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RESUMO

Laurencia dendroidea corresponde a uma das espécies de macroalgas vermelhas,
encontradas na costa brasileira, amplamente estudadas devido a sua producéo de
metabdlitos secundarios (MS) bioativos. Os MS mais investigados incluem
sesquiterpenos, identificados e caracterizados em varios estudos, por se comportarem
como mediadores quimicos nas interagdes biolégicas entre espécies. Estes MS tém
mostrado atividade anti-incrustante contra uma ampla gama de organismos, muito
embora os mecanismos subjacentes ainda ndo sejam totalmente compreendidos.
Apesar do processo de bioincrustacdo ocorrer de forma natural no meio marinho,
representa transtornos e danos econdémicos quando relacionado a estruturas artificiais
submersas, e seu controle por produtos quimicos pode levar a contaminacado da agua
e ter efeitos nocivos em organismos nado-alvo. Neste estudo, foi avaliada, em
laboratorio, a atividade anti-incrustante de extratos organicos, a concentracao natural,
da macroalga vermelha L. dendroidea, coletada em 5 locais da costa sudeste
brasileira, sendo estes: Armacao dos Buzios (AZED) — RJ, Angra dos Reis (BISC) —
RJ, Serra (MANG) — ES, Arraial do Cabo (FORN) — RJ e Paraty (VERM) — RJ. Dois
controles foram utilizados: um positivo, com sulfato de cobre (CuSQOa4), e um negativo,
apenas com diclorometano (DCM). A atividade anti-incrustante foi avaliada usando
como organismo modelo, para interacdo ecoldgica entre espécies, o mexilhdo Perna
perna. Os resultados mostraram que todos os extratos de L. dendroidea apresentaram
atividade anti-incrustante significativa em relacdo ao controle negativo. Entretanto,
apenas os extratos correspondentes a AZED, BISC e VERM apresentaram diferenga
significativa em relacdo ao CuSOa4. Nao houve diferenca significativa entre os extratos
organicos em relacdo a atividade anti-incrustante, quando comparados entre si,
contudo, as amostras com melhor prospecc¢ao em inibir 0 processo de bioincrustacéo
corresponderam aos extratos de AZED e BISC, que apresentaram 0% de fixacdo de
filamentos de bissos por parte dos mexilhdes. No entanto, o extrato BISC de L.
dendroidea se mostrou mais promissor, por ter elevado potencial anti-incrustante e
menor toxicidade para os mexilhdes, causando mortalidade de 27% dos individuos a
ele submetidos. Apesar de nédo ter sido detectada diferenca significativa entre os
extratos testados, em relacdo aos locais de coleta da macroalga, os resultados
sugerem L. dendroidea como fonte promissora de MS anti-incrustantes com
aplicacOes praticas na prevencao da incrustacdo em superficies artificiais submersas.

PALAVRAS-CHAVE: Anti-incrustante. Biotecnologia. Laurencia dendroidea. Perna
perna. Produtos naturais marinhos.



ABSTRACT

Laurencia dendroidea corresponds to one of the red macroalgae species found along
the Brazilian coast, widely studied due to its production of bioactive secondary
metabolites (SM). The most investigated SM include sesquiterpenes, identified and
characterized in several studies for their role as chemical mediators in biological
interactions between species. These SM have shown antifouling activity against a wide
range of organisms, although the underlying mechanisms are not fully understood.
Notwithstanding biofouling process occurs naturally in marine environments, it
represents inconvenience and economic damages when associated with submerged
artificial structures, and its control through chemical products can lead to water
contamination and harmful effects on non-target organisms. In this study, the
antifouling activity of organic extracts, at natural concentration, of the red macroalgae
L. dendroidea, collected from five locations along the southeastern Brazilian coast,
were evaluated, namely: Armacédo dos Buzios (AZED) — RJ, Angra dos Reis (BISC) —
RJ, Serra (MANG) — ES, Arraial do Cabo (FORN) — RJ and Paraty (VERM) — RJ. Two
controls were used: a positive one, with copper sulfate (CuSOa4), and a negative one,
with dichloromethane only (DCM). The antifouling activity was evaluated using the
mussel Perna perna as model organism for ecological interaction between species.
The results showed that all L. dendroidea extracts exhibited significant antifouling
activity compared to the negative control. However, the extracts corresponding to
AZED, BISC and VERM showed significant difference when compared to the CuSOa.
There was no significant difference between the organic extracts in terms of antifouling
activity, when compared to each other, nonetheless, the samples with the most
promising prospect in inhibiting the biofouling process corresponded to the AZED and
BISC extracts, which showed 0% of byssus threads attachment by the mussels.
Among these, the BISC L. dendroidea extract was more promising, as it has showed
higher antifouling potential and less toxicity to mussels, causing mortality in 27% of the
exposed individuals. Although no significant difference was detected among the tested
extracts regarding the macroalgae collection sites, the results suggest L. dendroidea
as a promising source of antifouling SM with practical applications in the fouling
prevention in submerged artificial structures.

KEYWORDS: Antifouling. Biotechnology. Laurencia dendroidea. Marine natural
products. Perna perna.
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file:///C:/Users/Vaio/Desktop/DISSERTAÇÃO%20PPGBM%20IEAPM%20UFF%202023%20-%20ANDRESSA%20S%20C%20DE%20MORAIS%20-%20FINAL.docx%23_Toc137660050
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file:///C:/Users/Vaio/Desktop/DISSERTAÇÃO%20PPGBM%20IEAPM%20UFF%202023%20-%20ANDRESSA%20S%20C%20DE%20MORAIS%20-%20FINAL.docx%23_Toc137660057
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1 INTRODUCAO

Antes mesmo que o homem nomeasse as ciéncias, ja lidava com produtos
naturais e biotecnologia como, por exemplo, no combate a doencas diversas por
ingestdo de folhas e ervas, ou mesmo na producdo de paes e vinhos através das
propriedades fermentativas das leveduras; este ultimo exemplo torna os fungos um
dos precursores da aplicacdo biotecnologica de recursos naturais (BRANDELLI,
2017).

Buscando evidéncias histéricas das primeiras utilizacées de produtos naturais
pelo homem, tem-se descritivos sobre plantas medicinais remontando as sagradas
escrituras e ao papiro de Ebers, que data de aproximadamente 1550 a.C. Tal papiro,
encontrado nas proximidades da casa mortuaria de Ramseés Il, enumera por volta de
100 doencas e descreve diversas drogas de natureza animal e vegetal. Foi descoberto
e publicado por Georg Ebers, sendo traduzido, pela primeira vez, em 1890, por H.
Joachin (MONTEIRO & BRANDELLI, 2017; VILELA, 1977).

Historicamente, os produtos naturais sao a fonte de muitos medicamentos e
ainda hoje representam um importante grupo para a identificacdo de novas estruturas
quimicas. A maioria dos farmacos® em uso clinico é de origem natural ou foi
desenvolvida a partir de produtos naturais (ATANASQV et al., 2015; BERLINCK et al.,
2017; DIAS et al., 2012; NEWMAN & CRAGG, 2020).

A descoberta de substancias alucindbgenas pode ser considerada outro marco
notavel do uso de produtos naturais com impacto acentuado na humanidade, e que,
de certa maneira, modificou o comportamento do homem moderno (DOS SANTOS,
2021).

Pdés a base de folhas e cascas de arvores, assim como bebidas alucinégenas,
eram amplamente utilizados por povos antigos em suas praticas religiosas e de
ocultismo. “Na Grécia antiga, extratos vegetais eram utilizados em execucbes, como
no caso de Soécrates, que morreu apos a ingestdo de uma bebida a base de cicuta,
que continha coniina” (WEISSMANN, 1991 apud VIEGAS JR, 2006, p.327).

Entre os acasos extraordinarios da ciéncia, tém-se que, em 1928, Alexander
Fleming detectou a inibicdo do crescimento de placas de cultura semeadas com

colonias de estafilococos contaminadas com fungos posteriormente identificados

1 Insumo farmacéutico ativo: também denominado farmaco, ou simplesmente principio ativo, é o
componente farmacologicamente ativo destinado ao emprego em medicamento (ANVISA, 2020, s.p.)
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como pertencentes ao género Penicillium. Tal acaso o levou futuramente a descoberta
da penicilina, que representou significativo avanco na medicina (BARREIRO &
FRAGA, 2001, apud VIEGAS JR, 2006, p.329).

De origem grega, a palavra biotecnologia é composta pelos radicais “bio”
significando vida, ‘tecnos”, remetendo a técnica e ‘logos”, que quer dizer
“conhecimento”. Em se tratando desta ciéncia, pode-se entender sua abordagem por
uma de suas principais definicbes: “Qualquer aplicacdo tecnoldgica que utilize
sistemas bioldgicos, organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar
produtos ou processos para utilizacdo especifica” (ONU, Convencdo de
Biodiversidade 1992, Art. 2).

Sendo assim, de forma pratica, podemos entender a biotecnologia como uma
ciéncia que, a partir de organismos vivos e/ou seus procedentes, busca criar produtos
para melhorar a forma como vivemos, lancando mao de conhecimentos académicos,
experimentacdo e inovagado constante. Na figura 1 pode-se observar alguns marcos

biotecnolégicos durante o desenvolvimento da humanidade.

Figura 1 - Marcos da Biotecnologia.
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FONTE: CROPLIFE BRASIL, 2020.
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A biotecnologia marinha é uma das areas de pesquisas da biotecnologia, em
si, que tem crescido consideravelmente nos ultimos anos, impulsionada pela grande
diversidade de organismos presentes nos oceanos e pelos potenciais beneficios que
estes podem oferecer a industria, a salde e ao meio ambiente. Entre os organismos
de interesse para a biotecnologia marinha, destacam-se as macroalgas, que sao
consideradas fontes ricas em produtos naturais? com propriedades Unicas e grande
potencial biotecnolégico (PEREIRA, 2020).

No que tange a biodiversidade dos oceanos, a compreensao das interagoes
ecologicas no meio marinho, e exploracao de metabdlitos bioativos provenientes dele,
representam oportunidade promissora para o desenvolvimento de produtos
inovadores e sustentaveis. Ao se explorar tais substancias, procedimentos que
considerem as concentra¢cdes naturais de metabdlitos permitem abordagens mais
realistas na pesquisas de produtos naturais de origem marinha (DOS SANTOS, 2023).

Com ela, é possivel avaliar a proporcdo de substancias bioativas disponivel
para interacdo ambiental, uma vez que a concentracdo natural dos compostos
extraidos de organismos marinhos tende a refletir condi¢gfes reais encontradas em
seus habitats, fator importante para a andlise de viabilidade desses produtos em
aplicacdes biotecnoldgicas (CAIN, 2017; PEREIRA, 2009).

A pesquisa cientifica nessa area desempenha papel crucial na descoberta de
novas substancias, na compreensdo de seus mecanismos de acdo e no
desenvolvimento de processos biotecnolégicos que possam contribuir para a
preservacao dos ecossistemas marinhos e avanco de varias industrias, incluindo a
naval (VEIGA, 2019).

2 Também denominados metabdlitos secundarios, metabdlitos especiais ou metabolitos
complementares (BERNARDI et al., 2020; PEREIRA, 2009).
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2 BIOTECNOLOGIA AZUL E SUSTENTABILIDADE NA OBTENCAO DE
PRODUTOS NATURAIS MARINHOS BIOATIVOS

Biotecnologia Azul é o termo utilizado para designar o segmento da
biotecnologia relacionado ao estudo, utilizacdo e manipulacao de sistemas biolégicos
do meio marinho, em prol do desenvolvimento de produtos e processos tecnoldgicos
(KAFARSKI, 2012; PINTO et al., 2022).

O misterioso ambiente marinho e os produtos naturais provenientes desse
meio tém despertado interesse no mundo cientifico nas ultimas décadas, devido ao
potencial biotecnoldgico de tais produtos, seja para aplicacdes farmacoldgicas,
agroindustriais, navais ou mesmo na ecologia (CARROLL, 2022; GARRIDO et al.,
2021; LEAL et al., 2020; MARQUES, 2021; PEREIRA et al., 2023).

Colonizado por variados invertebrados, macroalgas, entre outros seres, 0
meio marinho torna-se um sistema altamente competitivo, uma vez que tais
organismos disputam nutrientes, luz e por espaco na forma de substrato soélido
(BATISTA, 2020; GERLING, 2016).

Além do supracitado, ha também a necessidade de defesa contra
microorganismos patogénicos e predadores (DEVKAR et al.,, 2022; NEWMAN &
CRAGG, 2020; PEREIRA et al., 2003), motivo pelo qual é provavel que algumas
espécies marinhas devam biossintetizar, ou incorporar na dieta, suas proprias armas
quimicas de defesa, que poderdo facilitar sua sobrevivéncia em ecossistemas tao
competitivos.

Ecossistemas marinhos sdo ricos em biodiversidade e abrigam ampla
variedade de espécies, das quais muitas estdo envolvidas em interacdes ecoldgicas
complexas. Essas interacdes desempenham papel fundamental na manutencéo do
equilibrio ecolégico dos oceanos e na promocao da saude dos ecossistemas marinhos
(CASTRO & HUBER, 2012).

Tem-se na ecologia marinha, campo de estudo que investiga as interacdes
entre organismos marinhos e seu ambiente. A riqueza de diversidade biologica
presente nos oceanos oferece vasto reservatorio de organismos que produzem ampla
gama de substéncias naturais de potencial biotecnologico (CAIN, 2017; IANORA,
2011).

A partir do uso dos recursos do mar, a biotecnologia marinha, ou biotecnologia

azul, envolve técnicas e procedimentos que possibilitam ampliar o conhecimento de



17

componentes ambientais, genéticos, bioquimicos e nutricionais como fonte principal
para o desenvolvimento de processos e produtos inovadores. “A area de biotecnologia
marinha apresenta uma alta expectativa de geracao de diversos outros produtos, no
curto, médio e longo prazos” (VEIGA, 2019, p.22).

Ha varios exemplos de sucesso que sdo amplamente conhecidos, desde o
Prialt, um analgésico para tratamento de dores crénicas, desenvolvido a partir
de uma toxina produzida por um buzio marinho; o AZT, a primeira droga
licenciada para o tratamento do VIH-SIDA, isolada a partir de uma esponja
do Mar das Caraibas, ou, com a mesma origem, o Acyclovir, que
desempenha um papel fundamental no tratamento das infecdes por herpes
(LUIS; FERREIRA; FREDERICO & AZEVED, 2014, p.3).

Sendo assim, tém-se na biodiversidade marinha grande fonte de metabolitos
com potencial para desenvolvimento e inovacéo de bioprodutos (DE MOURA, 2023),
cujos usos poderao ser aplicados em campos que vao desde a producao primaria de
insumos a industria e saude. No entanto, todo esse estudo e utilizacdo dos produtos
naturais bioativos deve seguir os preceitos da sustentabilidade, ou seja, processos

ecologicamente corretos, economicamente viaveis e socialmente justos.

2.1 INTERACOES ECOLOGICAS E PRODUTOS NATURAIS MARINHOS

No meio marinho, as interacdes ecoldgicas desempenham papel fundamental
na regulacéo da estrutura e funcdo dos ecossistemas. Por exemplo, a predagao pode
exercer pressao seletiva sobre espécies, influenciando a composicédo e abundancia
de organismos. A predacdao por herbivoros controla o crescimento excessivo de algas,
mantendo o equilibrio ecol6gico nos recifes de coral (CASTRO e HUBER, 2012;
PEREIRA et al.,, 2023). Essas interacdes predador-presa podem ter impacto
significativo na estrutura de comunidades e na biodiversidade, afetando a distribuicéo
e 0 comportamento das espécies marinhas.

Aléem disso, as interagcdes entre 0s organismos podem levar a coevolugéao,
onde as espécies envolvidas desenvolvem adaptacbes especificas para melhor se
ajustarem umas as outras. Essas adaptagbes podem incluir mecanismos de
camuflagem, comportamentos de defesa, mudancas na morfologia, sinalizagdes
quimicas e até mesmo mudancas genéticas. A coevolugdo impulsionada por

interacdes ecoldgicas no meio marinho resulta em uma rede complexa de relagbes
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entre os organismos, moldando a diversidade e a estrutura dos ecossistemas
marinhos (CASTRO & HUBER, 2012; FRANCESCHINI, 2010).

Essas interacbes também estdo diretamente ligadas ao potencial
biotecnoldgico dos produtos naturais de origem marinha, ja que a vasta biodiversidade
dos oceanos tem fornecido uma rica fonte de moléculas bioativas que, no contexto
ecologico, agem como mediadoras quimicas nas interacdes bioldgicas entre espécies
(CARNEIRO, 2017; PEREIRA, 2009; RE, 2005).

A ecologia quimica marinha desempenha papel fundamental na identificacdo
e na selecdo de organismos e habitats que sdo promissores para a descoberta de
moléculas de interesse biotecnolégico. Compreender 0s processos ecoldgicos e
interagfes entre organismos marinhos e seu ambiente é essencial para identificar
fontes potenciais desses produtos naturais especializados (PEREIRA, 2009; 2011).

Neste contexto, uma interacdo ecologica de destaque é a bioincrustacao,
processo em que organismos marinhos colonizam e se fixam em superficies solidas.
Ela ocorre devido a interacdes complexas entre organismos incrustantes e as
superficies disponiveis no ambiente marinho. Embora a bioincrustacdo seja uma
resposta natural ao ambiente, ela pode gerar problemas por danificar estruturas
artificiais e equipamentos, além de abrigar espécies invasoras que podem causar
desequilibrios ecolégicos e impactar negativamente as espécies nativas (BIZINELLA
2015; COUTINHO et al., 2020; SILVA, 2004).

No entanto, a natureza oferece solugbes valiosas para lidar com a
bioincrustacao. Organismos marinhos tém desenvolvido ampla gama de mecanismos
naturais para defesa contra a colonizacao de outras espécies, incluindo a producao
de substéncias quimicas bioativas. Muitos organismos marinhos produzem
metabdlitos, como peptideos, terpendides, alcaloides e polissacarideos, que
apresentam propriedades anti-incrustantes, inibindo o assentamento e o crescimento
de organismos incrustantes (OLIVEIRA, 2022; PEREIRA, 2009).

Sumariamente, as interacdes ecoldgicas relacionadas ao processo natural de
bioincrustacado desempenham papel importante nos ecossistemas marinhos. O estudo
dessas interacfes e o potencial biotecnolégico dos produtos naturais de origem
marinha podem possibilitar o desenvolvimento de solu¢des inovadoras para o controle

da bioincrustacg&o na industria maritima (LUIS, 2014).
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2.2 BIOINVASAO, BIOINCRUSTACAO E SEU CONTROLE ATRAVES DE
PRODUTOS NATURAIS DE ORIGEM MARINHA

Espécies ndo nativas, anteriormente denominadas exoéticas, podem passar a
ser consideradas invasoras quando, ao entrarem em um novo ambiente, o dominam,
interferindo na capacidade de sobrevivéncia de outras espécies, se reproduzindo de
forma descontrolada, gerando impactos ambientais, sociais e econémicos, uma vez
gue afetam a biodiversidade preexistente ou nativa.

[...] um ambiente muito degradado estar4 mais suscetivel a invasédo do que
aquele ecologicamente equilibrado. Contudo, é importante ressaltar que é
baixa a probabilidade de uma espécie exdtica sobreviver e, além disso, se
estabelecer em um ecossistema diferente daquele de sua origem. Somente
espécies com caracteristicas invasivas conseguem romper barreiras
fisiolégicas e ecoldgicas, estabelecendo-se em areas distintas da original com
sucesso reprodutivo, crescimento populacional e dispersdo geografica
acelerada (FERNANDES et al., 2012, p. 20).

Tais espécies ndo nativas podem ser introduzidas em novos ambientes de
forma natural, mas, grande parte dos casos de introducao estdo correlacionados a
atividades humanas, devido principalmente a expanséao e globalizacdo do comércio.

Na ldade Moderna, tem-se o exemplo das Grandes Navegacdes, processo de
exploracdo e navegacao do Oceano Atlantico, compreendido entre os séculos XV e
XVI, que contribuiram para a bioinvasdo de espécies através da incrustacdo em
cascos de navios.

Atualmente, a introducédo de espécies ndo nativas de potencial ameaca a
integridade dos ecossistemas aquaticos, estd amplamente relacionada a descarga da
agua de lastro, tida como vetor no processo de bioinvasdo, pelo transporte de
organismos de um lugar a outro do planeta nos reservatérios das embarcacdes de
grande porte — navios (DA SILVA SANTOS, 2018).

O uso de agua armazenada nos grandes navios maritimos para obter maior
estabilidade, ajudar na propulsdo e em manobras, a chamada “agua de
lastro”, € o principal meio de introducdo de organismos marinhos em
ambientes aquaticos, tanto marinhos como de agua doce. Em todo o mundo
sao transferidas anualmente cerca de 12 bilhdes de toneladas de “agua de
lastro”, que transportam aproximadamente 4.500 espécies diferentes. No
Brasil, aproximadamente 95% de todo o comércio exterior é feito por via

maritima e estima-se que 40.000 navios visitem o0s portos brasileiros
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anualmente, deslastrando 40 milhdes de toneladas de agua por ano (SILVA
& SOUZA, 2004 apud DE OLIVEIRA et al., 2004, p.2).

Figura 2 - Navio deslastrando dgua contendo organismos em varios ciclos de vida, enquanto é
carregado com mercadorias.
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FONTE: FERNANDES et al. (2012, p. 22).

Conhecido como mexilhdo dourado, o bivalve invasor Limnoperna fortunei é
originario da cabeceira do rio Leste, terceiro maior da China, mas foi introduzido no
estuério do rio da Prata pela agua de lastro oriunda de navios, durante o transporte
maritimo. No sul do Brasil, sua ocorréncia foi registrada na Bacia do Lago Guaiba
(RS), noinicio de 1999, mas, jA em 2004 foi observada no reservatério de Barra Bonita
(SP), rio Tieté (DA SILVA et al., 2008; MANSUR et al., 2003), constituindo evidéncia
do grande potencial de disperséo pelo sistema hidroviario nacional e adaptabilidade
da espécie, fator de risco para a biodiversidade aquética brasileira.

Em 2001, a hidrelétrica de Itaipu relatou potenciais impactos a geracdo de
energia relacionados ao mexilhdo dourado e seu processo de incrustagcdo, causados
pela obstrucdo de tubulagbes e equipamentos em suas instalacoes.

Devido as caracteristicas séssil, gregéaria e grande capacidade de proliferacéo
do bivalve ao longo do reservatorio, langcou-se mao de diversos testes, em escala
experimental, de medidas de controle (quimicas e fisicas) da espécie, tendo por
objetivo avaliar a eficiéncia e a viabilidade de implantacdo na Central Hidrelétrica em
situacdes emergenciais (ITAIPU BINACIONAL, 2001).

Pode-se definir a bioincrustagdo como o processo pelo qual organismos

marinhos, como animais, micro- e macroalgas, colonizam e crescem em superficies
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submersas (COUTINHO et al., 2020). Este processo ocorre de forma natural no
ambiente, gerando beneficios para os organismos envolvidos, pois pode fornecer
protecdo contra predadores, suporte fisico e acesso a alimentos.

Entretanto, a bioincrustacdo representa transtornos quando relacionada a
estruturas artificiais como cascos de navios, estruturas de aquicultura e equipamentos
de energia subaquaticos (DA GAMA et al., 2009).

Figura 3 - Representagdo esquematica do processo de bioincrustagéao.
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FONTE: Adaptada pela autora, a partir de MARTIN-RODRIGUEZ et al. (2015, p.2).

Em substratos artificiais, a bioincrustacdo pode gerar problemas como
aumento da resisténcia hidrodindmica, reducdo da eficiéncia do combustivel
geracao de danos estruturais, fatos que tornam seu controle essencial para minimizar

esses transtornos, podendo ser realizado por meio de produtos quimicos.

Para algas e animais sésseis, todo substrato sélido pode significar um
possivel local de fixagdo. [..] Para o bioma aquatico, significa uma
possibilidade de habitat, para a inddstria, pode significar deterioracdo do
material e prejuizos diversos, como aumento do peso, arrasto, perda de
eficiéncia dos motores e maior consumo de combustivel. A industria nautica
enfrenta esse problema, principalmente, em embarcacdes de recreio e de
servico as quais permanecem, por tempos longos, em meio aquatico
(BIZINELLA, 2015, p.8).

O tributilestanho (TBT) € uma substancia quimica que foi muito utilizada em
tintas anti-incrustantes para prevenir o crescimento de organismos marinhos nos
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cascos de navios e outras estruturas submersas. Todavia, ela é extremamente toxica
a vida marinha, e sua liberacdo no ambiente tem sido associada a uma série de
problemas ambientais, incluindo: efeitos nocivos sobre organismos marinhos como
moluscos, crustaceos e peixes, que podem sofrer deformacgfes, danos ao sistema
nervoso e morte; acumulo de TBT na cadeia alimentar, com consequéncias
potencialmente graves para a saude humana; contaminacao do sedimento marinho e
da 4gua, o que pode levar a mudancas na composi¢cao da comunidade bioldgica e na
qualidade da agua (DA GAMA & PEREIRA, 1995).

Como resultado desses agravantes, a proibicdo do uso do TBT em tintas anti-
incrustantes tem se tornado uma tendéncia global, com seu uso regulamentado em
muitos paises. No entanto, a remoc¢ao de TBT de ambientes marinhos pode ser dificil
e onerosa, e os efeitos da exposicdo ao mesmo podem ser duradouros (OLIVEIRA,
2019).

Em 2005, o Brasil proibiu o uso do tributilestanho em embarcac6es menores
e restringiu 0 seu uso em embarcacdes de maior porte, com o objetivo de proteger a
saude humana e o meio ambiente. A Agéncia Nacional de Transportes Aquaviarios
(ANTAQ) é o 6rgéao responsavel por fiscalizar o cumprimento dessas regulamentacdes
(CONAMA, 2005).

Atualmente, ha varias opcdes de anti-incrustantes quimicos disponiveis no
mercado, incluindo opcbes baseadas em metais, como o cobre e 0 zinco, e opgdes
biocidas, como o Irgarol e Diuron (ROJAS, 2019).

Anti-incrustantes a base de cobre e zinco funcionam liberando ions destes
metais na agua, que inibem o crescimento de organismos marinhos na superficie da
embarcacao. No entanto, o uso excessivo destes pode levar a contamina¢cado da agua
e ter efeitos nocivos em organismos nao-alvo, como algas, mexilhbes e outros
invertebrados marinhos, levando & morte ou causando danos ao seu desenvolvimento
(CASTRO et al., 2011).

Opcdes biocidas, como os herbicidas Irgarol e Diuron, agem de forma
diferente, interferindo na capacidade dos organismos de realizar a fotossintese.
Contudo, assim como as opg¢les a base de metais, esses metabolitos podem ser
prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana se forem usados em excesso (ibid.).

Alternativas mais seguras e sustentaveis estdo sendo desenvolvidas,
incluindo os biolubrificantes, produtos biodegradaveis feitos a partir de 0leos vegetais

ou animais, mas que ainda geram preocupac¢fes quanto ao impacto desses
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metabdlitos na ecologia marinha. Ainda assim, essas alternativas sdo mais caras e
podem néo estar amplamente disponiveis no mercado (OLIVEIRA, 2019).

Produtos naturais de origem marinha tém sido investigados como alternativas
aos biocidas sintéticos para o controle da bioincrustacado. Esses produtos incluem
metabolitos derivados de algas, esponjas, cnidarios e bactérias marinhas, que
apresentam atividades antimicrobianas e anti-incrustantes (COUTINHO et al., 2020).

A potencialidade biotecnologica dos terpendides de macroalgas
marinhas conhecida hoje vem se constituindo desde os primeiros
estudos de bioprospeccao realizados com esses organismos [...] As
macroalgas marinhas produzem anti-incrustantes para evitar o0s
efeitos adversos de organismos incrustantes sobre elas, os mesmos
organismos cuja acdo as tintas anti-incrustantes combatem, por
exemplo, no casco de embarcagfes (PEREIRA, 2020, p.453).

A fim de investigar o potencial anti-incrustante de produtos naturais marinhos,
Da Gama e colaboradores (2008) testaram extratos e substancias isoladas de 42
algas distribuidas ao longo da costa brasileira, constatando que, entre estes, 0s
relativos as algas do filo Rhodophyta apresentaram elevada capacidade em inibir o
processo de incrustacao, seguidas do filo Ochrophyta.

Substancias naturais podem atuar como repelentes, impedindo a adeséo de
organismos marinhos as superficies submersas, ou como biocidas, sendo letal as
espécies incrustantes. Além disso, eles tém o potencial de serem menos toxicos para
0 meio ambiente do que o0s biocidas sintéticos, uma vez que ja existiram vias naturais
para que sejam degradados (COUTINHO et al., 2020). No entanto, ha desafios no
desenvolvimento e aplicacdo desses produtos naturais, como a identificacdo e a
producdo em larga escala de metabdlitos eficazes, a formulacéo e estabilidade dos
produtos, e a avaliacdo da seguranca ambiental.

Em suma, a bioincrustacdo em substratos artificiais € um problema comum
em ambientes marinhos, e os produtos naturais de origem marinha apresentam-se
como alternativa mais segura e sustentavel aos biocidas sintéticos para fins anti-
incrustantes. Contudo, mais pesquisas S0 necessarias para aprimorar a
compreensao dos metabolitos naturais bioativos e seus mecanismos de acdo, bem
como para avaliar sua eficacia e seguranca ambiental em diferentes aplicaces e

condi¢cbes ambientais diversificadas.
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2.3 MACROALGAS COMO FONTE DE METABOLITOS DE INTERESSE
BIOTECNOLOGICO

Pesquisas em biotecnologia marinha tém crescido consideravelmente nos
altimos anos, impulsionadas pela grande diversidade de organismos presentes nos
oceanos e pelos potenciais beneficios que estes podem oferecer a industria, saude e
meio ambiente (CARROLL et al., 2022; OLIVEIRA, 2022). Entre os organismos de
interesse, destacam-se as macroalgas marinhas, consideradas fontes ricas em
produtos naturais com propriedades Unicas e potencial terapéutico. Tidas como
recurso renovavel mais importante dos ecossistemas marinhos e costeiros, sado
organismos produtores primarios que atuam como base da cadeia trofica
desempenhando um papel fundamental na estrutura, funcionamento e equilibrio
ecolégico (YONESHIGUE-VALENTIN, 2010).

As macroalgas que compdem a comunidade bentbnica (individuos
dependentes de substratos marinhos, consolidados ou ndo, mesmo que nao tenham
todo seu ciclo de vida fixo a estes substratos) podem ser encontradas desde a faixa

litor&nea infralitoral, assim como mesolitoral até a supralitoral (ibid).
Dentre os organismos marinhos presentes nos oceanos e regido litoranea, as
macroalgas ocorrem praticamente sob todas as condi¢cdes ambientais,
porém, sdo encontradas em abundancia em ambientes aquaticos, onde
desempenham o papel de base da cadeia alimentar, além de realizarem
fotossintese (LEE, 1999 apud WANKE, 2018, p.29).

Individuos de habitos predominantemente aquaticos, as macroalgas sao
organismos multicelulares que se desenvolvem em agua doce, salobra ou salgada.
Apresentando-se como organismos fotossintéticos, sdo cruciais para a producéo de
oxigénio e regulagdo do clima, j& que absorvem dioxido de carbono da atmosfera e o
armazenam em suas células (YONESHIGUE-VALENTIN, 2010). Constituem-se
tipicamente por talo ndo diferenciado em raiz, caule e folhas, seja ele um filamento,
lamina ou talo de grande porte (kelp). Este talo pode se apresentar na forma de estipe:
estrutura similar ao caule, responsavel pela sustentacdo (em algumas espécies) e
fixacdo ao substrato; ou na forma de grampo, semelhante as raizes, que fixa o talo no
substrato, sem funcdo de transporte de nutrientes (DE REVIERS, 2008;
FRANCESCHINI et al., 2010; YONESHIGUE-VALENTIN, 2010).

Conhecidas por sua variedade de formas, tamanhos e cores, as macroalgas

marinhas vém sendo utilizadas em diversos campos como na alimenta¢cdo humana e
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animal, producdo de fertilizantes, composicdo de farmacos e cosmeéticos, e como
bioindicadores de poluicdo ambiental (SALOMON & FISTAROL, 2020).

As macroalgas marinhas podem ser classificadas em trés grandes grupos em
funcdo do tipo de material de reserva e de pigmentos presentes em suas ceélulas
(GUIRY et al., 2022).

Correspondentes ao filo Rhodophyta, as macroalgas vermelhas apresentam
clorofilas a e c, as ficobiliproteinas R-ficoeritrina e R-ficocianina, e normalmente
grandes quantidades dos carotenoides betacaroteno, luteina e zeaxantina. As
designadas como verdes, filo Chlorophyta, possuem clorofilas a e b e carotenoides, ja
as algas pardas, filo Ochrophyta (Classe Phaeophyceae), possuem, como as
rodoficeas, clorofilas a e ¢ e carotenoides, com predominancia de fucoxantina, que
Ilhes confere a cor marrom tipica (SALOMON & FISTAROL, 2020).

Macroalgas marinhas sdo ricas em metabdlitos bioativos, como
polissacarideos, proteinas, vitaminas e minerais, que podem ser utilizados em
diversas aplicacdes. Por exemplo, o acido alginico, um polissacarideo encontrado em
macroalgas marrons, é usado como agente gelificante em alimentos e produtos
farmacéuticos. Além disso, o carotenoide astaxantina, presente em algumas espécies
de macroalgas vermelhas, € um potente antioxidante e tem sido utilizado em produtos
cosmeéticos para prevenir o envelhecimento da pele (ALMEIDA, 2014; DOS SANTOS,
2023; GUARATINI 2008).

De acordo com Thompson e colaboradores (2020), levantamentos recentes
apontam para a existéncia de mais de 3.000 metabdlitos secundarios isolados de
macroalgas marinhas em todo o mundo, com as espécies de cada filo (Chlorophyta,
Ochophyta e Rhodophyta).

Entre as diversas aplicacdes de metabdlitos bioativos provenientes destes
organismos, tem-se como exemplo o potencial inibitério do crescimento de bactérias
Gram-positivas, Bacillus cereus e Staphyloccocus aureus, e de Gram-negativas,
Pseudomonas fluorescens e Eicherichia coli, por polissacarideos extraidos da
macroalga vermelha Pterocladia capillacea e da macroalga parda Dictyopteris
membranacea (THOMPSON et al., 2020).

Terpendides isolados a partir de extratos de Laurencia dendroidea
apresentaram atividade antileishmania contra a forma promastigota de Leishmania
amazonenses (MACHADO et al., 2009)
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Em relacéo aos ficocoloides, o agar, extraido de diversos géneros e espécies
de algas marinhas vermelhas, continua a ser o meio ideal para a cultura e selecéo de
hospedeiros microbiologicos na engenharia genética, assim como na cultura de
tecidos in vitro (FERREIRA, 2015; SANTOS & COSTA, 2013).

2.4 Laurencia dendroidea J. AGARDH (RHODOPHYTA, RHODOMELACEAE)

Tém-se no complexo Laurencia um exemplo tipico de espécies com
capacidade de se desenvolver e se manter em ambientes variados. As espécies deste
complexo sdo encontradas desde regides tropicais a temperadas do globo terrestre,
crescendo em ambientes que vao da faixa inferior da regido entremarés até o
infralitoral®, tanto em costées rochosos quanto em ambientes recifais (FUJII &
SENTIES, 2005; GERLING, 2016).

Figura 4 - Zonagdo em costfes rochosos.
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Infralitoral

FONTE: Adaptado de GERLING, 2016 por SALMAZO et al. (2018, p.34).

O complexo Laurencia abrange espécies de ampla distribuicdo em todo o

mundo, incluindo atualmente oito géneros: Laurencia Lamouroux, Osmundea,

8 Regido entremarés: também conhecida como intertidal, faz parte da zona Mesolitoral, ficando exposta
na maré baixa e submersa na maré alta. Infralitoral: zona permanentemente submersa, onde se
encontram espécies que nao toleram dessecacao (SALMAZO et al., 2018, p.33).
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Chondrophycus, Palisada, Yuzurua, Laurenciella, Coronaplycus e Ohelopapa
(ROSSEAU et al., 2017 apud WANKE, 2018, p.29).

Nos ultimos anos, a biotecnologia marinha tem explorado as propriedades das
macroalgas a fim de gerar novos produtos e servi¢gos, como por exemplo, a produgéao
de biocombustiveis, cosméticos, suplementos alimentares, farmacos e materiais de
aplicacao na industria naval.

Dentre os variados recursos naturais marinhos de responsabilidade e direito
de usufruto da nacgéo brasileira, ttm-se a macroalga Laurencia dendroidea J. Agardh
(1852). Organismo bentdnico encontrado por quase toda a costa nacional (figuras 5 e
6), como consta no Sistema de Informacé&o sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr)#,
esta macroalga pertence ao filo Rhodophyta, que engloba as macroalgas comumente
denominadas vermelhas devido a predominancia de pigmentos em suas estruturas

que refletem tal cor.

Figura 5 — Aspecto geral de Laurencia dendroidea.

FONTE: GEPRONAS — UFSC, s.d.

4 Plataforma online que integra dados e informacdes sobre a biodiversidade e os ecossistemas
brasileiros de diferentes fontes, fornecendo subsidios para a gestdo governamental relacionada a
conservacgao e uso sustentavel (BRASIL — SiBBr, 2015)
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Esta espécie de macroalga vermelha tem por caracteristica formar talos
marrom-purpura ou violeta-esverdeados, com 4 a 20 cm de altura e localidade tipo no
Brasil (CASSANO et al., 2012; DE OLIVEIRA, 2015).

Figura 6 - Esbogo dos 171 registros de ocorréncia de L. dendroidea pelo Brasil, de
acordo com o SiBBr.

FONTE: BRASIL — SiBBr, 2015.

Possui grande potencial biotecnoldgico, devido a presenca de uma variedade
de metabolitos secundarios bioativos. Entre tais metabolitos, tém-se os
sesquiterpenos, terpendides dominantes entre as macroalgas vermelhas,
particularmente em espécies de Laurencia, um género com mais de uma centena de
especies, distribuidas em regides marinhas costeiras temperadas e tropicais de todo
o mundo (GUIRY et al., 2022).

A seguir, tem-se a classificacao taxonémica da alga Laurencia dendroidea, de
acordo com o Catalogo Taxonémico da Fauna do Brasil e Lista da Flora do Brasil
(CTFB), constante no SiBBr (BRASIL, 2015) e Guiry et al. (2022).
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Classificacao Taxondmica

Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Filo Rhodophyta
Subfilo Eurhodophytina
Classe Florideophyceae
Subclasse Rhodymeniophycidae
Ordem Ceramiales
Familia Rhodomelaceae
Género Laurencia J.V. Lamouroux

Espécie Laurencia dendroidea J. Agardh

Em relacdo aos metabdlitos destas macroalgas, algumas espécies do género
Laurencia apresentam inclusbes em suas células corticais e tricoblastos,
denominadas corpos em cereja (corps en cerise). A presencga ou auséncia destes, sua
quantidade por célula e tamanho podem ser tomados como um carater taxonémico
(DE OLIVEIRA, 2015; FUJI et al., 2012; MASUDA et al., 1996 apud LEAL, 2007).

Figura 7 - Corps en cerise (CC) em Laurencia dendroidea.(a)Corte longitudinal de ramo mostrando um
CC por tricoblasto e até trés CC em células corticais.(b)Células corticais em vista superior mostrando
um (dois-trés) CC por célula.

FONTE: FUJII et al. (2012, p.8).

Estas estruturas especializadas sédo sugeridas como locais de biossintese ou
armazenamento de metabdlitos secundarios halogenados, biossintetizados por
espécies de Laurencia, havendo necessidade de isolamento destes corpos por
membranas devido a natureza autotoxica de seu conteudo (SUDATTI et al., 2008).

Estudos comprovam que tais estruturas possuem canais de comunica¢cao com

a superficie celular, que conectam os corpos em cereja ao citoplasma periférico da
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célula, por meio do qual o contetdo destas se difunde pela parede celular em direcéao
a superficie da macroalga. A liberacdo dos metabdlitos destes corpos tem finalidade
ecoldgica de defesa (PARADAS et al., 2010).

Metabdlito secundario isolado também a partir de L. dendroidea, o terpendide
obtusol corresponde a um diterpeno com propriedades antibacterianas e antitumorais
(BARCELLOS MARINI et al.,, 2018). Estudos sugerem que o obtusol também
apresenta atividade larvicida contra Aedes aegypti. Além disso, este metabdlito
também possui atividade antioxidante e anti-inflamatéria (SALVADOR-NETO et al.,
2016).

Outro metabdlito de interesse biotecnolégico produzido por L. dendroidea que
se destaca é o elatol, um sesquiterpendide bromado com atividade antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatdria e anti-HIV (GODARTH, 2017; GRESSLER, 2011). O
elatol também tem sido investigado como agente no controle de biofilmes microbianos
em sistemas aquaticos (DA GAMA, 2008).

Figura 8 — Estrutura quimica do elatol, metabdlito secundério isolado a partir da macroalga
Laurencia dendroidea.

HO,
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Cl
FONTE: DOS SANTOS et al., 2010.

Este metabdlito é encontrado em maior abundéncia em algumas espécies de
macroalgas marinhas do filo Rhodophyta, incluindo o género Laurencia (PEREIRA et
al., 2003), que produzem o elatol como parte do seu sistema de defesa contra
herbivoros e outras formas de predacdo. Tem-se langado mao deste viés ecologico
para a investigacéo de potenciais aplicagdes biotecnologicas.

A prospeccéo anti-incrustante relacionada a L. dendroidea tem sua vez devido
a capacidade que esta espécie possui de produzir metabdlitos que inibem o
crescimento de biofilmes em sua superficie, abrindo possibilidades para a aplicagéo
deste potencial em superficies submersas artificiais, prevenindo a formacgédo de
incrustacbes em equipamentos e estruturas submarinas, otimizando processos

através da exploragéo responsavel dos recursos marinhos.
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3 JUSTIFICATIVA

Organismos incrustantes sdo um problema grave para a industria naval, uma
vez que seu assentamento em massa pode levar a obstrucdo das tubulagcbes e
reducdo do desempenho de embarcacdes e plataformas. A fim de evitar este
problema, séo utilizados anti-incrustantes quimicos que podem ter efeitos negativos
no meio ambiente, contaminando cursos d’agua e prejudicando organismos marinhos.

O preocupar-se crescente com a sustentabilidade e a prote¢cdo do meio
ambiente tem impulsionado a busca por produtos naturais marinhos com potencial
para combater a bioincrustacado. A utilizacdo de anti-incrustantes quimicos é altamente
regulamentada e muitos desses produtos foram banidos em varios paises devido aos
seus impactos negativos na saude humana e no meio ambiente. Nesse contexto,
produtos de origem natural sdo vistos como uma alternativa promissora, pois eles
podem representar menor toxicidade e impacto ambiental.

Sendo assim, estudos com enfoque na aplicabilidade de produtos naturais
marinhos no combate a bioincrustacao se justificam pelos impactos negativos dos
anti-incrustantes quimicos ao meio ambiente e pela necessidade de se encontrar
formas mais sustentaveis com implicacfes positivas para a economia e para a
industria naval, procedendo tal busca de forma responsavel e sustentavel, levando em
consideracdo os impactos ambientais do processo e buscando contribuir para a

preservacao dos recursos marinhos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade natural da macroalga Laurencia dendroidea (J.Agardh,
1852), coletada em cinco locais distintos da costa brasileira, de inibir o processo de

bioincrustacao marinha.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o A partir de extratos organicos da macroalga L. dendroidea de cinco localidades
distintas, investigar potencial de inibir o processo de bioincrustacdo marinha, ao
refrear a fixagdo por filamentos de bissos de mexilhdes Perna perna;

o Avaliar se ha diferenca na fixacdo por filamentos de bissos entre mexilhdes P.
perna expostos a extratos distintos obtidos a partir de L. dendroidea coletada em cinco
locais da costa sudeste brasileira, ao final de 24h;

o Identificar a presencga de gametas produzidos por mexilhdes P. perna, dentro
de cada tratamento, ao final das 24h;

o Avaliar se ha mortalidade dos organismos incrustantes, ap0s contato com cada

tratamento, ao final de 48h.
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5 HIPOTESE

Macroalgas Laurencia dendroidea de localidades distintas podem, a

concentracéo natural, exibir diferentes potenciais de atividade anti-incrustante.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DAS AMOSTRAS ALGACEAS

Para avaliar a atividade da macroalga L. dendroidea em relagéo ao processo
de incrustacdo por organismos marinhos, foram realizadas anélises com seu extrato
organico.

Os extratos foram cedidos pela Dr2 Angélica Ribeiro Soares, Grupo de
Produtos Naturais de Organismos Aquéticos (GPNOA), NUPEM, Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Campus Macaé-RJ, sendo que a coleta dos
exemplares da espécie L. dendroidea, classificados neste estudo como AZED, BISC,
FORN, MANG E VERM, se deu em cinco diferentes localidades, de acordo com a
tabela 1.

Tabela 1 - Locais de coleta das amostras de L. dendroidea. Adaptado de MACHADO, 2014.

CODIGO LOCAL DE COLETA COORDENADAS Ao
AZED Praia Azeda—BL'J(zFi;‘)]?-Rio de Janeiro 22°44033.6" S, 41°52055.6" O 2011
poo | A SSHAIS  ooirs ouaeosr0 s
copy | do Fgemjoa'ﬁéirfga('%f; Cabo-RIO  9258003.3" S, 42°00056.2° 0 0.
MANG Praia Manggg‘nﬁgs('sg ra- Espinito  54011013.9"s, 040°11025.4" O 2010
VERM Praia Ver\]'gﬁg‘if‘c;'?g?;ty'Rio de  53°11035.0" S, 044°38039.0" O So11

O processo ao qual o material algaceo foi submetido, a fim de se obter os
extratos organicos relativos ao local de coleta de cada amostra de L. dendroidea em
estudo, foi realizado e descrito por Machado (2014). Sendo Diclorometano (DCM) o
solvente utilizado para a extragcdo do material, o rendimento dos extratos em relacéo
ao peso seco das algas correspondentes a cada localidade amostrada, esta exposto
na tabela 2.

Ocorrendo ao longo da costa brasileira, a espécie L. dendroidea habita tanto

zonas entremarés quanto o infralitoral raso. Trabalhos recentes sugerem que
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diferentes perfis quimicos podem estar presentes, nesta espécie, de acordo com o

local de coleta (MACHADO et al., 2016, p.1).
O material algaceo referente aos extratos AZED, BISC, FORN, MANG e

VERM, deste estudo, teve sua caracterizacdo quimica explorada e descrita por
Machado e colaboradores em 2016.

Tabela 2 - Rendimento de extrato orgénico em relacdo ao peso seco de L. dendroidea coletada em
localidades distintas. Adaptado de MACHADO, 2014.

CODIGO PESO SECO (g) EXTRATO BRUTO (g) RENDIMENTO
AZED 27,46 0,35 1,27%
BISC 476,78 12,84 2,69%
FORN 168,67 3,13 1,86%
MANG 422,63 14,97 3,54%
VERM 111,20 2,50 2,25%

Os perfis quimicos das amostras foram obtidos por espectrometria de massa
por cromatografia em fase gasosa® (GC/MS, sigla em inglés) e, através da andlise
espectroscopica dos estratos organicos brutos fracionados e metabdlitos isolados,
houve a caracterizacdo de 15 metabdlitos (figura 8), entre as quais apenas 4 foram
observados em todas as amostras de L. dendroidea em estudo, sendo eles o
sesquiterpeno triquinano (1), acido hexadecanodico (3), colesterol (10), e (E)-2-

tridecilheptadecenal (11).

Figura 9 - Substancias caracterizadas a partir da analise espectroscépica dos extratos
organicos brutos de L. dendroidea e substancias isoladas
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FONTE: MACHADO et al., 2016.

5 Método analitico que combina os recursos da cromatografia em fase gasosa e espectrometria de
massa para identificar substancias diversas de forma especifica em uma amostra (CHIARADIA et al.,
2008, p.623).
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Em se tratando de metabdlitos de interesse biotecnoldgico, as areas relativas

de sesquiterpenos, em cada exemplar relativo ao local de coleta da macroalga,

obtidas pela média de amostras individuais por Machado e colaboradores (2016),

estdo apresentadas na tabela 3 (estruturas quimicas na figura 9).

Tabela 3 - Teor relativo de sesquiterpeno expresso como area percentual do pico do metabdlito
obtido por analise GC/MS de extratos de L. dendroidea de localidades distintas. Adaptado de
MACHADO et al., 2016.

METABOLITOS

LOCAIS DE COLETA

Azeda Biscaia Forno Manguinhos Vermelha
Triquinano (1) 6,18+0,17 23,95+0,27 18,52+0,79 1,27 +0,04 19,08 £ 0,68
10-Bromochamigrano-
3.7(14)-dieno-9-ol (2) ND ND 0,80+0,12 2,75+0,88 ND
Dendroidiol (4) ND ND 11,13+0,34 8,58+0,35 ND
Nidificeno (5) ND ND ND 1,32 £ 0,58 ND
Obtusano (6) ND 1,39+0,12 3,72+042 0,97 £0,07 0,38 + 0,02
Cartilagineol (7) ND ND 0,33+0,03 3,28 £ 0,20 ND
Rogiolol (8) ND ND ND 11,97+0,78  ND
Obtusol (9) ND 11,80+0,31 18,71+0,83 23,74+1,78 0,37 £ 0,01
Isoobtusol (12) 0,72 £ 0,02 ND 0,07 £ 0,01 ND ND
Elatol (13) 51,57 +2,17 2537+0,16 ND ND 23,15+0,82
Dendroidone (14) ND 1,50+0,11 ND ND ND
Desbromo-elatol (15) ND ND ND ND 6,57 £ 0,46
Total de sesquiterpenos 3 5 7 8 5

identificados

ND = Nao Detectado

Valores correspondem a média + SD, N = 15.

6.2 COLETA DOS ORGANISMOS MARINHOS INCRUSTANTES

O organismo marinho incrustante utilizado como modelo para este ensaio em
laboratorio foi o mexilhdo Perna perna (LINNAEUS, 1758), espécie de grande
importancia para os ambientes em que habita, jA que estrutura a comunidade em
litorais rochosos, sendo bioatratora de diversidade (FREITAS & VELASTIN, 2010).

Foi descrita na literatura como eficiente método para determinacdo do
potencial anti-incrustagao de diferentes extratos, uma vez que estes organismos sao
frequentemente encontrados associados a algas (ALFARO et al.,, 2004 apud DA
GAMA et al., 2008; DAVIS & MORENO 1995; EYSTER & PECHENIK 1988; LASIAK
& BARNARD, 1995; PETERSEN, 1984).

Coletados durante maré baixa no Costao rochoso da Praia Grande, Arraial do
Cabo-RJ, coordenadas 22°97°'67.22” S, 42°03'50.14” O (figura 10), os mexilhdes
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foram posteriormente transportados para laboratorio, no Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM), também em Arraial do Cabo, e mantidos em

tanques de 20 L para aclimatacdo, com &gua do mar a 22°C e aeracao constante,
durante 12 horas.

Figura 10 - Local de coleta dos individuos incrustantes, no banco natural do mexilhdo Perna perna,
pelo costdo rochoso da Praia Grande, Arraial do Cabo — RJ (22°97°'67.22” S, 42°03'50.14” O).
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FONTE: GOOGLE EARTH PRO, 2023.

Apés a aclimatacao, procedeu-se cuidadosamente com a higienizacdo dos
organismos para que estes fossem desagregados e limpos de estruturas de fixacao
(filamentos de bissos®) e epifitas anteriores ao estudo, permanecendo em observacgéo
para a selecdo dos exemplares que apresentassem carater exploratério de procura
por local de assentamento através da exposicdo do seu pé muscular, como exposto
na figura 11a.

6 Feixes de filamentos pelos quais moluscos bivalves fixam-se ao substrato (CARVALHO, 2022).
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Figura 11 - (a) Mexilhdes Perna perna expondo pé muscular para exploracao do substrato. (b)
Mensuragdo do tamanho de concha de individuo desagregado e limpo.

FONTE: AUTORA, 2023.

Espécimes juvenis de P. perna de aproximadamente 1,5 a 3,0 cm de
comprimento de concha foram selecionados e distribuidos entre as réplicas de cada
um dos tratamentos, posteriormente ao periodo de aclimatacdo e limpeza, de forma
que cada placa de Petri contivesse trés exemplares, sento utilizados 210 individuos
por ensaio. Ao final do estudo, os mexilhdes ainda viaveis foram devolvidos ao local

de coleta.
6.3 MONTAGEM DO ENSAIO L. dendroidea x P. perna

A metodologia deste estudo anti-incrustagdo foi adaptada a partir dos
trabalhos ja publicados de Da Gama et al. (2003, 2008) e Ina et al. (1989), com ensaio
instalado no Laboratério de Produtos Naturais do IEAPM.

Determinou-se o Diclorometano (DCM) como solvente na preparacdo das
solugdes tratamento, uma vez que este foi utilizado no processo de extracdo do
material algaceo (MACHADO, 2014).

Como controle positivo, foi utilizado sulfato de cobre (CuSO4) a concentracao
de 15puM/mL de DCM (DA GAMA, 2003), por compor biocidas usualmente
empregados em tintas anti-incrustantes comerciais. Ja o controle negativo foi
composto apenas por solvente, sem adi¢cdo de concentrados.

A incorporacdo das solucdes nos discos se deu em capela e, assim que
evaporado o solvente, cada placa de Petri contendo disco tratado recebeu um

adicional de 12mL de &gua do mar.
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Figura 12 — llustracdo esquematica do ensaio L. dendroidea vs. P. perna, com distribuicdo dos
mexilhdes entre réplicas controle e extratos organicos brutos a concentracéo natural de L. dendroidea
de localidades distintas.

Extratos L. dendroidea

AED So So So S0 &0 & & & & &
BISC o o3 o3 o3 o3 ¢35 ©3 ¢3 3 o3
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FONTE: AUTORA, 2023.

ApoOs a incorporacdo e secagem dos discos, 0s organismos marinhos
incrustantes foram dispostos de 3 em 3 entre as réplicas de cada um dos tratamentos,
sendo eles: Controle Positivo — CuSOa4, Controle Negativo — CTR Negativo, e os
tratamentos referentes aos locais de coleta das algas (tabela 1), correspondendo a
Praia Azeda — AZED, Enseada do Biscaia — BISC, Praia do Forno — FORN, Praia de
Manguinhos — MANG e Praia Vermelha — VERM, resultando em 70 placas de Petri
contendo disco de papel filtro tratado e Agua do mar. Este momento foi considerado
como hora zero.

J4 em contato com os tratamentos, os mexilhes foram mantidos em
condigcbes ambientes de luminosidade e temperatura, a fim de se expressar a

atividade natural de exploracéo e fixacdo em substratos.

6.3.1 Concentracdo Natural dos extratos organicos

A fim de simular os espécimes da alga em estudo, discos de papel filtro,
dispostos em placas de Petri vitreas de 60mm x 15mm, foram utilizados como

substrato artificial.
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Com 5cm de didametro e pesando em média 0,14g, os discos foram
incorporados com 500uL de solugéo tratamento, volume suficiente para embeber toda
a area do substrato. Ao todo teve-se 7 tratamentos, sendo 5 referentes aos extratos
correspondentes as localidades de coleta de L. dendroidea e 2 aos controles positivo
e negativo.

As solucbes a base de extrato organico bruto foram preparadas a
concentracdo natural [mg/mL] relativa ao rendimento de extracdo [%] de L.
dendroidea, coletada em diferentes locais, utilizada neste estudo (tabelas 2 e 4),
calculadas pela equivaléncia do extrato em peso seco de alga em relacdo ao peso
seco do disco de papel filtro.

O volume de DCM utlizado na solubilizacdo de cada concentrado
correspondeu a 8mL, calculado com sobressaléncia a fim de garantir a concentracao
natural necessaria até o fim da incorporacdo em cada um dos 10 discos de seus

respectivos tratamentos, mesmo com a volatilidade tipica do solvente.

Tabela 4 - Concentra¢gdes naturais dos extratos organicos brutos referentes a cada amostra de L.
dendroidea de localidades distintas, calculadas com base no rendimento de extracdo e relacionadas
a0 peso seco dos discos de papel filtro, por mL de DCM.

EXTRATO BRUTO CONCENTRAGAO NATURAL [mg/mL] *
AZED 25,551
BISC 53,808
MANG 70,795
FORN 37,197
VERM 45,007

*Para cada 1g de papel filtro.

6.3.2 Atividade anti-incrustante e Mortalidade

A contabilizac&o das estruturas de fixacdo produzidas e presenca de gametas
por réplica (figura 13) se deu em 24 horas apds exposicdo dos mexilhdes aos
tratamentos, momento considerado como hora 24. A presenca de gametas,
contabilizada visualmente, foi tomada como possivel indicativo de estresse ou
resposta positiva ao ambiente.

Finalizados os procedimentos das primeiras 24h, os mexilhdes foram
transferidos e acondicionados em recipientes vitreos com agua do mar a 22 °C, por
mais um dia (hora 48), para checagem de nova presenca de gametas e possivel

mortalidade relacionada a exposi¢cdo dos mexilhdes as substancias em teste. Tal
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toxicidade foi mensurada por analise visual levando em consideracdo a resposta ao

toque, valva aberta e perda tecidual dos mexilhdes P. perna (figura 14).

Figura 13 - (a) Perna perna e seus filamentos de bissos fixados em concha de outro individuo.(b)
Presenca de gametas (coloracdo alaranjada) observada a olho nu.

Pl

i

FONTE: AUTORA, 2023.

Figura 14 - Critérios para avaliacdo visual da mortalidade dos mexilhdes. (a) Réplica apresentando
individuos com perda tecidual. (b) Individuo da esquerda com valva aberta em demasia, enquanto
individuo da direita ainda viavel. (c) Réplica com Individuos viaveis.

FONTE: AUTORA, 2023.

6.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram obtidos a partir de dois experimentos independentes,

contendo 10 réplicas por tratamento, sendo 3 individuos incrustantes por réplica.



42

Transcorridas 24 horas de contato com os discos tratados, a condi¢cdes de
temperatura e luminosidade semelhantes ao ambiente natural, a avaliacdo da
atividade anti-incrustante dos extratos de L. dendroidea foi feita por meio da contagem
total de filamentos de bissos produzidos por réplica pelos mexilhdes submetidos a
cada tratamento, podendo eles estarem fixados nos filtros, paredes das placas ou nas
conchas de outros mexilhdes.

Os dados biologicos foram registrados em planilhas Excel® e posteriormente,
utilizando-se o programa GraphPad Prism versdo 9 para Windows® (GRAPHPAD,
2023), submetidos a testes de normalidade e comparacdo por meio da analise de
variancia.

Mediante Teste de Kruskal-Wallis (Teste de Dunn a posteriori para multiplas
comparagoes; a = 0,05), quando constatado carater ndo paramétrico de distribuicao
dos dados, e analise de variancia de fator Unico - One way ANOVA - (Teste de Tukey
a posteriori para multiplas comparagdes; a = 0,05), quando constatado carater
paramétrico de distribuicdo, foram analisados os parametros de fixagdo de filamentos
de bissos, liberacdo de gametas e mortalidade dos mexilhdes submetidos aos

tratamentos com extrato bruto a concentracdes naturais [mg/mL] e controles.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 PROSPECCAO ANTI-INCRUSTANTE

Ao distribuir os tratamentos nas placas de Petri, optou-se por incorporar as
solucbes em todo o disco de papel filtro, uma vez que as substancias nos discos
acabam por também se difundir em agua do mar.

Apos testes de normalidade, foi constatado carater ndo paramétrico de
distribuicdo dos dados coletados para os parametros de fixacado por filamentos de
bissos e liberacdo de gametas. Nos ensaios com os extratos AZED, BISC e VERM foi
verificada a menor fixacdo mediana dos filamentos, em relacdo aos outros

tratamentos, apos transcorridas 24h (figura 15).

Figura 15 - Filamentos de bissos fixados por réplica (medianas e IQR). N = nimero de réplicas
por tratamento. Kruskal-Wallis (Teste de Dunn a posteriori para multiplas comparagdes; a = 0,05).
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Em AZED e BISC, ndo houve fixacdo de bissos em nenhuma das réplicas
submetidas a extratos de espécimes de L. dendroidea provenientes destas

localidades. Ja em VERM, a amplitude de fixacdo entre as réplicas foi de 0 a 4
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filamentos. Ainda assim, os valores medianos de fixacdo, correspondentes a estes
trés tratamentos, equivaleram a zero, seguidos de MANG, FORN, CuSO4 e CTR
Negativo, com medianas correspondendo a 0,5; 1; 9 e 11, respectivamente.

A escolha da macroalga L. dendroidea para a investigacdo de possivel
deteccdo de bioincrustantes se deu pela supracitada producdo de metabdlitos
secundarios de interesse biotecnolégico das macroalgas pertencentes ao filo
Rhodophyta e desta espécie em questdo (DA GAMA et al., 2008, DE OLIVEIRA,
2015).

Os ensaios realizados, utilizando-se a concentracdo natural dos extratos de
L. dendroidea de cada uma das 5 localidades em teste, tiveram por finalidade refletir
a concentracdo real do material extraido encontrada nesta macroalga e o que este
fator pode implicar nas interac6es ecoldgicas e potencial aplicabilidade biotecnoldgica
dos resultados obtidos.

Para esta bioprospeccéo, o organismo utilizado como indicador biolégico da
efetividade dos tratamentos foi o mexilhdo Perna perna. Geralmente, estes bivalves
se estabelecem em costBes rochosos, estuarios e baias, muitas vezes em altas
densidades. Possuem fecundidade elevada e larvas de natacéo livre que asseguram
sua ampla distribuicdo (FREITAS & VELASTIN, 2010).

O potencial de aplicabilidade em testes de incrustacédo e toxicidade do P.
perna se deve ao preenchimento de certos requisitos, uma vez que este € de facil
coleta, possui disponibilidade ndo sazonal, adaptabilidade a condi¢gbes laboratoriais,
assim como sensibilidade a substancias quimicas, além de sua importancia ecoldgica
e econbmica. Tais requisitos séo fatores que podem justificar a sua utilizacdo como
espécie bioindicadora em varios estudos (FO & RESGALLA, 2002).

A diferenca observada entre os resultados dos ensaios utilizando os extratos
organicos AZED, BISC e VERM em comparacédo aos demais (FORN e MANG), pode
ter provavel relacdo com o sesquiterpeno elatol. Este sesquiterpeno € o componente
majoritario de L. dendroidea, jA que na caracterizacdo quimica desta macroalga,
Machado (2016) relatou que justo as amostras referentes a estes locais de coleta
foram aquelas que possuiam os maiores teores relativos deste metabdlito, expresso
como area percentual do pico do metabdlito, quando submetidas ao processo de
espectrometria de massa por cromatografia em fase gasosa, com respectivos valores
de 51,57%, 25,37% e 23,15% (Tabelas 3 e 7).
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Uma das primeiras publicacdes cientificas a citar o metabdlito elatol data de
1974, intitulada "Marine natural products x elatol, a halogenated sesquiterpene alcohol
from the red alga Laurencia elata”, por Sims, Lin e Wing (apud PEREIRA, 2020). Neste
trabalho, os autores isolaram e caracterizaram a estrutura do elatol a partir da alga
marinha Laurencia elata, identificando suas propriedades fisicas e quimicas, com
potencial antimicrobiano.

Desde entéo, este metabdlito tem sido objeto de muitos estudos, tanto sobre
sua sintese e estrutura quimica quanto sobre suas atividades biologicas e potenciais
aplicacdoes biotecnoldgicas, como atividade antimicrobiana, antitumoral, anti-
inflamatoria, anti-incrustante, entre outras.

Konig e colaboradores (1997) ao observarem que exemplares de Laurencia
rigida permaneciam relativamente livres de organismos incrustantes em seu ambiente
natural, procederam com bioensaios para a investigacdo quimica dos extratos
organicos da alga e sua prospeccdo anti-incrustante. A partir de tais ensaios, foi
constatada a atividade anti-incrustante dos componentes elatol e descloroelatol,
obtidos a partir do extrato em DCM de L. rigida, & concentra¢do de 100ng/cm?, uma
vez que tais metabdlitos foram responsaveis pela inibicdo de quase 100% do
assentamento de larvas de Balanus amphitrite.

Neste estudo, € possivel pressupor uma correlacdo diretamente proporcional
entre os resultados de fixacao por bissos e o metabdlito elatol, principalmente ao se
comparar as amostras AZED, BISC e VERM com as MANG e FORN, onde este
metabdlito ndo foi ao menos detectado e que, neste ensaio, apresentaram fixacao
mediana de filamentos de bissos e porcentagem de fixacdo superiores, quando
comparadas as réplicas tratadas com os outros extratos organicos brutos (figuras 15
e 16).

Ao serem submetidos a multiplas comparagbes em relacdo ao niumero de
bissos fixados [ % ], os dados dos tratamentos correspondentes aos extratos
organicos, para N =10 e p-valor < 0,05, ndo apresentaram diferenca significativa entre
si, assim como também nao foi observada diferenca estatistica entre as réplicas
submetidas aos controles positivo (CuSOa4) e negativo (CTR Negativo), mas foi
possivel verificar significaAncia quanto a comparagfes dos extratos das diferentes
localidades de coleta de L. dendroidea com os tratamentos controle, sendo estas as
destacadas na figura 16.
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Por mais que as réplicas submetidas aos tratamentos com extratos organicos
nao tenham apresentado diferenca estatistica entre si, € possivel observar eficacia na
utilizacéo de L. dendroidea, em especial as correspondentes a Praia Azeda (AZED) e
Enseada do Biscaia (BISC), quanto a prospeccdo de inibir o processo de
bioincrustacdo, em comparacdo a condicbes de controle negativo e a substancia

presente em controles anti-incrustantes tradicionais (CuSQOa).

Figura 16 - Filamentos de bissos fixados [%] ao final de 24h e identificacdo de diferenca significativa
entre mexilhdes P. perna submetidos aos extratos organicos brutos de L. dendroidea em comparacéo
aos controles negativo e positivo. Contabilizados filamentos de bissos fixos em disco, superficie das
placas e conchas de outros individuos. N = nimero de réplicas por tratamento. Kruskal-Wallis (Teste de
Dunn a posteriori para multiplas comparagées; a = 0,05).
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* Significancia em relagao a CTR Negativo, para p < 0,05
+ Significancia em relagdo a CuSOy, para p < 0,05

Tabela 5 - Detecgdo, apds 24h, de diferenca significativa entre extratos organicos brutos de L.
dendroidea de localidades distintas, em comparacdo aos controles negativo e positivo, mediante teste
de Kruskal Wallis ( teste de Dunn a posteriori para multiplas compara¢des) quando p < 0,05.

PRODUCAO BISSOS C‘(’)'r‘:]a';’:aergo p-valor em
TRATAMENTO MEDIANA DE FIXADOS R comparagéo a
BISSOS [%] Nouti CuSO.
egativo
AZED 0 0 p<0,0001*  p=0,0005"
BISC 0 0 p<0,0001*  p=0,0005*
MANG 05 4,36 p=00076*  p=0,1524"s
FORN 1 6,55 p=00369* p=05172"
VERM 0 2,91 p=00016*  p=0,0442*
TOTAL DO ENSAIO 275 100

* Significancia em comparacéo a CTR Negativo. ns = ndo significativo.

+ SignificAncia em comparacdo a CuSOa.



47

Em um total de 70 réplicas, foram contabilizados, ao final de 24h de ensaio,
275 filamentos de bissos fixados pelos organismos incrustantes. Deste todo, 52,73%
corresponderam ao CTR Negativo e 33,45% ao controle positivo, representando
quase 90% do total de filamentos de bissos.

Quando contabilizados os numeros de bissos fixados pelos mexilhdes, de
acordo com o local de fixacdo neste ensaio, nota-se o efeito positivo dos extratos de
L. dendroidea em inibir o processo de incrustacdo, em relacéo as réplicas submetidas
ao controle negativo.

Ao se observar a figura 17 e tabela 6, houve quase nenhuma fixacado de
filamentos nos discos de papel filtro, sendo que, do total contabilizado nestes, 100%
corresponderam ao CRT Negativo, indicio da eficacia de medidas de controle da
bioincrustacdo adotadas neste estudo, mesmo quando nao foi possivel se identificar
diferenca significativa entre os tratamentos, para p < 0,05.

Figura 17 - Filamentos de bissos fixados [%] em papel filtro, placa e outros individuos apés 24h de

contato com tratamentos. N = nimero de réplicas por tratamento. Kruskal-Wallis (Teste de Dunn a
posteriori para multiplas comparagdes; a = 0,05).
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Do total de bissos, os fixados nas placas de Petri corresponderam a mais da

metade da producao, sendo que, dos 68,73% destes, 54% referiram-se aos individuos
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submetidos ao controle negativo e 35,4% aos submetidos ao controle positivo. Os
extratos AZED e BISC apresentaram efeito significantemente distinto dos controles
negativo e positivo, mas VERM apenas distinguiu-se do controle negativo (figura 17;
tabela 6).

Quando comparados os tratamentos, em relacdo a fixacdo de bissos em
outros individuos, novamente observou-se elevada porcentagem de filamentos fixos
entre P. perna submetidos aos controles negativo e positivo, com valores de 47,6% e
30,5%, respectivamente. Houve efeito estatisticamente significativo apenas entre os
mexilhdes tratados com os extratos AZED (0%), BISC (0%) e MANG (4,9%), e
somente quando relacionados ao controle negativo.

Tabela 6 - Local de fixag&o dos filamentos de bissos e porcentagem relativa ao total de bissos fixados
em 24h de ensaio.

LOCAL DE FIXACAO NUMERO DE BISSOS BISSOS FIXADOS [ % ]
Disco de Papel Filtro 4 1,45
Placa de Petri 189 68,73
Outros Individuos 82 29,82
TOTAL 275 100

Para o parametro producao de gametas, ao nivel de significancia de a = 0,05,
ndo houve diferencga estatistica entre as réplicas distribuidas entre os 7 tratamentos
(figura 18).

Figura 18 - Registro da liberacdo de gametas por tratamento, de mexilhdes P. perna, entre Oh
e 48h, com ocorréncia expressa em numero de réplicas, em um total de N = 10 réplicas por
tratamento. Kruskal-Wallis (Teste de Dunn a posteriori para multiplas comparagdes; a = 0,05).
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A liberacdo de gametas, quase néo foi constatada nos marcadores temporais
de Oh, 24h e 48h, gerando apenas observacdes pontuais, como disposto na figura 18,
ndo sendo possivel atrelar os resultados a sinais de estresse ou pista positiva para

assentamento dos mexilhdes.

7.2 MORTALIDADE

Apés analise de variancia e multiplas comparacdes entre os dados, ndo houve
praticamente diferenca significativa, ao nivel de significAncia de 5%, entre os
tratamentos (figura 19). Apenas as amostras submetidas ao extrato organico de
espécimes de L. dendroidea de BISC apresentaram valor de p inferior a 0,05, sendo
que tal significancia foi observada somente quando comparadas as réplicas
submetidas ao tratamento contendo Sulfato de Cobre (BISC vs. CuSOs, p = 0,0350).
Figura 19 - Mortalidade de individuos P. perna [%] (média + SD), apos transcorridas 48h de ensaio,
em que houve diferencga significativa apenas entre os tratamentos BISC e CuSOg4, sendo 3 individuos

por réplica e N = nimero de réplicas por tratamento. One way ANOVA (Teste de Tukey a posteriori
para multiplas comparagdes; a = 0,05).
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Ao se comparar os tratamentos, em relacdo a sobrevivéncia dos individuos
apos 48h de ensaio, torna-se evidente o carater mais agressivo do sulfato cuprico
(CuSO0a4) quanto a mortalidade dos organismos incrustantes submetidos a este, ainda
assim, nédo tado distante do efeito provocado pelos extratos organicos brutos
correspondentes as amostras de Manguinhos (MANG), Praia do Forno (FORN) e
Praia Vermelha (VERM).

Entre as diferentes amostras de L. dendroidea, em investigagéo neste estudo,
se torna evidente a maior toxicidade do extrato bruto correspondente a Praia do Forno,
uma vez que, mesmo testado a uma das menores concentracdes (tabela 7), provocou
a segunda maior porcentagem de mortalidade entre os sete tratamentos, sendo esta
correspondente a 70% de individuos néo viaveis, dentro do total de 30 exemplares
submetidos a este extrato orgéanico.

Tabela 7 - Comparativo entre dados e resultados obtidos a partir da investigacdo do extrato organico
de L. dendroidea coletada em 5 localidades da costa sudeste brasileira.

Extrato Rendimento de Concentracéo Teor relativo Filamentos Mortalidade

bruto extracdo [%] **  Natural [mg/mL]* g%/E,\LaSKE(I)/S% de bissos [%)] média [%)]

AZED 1,27 25,551 51,57 0 47
BISC 2,69 53,808 25,37 0 27
MANG 3,54 70,795 ND 4,36 64
FORN 1,86 37,197 ND 6,55 70
VERM 2,25 45,007 23,15 2,91 63

ND = N&o detectado. *Concentracdo Natural em mg de extrato orgénico bruto por mL de DCM, para
cada 1g de papel filtro. **FONTE: MACHADO et al. (2014; 2016).

Analisando-se as amostras de L. dendroidea, relativas aos 5 locais de coleta,
com maior eficacia em refrear o processo de bioincrustacdo, destaca-se o extrato
bruto BISC, pois foi capaz de inibir em 100% a fixacdo por filamentos de bissos de
individuos incrustantes, provocando mortalidade de apenas 27% dos P. perna
submetidos a ele (tabela 7), fator positivo ao se prospectar a utilizacdo de produtos
naturais bioativos de origem marinha no mercado naval, uma vez que deseja-se evitar
prejuizos materiais e econémicos causados pelo processo de bioincrustacdo em

substratos artificiais, sem provocar desequilibrio e impactos ambientais irreparaveis.
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8 CONCLUSAO

Os extratos de espécimes de L. dendroidea de locais distintos, em
investigacdo neste estudo, apresentaram prospec¢do positiva quanto a inibicdo do
processo de incrustacao, frente ao bivalve P. perna, quando comparadas a substancia
presente em controles convencionais. Todos 0s extratos organicos, correspondentes
aos locais de coleta de L. dendroidea testada, apresentaram eficacia em inibir a
fixacao de filamentos de bissos de P. perna, quando comparados ao controle negativo.
No entanto, néo foi verificada diferenga significativa entre os extratos orgéanicos de L.
dendroidea testados, impossibilitando, a principio, provar que espécimes desta
macroalga de diferentes localidades apresentam distintas atividades anti-incrustantes,
quando utilizadas a concentracdo natural do rendimento de extragao.

Entre as amostras investigadas, os espécimes de L. dendroidea provenientes
da Praia do Forno, Arraial do Cabo — RJ, apresentaram menor desempenho de seu
extrato (FORN) quanto a inibir a fixacdo de P. perna, mas causaram maior mortalidade
de individuos deste mexilhdo, em relacdo aos outros extratos organicos. Por outro
lado, destaca-se L. dendroidea coletada na Enseada do Biscaia, Angra dos Reis - RJ,
por seu extrato organico (BISC) ter exibido maior atividade frente a fixacdo de P.
perna, além de ter causado uma menor taxa de mortalidade de individuos deste
mexilh&o.

Em funcdo dos testes terem sido realizados & concentracdo natural do
rendimento de extracdo a partir do peso seco dos espécimes de L. dendroidea
coletados, os resultados podem ser interpretados como atividade anti-incrustante
natural assim como potencial biotecnologico.

Faz-se necessario posteriores testes, com os extratos a novas concentragdes,
a fim de se prospectar distintas atividades anti-incrustantes de L. dendroidea de
diferentes localidades, e identificacdo de metabdlitos responsaveis pelos resultados
obtidos neste estudo, mas é possivel afirmar que esta espécie pode ser uma fonte
promissora de metabdlitos anti-incrustantes, com aplicacfes praticas na prevencao

da bioincrustacédo em superficies artificiais submersas.
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