimento. M. hariotii apresentou rendimento de 4,7%. As

menores taxas de rendimento foram obtidas pelas espécies Protomonostroma undulatum e Ulva fasciata, com
2,8e1,6%.
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FIGURA 4: Valores médios de Atividade Antioxidante (AA) dos extratos de cloréfitas monostrométicas na
concentracdo de 0,5 mg/ml dados em porcentagem de inibicdo pelo método do DPPH. Os valores com letras
diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).
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FIGURA 5: Valores médios e DP de concentragao de flavonoides expressos em pg do equivalente em quercetina
(EQ) por g dos extratos brutos de cloréfitas marinhas coletadas na Peninsula Antartica e Atlantico Sul.
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FIGURA 6: Valores médios + DP da concentracdo de carotenoides nos extratos brutos de cloréfitas marinhas
coletadas na Peninsula Antartica e Atlantico Sul. Os valores do eixo vertical sdo expressos em pg de
carotenoides por g de extrato bruto seco.
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FIGURA 7: Imagem do satélite NOAA (NASA 2012), no ano de 2009. Registro das temperaturas médias
superficiais dos oceanos, sendo que, para 0 Oceano Atlantico, as temperaturas médias variaram entre 20 e 24°C
na zona subtropical, 6,8 e 4°C na zona temperada e -1,8°C na zona polar. O mapeamento latitudinal das
clorofitas acompanhou a divisdo em trés zonas, de acordo com a salinidade e a temperatura, sendo elas: zona
subtropical (Brasil), zona temperada (Chile) e zona polar (Peninsula Antartica).
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FIGURA 8: Imagem do observatério Aquarius/SAC-D (NASA 2012), no ano de 2012. Registro das
salinidades médias da superficie da 4gua do mar, variando de 34 a 35 para a zona subtropical, 33 a 32 para a
zona temperada e 30 a 32 para a regido polar. O mapeamento latitudinal das clordfitas acompanhou a divisdo em
trés zonas, de acordo com a salinidade e a temperatura, sendo elas: zona subtropical (Brasil), zona temperada
(Chile) e zona polar (Peninsula Antartica).
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TABELA 1: RESULTADOS DA A:NALISE DE VARIANCIA (ANOVA) UNIFATORIAL PARA A ANALISE
DE DPPH NA CONCENTRACAO DE 1mg/ml DE EXTRATOS DE CLOROFITAS MARINHAS DA
PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Efeito SS Grau de MQ F p
liberdade

Intercept  13625,60 1 13625,60 217,2935 0,000000

Amostras  14160,71 5 2832,14 45,1654  0,000000

Erro 752,47 12 62,71

Diferencas significativas: p<0,05.

TABELA 2: RESULTADOS DO TESTE POST-HOC DE TUKEY PARA A ANALISE DE DPPH
NA CONCENTRACAO DE 1mg/ml DE EXTRATOS DE CLOROFITAS MARINHAS DA
PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Comparacdo entre as médias de cada espécie (Tukey) p
para a analise de DPPH (1 mg/ml)

P. undulatum — G. brasiliensis 0,999983
P. undulatum — M. hariotii 0,880190
P. undulatum — Protomonostroma sp. 0,000159
P. undulatum — U. bulbosa 0,000527
P. undulatum - Ulva 0,766628
G. brasiliensis — M. hariotii 0,811223
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 0,000160
G. brasiliensis — U. bulbosa 0,000629
G. brasiliensis — Ulva 0,680564
M. hariotii — Protomonostroma sp. 0,000159
M. hariotii — U. bulbosa 0,000229
M. hariotii — U. fasciata 0,999848
Protomonostroma sp. — U. bulbosa 0,022298
Protomonostroma sp. — U. fasciata 0,000159
U. bulbosa - U. fasciata 0,000208

Diferencas significativas: p<0,05.
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TABELA 3: RESULTADOS DA NANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) UNIFATORIAL PARA A ANALISE
DE DPPH NA CONCENTRACAO DE 0,5 mg/ml DE EXTRATOS DE CLOROFITAS MARINHAS DA
PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Efeito SS Grau de MQ F p
liberdade

Intercept  5076,481 1 5076,481 290,0575 0,000000

Amostras  5428,239 5 1085,648 62,0312  0,000000

Erro 210,020 12 17,502

Diferencas significativas: p<0,05.

TABELA 4: RESULTADOS DO TESTE POST-HOC DE TUKEY PARA A ANALISE DE DPPH NA
CONCENTRACAO DE 0,5 mg/ml DE EXTRATOS DE CLOROFITAS MARINHAS DA PENINSULA
ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Comparacdo entre as médias de cada espécie (Tukey) p
para a analise de DPPH (0,5 mg/ml)

P. undulatum — G. brasiliensis 0,678185
P. undulatum — M. hariotii 0,021321
P. undulatum — Protomonostroma sp. 0,000168
P. undulatum — U. bulbosa 0,000175
P. undulatum - U. fasciata 0,022700
G. brasiliensis — M. hariotii 0,001950
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 0,000273
G. brasiliensis — U. bulbosa 0,000348
G. brasiliensis — U. fasciata 0,002059
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 0,000159
G. brasiliensis — U. bulbosa 0,000159
M. hariotii - U. fasciata 1,000000
Protomonostroma sp. — U. bulbosa 0,999479
Protomonostroma sp. — U. fasciata 0,000159
U. bulbosa - U. fasciata 0,000159

Diferencas significativas: p<0,05.
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TABELA 5: RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA NAO ~PARAMETRICA DE
KRUSKALL-WALLIS PARA A ANALISE DE DPPH NA CONCENTRAGCAO DE 0,16 mg/ml DE
EXTRATOS DE CLOROFITAS MARINHAS DA PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO
SUL.

Comparacdo entre as variancias de cada espécie Z calculado p

(Kruskall-Wallis) para a analise de DPPH (0,16 mg/ml)

P. undulatum — G. brasiliensis 1,147079 1,000000
P. undulatum — M. hariotii 1,911798 0,838532
P. undulatum — Protomonostroma sp. 1,529438 1,000000
P. undulatum — U. bulbosa 0,841191 1,000000
P. undulatum - U. fasciata 0,458831 1,000000
G. brasiliensis — M. hariotii 0,764719 1,000000
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 2,676517 0,111588
G. brasiliensis — U. bulbosa 1,988270 0,701728
G. brasiliensis — U. fasciata 0,688247 1,000000
M. hariotii — Protomonostroma sp. 3,441236 0,008686
M. hariotii — U. bulbosa 2,752989 0,088581
M. hariotii - U. fasciata 1,452966 1,000000
Protomonostroma sp. — U. bulbosa 0,688247 1,000000
Protomonostroma sp. — U. fasciata 1,988270 0,701728
U. bulbosa - U. fasciata 1,300022 1,000000

H (5, N= 18) =16,05067 p =,0067
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TABELA 6: RESULTADOS DA QNALISE DE VARIANCIA NAO PARAMETRICA DE KRUSKALL-
WALLIS PARA A CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM CLOROFITAS MARINHAS DA

PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Comparacdo entre as variancias de cada espécie Z calculado p
(Kruskall-Wallis) para a analise de Compostos

Fendlicos.

P. undulatum — G. brasiliensis 0,764719 1,000000
P. undulatum — M. hariotii 1,376494 1,000000
P. undulatum — Protomonostroma sp. 44757828 1,000000
P. undulatum — U. bulbosa 0,611775 1,000000
P. undulatum - U. fasciata 2,102978 0,532016
G. brasiliensis — M. hariotii 0,611775 1,000000
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 2,102978 0,532016
G. brasiliensis — U. bulbosa 1,376494 1,000000
G. brasiliensis — U. fasciata 1,338258 0,584212
M. hariotii — Protomonostroma sp. 2,714753 0,099488
M. hariotii — U. bulbosa 1,988270 0,701728
M. hariotii - U. fasciata 0,726483 1,000000
Protomonostroma sp. — U. bulbosa 0,726483 1,000000
Protomonostroma sp. — U. fasciata 3,441236 0,008686
U. bulbosa - U. fasciata 2,714753 0,099488

H (5, N= 18) =16,44801 p =,0057
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TABELA 7: RESULTADOS DA ANALISE DE YARIANCIA NAO PARAMETRICA DE
KRUSKALL-WALLIS PARA A CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS EM
CLOROFITAS MARINHAS DA PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Comparacdo entre as variancias de cada espécie Z calculado p
(Kruskall-Wallis) para a analise de Flavonoides Totais

P. undulatum — G. brasiliensis 1,147079 1,000000
P. undulatum — M. hariotii 0,688247 1,000000
P. undulatum — Protomonostroma sp. 2,294157 0,326722
P. undulatum — U. bulbosa 0,000000 1,000000
P. undulatum - U. fasciata 1,605910 1,000000
G. brasiliensis — M. hariotii 1,835326 0,996861
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 3,441236 0,008686
G. brasiliensis — U. bulbosa 1,147079 1,000000
G. brasiliensis — U. fasciata 2,752989 0,088581
M. hariotii — Protomonostroma sp. 1,605910 1,000000
M. hariotii — U. bulbosa 0,688247 1,000000
M. hariotii - U. fasciata 0,917663 1,000000
Protomonostroma sp. — U. bulbosa 2,294157 0,326722
Protomonostroma sp. — U. fasciata 0,688247 1,000000
U. bulbosa - U. fasciata 1,605910 1,000000

H (5, N= 18) =15,31579 p =,0091
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TABELA 8. RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA NAO PARAMETRIC}A DE
KRUSKALL-WALLIS PARA A CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES EM CLOROFITAS
MARINHAS DA PENINSULA ANTARTICA E ATLANTICO SUL.

Comparacdo entre as variancias de cada espécie Z calculado p
(Kruskall-Wallis) para a analise de Carotenoides

P. undulatum — G. brasiliensis 1,376494 1,000000
P. undulatum — M. hariotii 2,064742 0,584212
P. undulatum — Protomonostroma sp. 0,688247 1,000000
P. undulatum — U. bulbosa 2,752989 0,088581
P. undulatum - U. fasciata 0,688247 1,000000
G. brasiliensis — M. hariotii 0,688247 1,000000
G. brasiliensis — Protomonostroma sp. 0,688247 1,000000
G. brasiliensis — U. bulbosa 1,376494 1,000000
G. brasiliensis — U. fasciata 2,064742 0,584212
M. hariotii — Protomonostroma sp. 1,376494 1,000000
M. hariotii — U. bulbosa 0,688247 1,000000
M. hariotii - U. fasciata 2,752989 0,088581
Protomonostroma sp. — U. bulbosa 2,064742 0,584212
Protomonostroma sp. — U. fasciata 1,376494 1,000000
U. bulbosa - U. fasciata 3,441236 0,008686

H (5, N = 18) = 16,59607 p = 0,0053



