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RESUMO GERAL

Os metabdlitos secundarios sdo reconhecidos como possiveis mediadores quimicos
nas interagdes entre espécies de Laurencia e Aplysia, mas a identidade e a importancia dessas
substancias ndo foram exploradas. Este estudo buscou avaliar a atuagdo de pistas quimicas
envolvidas nas interacdes ecoldgicas entre a macroalga vermelha Laurencia dendroidea e o
seu herbivoro associado, o molusco Aplysia brasiliana. Experimentos em laboratério foram
realizados para investigar o reconhecimento e a resposta de A. brasiliana aos metabdlitos de
L. dendroidea exsudados na agua do mar; e a resposta de inducdo de resisténcias anti-
herbivoria e alteracGes no metabolismo secundario de L. dendroidea em respostas ao consumo
por A. brasiliana e pistas quimicas de alarme transmitidas pela agua. A partir de bioensaios de
laboratério, andlises fitoquimicas, técnicas de quimica analitica e abordagem metabolémica,
foi possivel verificar, pela primeira vez, que o sesquiterpeno (+)-elatol, um metabdlito
produzido por L. dendroidea e exsudado para a &gua do mar, € uma pista quimica de atracéo
utilizada por A. brasiliana. E que o consumo por A. brasiliana, assim como os sinais
qguimicos advindos de coespecificos desta macroalga consumidos por este molusco induziram
defesa quimica em L. dendroidea de modo rapido, ap6s 48h, acentuando-se ap6s 72h. O
aumento na resisténcia contra a herbivoria foi acompanhado por uma mudanga significativa
no perfil metabdlico de sesquiterpenos em L. dendroidea. Este estudo evidenciou, de modo
pionerio, a importancia de pistas quimicas no estabalecimento da interacdo Laurencia-Aplysia
e que esta macroalga produz defesa quimica induzida por acdo direta ou indireta (sinal
quimico) de herbivoria. Os resultados obtidos nesta tese sdo evidéncias inequivocas da
importancia da sinalizacdo quimica entre interacfes alga-consumidor e alga-alga no ambiente

marinho.

Palavras-chave: pista quimica, herbivoria, herbivoro-alga, metabodlitos secundarios, produtos

naturais, sesquiterpenos halogenados, (+)-elatol, defesas quimicas, defesas induzidas.
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GENERAL ABSTRACT

Secondary metabolites are recognized as possible chemical mediators in interactions
between species of Laurencia and Aplysia, but the identity and importance of these substances
have not been explored. This study aimed to evaluate the performance of chemical cues
involved in the ecological interactions between the red seaweed Laurenta dendroidea and its
associated herbivore the sea hare Aplysia brasiliana. Laboratory experiments were carried out
to investigate the recognition and response of A. brasiliana to metabolites exuded by L.
dendroidea in seawater; and the anti-herbivory induced resistance and metabolic alterations in
L. dendroidea in responses to A. brasiliana consumption and chemical water-borne alarm
cues. From laboratory bioassays, phytochemistry analysis, analytical chemistry techniques
and metabolomic approaches it was possible to verify, for the first time, that the sesquiterpene
(+)-elatol, a metabolite produced by L. dendroidea and exudate for seawater, is a chemical
cue to attract A. brasiliana. And that consumption by A. brasiliana as well as the chemical
cues coming from co-specific of this macroalga consumed by this mollusk induced a fast
chemical defense production in L. dendroidea, after 48h. The increase in resistance against
herbivory was accompanied by a significant change in the metabolic profile of sesquiterpenes.
This study evidenced in a pioneering way the importance of chemical cues in the
establishment of Laurencia-Aplysia interaction and that this macroalga produces induced
chemical defense by direct herbivory or indirect action (chemical cue). The results obtained in
this thesis are unequivocal evidence of the importance of chemical signaling between alga-

consumer and alga-alga interactions in the sea.

Key words: chemical cues, herbivory, herbivore-alga, secondary metabolites, natural
products, halogenated sesquiterpenes, (+)-elatol, chemical defenses, induced chemical

defenses.
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dendroidea submitted to the bioassay for induction of defenses by A.
brasiliana: (A) SIMac (B) ForBuz. Values represent means and
standard deviation. Differences were evaluated by Student t test for
paired samples (p < 0.05). C= Control artificial food and T= Treatment
artificial food; G= grazer, NG= neighbor grazer, PG= presence of
grazer and PS= pure SBAWALEr ............ovuinininiiiiieieiiieieieierenennes

Figure 3. Percentage consumption of artificial food containing extract of L. dendroidea
submitted to 4 treatments (G, NG, PG and PS): (A) SIMac (B) ForBuz.
Differences were evaluated by the ANOVA, where distinct letters
represent significant differences between the samples (p < 0.05). Other
legends aS iNFIQUIE 2 ..o

Figure 4. GC/MS chemical profile of L. dendroidea SIMac (A) and ForBuz (B),
highlighting the presence of the sesquiterpenes: elatol (1), (Z)-10,15-
dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene  (2), (E)-10,15-
dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3), rogiolol (4) and
obtusol (5) in specimens of each population. Crude extracts analyzed
DY Method | ...

Figure 5. Chemical structures of sesquiterpenes from L. dendroidea populations
(SIMac and FORBuz) used as standards: elatol (1), (Z)-10,15-dibromo-
9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene  (2), (E)-10,15-dibromo-9-
hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3), rogiolol (4) and obtusol (5)

Figure 6. Metabolomic approach based on CG chemical profile of L. dendroidea
exposed the experimental procedures G and PS. (A) Scatter plots of the
scores of the Principal Component (PC3 and PC,) of the L. dendroidea
SIMac - 72h. (B) Loading graphs of the PC3 against the retention time
of the compounds of the SIMac samples - 72h. (C) Scatter plots of the
scores of the PC3; and PC, of the ForBuz samples of L. dendroidea -
48h. (D) Scatter plots of the scores of the PC; and PC, of the ForBuz
samples - 72h. (E) Loading graphs of the PC3 against the retention
time of the compounds of the ForBuz samples - 48h. (F) Loading
graphs of the PC; against the retention time of the compounds of the
ForBuz samples - 72h. When G= grazer, NG= neighbor grazer, PG=
presence of grazer and PS=pure seawater ................ccoeveeienieninnn.

Figure 7. Metabolomic approach based on chemical profile of L. dendroidea exposed
the experimental unit NG, PG and PS by CG. (A) Scatter plots of the
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scores of the Principal Component PC3 and PC, of the L. dendroidea
SIMac samples - 72h. (B) Loading graphs of the PC, against the
retention time of the compounds of the SIMac samples- 72h. (C)
Scatter plots of the scores of the PCs and PCg of the L. dendroidea
ForBuz samples - 48h. (D) Scatter plots of the scores of the PC; and
PC, of the ForBuz samples - 72h. (E) Loading graphs of the PCs
against the retention time of the compounds of the ForBuz samples -
48h. (F) Loading graphs of the PC; against the retention time of the
compounds of the ForBuz samples - 72h. When G= grazer, NG=
neighbor grazer, PG= presence of grazer and PS= pure seawater ......
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INTRODUCAO GERAL

I.1.  SINALIZACAO QUIMICA MEDIANDO RELACOES ECOLOGICAS:
PRINCIPAIS ASPECTOS NA COMUNICACAO ENTRE ORGANISMOS NO
AMBIENTE MARINHO

A primeira forma de interagdo entre organismos foi realizada, provavelmente, por
transferéncia de informacdo quimica, sendo ela essencial tanto para as formas de vida mais
simples quanto para os mais complexos organismos multicelulares (LINDSEY & LASKER,
1974). E dificil para os seres humanos, sendo tdo visualmente orientados, apreciar a
importancia fundamental da sensibilidade quimica a vida. A capacidade de detectar e
responder de forma adaptativa as informacfes quimicas serve como janela primaria para o

mundo sensorial para a maioria das espécies (ACHE & YOUNG, 2005).

Todos os organismos, vivos ou mortos, liberam produtos quimicos que podem ser
utilizados como infoquimicos por qualquer outro individuo que tenha a maquinaria biol6gica
para detectar e processar essas informacdes (VOS et al., 2006). Essas substancias, que podem
ser percebidas em baixissimas concentracdes, tém um papel importante no ajuste
comportamental e fisiolégico dos organismos receptores em todo o espectro taxondmico
desde plantas, fungos, bactérias, invertebrados e vertebrados (ATEMA, 1995). O ambiente
marinho contém uma matriz dindmica espacial e temporal de substancias quimicas dissolvidas
na agua, e do ponto de vista bioldgico” o mar é de fato um rico caldo de potenciais estimulos
guimicos". Embora o "odor" seja tipicamente associado ao ar, as pistas quimicas transmitidas
pela &gua sdo essenciais na mediacdo das interagcdes entre 0s organismos marinhos, mas 0s
mecanismos envolvidos nesta sinalizacdo ainda ndo foram totalmente descritos e
compreendidos (HAY, 2009). Na verdade, a tentativa de compreensdo das substancias e dos
mecanismos que medeiam Vvarios processos da historia de vida dos organismos marinhos é um
tema recente e em desenvolvimento dentro da ecologia quimica marinha (ZIMMER &
BUTMAN, 2000; HAY, 2014).

A ecologia quimica marinha compreende o estudo da producdo e interacdo de
moléculas bioativas que afetam o comportamento e a funcdo do organismo. Como uma
ciéncia integrativa, a ecologia quimica marinha tem sido fundamental para a compreenséo de

mecanismos importantes subjacentes ao funcionamento do ecossistema. Ha um crescente
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reconhecimento do papel central que a ecologia quimica desempenha na manutengdo da
estrutura, funcdo e equilibrio dos ecossistemas. Em um cenéario no qual esses estimulos
quimicos fossem removidos, se observaria uma cascata de interrupcdo de interacOes inter- e
intra-especificas nos niveis individual, populacional e de comunidade. Portanto, as
investigacGes no &mbito da ecologia quimica marinha geram importantes constatacdes sobre
as forgcas que impulsionam a ecologia e a evolugdo dos sistemas marinhos (IANORA et al.,
2011).

As informagdes quimicas constituem grande parte da linguagem da vida no mar, e nos
ultimos anos as investigacdes de como elas medeiam as interacdes bidticas proporcionaram
informacdes valiosas sobre as forcas que moldam a estrutura das comunidades marinhas. Para
a maioria das espécies marinhas, a sinalizacdo quimica determina estratégias de
forrageamento, busca de alimento, respostas apropriadas a potenciais predadores, associa¢des
comensais, selecdo de companheiros e habitats, interacdes competitivas, hierarquias de
dominéancia e transferéncia de energia e nutrientes dentro e entre os ecossistemas (HAY,
2009). A informagdo quimica é onipresente e provém de fontes abidticas e bidticas intra- e
interespecifica (WISENDEN, 2015a). E a natureza molecular dessa informacdo quimica,
distribuicdo no ambiente e 0 mecanismo de recepc¢do determinam a resposta comportamental,
fisioldgica e ecoldgica (WEISSBURG et al., 2002).

A comunicacdo € o processo de interacdo pelo qual os organismos enviam e recebem
informacdes sobre si e sobre o seu meio. Em interagdes mediadas quimicamente, as
substancias séo liberadas por um individuo (emissor), transportadas através do meio fluido e,
em Ultima instancia, recebidas por outro organismo o receptor (Figura 1.1) (WEBSTER &
WEISSBURG, 2009). O organismo emite substancias que podem ser denomidas infoquimicos
(Figura 1.2; DICKE & SABELIS, 1988), pistas ou sinais quimicos (SALEH et al., 2007;
WEBSTER & WEISSBURG, 2009). Estas terminologias foram designadas de acordo com a
andlise de custo/beneficio dessa sinalizagdo quando se refere a infoquimicos e quando se leva
em consideragcdo o0 aspecto evolutivo envolvido na producgéo, deteccdo e processamento
dessas informacOes tratadas como pistas ou sinais quimicos. Uma vez dispersa no meio
aquatico, estas subtancias sao transpostadas espacial- e temporalmente através da adveccao e
difusdo molecular ou turbuléncia formando plumas de odores ou plumas quimicas (Figura 1.3)
(ZIMMER & BUTMAN, 2000) que sdo percebidas pelos organismos receptores. Os

organismos receptores possuem estruturas quimiossensoriais especificas que detectam
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adequadamente os estimulos quimicos produzindo mudangas comportamental e/ou fisioldgica
(ATEMA, 1995; VICKERS, 2000; STEIGER et al. 2011; WISENDEN, 2015a).

Liberagég d_e Transporte _ R_ecepgéo
produtos quimicos Quimiorreceptores
Difusdo molecular

imi . Resposta fisiol6gica ou
I_nfoqwml_cos_ Turbulencia p g
Pistas ou sinais comportamental

Figura 1.1. Diagrama dos processos envolvidos na comunicagdo quimica entre organismos
aquaticos. Adaptado de WEBSTER & WEISSBURG, 2009

INFOQUIMICOS
Interaces Interacoes
Intraespecificas Interespecificas
_______ I I N
} Feromdnio + Aleloquimico |

Emissor (+) Emissor (-)  Emissor (+)

Aloménio Cairoménio Sinomonio
Receptor (-) Receptor (+) Receptor (+)

Emissor (+) Emissor (-) Emissor (+)
Receptor (-) Receptor (+) Receptor (+)

Figura 1.2. Esquema adaptado da estrutura da terminologia de infoquimicos proposta por
DICKE & SABELIS (1988), destacando o custo/beneficio da sinalizagcdo para 0s organismos
envolvidos: (+) = resposta favoravel e (-) = resposta desfavoravel.
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(B)

Figura 1.3. (A): Pluma de odor liberada pelo molusco bivalve Mercenaria mercenaria. (B):
Interpretacdo do vortices/redemoinhos de turbuléncia gerado por difusdo molecular apartir da
regido de emissdo mais concentrada (esquerda da imagem) dipersando para regides de menor
concetragdo (direita da imagem) criando “via” de odores. Imagens retiradas de ZIMMER &
BUTMAN, 2000.

A natureza quimica dos metabdlitos que medeiam interacbes como reproducéo,
asssentamento larval, busca de hospedeiros, alimentacdo e alelopatia sdo muitas vezes
desconhecidas, e sua presenca e transporte geralmente sdo assumidos com base nas
observacOes das respostas do receptor. Dentre as substancias que foram identificadas até o
momento, muitas sdo advindas do metabolismo secundario. No entanto, alguns outros
metabolitos primarios sdo igualmente importantes foram caracterizados como mediadores
quimicos em interacGes bioldgicas, como proteinas, peptideos e aminoacidos (HADFIELD &
PAUL, 2001; RITTSCHOF & COHEN, 2004; KITA et al., 2010; CUMMINS & BOWIE,
2012; WYATT, 2014).

Identificar os estimulos quimicos de sinalizacdo é, em sua maioria dos casos, um

desafio, pois as substancias que medeiam a percepcdo a distancia sao liberadas na agua em
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concentragOes infimas. Consequentemente, a extracao e a identificacdo podem ser dificultadas
pela diluigdo consideravel do estimulo. Além disso, essas substancias sdo transportadas por
um fluxo, sendo também necessario determinar as suas propriedades em fluidos turbulentos.
Apesar das dificuldades e limitagdes, 0 progresso na compreensdo tanto da natureza quimica
de substancias responsaveis pela sinalizagcdo marinha como do papel dos processos fisicos na
estruturacdo de sinais de odor, sdo de extrema importancia para que a analise das implicaces

das interacdes ecologicas mediada quimicamente seja viavel (WEISSBURG et al., 2002)

As substancias dissolvidas e adsorvidas na agua medeiam a sinalizacdo de processos
importantes ao longo da vida de um organismo, que vao desde a reproducdo, o assentamento e
a metamorfose larval e a selecdo de hospedeiros, até a interacdo presa-predador, o
forrageamento e a alelopatia (HAY, 2009). As interacdes troficas estdo apresentadas em

maior detalhamento a seguir.

As interacdes troficas, herbivoro-planta e predador-presa desempenham um papel
primario e vital para a sobrevivéncia dos organismos e sdo importantes na dindmica
populacional, estrutura das comunidades marinhas e na sustentabilidade dos oceanos mundiais
(ABRAMS, 2000). Por exemplo, inumeras substancias foram relatadas com o papel de
impedir, inibir ou matar potenciais consumidores nas relagdes herbivoro-planta e predador-
presa. No entanto, assim como algumas substancias dissuadem os consumidores, outras
permitem que eles se identifiguem e localizem suas presas a distancia ou atuem como alerta
para as presas quanto a um risco de predacdo (WEISSBURG et al., 2002). O uso de
infoquimicos nas interagdes troficas ja foi descrito para diversos grupos de invertebrados
como crustaceos, moluscos, equinodermas e anelideos (KAMIO & DERBY, 2017) e em
macroalgas marinhas (TOTH & PAVIA, 2007).

Para localizar alimentos, consumidores mdveis em habitats aquaticos detectam e se
movem em direcdo a fontes de produtos quimicos atraentes. Predadores estabelecem
estratégias de captura de suas presas reconhecendo pistas quimicas de presas feridas e
vulneraveis, o tamanho apropriado da presa para consumo (LONNSTEDT et al., 2012), assim
como a densidade populacional da presa (ELVIDGE & BROWN, 2012; HUGHES et al.,
2012).

Entretanto, da mesma forma que um predador localiza sua presa, reconhecer 0s sinais
de um predador pode significar a sobrevivéncia de uma presa, pois eles induzem mudancas

defensivas que diminuem o risco de serem consumidas. Essas pistas sdo conhecidas como
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substancias de alarme ou “cheiro da morte”, e sdo de extrema importancia no contexto de
risco eminente de predacdo (WEISSBURG et al., 2002). O odor do predador é a pista quimica
mais 6bvia pelo qual a presa detecta o risco de predacdo. Individuos juvenis e adultos de
diversas espécies reconhecem a presenca de predadores e respondem com mudancas de
comportamento, mantendo-se em locais abrigados (ROSEN et al., 2009; JOHNSTON et al.,
2012; WILKINSON et al., 2015; CEREZER et al., 2016), se distanciando do predador
(SCHAUM et al., 2013), intensificando movimentos de fuga (COHEN & RITZ, 2003);
variando morfologias defensivas como aumento de espessura da concha ( TRUSSELL &
SMITH, 2000; DALZIEL & BOULDING, 2005), do exoesqueleto (SELDEN et al., 2009),
alterando estruturas reprodutivas (SELDEN, et al., 2009) e exibindo comportamento de
agregacao como forma de defesa (JOHANNESEN et al., 2014).

As indicacdes de alarme quimico também sdo liberadas por tecidos de individuos
coespecificos danificados durante o ataque e a captura, indicando perigo claro a presenca de
um predador, e provocando respostas comportamentais e fisiologicas intensas antipredadores
(MORISHITA & BARRETO, 2011; KOBAK & RYNSKA, 2014; CASTORANI & HOVEL,
2016), sinalizando um alto risco de predacéo, até mais intenso que a propria pista do predador
(KEPPEL & SCROSATI, 2004) em individuos vizinhos. Além disso, presas apresentam
respostas de fuga a predadores que foram alimentados com seu coespecifico (JACOBSEN&
STABELL, 2004).

Pistas quimicas também medeiam interacdo herbivoro-planta na busca de alimento
pelo herbivoro. Apesar de poucos estudos, comparados aqueles sobre a interacdo presa-
predador, existem alguns exemplos de herbivoros marinhos que usam metabdlitos produzidos
por algas hospedeiras para sua orientacdo. Recentemente, foi verificado que Elysia tuca
(Sacoglossa) localiza sua fonte alimentar Halimeda incrassata rastreando o acido 4-
hidroxibenzoico (1) e o halimedatetraacetato (2) exsudado por esta alga também hospedeira,
diferenciando-a em estagios vegetativos e reprodutivos pela presenca desses dois metabdlitos,
respectivamente (RASHER et al. 2015). Espécies de gastrépodes das ordens Sacoglossa e
Anaspidea (Aplysia — lesmas do mar) identificam as substancias presentes na agua e exibem
um comportamento especifico de movimento de cabeca e 6rgdos sensoriais em resposta a
estimulos alimentares (BORNANCIN et al., 2017). Entretanto, a identidade desses sinais e
pistas é desconhecida, especialmente na interacdo Aplysia (Linnaeus, 1767) e macroalga
(KAMIO & DERBY, 2017).
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Ainda nos estudos das interacdes herbivoro-planta, também foi proposto que as
macroalgas podem reconhecer sinais de alerta de tecidos coespecificos danificados e pistas
emitidas pelo herbivoro, induzindo respotas anti-herbivoria. Alguns estudos demonstraram
claramente a respostas de inducdo de defesas por pistas transmitidas pela &gua por macroalgas
marrons vizinhas consumidas (PAVIA & TOTH, 2000; ROHDE, et al., 2004; WAHL, 2004;
MACAYA et al., 2005; TOTH, 2007; YUN et al., 2007, 2012); algas verdes (DIAZ et al.,
2006; TOTH, 2007) e vermelhas (TOTH, 2007). Em menor nimero, alguns pesquisadores
ainda relataram a habilidade de algumas macroalgas responderem as pistas emitidas somente
pela presenca do herbivoro (DIAZ et al., 2006; TOTH, 2007; YU et al., 2007). Entretanto, os
estudos sobre as respostas de defesa induzidas em macroalgas em interacfes mediadas por
pistas quimicas ainda foi apontado como algo bastante controverso (TOTH & PAVIA, 2007)

e que assim permanece nos dias atuais.

As interagdes tritroficas entre os diferentes niveis de uma teia alimentar também s&o
aspectos evidenciados no ambiente marinho. A liberacdo de substancias quimicas ap6s o
ataque das espécies de nivel tréfico intermediario pode fornecer indicios de alimento para
predadores do topo da cadeia, promovendo assim interagdes multitroficas. Os efeitos indiretos
da atracdo dos predadores de topo alteram o comportamento do mesopredador ou
mesoherbivoro, modificando sua interacdo com a presa, reduzindo significativamente sua
atividade de alimentacéo e favorecendo os niveis troficos inferiores (SIDDON & WITMAN,
2004; COLEMAN et al., 2007; SAVOCA & NEVITT, 2014; LONNSTEDT &
MCCORMICK, 2015; DEL MAR PALACIOS et al., 2016).
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1.2. RELACAO ECOLOGICA E QUIMICA ENTRE OS HERBIVOROS
DO GENERO Aplysia E ALGAS VERMELHAS DO GENERO Laurencia

Os herbivoros desempenham papéis centrais na regulacdo e estruturacdo de
ecossistemas, determinando padrdes espaciais de abundancia e distribuicdo de biodiversidade
(LAPOINTE et al., 2004). Devido a pressdo de herbivoria exercida sobre as macroalgas no
ambiente marinho, elas desenvolveram uma variedade de estratégias para minimizar o
consumo ou assegurar sua sobrevivéncia, como defesas morfoldgicas, defesa associada, baixo
valor nutricional e as defesas quimicas (HAY & FENICAL, 1988; HAY, 1996). Em relagdo
as defesas quimicas, pode-se destacar a acdo dos metabdlitos secundarios (ou produtos
naturais) que desempenham um papel importante na protecdo de algas contra seus potenciais
consumidores, alterando sua atratividade e palatabilidade (PEREIRA & DA GAMA, 2008).

Entre as macroalgas marinhas, as espécies vermelhas do género Laurencia
(J.V.Lamouroux, 1813) (Figura 1.4) sdo conhecidas como as mais prolificas na quimica de
produtos naturais, produzindo metabdlitos secundarios singulares como sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, acetogeninas, alcaloides indolicos, substdncias aromaticas e
esteroides, muito deles halogenados (HARIZANI et al., 2016). Estes metabdlitos de espécies
de Laurencia ndo s6 possuem caracteristicas estruturais Unicas, mas também exibem
interessantes e notaveis propriedades ecoldgicas, atuando como agentes anti-incrustrantes que
impedem o assentamento de organismos bentdnicos (DA GAMA et al., 2002; PEREIRA et
al., 2003) e agentes alelopaticos, impedindo o crescimento de macro- e microalgas e bactérias
(HELLIO et al., 2002; VAIRAPPAN et al., 2010). Entre as fungbes ecoldgicas dos
metabolitos de Laurencia, se destacam a defesa quimica contra diversos herbivoros marinhos
como anfipoda (ARGANDONA et al., 1993), moluscos ( GRANADO & CABALLERO,
1995; KURATA et al., 1998), ourico-do-mar (HAY et al., 1987; KURATA et al., 1998;
PEREIRA et al., 2003), peixes recifais (PAUL & HAY, 1986; HAY, et al., 1987) e crustaceos
(PEREIRA et al., 2003). A defesa quimica contra herbivoros & uma das principais fungdes
ecoldgicas constatadas para metabdlitos secundarios de Laurencia. Contudo, diversos estudos
evidenciaram que espécies de Laurencia fazem parte da dieta de gastropodes do género
Aplysia - Mollusca; Opisthobranchia, Anaspidea (HARIZANI, et al., 2016; PEREIRA et al.,
2016).
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Figura 1.4. Banco de L. dendroidea na praia Azeda (Armacdo dos Buzios - RJ). Foto:
Nathalia Nocchi.

Espécies do género Aplysia (Figura 1.5), também conhecidas como lebres do mar, sdo
herbivoros de rapido crescimento e que vivem em comunidades marinhas benténicas tropicais
e subtropicais, alimentando-se preferencialmente de algas quimicamente defendidas, sendo
capazes de ingerir quantidades consideraveis de espécies vermelhas, verdes e pardas
(CAREFOOT, 1970). Apresentam mobilidade lenta (comparado a herbivoros como
crustaceos e peixes), corpo mole e concha reduzida, e, portanto, seriam altamente vulneraveis
aos predadores se ndo fosse pela variedade de defesas que podem exibir. Estas defesas
incluem coloracgdo criptica, comportamento, tamanho grande, capacidade de produzir muco e,
mais notavelmente, as defesas quimicas (WAGELE & KLUSSMANN-KOLB, 2005). Elas
sdo capazes de sequestrar os metabdlitos de defesa do seu alimento, armazenando-0s e/ou
modificando-os em glandulas préprias, e utilizando-os contra seus predadores (CHAPMAN &
FOX, 1969; MANZO et al., 2007). As defesas quimicas das lebres do mar podem ser
passivas, quando estdo constitutivamente presentes em sua pele, tecidos e muco ou ativas, e
liberadas em secregdo de tinta sob o controle do sistema nervoso apenas quando o animal é
atacado por um predador (GINSBURG & PAUL, 2001). Esta tinta € capaz de alterar o padrdo
de comportamento dos predadores por dessensibilizacdo quimiosensorial facilitando a fuga da
lebre do mar (CAREFOOT et al., 1999; KICKLIGHTER et al., 2005, 2007; JOHNSON,
2006; KICKLIGHTER & DERBY, 2006; AGGIO & DERBY, 2008; SHEYBANI et al.,
2009; KAMIO et al., 2010; NUSNBAUM & DERBY, 2010).
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Figura 1.5. Visdo dorsal de um individuo de A. brasiliana. Foto: Roberto Sousa.

Algumas revisGes abrangentes sobre Laurencia e Aplysia tiveram foco na quimica
(WANG et al., 2013; JI & WANG, 2014; WANKE et al., 2015; HARIZANI et al., 2016;
PEREIRA et al., 2016) e na relacéo trofica expressa por similaridade quimica (PEREIRA &
TEIXEIRA, 1999). Nos tdpicos abaixo, buscou-se fornecer uma visdo abrangente sobre a
especificidade alimentar das lebres do mar e a relacdo ecoldgica e quimica entre espécies dos

téxons.

1.2.1. Aplysia spp.: um importante herbivoro marinho

As interacGes entre as defesas quimicas de macroalgas e as suas consequéncias em
seus herbivoros sdo bastante complexas e nem sempre tdo ébvias. Os metabdlitos de defesas
de macroalgas marinhas inibem a herbivoria, mas geram consequéncias pos-ingestivas e na
evolucéo de seletividade e especializacdo alimentar dos herbivoros. Por exemplo, no contexto
de seletividade alimentar, os herbivoros foram convencionalmente agrupados em categorias
com base no seu grau de especializacdo alimentar. Quando limitado a apenas um ou alguns
taxons estreitamente relacionados, muitas vezes um Unico género, os herbivoros sdo
considerados monofagos ou especialistas, enquanto aqueles que se alimentam de varias
especies, geralmente dentro de uma familia botanica, sdo designados oligofagos. Finalmente,
espécies polifagas ou generalistas sdo herbivoros que se alimentam de espécies de mais de
uma familia (ALI & AGRAWAL, 2012).
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Em comunidades marinhas, herbivoros como peixes, ouricos-do-mar e alguns
crustaceos e gastropodes sdo dominantes e comumente sdo consumidores extremamente
generalistas, enquanto a especificidade alimentar esta associada a mesoherbivoros (0,2-
25mm) com mobilidade limitada e que estdo sujeitos a elevadas taxas de predacéo, e por isso
tendem a viver em associacdo, camuflar-se e alimentar-se de macroalgas quimicamente
defendidas que lhes proporcionem uma protecéo significativa dos seus predadores (HAY &
FENICAL, 1988; HAY et al., 1988; PENNINGS, 1990; HAY, 1998). A disponibilidade de
recursos ou outros fatores comumente hipotetizados para a especializacdo alimentar séo
considerados menos importantes para mesoherbivoros, uma vez que suas populagdes sao
frequentemente limitadas por predadores e raramente por alimentos; assim, a predacéo é o
principal fator para a selecdo alimentar especifica de herbivoros no ambiente marinho (HAY
etal., 1990; HAY, 1998).

Os herbivoros marinhos melhor estudados, considerados especialistas por alguns
autores, sdo 0s gastropodes opistobranquios, entre eles os das ordens Anaspidea e Sacoglossa.
Esses herbivoros evoluiram de gastropodes com concha para lesmas do mar sem concha ou
com concha interna reduzida, a medida que desenvolveram a capacidade de se alimentar de
macroalgas quimicamente defendidas, desintoxicar e sequestrar, bem como sintetizar
substancias defensivas de novo e utilizar os metabdlitos dessas algas para sua propria defesa
(FAULKNER & GHISELIN, 1983; WAGELE & KLUSSMANN-KOLB, 2005).

Muitos autores consideram o género Aplysia como herbivoro marinho especialista por
sequestrar e armazenar metabolitos das macroalgas quimicamente defendidas, das quais se
alimentam preferencialmente, tais como espécies dos géneros Dictyota, Dictyopteris,
Glossophora, Laurencia, Plocamium e Asparagopsis. Entretanto, esses herbivoros também se
alimentam de uma ampla variedade de outras espécies de macroalgas que ndo produzem
metabolitos secundarios de defesa (ROGERS et al., 1995; 2002). Além disso, outros fatores
como o grande tamanho que podem atingir (mais de 50 cm na fase adulta), a baixa mobilidade
e a rdpida taxa de crescimento e alimentacdo, poderiam esgotar rapidamente o seu estoque
alimentar local, forcando a sua migragé@o para outros hospedeiros (PENNINGS, 1991). Estes
aspectos impedem que estes consumidores se tornem exclusivamente especialistas, mas sim
oligofagicos. Contudo, mesmo que lebres do mar ndo sejam estritamente especializadas em
somente um Unico taxon, elas sdo claramente mais especializadas do que a maioria dos

herbivoros marinhos, na medida em que se associam e se alimentam seletivamente de
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macroalgas quimicamente defendidas e delas sequestram metabdlitos secundarios (HAY,
1992).

Apenas espécimes adultos de Aplysia sdo oligofagicos, uma vez que 0s juvenis sao
consumidores mais especializados. Por exemplo, os juvenis geralmente crescem melhor se
alimentando de macroalgas quimicamente defendidas, enquanto individuos adultos tém dieta
geralmente mais ampla, embora o crescimento seja frequentemente melhor em algas que
consumiram como juvenis (KUPFERMANN & CAREW, 1974). Individuos adultos (10-30
cm) de A. californica s@o conhecidos por consumirem macroalgas dos géneros Plocamium,
Laurencia, Ulva, Entheromorpha e Codium, enquanto juvenis (1-5 cm) preferem apenas
Plocumium, Laurencia e Ulva, e recrutas (0,05-0,15 cm) somente Laurencia e Plocamium.
Apesar de larvas de A. californica se estabelecerem em uma grande variedade de macroalgas
em laboratdrio, podem se desclocar apés a metamorfose para macroalgas que preferem
consumir. No entanto, no ambiente natural, individuos pequenos (< 2 cm; mesoherbivoro) de
A. californica sdo encontrados quase que exclusivamente, e de forma criptica, em Plocamium
e Laurencia, e ndo consomem completamente essas macroalgas hospedeiras (KANDEL,
1974; PAWLIK, 1989; PENNINGS, 1990, 1991). A mesma relacao foi observada em campo
para a espécie A brasiliana, onde juvenis e recrutas foram encontrados predominantemente
associados ou camuflados em espécimes de L. dendroidea e adultos em outras macroalgas e

até mesmo expostos no costdo ou na coluna dagua (observacao pessoal da autora).

Assim, a preferéncia alimentar do género Aplysia por macroalgas quimicamente
defendidas, entre elas espécies de Laurencia, pode ser alterada ao longo do desenvolvimento
do individuo e pode ser condicionada pela necessidade de se defender da predacdo e ndo
simplesmente por escolha de uma dieta Unica. Entretanto, mesmo que individuos do género
Aplysia se alimentem preferencialmente de macroalgas com defesas quimicas, a variagdo
intra- e inter-especifica dos metabdlitos na macroalga pode influenciar sua taxa de consumo,
pois concentragdes elevadas de metabolitos podem diminuir o consumo desses herbivoros e,
consequentemente, aumentar sua palatabilidade aos predadores (GINSBURG & PAUL,
2001).



30
1.2.2. Laurencia como recurso ecoldgico para espécies de Aplysia

Diferentes espécies de lebres do mar, como A. californica, A. brasiliana, A.
dactylomela e A. parvula sdo conhecidas por consumirem macroalgas vermelhas, entre elas
varias espéces de Laurencia. Embora existam dados sobre a estreita relacdo ecoldgica desses
dois taxons, a maioria dos estudos se concentra até os anos 90 e alguns detalhes
biologicamente importantes dessa relacdo permanecem pouco claros ou sdo conhecidos
apenas com base em provas circunstanciais e generalizadas para todo o grupo a partir de
estudos com base em um pequeno numero de espécies de lebres marinhas e macroalgas. Aqui
sdo reunidos estudos que abordam a interacdo ecoldgica entre espécies de Laurencia e

Aplysia.

Primeiramente, os individuos de Aplysia necessitam localizar suas macroalgas
hospedeiras e a quimiorrecep¢do a distancia tem sido reconhecida como de primordial
importancia para a deteccdo de alimentos, por exemplo, por gastropodes (KOHN, 1983).
Espécies de Aplysia apresentam estruturas e comportamentos que auxiliam na varredura,
busca e encontro de alimento/abrigo, como os tentaculos orais e rindforos em A. californica
que atuam como quimioreceptores de pistas quimicas liberadas por individuos de L. pacifica
(AUDESIRK, 1975). O comportamento de busca de alimento em A. brasiliana inclui um
movimento caracteristico de balanco da cabeca na superficie da dgua durante a natacao,
emergindo momentaneamente seus 6rgdos sensorias quando se aproximava de individuos de
L. pacifica (ASPEY et al., 1977). A soma de 6rgdos sensoriais, estimulos no sistema nervoso
central e comportamento permitiram a aprendizagem de A. californica no reconhecimento

rapido de Laurencia como importante recurso alimentar (CHIEL & SUSSWEIN, 1993).

As macroalgas vermelhas do género Laurencia sdo um importante recurso para
espécies Aplysia desde seus primeiros estagios de vida, e estudos demonstram a importancia
desta preferéncia para a metamorfose deste molusco. Quando exposta a diferentes macroalgas,
em experimentos de laboratério, as larvas de A. californica responderam melhor, com
desencadeamento de metamorfose em espécies de Laurencia (NADEAU et al.,, 1989;
PAWLIK, 1989) e esta afinidade permanece quando sdo recrutas e juvenis. Quando adultos,
os individuos de Aplysia continuam preferindo Laurencia, porém, ampliam a gama de
recursos alimentares com outras macroalgas (KANDEL, 1974; KANDEL et al., 1980;
PENNINGS, 1990). Das vérias macroalgas hospedeiras disponiveis para as lebres do mar

durante o crescimento e nutricdo na fase adulta, foi constatado que individuos de A. parvula
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alimentados com L. obtusa (alga menos abundante em campo), ndo sé se alimentaram mais,
mas também cresceram mais rapidamente, puseram mais ovos e tiveram maior sobrevivéncia,
tanto em experimentos de laboratorio quanto em campo, que quando alimentadas com outras
macroalgas verdes, pardas e até outras vermelhas (ROGERS et al., 1995, 2002). Estas
evidéncias atestam que Laurencia é um excelente recurso alimento para o género Aplysia ao

longo do seu desenvolvimento.

Vaérias espécies de Aplysia, ao se alimentarem de espécies de Laurencia, armazenam
e/ou metabolizam os metabdlitos destas macroalgas em glandulas digestivas, no manto e na
tinta, podendo utilizd-los posteriormente para sua propria defesa contra predadores
(CHAPMAN & FOX, 1969; STALLARD & FAULKNER, 1974a, 1974b; RUSSELL, 1984).
Entretanto, os efeitos da dieta sobre a aptiddo e a susceptibilidade das lebres do mar aos
predadores sdo pouco compreendidos. A tinta roxa secretada por Aplysia, considerada um
mecanismo de defesa, apresenta a aplisioviolina e a ficoeritrobilina como principais
componentes responsaveis pela coloracdo (RUDIGER, 1967; RUDIGER et al., 1967). Esses
dois metabolitos sdo produzidos em maior quantidadade quando A. californica se alimenta de
espécies de Laurencia, pois aplisioviolina é derivada da ficoeritrobilina, que por sua vez tem
como precursosora a ficoeritrina produzida por esta macroalga, porém, estas substancias ndo
tinham sido correlacionadas diretamente ao mecanismo defensivo do animal, e sim
reconhecidas como residuos de pigmentos biliares indesejados da sua dieta (CHAPMAN &
FOX, 1969). Entretanto, posteriormente foi evidenciada a acdo defensiva de aplysioviolina e
da ficoeritrobilina contra o ataque do caranguejo Callinectes sapidus, sendo aplisioviolina o

metabolito majoritario e mais importante no papel defensivo da tinta (KAMIO et al., 2010).

Além disso, um meio alternativo pelo qual espécies de Aplysia podem evitar a
predacdo seria viver em hospedeiros quimicamente defendidos, como espécies de Laurencia.
Vérios grandes herbivoros generalistas, como crustaceos, ouricos e peixes sdo fortemente
dissuadidos pela quimica de espécies de Laurencia, tornando estas macroalgas refligios ideais
para as lebres do mar. Além do mais, estudos ja avaliaram o papel de metabdlitos de Aplysia,
sequestrados de Laurencia, atuando como defesa quimica contra peixes de recifais (HAY et
al., 1987) e exibindo toxicidade contra crustaceos (JONGARAMRUONG et al., 2002).
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1.2.3. Diversidade de metabdlitos secundarios em Aplysia e Laurencia

Entre os moluscos e macroalgas marinhas, as lebres do mar do género Aplysia e as
espécies de Laurencia sdo as mais estudadas pelos quimicos de produtos naturais marinhos.
Muitas espécies do género Laurencia fazem parte da dieta de Aplysia spp., sendo uma rica e
variada fonte de metabdlitos secundarios para esses herbivoros. Cerca de 200 metabolitos
(Tabelas Anexo 1 e Anexo 2), muitos deles halogenados, foram isolados de Laurencia e
Aplysia.

A primeira abordagem sobre os metabolitos secundarios de Aplysia data de 1963,
quando YAMAMURA & HIRATA isolaram os sesquiterpenos desbromoaplisina (3), aplisina
(4) e aplisinol (5) de A. kurodai. Seis anos depois esses mesmos metabdlitos foram isolados
de L. okamurai (IREI, et al., 1969), j& evidenciando a estreita relacdo quimica entre estes dois
taxons. Desde entdo, diversos metabdlitos comuns a estes dois géneros ja foram isolados
(Tabela Anexo 1). Embora a primeira investigacdo quimica de uma espécie de Aplysia tenha
sido relatada ha mais de cinco décadas, a capacidade das lebres marinhas em concentrar e
transformar produtos naturais de varias espécies de macroalgas, principalmente de espécies de
Laurencia, continua a fazer destes moluscos organismos atraentes para a quimica de produtos

naturais.

Dentre o amplo espectro de metabélitos de Aplysia encontram-se substancias
halogenadas, ou ndo, provenientes de sua dieta alimentar e pertencentes as classes
metabolicas dos sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, acetoganinas, alcaloides indélicos e
substancias aromaticas. A Tabela do Anexo 1 apresenta os metabolitos em comum isolados de
especies de Aplysia e Laurencia, destacando a origem histologica dessas substancias no
herbivoro. Embora a maioria dos metabdlitos apresentados nesta tabela seja conhecido por
serem produzidos por Laurencia spp., 0s mesmos foram isolados da lebre do mar do género

Aplysia.

Das substancias descritas para Laurencia em revisfes prévias (HARIZANI et al.,
2016), 12,3% também ja foram isoladas de espécies do género Aplysia. Num total, essas
substancias comuns a esses dois géneros somam 118 metabolitos (Anexo 1). Dentre essas
substancas, os terpenos sao a classe estrutural mais representativa, totalizando 93 metabdlitos
em comum isolados, sendo 0s sesquiterpenos os mais abundantes; seguido por acetogeninas
C15, com 20 substancias isoladas, e por ultimo, substancia aromatica com somente um

metabolito, o 4-hidroxi-benzaldeido (6), isolado de A. dactylomela, L. papillosa e L. tristicha.
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A maioria das substancias de Laurencia isoladas em Aplysia estava concentrada nas
glandulas digestivas, evidenciando a importancia deste 6rgdo no armazenamento destes
produtos, principalmente os halogenados. Muitos estudos extrairam o animal inteiro (observar
na Tabela Anexo 1), colocando em duvida a origem histolégica destes produtos e levantando
até ao questionamento sobre esses produtos serem de macroalgas ndo digeridas. Entretanto, ao
longo do detalhamento das pesquisas dos metabolitos de Aplysia, viu-se que as glandulas
digestivas apresentavam elevadas concentracGes de metabdlitos considerados toxicos, muitos
deles provenientes de sua dieta a base de macroalgas, confirmando sua funcdo no
armazenamento dessas substancias (STALLARD & FAULKNER, 1974a, 1974b; IRELAND
et al., 1976; PEREIRA et al., 2016). A glandula digestiva € o maior dos 6rgaos internos da
lebre marinha A. californica, compreendendo aproximadamente 5-10 % do seu peso corporal
total. Analises demonstraram que este 6rgao contém quantidades grandes de bromo devido a
presenca de substancias organo-bromadas, muitas delas também isoladas de espécies de
Laurencia (STALLARD & FAULKNER, 1974a). Estes metabdlitos sdo os principais
responsaveis pela toxicidade descrita para as glandulas digestivas de A. californica, onde as
mesmas foram regurgitadas pela anémona Anthopleura xanthograramica ap0s ingestdo
(WINKLER & TILTON, 1962).

As glandulas digestivas também s&o capazes de modificar os metabolitos de Laurencia
em derivados ou em novos metabdlitos biossintetizados (de novo) pelo proprio molusco
(PEREIRA et al., 2016). Algumas hipdteses ja foram discutidas sobre a razdo dessas
modificacbes em lebres do mar: para aumentar a eficacia da defesa quimica; como
transformacdo quimica passiva quando a substancia passa pelo intestino e glandula digestiva;
ou como o primeiro passo de um mecanismo de desintoxicacdo (PAUL & PENNINGS,
1991). Essas observacOes levaram a questionamentos em relacdo a funcdo da glandula

digestiva: este 6rgao seria usado exclusivamente para 0 armazenamento de produtos quimicos
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toxicos para uso como um mecanismo de defesa, ou esses produtos quimicos toxicos sofrem
transformacdes quimicas na glandula digestiva (STALLARD & FAULKNER, 1974b)?

Alguns exemplos de modificacdo quimica de produtos de Laurencia por lebres do mar
ja foram descritos. Por exemplo, A. californica converte o laurinterol (7) e o pacifenol (8),
metabolitos de espécies de Laurencia, em aplisina (5) e pacifidieno (9), respectivamente, na
glandula digestiva (STALLARD & FAULKNER, 1974b). O dactilopiranoide (10), isolado de
A. dactolomela, é uma estrutura derivada de laurencianol (11), isolado da alga Laurencia
obtusa (WESSELS, et al., 2000). A aplysistatina foi descrita em A. angasi como um provavel
produto de oxidacdo do metabdlito palisadina A de Laurencia (PETTIT et al., 1977); assim
como elatol, produto de espécies de Laurencia, foi acetilado na glandula digetiva de A.
dactylomela formando acetilelatol (DIAS et al., 2005) (Figura 11.6). O Anexo 2 reline uma
tabela com os derivados formados a partir de produtos de Laurencia isolados em espécies de

Aplysia, incluindo origem histoldgica destes metabdlitos neste molusco.
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Figura 1.6. Reacgdes representativas de oxidacdo (PETTIT et al., 1977) e acetilagdo (DIAS et
al., 2005) realizadas por Aplysia com precursores obtidos a patir da sua dieta com macroalga
do género Laurencia.
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HIPOTESE

Com base na importancia da sinalizacdo quimica no ambiente marinho e a associacao
de herbivoros como o género Aplysia com macroalgas do género Laurencia, acredita-se que a
associacdo desses organismos esteja baseada na estreita comunicacdo mediada por substancias
exsudadas na agua, especificamente no que diz respeito a localizacdo da alga pelo herbivoro,
e consequentemente, mediante a presdao da atividade desse herbivoro, a comunicacdo
intraespecifica entre individuos de macroalgas. Assim, esse trabalho buscou testar duas
hipoteses, levando em consideragdo o metabolismo secundéario da macroalga como veiculo de

transferéncia de informacdes:

1) Laurencia dendroidea emite na &gua substancias que sdo detectadas por Aplysia

brasiliana e que auxiliam na sua orientacdo para sua alga hospedeira.

2) Individuos de L. dendroidea pastadas por A. brasiliana emitem pistas quimicas que
sdo recebidas por vizinhos coespecificos ilesos que, por sua vez, aumentam a producdo de

substancias de defesa contra a herbivoria por A. brasiliana.
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OBJETIVOS

Obijetivo geral

Investigar a presenca de pistas quimicas envolvidas na interacdo bioldgica entre a

macroalga Laurencia dendroidea e o molusco Aplysia brasiliana.

Obijetivos especificos

- Isolar e elucidar os metabdlitos secundarios produzidos por L. dendroidea;
- Caracterizar as substancias exsudadas em adgua do mar por L. dendroidea;

- Investigar como o molusco A. brasiliana responde aos metabolitos de L. dendroidea

em bioensaios em laborat6rio;

- Avaliar a inducdo de defesas quimicas contra a herbivoria e as alteracbes do
metabolismo secundario em individuos de L. dendroidea expostos ao consumo direto por A.
brasiliana; e em individuos ilesos expostos a pistas quimicas liberadas na agua por

coespecificos de L. dendroidea predados e pela presenca do herbivoro.

- Determinar o tempo de inducédo de defesas quimicas.
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CAPITULO II

Isolamento e caracterizacdo de metabdlitos
secundarios de Laurencia dendroidea
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ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS DE Laurencia dendroidea

I1. 1. INTRODUCAO

A natureza, sem davidas, é uma fonte prolifica de diversidade quimica, e, por muitos
anos a Flora e a Fauna terrestres foram um dos principais reservatorios de promissorres
produtos bioativos na quimica de produtos naturais (DIAS et al.,, 2012). Entretanto, 0
ambiente marinho, que cobre aproximadamente 70% da superficie terrestre e abriga
representantes de 34 dentre os 36 filos descrito; alguns dos quais s6 sdo encontrados nos
oceanos (MORA et al., 2011), oferece um enorme recurso para a descoberta de novas e
promissoras estruturas quimicas (BLUNT et al., 2017). A quimica de produtos naturais
marinhos, juntamente com a ecologia quimica marinha, teve um crescente avanco nas Gltimas
décadas, sustentado por: desenvolvimento de técnicas e equipamentos de mergulho seguros,
novas ferramentas analiticas para o isolamento e caracterizagcdo de substancias e novas
técnicas de bioensaios ecoldgicos. A biota marinha e seus metabdlitos, em grande parte
inexplorados, tornaram-se acessivel aos biélogos marinhos e quimicos organicos, e 0 nimero
de organismos investigacfes aumentou exponencialmente nos ultimos 60 anos (PAWLIK et
al., 2013). Desde entdo, ja foram isoladas mais de 27.000 substancias de organimos marinhos
como: microorganismos; macroalgas verdes, marrons e vermelhas; esponjas; cnidarios;

briozoarios; moluscos; tunicados; corais e equinodermos (BLUNT et al., 2017).

Os produtos naturais marinhos incluem diversas classes de substancias, tais como
terpenos, fenois, polifenolicos, acetogeninas, alcaloides e outros (BLUNT et al., 2017). A
maioria das pesquisas sobre produtos naturais marinhos se concentra em seus potenciais
bioativos no desenvolvimento de farmacos com comprovadas atividades antitumorais
(MUDIT & EL SAYED, 2016), antivirais (GOGINENI et al., 2015), anti-inflamatorias
(FERNANDO et al., 2016), antifungicas (EL-HOSSARY et al., 2017), antimicrobianas
(MOLONEY, 2016) e antioxidante (MARTINS et al., 2013). Algumas substancias de origem
marinha estdo, atualmente, em testes clinicos para estabelecer sua eficAcia como novos
farmacos ou ja se encontram em uso clinico (NEWMAN & CRAGG, 2014; RANGEL &
FALKENBERG, 2015; MUDIT & EL SAYED, 2016), como a trabectedina ou ET-743
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comercialmente chamado de Yondelis®, a brentuximab vedotina ou SGN-35 (Adcetris®), a
plitidepsina (Aplidin®) e tetrodotoxina (Tectin®).

Entretanto, tais substancias ndo se originaram na natureza para uso humano em
primeiro lugar. Essencialmente, os metabdlitos secundarios desempenham um papel
proeminente para a sobrevivéncia dos organismos produtores. H4 muitas teorias a respeito dos
fatores que levaram os organismos marinhos e terrestres a produzirem estas substancias. As
primeiras teorias sustentatm que esses produtos se tratavam de residuos quimicos do
metabolismo primario e, por isso, o termo metabdlitos secundarios foi cunhado, uma vez que
estes metabdlitos ndo foram considerados importantes para o organismo produtor. No entanto,
tais substancias sdo agora consideradas de importancia vital para o organismo produtor e uma
nova disciplina chamada ecologia quimica, uma area multidisciplinar envolvendo quimicos,
bidlogos, ecologos e bioquimicos, se dedica ao estudo das fungbes ecoldgicas destas
substancias (HASLAM, 1994; BERENBAUM, 1995; CHRISTOPHERSEN, 1995; HAY,
1996; BOURGAUD et al., 2001; FIRN & JONES, 2009). Uma vez que 0s organismos, entre
eles os marinhos, sdo expostos a uma variedade de habitats e a condi¢des adversas tais como
intensa pressdo competitiva por espago, luz e nutrientes, 0os mesmos desenvolveram
numerosas e complexas defesas quimicas para garantir sua aptiddo e sobrevivéncia (HAY &
FENICAL, 1996). Contudo, das diversas substancias bioativas conhecidas de origem marinha,
apenas uma pequena parte, predominantemente os metabolitos majoritarios ou misturas
complexas, foi estudada por sua importancia ecolédgica. Estes poucos estudos evidenciaram
seu papel como toxinas, muitas prejudiciais a satide humana (REVERTE et al., 2014), como
substancias de defesa que diminuem a atratividade e palatabilidade de herbivoros e
predadores (GARSON, 2010; PAWLIK, 2012), como protecdo contra estressores abioticos
como a radiacdo (HADER et al., 2015), atuacdo como sinalizadores quimicos em interacdes
ecoldgicas intra- e interespecificos (HAY, 2009) e na prevengdo de incrustagdes (DA GAMA
etal., 2014).

Dentre os metabdlitos de organismos marinhos, aqueles isolados de macroalgas ja
foram o principal alvo de estudos sobre quimica de produtos naturais marinhos. Até o final da
década de 80, aproximadamente 35% das novas substancias de origem marinha isoladas
foram provenientes de macroalgas (SMIT, 2004; PAL et al., 2014; ANAND et al., 2016).
Macroalga marinha é um termo que engloba algas marinhas macroscépicas, eucariontes,
bentbnicas e fotossintetizantes. E, entre os organismos marinhos, as macroalgas representam

um grande grupo de organismos importantes na estruturacdo do ecossistema por fazerem parte
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da base da cadeia alimentar. As macroalgas séo divididas em trés filos: Rhodophyta (algas
vermelhas), Ochrophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes) (GUIRY & GUIRY,
2017). Dos trés filos, as macroalgas vermelhas destacam-se pela abundancia, diversidade de
especies e pelo elevado nimero de metabdlitos secundarios (WANG et al., 2013; WANKE et
al., 2015; HARIZANI et al., 2016).

A maior fonte de diversidade e de metabdlitos secundarios dentre as macroalgas
vermelhas é, indiscutivelmente, proveniente da familia Rhodomelaceae (ordem Ceramiales,
classe Rhodophyceae e phylum Rhodophyta), com cerca de 170 géneros e um pouco mais de
1000 espécies reconhecidas, distribuidas em mares tropicais e subtropicais de todo mundo nas
regibes entre marés e infralitoraneas em profundidades de até 65 m (GUIRY & GUIRY,
2017). Destaca-se nesta familia o género Laurencia, onde suas espécies estdo agrupadas, em
termos taxonémicos, com as espécies dos géneros Laurenciella, Osmundea, Chondrophycus,
Palisada e Yuzurua, no complexo conhecido como “complexo Laurencia” (CASSANO et al.,
2012). No Brasil, o “complexo Laurencia” ¢ representado por vinte taxa: Laurencia strictu
sensu, com doze espécies, Palisada com quatro espécies e Osmundea e Yuzurua com duas
espécies cada, distribuidas ao longo de toda a costa, desde o Ceara até o Rio Grande do Sul,
constituindo um elemento ecoldgico importante da flora marinha brasileira (FUJII et al.,
2011). Até o momento mais de 1.000 substancias ja foram isoladas de diferentes espécies de
Laurencia, dentre elas sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, acetogeninas, alcaloides
indolicos, esteroides, onde muito destes metabdlitos sdo halogenados (HARIZANI et al.,
2016).

Os metabdlitos das espécies de Laurencia, além de possuirem caracteristicas
estruturais Unicas, também exibem interessantes e notaveis propriedades biologicas e
ecologicas. O potencial uso dos metabolitos secundarios de espécies de Laurencia vem sendo
bem documentado e exibem diversas atividades bioldgicas, tais como antitumoral
(ILIOPOULOU et al., 2003; LHULLIER et al., 2009b; DU et al., 2010; PACHECO et al.,
2011; STEIN et al., 2011a; DELLAI et al., 2013; ZALETA-PINET et al., 2014; ALARIF et
al., 2016), antimicrobianos (HIGGS, 1981; VAIRAPPAN, 2003; VAIRAPPAN et al., 2001,
2010; MACHADO et al., 2011; ALARIF et al.,, 2012; BIANCO et al., 2013, 2015;
MACHADO et al., 2014; ABDEL-RAOUF et al., 2015; KAVITA et al., 2014; LI et al.,
2016), inibidores enziméticos (CHATTER et al.,, 2011; VAIRAPPAN et al.,, 2013,
MACHADO et al., 2014; WIJESINGHE et al., 2014; BIANCO et al., 2015; LAJILI et al.,
2016), anti-helminticos (DAVYT et al., 2001, 2006), analgésicos (CHATTER et al., 2009;
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LAJILI et al., 2016), anti-asmatico (JUNG et al., 2009), antifungico (SHUI-CHUN & YUE-
WEI, 2010; STEIN et al., 2011b; LI et al., 2012b; YU et al., 2014; FENG et al., 2015;
ALARIF et al., 2016; YU et al., 2017), antimalarico (WRIGHT et al., 1996; TOPCU et al.,
2003; MENDIOLA MARTINEZ et al., 2005), antiprotozoario (FREILE-PELEGRIN et al.,
2008; VEIGA-SANTOS et al., 2010; MACHADO et al., 2011; DESOTI et al., 2012, 2014),
antiviral (SOARES et al., 2012; PEREZ-RIVEROL et al., 2014; GHEDA et al. 2016) e
antioxidantes (LIANG et al., 2007; LI et al., 2010; LEE et al., 2011).

Por sua vez, essas mesmas substancias de Laurencia, com alto potencial
biotecnologico, apresentam importantes e relevantes funcdes do ponto de vista ecolégico. E,
apesar de menos comuns, os trabalhos na area de ecologia quimica marinha demonstram que
tais metabolitos podem atuar como agentes anti-incrustrantes, impedindo o assentamento de
organismos bent6nicos (DE NYS et al., 1996; KONIG; WRIGHT, 1997; DA GAMA et al.,
2002, 2003; PEREIRA et al., 2003; UMEZAWA et al., 2014; CEN-PACHECO et al., 2015) e
agentes alelopaticos, impedindo o crescimento de macroalgas, microalgas e bactérias
marinhas (HELLIO et al., 2002; VAIRAPPAN et al., 2010). Entre as fun¢des ecoldgicas mais
estudadas para as substancias de Laurencia esta a defesa quimica contra diversos herbivoros
marinhos. Esses metabolitos sdo capazes de inibir o consumo de anfipoda da espécie
Schizaphis graminum (ARGANDONA et al. 1993), de individuos jovens do molusco Huliotis
discus hannai e dos ouri¢os-do-mar (Strongylocentrotus nudus e S. intermedius) (KURATA
et al.,, 1998), de espécies de gastrépodes como Littorina strata e Osilinus atratus
(GRANADO & CABALLERO, 1995), de peixes recifais (PAUL & HAY, 1986; HAY et al.,
1987), de ourigos Diadema antillarum e Lytechinus variegatus adultos (HAY et al., 1987,
PEREIRA et al., 2003) e de caranguejos da espéecie Pachygrapsus transversus (PEREIRA et
al., 2003).

Outro aspecto ressaltado para os metabolitos de Laurencia é sua utilizagdo como
marcadores quimiotaxonémicos do “complexo Laurencia”. Uma vez que o alto grau de
variacdo fenotipica e caracteristicas morfologicas tornam a discriminagdo de espécies dentro
do “complexo Laurencia” extremamente dificil quando se utiliza apenas caracteres
tradicionais (FENICAL & NORRIS, 1975; HOWARD et al., 1980; MASUDA et al., 1996,
1997, 1998; TAKAHASHI et al., 1998; MASUDA et al., 1999; RETZ DE CARVALHO &
FRANCA ROQUE, 2004; KAMENARSKA et al., 2006; LEE TAN et al., 2011; JI et al.,
2016), os metabdlitos secundarios caracteristicos de espécies de Laurencia sdo uma

ferramenta taxondmica til na sua identificacdo, pois sua producdo nao é aleatdria e sim uma
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caracteristica determinada pelo genoma e enzimas especificas de espécies do genéro (DE
OLIVEIRA et al., 2012, 2015; VERBRUGGEN & COSTA, 2015; CALEGARIO et al.,
2016).

Apesar de metabdlitos caracteristicos terem sido descritos em espécies do género
Laurencia com reconhecidas atividades biologica, ecoldgica e quimiotaxondmica, poucos
estudos levaram em consideragcdo a existéncia da variabilidade natural na producdo dessas
subtancias nestes tipos de trabalho (STENGEL et al., 2011). Entretanto, estudos pontuais ja
apontaram a variabilidade natural na composicdo quimica dos metabdlitos secundarios de L.
dendroidea ao longo do dia (SUDATTI et al., 2016), em nivel intra- e interpopulacional
(OLIVEIRA et al., 2013), entre seus Orgaos reprodutivos e vegetativos (SUDATTI et al.,
2006), por influéncia de fatores abidticos (SUDATTI et al., 2011) e geogréficos (LEE TAN et
al., 2011; MACHADO et al., 2016), mostrando a importancia desse tipo de abordagem nos

estudos farmacologicos e, principalmente, nos estudos quimiotaxénomicos e ecoldgicos.

Embora a pesquisa de produtos naturais de Laurencia tenha sido uma area de pesquisa
ativa desde o inicio da década de 70 (SIMS et al., 1971), estruturas quimicas interessantes
ainda estdo sendo descritas continuamente, com esqueletos carbonicos novos, ndo observados
em outros organismos e com potenciais atividades bioldgicas e ecolégicas (ALARIF et al.,
2016; CHEN et al., 2016; GUTIERREZ-CEPEDA et al., 2016; JI et al., 2016; LI et al.,
2016a, 2016b; YU et al., 2017). Este fato desperta o interesse continuo de quimicos e
bidlogos no isolamento, caracterizacdo e reconhecimento das atividades bioldgicas e
ecologicas dos metabolitos deste género.

Na busca por tentativa de identificar os metabdlitos envolvidos na mediacdo quimica
entre Laurencia dendroidea e Aplysia brasiliana, foram isolados e caracterizados metabolitos
secundarios produzidos por L. dendroidea para a realizacdo dos ensaios de laboratério e

estudos cromatograficos de perfis quimcios visando evidenciar esta mediacéo.

1. 2. PARTE EXPERIMENTAL

11.2.1. Coleta dos organismos

Individuos de Laurencia dendroidea foram coletados através de técnicas de mergulho
livre na Praia Azeda no municipio de Armag&o dos Buzios - Rio de Janeiro (22° 44' 33,66"S
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41° 52' 55,57"0) em 21/09/2014 e na Praia de Manguinhos no municipio de Serra — Espirito
Santo (20° 117 13.9” S 040° 11° 25,4” O), em 19/03/2010. Ambas as populacGes estavam na
profundidade maxima de 2m. Apos a coleta, 0 material foi triado para remocao de epifitas e
fauna acompanhante. O material proveniente da Praia de Manguinho, antes de ser submetido
ao processo de extracdo, foi congelado a -20°C, enquanto o material da Praia Azeda foi
submetido a extracdo imediatamente ap0s a coleta.

A identificacdo das macroalgas foi realizada pela Prof* Dr* Lisia M6nica Gestinari
(NUPEM/UFRJ) e as exsicatas de todo o material boténico (numero de catalogo de
espécimes-testemunho da Praia Azeda= RFA 38846 e da Praia de Maguinho= RFA 35887)
foram depositadas no Herbario RFA da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

11.2.2. Procedimentos gerais

A atividade otica foi mensurada usando um polarimetro PERKIN-ELMER®, modelo
241, medida a 20 °C, usando a linha D do sodio (A=589 nm) e uma célula de 1dm de longitude
Optica. As subtancias foram diluidas em cloroférmio (CHCI3 grau HPLC) e metanol (MeOH
grau HPLC). Os espectros de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D (*H, *C, APT, COSY,
HSQC-DEPT, HMBC) foram obtidos no Instituto Universitario de Bio-Organica Antonio
Gonzalez (Universidad de la Laguna - ULL, Espanha) usando o aparelho modelo BRUKER®
AVANCE 600 MHz e no Laboratério Multiusuario de RMN (Instituto de Quimica,
Universidade Federal Flumimense) usando os aparelhos modelos Varian VNMRS 500 MHz e
300MHz. As amostras foram diluidas em cloroférmio deuterado (CDCI3) em tubos de 5mm
para amostras com com massa acima de 1 mg e tubos de 3mm para amostras com massas
inferiores a 1 mg. Os deslocamentos quimicos foram padronizados usando o sinal do CHCI;
residual a 7,26 ppm como referéncia interna. Os dados foram processados e analisados usando
os softwares MestReNova, TopSpin 3.2 e SpinWorks 4. Os espectros de massas por ionizagdo
por impacto de elétrons (EM-IE) foram obtidos no Laboratério Integrado de Quimica
(Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, campus Macaé) utilizando um GCMSQP-
2010 Plus (70 eV) da Shimadzu; em m/z (rel. %). Os espectros de massas de alta resolucao
por eletrospray foram obtidos em Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (ULL,
Espanha) utilizando um VG-Autospec FISONS.
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O processo de fracionamaneto dos metabolitos secundérios dos extratos de L.
dendroidea da Praia Azeda foi realizado no Laboratorio de Productos Naturales Marinos
(ULL), sob supervisdo dos professores Dr. Manuel Norte, Dr. José Javier Fernandez e Dra.
Maria Luisa Souto. Ja o isolamento dos metabolitos secundarios do extrato de L. dendroidea
da Praia de Manguinhos foi realizado no Grupo de Produtos Naturais de Organismos
Aquaticos (GPNOA, UFRJ, campus Macaé) sob a supervisao da professora Dra. Angélica
Ribeiro Soares. As separacdes foram realizadas em colunas com fase estacionaria de
Sephadex LH-20 (6 x 34 cm, PHARMACIA FINE CHEMICALS®), colunas de média
pressao pré-empacotada Lobar LiChroprep com fase estacionéria de Silica (Si-60, 40-63 pum,
MERCK®), colunas de vidro com fase estacionaria de silica Silicycle Silicaflash F60 (230 —
400 mesh MERCK®); as cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em
placas de silica gel 60 GF,54 nm (MERCK®;) e a detec¢do dos metabdlitos foi realizada,
inicialmnte, por inspe¢do em camara de UV a 254 e 365nm, seguida como sistema revalador
universal foi borrifado uma solucéo de sulfato cérico 2% em &cido sulfurico. As separacbes
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas utilizando aparelho
modelo Pharmacia LKB 2252 com detector de indice de refracdo RI-Shodex-102 e coluna de
fase normal de silica (u-Porasil™, 125 A, 1.9 x 15 cm). A centrifuga J.P. Selecta Centrosix

foi utilizada como estratégia de separacdo por preciptacdo em algumas etapas do isolamento.

11.2.3. Extracdo

Para extracdo dos metabdlitos secundérios de L. dendroidea coletada na Praia Azeda
em Buzios (RJ), 450g de individuos frescos foram submetidos a extracdo sequencial por
maceragdo utilizando acetato de etila:metanol (1:1) e alcool etilico:agua destilada (1:1).
Foram realizadas duas extracOes de 24h cada para cada mistura de solvente. O procedimento
de extracdo para os individuos coletados na Praia de Manguinhos (ES) foi descrito em
MACHADO, 2014; onde inicialmente foram secos em temperatura ambiente e, em seguida
triturados e submetidos a trés extracdes por maceracdo de 24h cada com diclorometano. Em
todas as extracdes (de ambos os materiais) foi utilizado um banho de ultrassom (marca Logen
Scientifica) por 15 minutos. Apos filtracdo todos os extratos brutos foram concentrados sob
pressdo reduzida com o auxilio de um evaporador rotatorio. Ao final obteve-se um material

oleoso de tonalidades verde para cada um dos extratos.
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11.2.4. Isolamento e elucidacdo estrutural dos metabdélitos secundarios

Inicialmente, o extrato em acetato de etila:zmetanol de L. dendroidea da Praia Azeda
(2,09) foi diluido em n-Hexano:CHCI3;:MeOH (2:1:1) e a parte solavel (1,4g) foi submetida a
cromatografia por exclusdo molecular com Sephadex LH-20 (6 x 34 cm) eluida com mistura
de n-hexano:CHCI3:MeOH (2:1:1). Foram coletadas 115 fracdes de 25 mL e, a partir da
similaridade por CCD, foram reunidas em 7 fragOes (1AZ-FR1 a FR7). Inicialmente, como
estratégia para o proseguimento do fracionamento deste extrato, as fracdes 1AZ-FR1 a FR7
foram analisadas por RMN *'H. A partir da observacdo de sinais caracteristicos de
sesquiterpenos halogenados, compreendidos entre as regides 4 a 6 ppm no RMN 'H, a fracdo
1AZ-FR4 (183mg) foi escolhida para o prosseguimento de purificacdo. Primeiramente, a
fragcédo foi filtrada em filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22um e submetida a
uma nova separacdo em uma coluna pré-empacotada de media pressdo de Silica (Si-60, 40-63
pum), utilizando-se um gradiente hexano-acetato de etila fornecendo um total de 137 fracdes
de 15mL. As fracdes com perfil similar por CCD foram reunidas, resutando em 12 fracGes
(2AZ-FR1 a FR12) e, entre elas, foi possivel isolar e elucidar as substéncias 1 (120,5 mg;
2AZ-FR5; hexano: acetato de etila 9:1) e 2 (1,5 mg; 2AZ-FR4; hexano: acetato de etila
9,5:0,5). A purificacdo final das fracdes 2AZ-FR6 (hexano: acetato de etila 8:1) e 2AZ-FR7
(hexano: acetato de etila 7:3) foi realizada com auxilio de CLAE com coluna de silica (p-
Porasil™, 125 A, 1,9 x 15 cm). Para a fracdo 2AZ-FR7 (4,8 mg) foi empregado um sistema
isocratico de n-hexano: acetato de etila (9:1) de ImL/min onde obteve-se as substancias 3
(520 pg; 3AZ-FR2; tempo de retencdo= 35 min) e 4 (1,4mg; 3AZ-FR4, tempo de retencdo=
44 min). J& para a fracdo 2AZ-FR6 (7 mg) foi empregado um gradiente n-hexano: acetato de
etila onde foi possivel se obter a substancia 5 (2,7 mg; 4AZ-FR2; 9,5:05, tempo de
retencdo= 20 min).

A Figura I1.1 resume as etapas empregagas no fracionamento do extrato bruto em

acetato de etila:metanol (1:1) de L. dendroidea da Praia Azeda.

Posteriormente, o extrato obtido em etanol:agua (1,5g) obtido a partir da extracéo
sequencial dos individuos de L. dendroidea da Praia Azeda (BUzios-RJ) foi submetido a
cromatografia por exclusdo molecular com Sephadex LH-20 (6 x 25 cm) eluida com metanol,
gerando 96 fracdes, onde apos a reunido por similaridade por CCD foram obtidas 11 fracGes
(5AZ-FR1 a FR11). Em seguida, as fracdes 5AZ-FR6 (204 mg) foram submetidas a separacéo
por preciptacdo, onde 10 mL de diclorometano foi adicionado a fracdo e submetido a
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centrifugacdo por 20 min. Esse procedimento foi repetido por por 3 vezes, resultando
novamente no isolamento da substancia 1 (161,5mg, 6AZ-FR1 — sobrenadante). O mesmo
procedimento de separacdo por preciptacdo foi realizado com a fracdo 5AZ-FR7 (34 mg),
onde a fracdo superior (2,3 mg; 9AZ-FR2, sobrenadante), logo em seguida foi submetida a
purificacdo por CLAE com coluna de silica (u-Porasil™, 125 A, 1.9 x 15 cm) usando um
sistema isocratico em n- hexano/EtOAc 8:2, permitindo novamente o isolamento das
substancias 3 (120 ug; tempo de retencdo = 17 min) e 4 (620ug, tempo de retencdo = 28

min).

A Figura I1.2 resume as etapas empregagas no fracionamento do extrato bruto em

etanol:agua (1:1) de L. dendroidea da Praia Azeda.

Por sua vez, o extrato de L. dendroidea da Praia de Manguinhos, obtido em
diclorometano (2,0 g), foi inicialmente fracionado por cromatografia em coluna (CC) de silica
(30,2 g de Silica flash Silicycle F60 230-400 mesh, 1,5 x 30 cm), e eluida em um sistema de
gradiente utilizando como solventes misturas crescentes de polaridade de n-
hexano:diclorometano (100:0, 95:5, 90:10, 75:25, 50:50, 0:100), diclorometano: acetato de
etila (50:50, 0:100) e metanol (100) com volume de 75 mL para cada sistema. Foram coletadas
46 fragbes que foram renuidas por similaridade evidenciada por CCD em 14 fracOes
(IMANG-FR1 a F14), e, entre as fracdes iniciais foi possivel identificar as substancia 7 e 8,
em mistura (11,6 mg; IMANG-FR8, hexano:diclorometano 7,5:2,5) e isolar a substancia 9
(2,3 mg; IMANG-FR7, hexano:diclorometano 9:1).
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2 1 : hexano: hexano: :
acetato de acetato de
(1:5 mg) (120'5 mg) 1 etila(8:2) : etila(7:3) :
hexano: acetato hexano: acetato ——— =
de etila (9:1) de etila(9,05:0,5) F
PLC Si u-Porasil (15 x 1,9 cm)
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| | I | | |
3AZ-FR1 3AZ-FR2 3AZ-FR3 3AZ-FR4 | 3AZ-FR5 | | 3AZ-FR6 |
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(520 pg) (1.4mg)
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4AZ-FR1 SUBSTANCIA 5 4AZ-FR3 4AZ-FR4 4AZ-FR5 4AZ-FR6 4AZ-FR7 4AZ-FR8
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Figura Il. 1. Fracionamento do extrato bruto de L. dendroidea em acetato de etila: metanol (1:1) da Praia Azeda (Buzios-RJ)
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Laurencia dendroidea - Praia Azeda
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Figura I1.2. Fracionamento do extrato bruto de L. dendroidea em etanol:4gua (1:1) da Praia Azeda (BUzios-RJ)
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A fracdo IMANG-FR11 (650 mg; diclorometano 100%) foi submetida a uma nova
separagdo por CC de silica (45g, Silica flash Silicycle F60 230-400 mesh, 1,5 x 55 cm) em um
sistema de gradiente hexano:diclorometano [100:0, 95:5, 90:10 (140mL cada), 75:25 (200
mL), 50:50 (150mL), 65:35 (200 mL), 0:100 (150 mL)], diclorometano: acetato de etila
[50:50 (100mL), 0:100 (100mL]. O fracionamento resultou na separacdo de 77 fracOes,
reunidas em 6 fracOes de acordo com o perfil verificado por CCD (2MANG-FR1 a FR7). Em
seguida, a fracdo 2MANG-FR4 (230 mg; hexano:diclorometano 6,5:3,5) foi submetida a um
novo fracionamento por CC de silica (5,7 g, Silicycle Siliaflash F60 230-400 mesh, 1,0 x 10
cm) com hexano:diclorometano [70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 0:100 (100mL de cada)]. As
fragdes similares em CCD foram reunidas em 5 fragdes (3MANG-FR1 a FR5). A substéncia
6 (135,5 mg) foi obtida na fracdo 3AIMANG-FR3 (hexano:diclorometano 50:50 e 40:60).

A fragdo 2MANG-FRS5 (176 mg; hexano:diclorometano 6:3) foi purificada por CC de
silica (4,2 g, Silicycle Siliaflash F60 230-400 mesh, 1,0 x 7,0 cm) em um sistema isocratico
com 50mL de n-hexano:acetato de etila (95:5). No total, foram obtidas 4 fracdes (AMANG-
FR1 a FR4) que foram reunidas por similaridade em CCD. A substancia 6 (104,7mg) foi
obtida na fracdo 4AMANG-FRA4.

Finalmente, a fracdo IMANG-FR12 (129,1 mg; diclorometano:acetato de etila 50:50)
foi submetida a um novo fracionamento em CC de silica (6 g, Silicycle Siliaflash F60 230-
400 mesh, 1,0 x 10 cm), utilizando um sistema isocratico com 75mL de hexano:acetato de
etila (95:5). Cinco fragdes (5SMANG-FR1 a 5) foram obtidas ap6s a runido por similaridade
por CCD. A substancia 6 (106,1mg) foi obtida na fracdo SMANG-FR4.

A Figura 11.3 resume as etapas empregadas no fracionamento do extrato bruto em

diclorometano (100%) de L. dendroidea da Praia de Manguinhos.

As substancias obtidas foram analisadas por técnicas espectroscépicas de RMN (*H,
3¢, COSY, HMBC, HSQC, APT) e EM, e por rotacdo dptica especifica.
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Figura I1.3. Fracionamento do extrato bruto de L. dendroidea em diclorometano da Praia de Manguinhos (Serra — ES)
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I1. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram obtidas e caracterizadas nove substancias dos extratos brutos de
espécimes de L. dendroidea coletados na Praia Azeda (BUzios — RJ) e na Praia de Maguinhos
(Serra — ES). Sete substancias foram obtidas puras (1-6 e 9) e duas obtidas em mistura (7-8).
Todas foram classificadas como sesquiterpenos halogenados do tipo chamigrano ja descritos
na literatura: (+)-elatol (1), 10-bromo-9-hidroxi-chamigra-2,7(14)-dieno (2), (Z)-10,15-
dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno (3), (E)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-
1,3(15),7(14)-trieni (4), isoobtusol (5), obtusol (6), obtusano (7), nidificeno (8) e 3,10-

dibromo-4-cloro-a-chamigreno (9).

HOI,I’ HO’I,,
B Br"
10-bromo-9-hidroxi- (£)-10,15-dibromo-9-hidroxi-
(+)-elatol chamigra-2,7(14)-dieno chamigra-1,3(15),7(14)-trieno
@ ) 3)
HO,,,
B
Br
(E)-10,15-dibromo-9-hidroxi-
chamigra-1,3(15),7(14)-trieno isoobtusol
) ©) (6)
él 3,10-dibromo-4-
obtusano nidificeno cloro-a-chamigreno
(7 ®) )

Os sesquiterpenos sdao uma classe de terpenos com 15 carbonos formados a partir da
unido de trés unidades de isoprénicas (C5). Os sesquiterpenos apresentam uma grande

diversidade estrutural, incluindo sistemas aciclicos, mono-, bi, tri- e tetraciclicos (CORDELL,
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1976), sendo os esqueletos chamigranos um sistema intermediario chave na construcdo dos
outros sesquiterpenos mais complexos (WANG et al., 2013). Os sesquiterpenos sao o maior
grupo de metabdlitos secundarios estudados e isolados de espécies do géneros Laurencia e
Aplysia (HARIZANI et al., 2016).

Todos os sesquiterpenos identificados nesse trabalho sdo do tipo chamigrano,
contendo dois anéis espiro de seis membros cada, ligados ao mesmo carbono quaternario (C-
6). O anel A foi claramente igual nas substancias 1, 2, 3, 4, 5 e 6, mas com diferencas na
esteriogiimica dos seus substituintes. Nas substancias 7, 8 e 9 0 anel A apresentou diferengas
em seus substituites, assim como também em sua esteriogimica em relacdo as substancias
anteriores. Em relacdo ao anel B, em todas as substancias isoladas foram observadas variacdes
nas posicBes dos substituintes, bem como em suas esterioquimicas. Os dados de RMN *H e
3C de todas as substancias elucidadas estdo detalhados da Tabela I1.1. A confirmacéo
estrutural foi realizada pelas analises de RMN 2D, de espectroscopia de massas de alta e baixa

resolugéo, quando possivel, e rotacéo 6tica especifica ([a]*p, Tabela 11.2).

Quanto ao detalhamento da elucidacdo das substancias isoladas, optou-se,
primeiramente, por detalhar o processo de elucidacdo do anel A e B da substancia 1. Em
seguida, a elucidacdo dos demais metabdlitos foi realizada ressaltando as diferencgas
espectroscopicas em relacdo a substancia 1. Os resultados sdo apresentados e discutidos a
seguir. E possivel encontar todos os espectros de RMN e massas utilizados para elucidagdo

das substancias no caderno de espectro no apéndice da tese.

SUBSTANCIA 1: (+)-elatol

A substancia 1 foi isolada como um o6leo claro, [a]p +79.7° (c 0,06, CHCI3), com a
formula molecular C15H,,0BrCl, que foi proposta a partir do estudo de RMN e confirmada
por espectrometria de massas, com um indice de saturacdo igual a quatro. Na andlise do
espectro de massas de alta resolucdo (Apéndice 2) se observou o ion molecular com
separacOes isotopicas de massas caracteristicos de halogenados m/z 332,0505 (calc.
332,0542), 334,0537 (calc. 334,0522), com intensidade relativa 100:94 (Apéndice 1), assim
como os picos relativos a perdas de fragmentos caracteristicos de bromo, cloro e dgua, como
79 (M - Br), 80 (M - HBr), 35 (M - Cl), 36 (M - HCI) e 18 (M — H,0) no espectro de massas

de baixa resolucao (Apéndice 1).
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A analise inicial do espectro de RMN 'H da substancia 1 (Figura 11.4 e Apéndice 3)
indicou a presenca de dois sinais que integra para 1 hidrogénio cada na regi&o de carbono sp?,
o 5,11 e 4,78 (simpletos largos), dois sinais caracteristicos da presenca de heteroatomos, oy
4,60 (1H, d, 2.3 Hz) e 4,14 (1H, d, 2.3 Hz) e trés sinais integrados para 3 hidrogénios cada,
caracteristicos de grupos metilicos (6 1,69; 1,05 e 1,06). O espectro de RMN **C (Figura 11.5
e Apéndice 4) mostrou sinais correspondentes a quinze carbonos: trés metilas a éc 19,5; 20,8
e 24,3; cinco metilenos, um deles olefinico, a Jc 25,6; 29,4; 38,0; 38,6 e 11,0; dois metinos
em heteroatomos d¢ 70,9 e 72,2; assim como cinco carbonos quaternarios, um deles espiro e
trés do tipo sp?, a dc 43,2; 49,2; 124,2; 128,1 e 140,8 (Tabela 11.1).

A partir destes dados se deduziu que dos quatro graus de insaturacdo envolvidos na
formula molecular, dois foram correspondentes & presenca das duas insaturagdes tipo sp e,
consequentemente, os dois graus de insaturacdo restantes na estrutura puderam ser
justificados pela presenca de dois ciclos. Estes ciclos estdo ligados através do carbono
quaternario espiranico a Jdc 49,2. Estas caracteristicas estruturais permitiram simplificar e
apresentar o detalhamento, a seguir, da analise por RMN por sistemas de anel espiro A e B,
separadamente.
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TABELA I1. 1. Dados de RMN de 'H e de **C (CDCl3, 600 MHz, 500 MHz e 300 MHz) para 9 substancias isoladas (1 a 9).

HO 14

-
-
-

13

(+)- elatol

10-bromo-9-hidroxi- chamigra-2,7(14)-dieno

Cl
(1) CDCl,, 600 MHz KONIG & WRIGHT, 1977* (2) CDCl;, 600 MHz KONIG & WRIGHT, 1977*
nnC| §% 6H m J (Hz) SBC S6H m J (Hz) BC SH m J (Hz) sC SH m J (Hz)
235 d 17,4 208 d 17,5
1 388 386 297 222 d 17,5 30.1 2,08 d 17,7
257 d 17,6 219 d 17,5 211 d 19,0 2,19 d 17,7
128,2 - 128,0 - 1196 528 s 119,4 5,27 m
1242 - 1241 - 132,5 - 132,5 -
1,81 d 11,8 1,82 m 1,79 m ~16 m
4 29,5 29,3 27,4 27,6
1,94 d 16,4 1,96 m 162 m ~1,8 m
c 25.7 161 m 25.6 162 m 255 183 m 258 ~1,6 m
1,81 d 11,8 1,80 m 167 m ~1,8 m
6 49,3 - 49,1 - 47,0 - 47,0 -
7 | 1409 - 140,7 - 141,1 - 141,1 -
249 d 14,5 2,49 dd 2,8-14,4 270 d 14,1 2,67 dm 14,4
8 38,1 38,0 37,8 37,9
262 d 14,6 2,19 dm 14,4 2,48 dd 24-145 2,45 dd 2,6 14,4
9 723 414 d 2,3 721 414 m 722 416 s 70,3 4,13 ddd 2.6 é ?;'3 )
10 | 71,0 460 d 2,3 708 461 d 2,9 716 469 d 2,7 71,8 4,66 d 33
11 | 433 - 43,1 - 43,1 - 43,1 -
12 | 210 105 s 20,7 106 s 203 104 s 20,7 1,02 s
13 | 243 106 s 242 1,07 s 241 105 s 24,2 1,02 s
14 | 1161 478 s 1158 479 s 1158 481 s 158 478 S
511 S 5,12 S 50 s 5,06 S
15 | 196 169 s 19,4 1,70 s 228 158 s 23,0 1,56 s
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(2)-10,15-dibromo-9-hidroxi-
chamigra-1,3(15),7(14)-trieno

(E)-10,15-dibromo-9-hidroxi-
chamigra-1,3(15),7(14)-trieno

(3) CDCl,, 600 MHz

SUZUKI & KUROSAWA, 1978 (*H)*
COLL & WRIGT, 1989 (*H e ®*C)*

(4) CDCl,, 600 MHz

COLL & WRIGT, 1989*

nC| 6% 6H m J (Hz) sB%C s m J (Hz) BC SH m J (Hz) sBC 6™ m  J(Hz)
1 1202 621 d 10,3 1292 620 d 103 1270 6,66 d 105 1270 6,64 d 105
2 | 1328 589 d 10,2 1328 588 d 103 1365 6,11 dbr 105 1364 6,08 d 105
3 | 1395 - 1395 - 1372 - 1372 -

1,99 m 232 m
4 | 251 -108- | 257 17 m 27.4 274  SA

175 ddg 181-108 220 m

38
195 m

5 | 244 264 m 245 23 263 175 o 263 SA
6 | 518 - 51,8 - 520 - 520 -
7 | 1430 - 1430 - 1434 - 1434 -

271 dd  159-21 259  d 20 273 dd 15.1-2,2
8 | 378 38,0 378 379 SA

258 dd  150-24 261 dd 15,1-2,3
9 | 720 417 m 720 409 m 71,9 4,19 720 SA
10 | 702 465 d 29 703 454 d 3.0 702 463 d 2.9 702  SA
11 | 427 - 27 - 28 - 428 -
12 | 207 124 s 214 122 s 214 127 s 215 SA
13 | 288 101 s 266 099 s 265 103 s 266 SA
14 | 174 482 s 174 48 s 1179 *86 s 1178 SA

510 s 511 s 516 s
15 | 1054 6,11 s 1055 587 s 1015 593 s 1015 SA
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HO,,

Br“

Cl
s isoobtusol
W

Br

obtusol

(5) CDCl;, 600 MHz

WESSELS, et al. 2000*

(6) CDCl,, 300 MHz

GONZALEZ, et al. 1979b*, WESSELS, et al.

2000*
nC | % 6H m J (H2) stc SH m  J(H2) s¥%  SsH m  J(H2 dBc 8H m J (Hz)
1 339 280 dd 3,2-156 339 2,80 dd 3,6-158 258 1,75 m 25.6 SA
309 d 14,5 3,08 d 15,6 178 m
229 m
2 65,2 444 s 65,2 4,45 m 40,7 40,5 SA
218 m
3 71,1 - 71,2 - 67,7 - 67,6 -
1,84 dd 14,8-20 1,87 m 44112
4 33,2 33,4 68,3 471 dd 18-104 | 68,1 4,70  dd
224t 14,3 2,25 m
1,78 dd 142-27 1,82 m 1,89 d 39
5 25,6 25,4 37,3 37,1 SA
204 dt 13,8-33 2,03 m 1,96 d 12,9
6 44,0 - 438 - 50,3 - 50,3 -
7 148,1 - 147,2 - 141,2 - 141,2 -
243 d 10,6 2,42 dd 54-126 262 dd 3,6-13,7 2,62 dd 3,1-1472
8 39,4 39,1 38,7 38,5
27 t 12,1 2,69 dd 4,1-126 450 dd 2,4-142 249  dd 24142
9 69,8 366 d 31 69,7 3,66 m 718 412 m 71,9 411 m
10 76,2 441 d 12,4 76,2 4,42 dd  1,9-38 721 447 d 2,8 70,1 447 d 3,0
11 | 437 - 43,5 - 44,4 - 44,2 -
12 25,6 1,05 s 25,2 1,06 s 24,3 1,08 s 24,2 1,08 s
13 24,9 134 s 24,7 1,34 s 20,3 1,08 s 20,6 1,08 s
14 | 1138 492 s 137 498 s 1180 200 s 1178 205 s
5,17 S 5,17 S 5,39 S 5,39 S
15 32,8 192 s 33,0 1,92 s 24,1 1,83 s 23,9 183 s




Continuagdo TABELA 1. 1.

63

HO,, 14 14
o\\CI ‘\\Br - - -
B N i obtusano Br" ¢y Nidificeno
2 1 Br 2 B s
(7) CDCls, 500 MHz FURASAKI, et al. 1983*, GONZALEZ, et al. 1979b* (8) CDCl,, 500 MHz MCPHAIL et al. 1999*
nnC | 6% SH m J (Hz) sBC SH m J (Hz) SBC  SsH m  J(Hz B  S8H m J (Hz)
1 256 186 m 255  16-24 m 255 298 m 254 BT M
1,73 m 1,73 m 1,72 m
2 680 472 m 67.9 472 dd 5.0-13,0 3gg a4 m g7 24 M
215 m 214 m
3 68,5 - 68,2 ; 72,0 - 71,8 -
228 m
4 205 o0 O 405 16-24 m 615 472 m 614 471 dd  50-130
5 | 374 228 m 372 16-24 m s8g oM 86 oM M
1,98 m 1,94 m 1,94 m
6 50,5 - 50,4 - 512 - 511 -
7 1458 ; 1458 ] 1457 - 1456 ]
233 m 233 m 231 m
8 33,6 335 16-24 m 336 338
215 m 215 m 214  m
203 m 108 m 225 m
9 39 2 m 359 16-24 m /O s B8 Sm m
10 637 444 dd  46-129 63,4 4.45 dd 40-130 637 444 dd 46-129 | 636 443 dd  5-0-130
11 43,9 - 53.9 ; 44.0 - 438 -
12 237 114 s 236 1,14 s 176 096 s 175 095 s
13 176 096 s 17,5 0,96 s 237 115 s 236 1,14 s
14 | 1147 487 s 1147 4.87 s 1147 487 s 1147 486 s
526 s 5.26 s 526 s 525 s
15 256 183 s 257 1,83 s 241 170 s 241 1,69 s
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Continuagdo TABELA 1. 1.

3,10-dibromo-4-cloro-a-chamigreno
(*)
COLL & WRIGT, 1989.......... (CDCl,, 75 MHz)
(9) CDCls, 600 MHz DIAS, et al. 2005* DIAS, et al., 2005................. (CDCl,, 500 MHz)
GONZALEZ, etal., 1979%.............(CDCl3, 50 MHz)
1 318 190 m 317 LB m KONIG & WRIGHT, 1977......(CDCls, 75 MHz- 2*C e 300 MHz- H)
201 m 200 m MCPHAIL et al., 1999......... (CDCl,, 400 MHz)
o | 424 241 ddd 34-44-141 ) o5 241 ddd  44-44-141 | gyzUKI & KUROSAWA et al., 1978...(CDCl;, 100 MHz)
255 m 255 m WESSELS, et al., 2000........... (CDCls, 100 MHz- 3C e 300 MHz- H)
3 68,0 - 67,8 -
4 696 489 dd  11,9-62 695 4,88  dd 64118 5= deslocamento quimico em ppm;
5 38,1 210 m 38,0 208 m m = multiplicidade;
J = constante de acoplamento em Hertz
6 47,4 - 47,3 -
7 139,8 - 139,7 - _
8 1231 524 m 1230 524 m SA = Sem Assinalamento
267 M 269 m
9 36,4 ! 36,3
255 m 255 m
10 61,1 452 dd  108-68 609 452  dd 6,8-10,8
11 43,1 - 43,0 -
12 247 121 s 246 120 s
13 173 094 s 171 094 s
14 262 125 s 260 194 s
15 241 184 s 240 1,84
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TABELA 11.2. Dados de rotacdo dptica ([o]p) das substancias isoladas comparados com a

literaruta.

Dados de [a]p obtidos

Substancia .
experimentalmente

Dados de [a]p da literatura

[o]o +79° (C 0,06, CHCI5)

(+)-elatol (1)

HO,,,
\\\

| P [a]o-125° (c 0,008, CHCl5)

g

10-bromo-9-hidroxi-
chamigra-2,7(14)-dieno (2)

[]o+10° (c 0,02, CHCly)

(2)-10,15-dibromo-9-hydroxi
chamigra-1,3(15),7(14)-trieno
©)

HO,,

[o]p-31° (¢ 0,016, CHCls)

(E)-10,15-dibromo-9-hydroxi
chamigra-1,3(15),7(14)-trieno
(4)

[o]o +77 (c 0,03, CHCly)

isoobtusol (5)

[o]o +75° (¢ 1,01, CHCI3)
BRENNAN, et al., 1987

[0 -110° (c 0,20, CHCI5)
VAIRAPPAN et al., 2001

[o]o +3 (c 0,002, CHCly)
COLL & WRIGHT, 1989

[o]b -40 (c 0,002, CHCly)
COLL & WRIGHT, 1989

[o]o +24,8° (c 0,48, CHCl5)
VAIRAPPAN et al., 2001



66

HO,,

[0]o +33°
GONZALEZ, et al., 1979

Br" [a]o+ 9,61 (c 0,05, CHCI,)

[0]o -210,2° (¢ 0,033, CHCls)
DIAS et al., 2005

B [o]o -36,19 (c 0,05, MeOH)

3,10-dibromo-4-cloro-o-
chamigreno (9)

H-12 3000
H-15
2500
2000
H-15
k1500
1000
H-14  H-14
H-10 H-4°
H-9 H-8° H-5 500
J‘M. H_gi_l I Il ML
4 & 5 T 5 & S £ [°
< e = = ac oS =22 m ==
— — — — — o — — O en — o on

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0
f1 (ppm)

Figura 11.4. Espectro de 'H (CDCls, 600MHz) da substancia 1 identificada como (+)-elatol.
Em vermelho estdo destacados os hidrogénios do anel A e em azul os hidrogénios do anel B.

c-7 Cf c, Cild c9 L. cu
| W _ | |

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90

85 80 75
f1 (ppm)

Figura I1.5. Espectro de RMN *3C (CDCls, 600MHz) da substancia 1 identificada como (+)-
elatol.
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Determinacéo do anel A

A elucidacéo da estrutura do anel A iniciou-se pelo espectro de RMN *H (Figura 1.5 e
Apéndice 3) com a anélise dos simpletos localizados na regido de oy 1.07 (H3-12) e 1.08 (Hs-
13), que juntos integram para 6 hidrogénios. Estes sinais correspondem a presenca de duas
metilas (3H cada, Figura 11.4) que, dada suas multiplicidades, estdo ligadas a um carbono
quaternério. O deslocamento quimico do carbono de cada metila foi determinado por HSQC
(Figura 11.6 e Apéndice 6), espectro bidimensional que reflete os acoplamentos dos sinais de
hidrogénio com seus carbonos correspondentes, sendo o valor dos mesmos ¢ 20,8 (C-12) e
24,3 (C-13).

H-13]| H-12

T
=
i
T
=
=
N
o

ﬂﬂ H-9
! P : 5 '
— ' . : C-5 C-lg@ r20
— I ' | ' © A
! Lo : C-12 +30
= A
R
i | i | 60
L l £
= 0 0 8
——.— ' C-10  C.9 &
| | 80
o o0
i i 100
| E 110
—~ 0 b
C-14 C-14 120
s2 48 44 40 36 32 28 24 20 16 12

3.2
f2 (ppm)

Figura 11.6. Espectro de RMN de HSQC (CDCl3;, 600MHz) da substancia 1 identificada
como (+)-elatol, destacando os assinalamentos de carbono e seus respectivos hidrogénios.

Pelo espectro de HMBC (acoplamento *H-"*C a duas e trés ligacdes) (Apéndice 7)
pode-se definir que as metilas (C-13 e C-14) eram geminais, pois apresentaram conectividade
entre si, e estavam ligadas no mesmo atomo de carbono quaternario a oc 43.2 (C-11). Carbono
que, por sua vez, estava vizinho a um outro carbono quaternario espiro a dc 492 (C-6) e um

carbono metil unido ao heteroatomo localizado a éc 70,9 (C-10) (Figura I1.7).
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Prosseguindo com elucidacdo estrutural do anel A, a partir da analise de HSQC
(Figura 11.6 e Apéndice 6) pode-se determinar que o C-10 estava ligado ao hidrogénio a Jy
4.61 (H-10). A analise de COSY (Apéndice 5) revelou a correlacdo do H-10 com o hidrogénio
metilico também correspondente a regido de heteroatomo a Jy 4.15 (H-9) e este, por sua vez,
com os hidrogénios a Jy 2.51/2.63 de um grupo metileno (H-8); estabelecendo assim o
fragmento: CHX- oy 4.62 (H-10) < CHX- 6H 4.15 (H-9) < CHy- dy 2.51/2.63 (H-8’/H-8)
(Figura 11.7). Através do espectro de HSQC se determinou o carbono C-10 a ¢ 70,9, C-9 a dc
72,2 e C-8adc 38,0.

Por fim, para conclusédo sobre o anel A, pelo HMBC (Apéndice 7) pdde-se observar o
acoplamento dos hidrogénios do metilénicos H,-8 com um carbono quaternario olefinico a d¢
140,8 (C-7); com um carbono sp? exociclico a dc 116,0 (C-14) e com o carbono totalmente
substituido anteriormente determinado como C-6 (Figura 11.7). Os deslocamentos do
hidrogénio do metileno exociclico C-14 a oy 4,80 e J¢c 5,13 foram propostos através da andlise
de HSQC. Desta forma, foi possivel elucidar um anel de ciclohexano cujas principais
caracteristicas sdo a presenca de uma ligacdo dupla exociclica na posi¢do C-7, a existéncia de
dois heterodtomos em C-9 e C-10 e um gem-dimetilo em C-11.

Determinacéo do anel B

Restando definir mais seis carbonos (um deles metilico), um halogénio, uma
insaturagdo e um ciclo para finalizar a estrutura 1, iniciou-se a determinagdo do anel B pela
analise de HMBC (Apéndice 7), a partir do carbono espiro que une os sistemas de anel, o
carbono C-6. Deste modo, o C-6 se encontra em acoplamentos a hidrogénios diastereotdpicos
de dois metilenos, a J4 com os 2,37/2,59 do C-1 e 1,83/1,63 do C-4 e ao Jy 1,83/1,96 do C-5
(Figura 11.7). A analise de COSY para os hidrogénios anteriores revela que o primeiro
metileno aparece como um sistema isolado (H-1°/H-1), enquanto o H,-4 se acopla a um novo
grupo metileno oy 1,83/1,96 (H-5’/H-5) constituindo assim outro fragmento (Figura 111.7):
CH,. 6y 1,63/1,82 (H-5°/H-5) «> CHy- oy 1,83/1,96 (H-4°/H-4). A atribuicdo de cada um de
seus carbonos se completou por meio das correlagbes de HSQC correspondentes a J¢c 38,6 (C-
1), 25,6 (C-5) e 29,4 (C-4).

No espectro de HMBC, o H-1°/H-1, assim como o H-4’/H-4, se conectam a dois novos

carbonos quaternarios localizados na regi&o do espectro *C caracteristica de ligacdo dupla, C-
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2 (dc 124,1) e C-3 (dc 128,1), que se acoplam entre si em uma ligaco tipo sp? fechando o
anel B. A elucidagdo estrutural da substéncia 1 concluiu-se com a determinagdo do ultimo
grupo metilico a oc 19,5 assinalado como C-15, onde pelos acoplamentos de HMBC
(Apéndice 7) observou-se uma correlagdo entre seu sinal de *H simpleto a 1,70 ppm com os
carbonos C-2, C-3 e C-4 (Figura 111.8).

A identificacdo e a localizagdo dos heteroatomos nas posicGes C-2, C-9 e C-10 se
realizou de acordo com os dados de massas e os valores de deslocamento quimico de RMN.
Foi possivel assinalar a presenca de um atomo bromo em C-10, um grupamento hidroxila em
C-9 e um atomo cloro em C-2. A estrutura plana coincide com a do metabdlito conhecido
como elatol (KONIG & WRIGHT, 1997), e o sinal da rotagdo optica obtida ([o]p +79°, ¢
0.06, CHCI3), comparada com a da literatura (Ja]p +75°, ¢ 1.01, CHCI3 (in BRENNAN et al.,
1987) confirmou que se trata do (+)-elatol (Figura 11.8). O elatol também ja foi descrito para a
espécie L. dendroidea na costa brasileira (SANTOS et al., 2010; BORN et al., 2012).
Inclusive, seu isémero, o (-)-elatol, isolado pela primeira vez também de L. dendroidea
(MACHADO et al., 2011), foi descrito para esta mesma populacdo (Praia Azeda, Buzios, RJ)
(MACHADO et al., 2016).

Figura 11.7. Estrutura destacando as principais correlagdes observadas para a substancia 1
identificada como (+)-elatol. As linhas destacadas em azul representam as correlagdes no
espectro de RMN de COSY. As setas indicam as correlagdes no espectro de HMBC,
destacando em verde as do C-8; em vermelho as do C-12; em cinza as do C-13; em laranja as
do C-1,C-4e C-6 com 0 C-6 e emrosa as do C-15
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Figura I1.8. Estrutura da substéncia 1, identificada como (+)-elatol

O elatol foi isolado pela primeira vez da espécie L. elata (SIMS et al., 1974). Desde
entdo vem sendo isolado de vérias outras espécies de Laurencia, entre elas: L. cartilaginea
(JUAGDAN et al., 1997), L. chondrioides (BANSEMIR et al., 2004), L. decumbens (JI et
al., 2007a), L. majuscula (CAPON et al., 1988; COLL & WRIGHT, 1989; VAIRAPPAN et
al., 2001a, 2010; PALANIVELOO & VAIRAPPAN, 2014), L. mariannensis (JI et al.,
2007¢), L. microcladia (LHULLIER et al., 2009a), L. obtusa (GONZALEZ et al., 1976;
BRENNAN et al., 1987; GERWICK et al., 1987; KENNEDY et al., 1988; PEREIRA et al.,
2003), L. pacifica (FENICAL & NORRIS, 1975), L. rigida (KONIG & WRIGHT, 1997), L.
scoparia (KENNEDY et al., 1988), L. similis (JI et al., 2007b). Este metabdlito também foi
isolado de espécies de molusco do género Aplysia como: A. dactylomela (WESSELS et al.,
2000; DIAS et al., 2005; DIAZ-MARRERO et al., 2012; PALANIVELOO & VAIRAPPAN,
2014) e A. parvula (VAIRAPPAN et al., 2009)

O elatol é um dos metabdlitos de Laurencia mais estudado, tanto na &rea de farmacos
guanto na area de ecologia quimica. Esta substancia vem se destacando como promissor alvo
nos estudos biomédicos, apresentando relevantes atividades antileishmania (SANTOS et al.,
2010; MACHADO et al., 2011; MACHADO et al., 2014), antibacteriana (KONIG &
WRIGHT, 1997; VAIRAPPAN et al., 2001a; BANSEMIR et al., 2004; VAIRAPPAN et al.,
2010; BIANCO et al., 2015), antifingica (KONIG & WRIGHT, 1997), potencial larvicida
contra 0 mosquito Aedes aegypti, vetor dos virus da dengue, zica e chicungunha
(SALVADOR-NETO et al., 2016), propriedades acaricidas e repelentes contra o &caro
Tetranychus urticae (BORN et al., 2012), acéo trypanocida (VEIGA-SANTOS et al., 2010;
DESOTI et al., 2012, 2014) e atividade citotoxica em linhagem de células de céancer
(JUAGDAN et al., 1997; WESSELS, et al., 2000; DIAS et al., 2005; VAIRAPPAN et al.,
2009; CAMPOS et al., 2012). Estes fatos despertaram o interesse de quimicos para a

realizacéo de sintese deste metabdlito em laboratério (WHITE et al., 2008).
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Na éarea de ecologia quimica, Vvarios estudos tém demonstrado que o elatol
desempenha papéis importantes nas interacdes ecoldgicas envolvendo espécies de Laurencia
no ambiente marinho, inibindo o consumo por diversos herbivoros como caranguejo
Pachygrapsus transversuse o ouri¢o Lytechinus variegatus (PEREIRA et al., 2003) e peixes
recifais (HAY et al., 1987). Além disso, estudos relataram a atividade anti-incrustrante deste
metabdlito, inibindo o assentamento de larvas de craca Balanus amphitrite e briozoarios
Bugula neritina (DE NYS et al., 1996; KONIG & WRIGHT, 1997), de individuos de
mexilhdo Perna perna (DA GAMA et al., 2003; PEREIRA et al., 2003), algas e bactérias
epifitas (DE NYS et al., 1996); mas esse metabdlito ndo foi capaz de inibir o consumo do
ourigo Echinometra lucunter (LHULLIER et al., 2009a). Sua concentracdo na superficie de L.
obtusa também ndo foi suficiente para a inibicdo de herbivoros ouri¢co-do-mar Lytechinus
variegatus e a fixacdo do mexilhdo Perna perna, enquanto que a concentracdo natural dentro

do talo foi suficiente para inibig&o destes processos (SUDATTI et al., 2006).

SUBSTANCIA 2 : 10-bromo-9-hidroxi-chamigra-2,7(14)-dieno

A substancia 2 foi isolada como um éleo incolor [a]p -125° (c 0,008, CH,Cl,). O
espectro de massas de alta resolucdo mostrou um pico a m/z: 298.0936 (calc. 298.0932) e
300,0909 (calc 300,0912) com intensidade relativa 100:97, com fdérmula molecular

correspondente a C15H23BrO, com quatro graus de insaturacao.

A anélise dos espectros de HSQC (Figura 1.9 e Apéndice 12) revelou sinais
correspondentes a onze carbonos de diferentes naturezas: trés carbonos metinicos, um deles
olefinico (dc 72,2; 71,6; 119,6 ppm); cinco carbonos metilénicos (¢ 29,36; 27,4; 25,5; 37,8 e
115,8 ppm) e trés carbonos metilicos (doc 20,3; 24,1 e 22,9 ppm). A partir destes dados se
deduz que dos quatro graus de insaturacdo envolvidos na férmula molecular, dois séo devidos
aos 4tomos de carbono tipo sp?, e assim como na substancia 1, os dois graus de insaturacéo
se justificam pela existéncia de dois ciclos na estrutura ligados por carbono quaternario

espiranico a C-6.
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Figura 11.9. Espectro de RMN de HSQC (600 MHz, CDCl;) da substancia 2 identificada
como 10-bromo-9-hidroxi-chamigra-2,7(14)-dieno, destacando os assinalamentos de carbono
e seus respectivos hidrogénios.

A interpretacdo dos dados dos experimentos de COSY (Apéndice 11) e HSQC (Anexo
12) permitiu atribuir os sinais de carbono e de RMN *H (Figura 11.10 e Apéndice 10) para
substancia 2, como se observa na Tabela I1.1. Os dados dos carbonos quaternarios foram
mensurados a partir da literatura (VAIRAPPAN et al., 2001).

A partir dos dados espectroscopicos pOde-se afirmar que a substancia 2 possui 0
mesmo esqueleto carbbnico da substancia 1. Com o mesmo anel A formado por um
ciclohexano cujas principais caracteristicas sdo a presenca de uma ligagdo dupla exociclica no
carbono quaternario C-7, a presenca de dois heterodtomos nos carbonos metinicos C-9 e C-10
e um gem-dimetilo em carbono totalmente substituido em C-11. A substancia 11.2 se
diferenciou unicamente na posic¢édo H-1°/H-1 do anel B, que nesta substancia se conectou com
um carbono metinico d¢c 119,6 (C-2).
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Figura 11.10. Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls)da substancia 2 identificada como
10-bromo-9-hidroxi-chamigra-2,7(14)-dieno.

Em seu espectro de massas (Apéndice 8) observou-se os ions m/z 283 e 300, com
intensidades relativas compativeis a presensa de um atomo de bromo na estrutura. De acordo
com os deslocamentos quimicos no RMN *H (Figura 11.10 e Apéndice 10) e os dados de
HSQC (Figura 11.9 e Apéndice 12), foi possivel atribuir a posi¢cdo do atomo de bromo no
carbono em Jc 71,61 / &4 4,69. A comparacdo dos dados espectroscopicos de RMN e
espectrocopia de massas com os descritos na literatura, possibilitou identificar a substancia 2
como sendo o sesquiterpeno descloroelatol, isolado de L. obtusa (KENNEDY et al., 1988) e
L. rigida (KONIG & WRIGHT, 1997). Entretanto, o dado de rotagdo optica (obtido: [a]p -
125° ¢ 0.008, CHCIs. Literatura [a]p -110°, ¢ 0.20, CHCI3 in VAIRAPPAN et al. 2001)
permitiu caracterizar a substéncia 2 como sendo o 10-bromo-9-hidroxi-chamigra-2,7(14)-
dieno (Figura 11.11), um dos diastereoisomeros do descloroelatol, descrito anteriormente
(WRIGHT & COLL, 1990; VAIRAPPAN et al., 2001), ambos isolados de L. majuscula.
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Figura I1.11: Estrutura da substancia 2, identificado como 10-bromo-9-hidroxi-chamigra-
2,7(14)-dieno

A Unica atividade descrita at¢é o0 momento para o metabdlito 10-bromo-9-hidroxi-
chamigra-2,7(14)-dieno (2) foi a sua acdo contra as bactérias marinhas gran-negativas
Alcaligenes aquamarinus, Azomonas agilis, Azobacter beijerinckii , Erwinia amylovora e
Escherichia coli (VAIRAPPAN et al., 2001b).

SUBSTANCIA 3: (Z)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno e
SUBSTANCIA 4: (E)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno

As substéncias 3 e 4 foram obtidas puras, mas por se tratarem de estereoisomeros,
convenientemente preferiu-se descrever a elucidagdo das duas substancias juntas, ressaltando

as diferecas estruturais que permitiram a identificacdo de cada uma delas.

Ambas as substancias 3 e 4 foram isoladas como 6leo incolor, [a]p +10 (¢ 0,02,
CHCI3) ; [a]o -31 (c 0,016, CHCIs), respectivamente. Os dados de espectroscopia de massas
de alta resolucdo (Apéndices 14 e 19) permitiram observar que as substancias tinham a
mesma formula e massa molecular (CisH20O0Br;, m/z 398,9860). A partir da formula
molecular foi possivel propor que ambas as substancias apresentam cinco graus de

insaturagdo em suas estruturas.

A analise dos dados de HSQC (Apéndices 14 e 18) dos dois metabdlitos revelou sinais
correspondentes a onze carbonos: cinco metinicos, sendo dois olefinicos e dois ligados a
heteroatomos (C-1, C-2, C-9, C-10); quatro metilénicos, um deles olefinico (C-4, C-5, C-8, C-
14 e C-15) e dois metilicos (C-12 e C-13). Os assinalamentos dos carbonos de ambas as
substéncias estdo descritos na Tabela I1.1 e foram obtidos pelos dados de HSQC e HMBC. A
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partir destes dados se deduz que dos cinco graus de insaturacdo envolvidos na férmula
molecular, trés sdo devidos aos &tomos de carbono olefinicos, e o0s dois graus de insaturacdo
restantes se justificam pela existéncia de dois ciclos na estrutura, ligados por um carbono

quaternario espiranico C-6.

A interpretacdo dos dados dos experimentos de COSY (Apéndices 16 e 21) e HSQC
(Apéndices 17 e 22) permitiu atribuir os sinais de RMN *H (Figuras 11.17 e 11.18; Apéndices
15 e 20) e carbono **C para a substancias 3 e 4, como pode ser observado na Tabela I1.1. Os
dados dos carbonos quaternarios das duas substancias foram mensurados pela literatura
(COLL & WRIGHT, 1989).

Comparando os dados espectroscopicos das substancias 3 e 4, pdde-se afirmar que se
tratavam de diastereoisbmeros com 0 mesmo esqueleto estrutural da substancia 1,
diferenciando-se unicamente nas substituicdes do anel B. As diferencas encontradas nas
propriedades espectroscopicas de RMN coincidiram com as descritas por COLL & WRIGHT
(1989). E juntamente com os dados de rotacdo dptica especifica de cada substéncia (3: [o]o
+10°, ¢ 0.02, CHCI3; 4:[a]p -31°, ¢ 0.016, CHCI; Literatura: [a]p +3; ¢ 0,002; CHCl3 e [o]p -
40; ¢ 0,002; CHClIj, respectivamente in COLL & WRIGHT, 1989) foi possivel caracterizar a
substancia 3 como (Z)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno e a
substancia 4 como (E)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno (Figura
11.12).

Figura 11.12. Substancia 3, identificada como (Z)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-
1,3(15),7(14)-trieno. E subtancia 4, identificada como (E)-10,15-dibromo-9-hidroxi-
chamigra-1,3(15),7(14)-trieno

Estes diastereoisdbmeros apresentam diferencas sutis em relacdo as propriedades

espectroscopicas de RMN *H nas posices 1, 2, 4 e 15 do anel B (Figuras 11.13 e 11.14) e nos
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delocamento de '*C. Na posicdo 2, o carbono vinilico e os hidrogénios apresentaram
deslocamentos a oc /o4 132,8/5,89 em 3 e & /64 136,5/6,11 em 4, enquanto o carbono vicinal
ao sistema conjugado dieno gerou sinais em oc/oy 129,22/6,21 em 3 e oc/ oy 127,0/6,66 em 4,
Ja na posicéo 4, o carbono metinico apresentou deslocamento a oc/d4 25,6/ 1,99 e 1,75 em 3 e
ocloy 27,5/12,32 e 2,2 em 4. Estas diferencas podem ser explicadas pela presenca dos isbmeros
Z (3) e E (4) da funcdo halogenada do grupamento vinilo exociclico (C-15). A maior
mudanca nos valores dos deslocamentos quimicos encontra-se na posi¢ao 2, ocasionada pela
maior desblingagem do hidrogénio ligado ao carbono vinilico na substancia 3 e a maior
desblingagem na posicédo 4 na substancia 4, atribuida pela aproximacdo do carbono ligado a
um atomo de bromo em C-15 (&c/dn 105,4/6,1 (s) em 3 e 101,5/5,92 (s) em 4. O hidrogénio
H-2 também apresentou diferencas pelo afastamento (o4 5,89 em 3) ou aproximacéo (o 6,11

em 4) do grupamento ligado ao C-3 nestas duas substancias (Figura 11.15).
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Figura 11.13. Espectro de *H (600 MHz, CDCls) da substancia 3 identificada como (Z)-10,15-
dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno.
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Figura 11.14. Espectro de *H (600 MHz, CDCls) da substancia 4 identificada como (E)-
10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno.

A substancia (Z)-10,15-dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno (3) foi
isolada de L. majuscula e caracterizada pela primeira vez por SUZUKI & KUROSAWA em
1978. Em 1982 SCHMITZ e colaboradores isolaram seu diasteroisomero, o (E)-10,15-
dibromo-9-hidroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno (4), da lebre do mar A. dactylomela, cinco
anos depois o isdbmero E (4) também foi isolado de L. majuscula (SUZUKI et al., 1987).
Outros estudos isolaram os diasteroisomeros 3 e 4 de L. cartilaginea (JUAGDAN et al.,
1997) e L. scoparia (DAVYT et al., 2001).

Alguns trabalhos ja foram publicados descrevendo, para de ambas as substancias, as
atividades citotoxicas contra células tumorais (RASHID et al., 1995), antibacteriana
(VAIRAPPAN et al., 2010) e anti-helmintica contra o parasita Nippostrongylus brasiliensis
(DAVYT et al., 2001).
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Figura 11.15. Comparacéo dos espectros de RMN de *H (600 MHz, CDCls) das substancias 3
e 4. Destacando/ampliando a zona dos hidrogénios das posicdes 1, 2, 4 e 15.

SUBSTANCIA 5: isoobtusol

A substancia 5 foi isolada como um solido branco, [a]p +77 (c 0,03, CHCI3). No
espectro de massas de alta resolucdo (Apéndice 24) foi observado o conjunto de ions m/z
411,9834 (calc. 413,9783), 413,9796 (calc.413,9774) e 4159776 (calc. 415,9763) com
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intensidade relativa 73:100:48 compativeis com a presenca de halogénios. Pelos dados de
espectroscopia de massas de alta resolucdo poOde-se propor a férmula molecular
C15H230Br,Cl, que corresponde ao indice de insaturacao igual a trés, atribuido a presenca de

dois anéis e uma ligacéo dupla na estrutura.

A andlise dos espectros de HSQC (Apéndice 27) revelou sinais correspondentes
carbonos de diferentes naturezas: trés metinicos ligados a heterodtomos a J¢ 65,2; 69,8 e 76,2;
cinco metilénicos a dc 33,9; 33,2; 25,6; 39,4 e 113,8 e trés metilicos a Jc 25,6; 24,9 e 32,8. Os
dados dos carbonos quaternarios foram mesurados a partir da literatura (WESSELS et al.,
2000). A partir destes dados se deduz que dois graus de insaturacdo envolvidos na formula
molecular sdo atribuidos a presenca de dois ciclos na estrutura, ligados por carbono
quaternério espiranico em C-6 (0C 44,0) e o grau de insaturagdo restante é devido a existéncia

de uma ligacdo dupla na estrutura.

A interpretacdo dos dados dos experimentos de COSY (Apéndice 26), HSQC
(Apéndice 27) e HMBC (Apéndice 28) e RMN 'H (Apéndice 25) permitiu atribuir os
assinalamentos dos hidrogénios e carbonos *C presentes na substancia 5, tal como se

observa na Tabela I1.1.

A partir dos dados espectroscépicos de RMN, pbde-se assumir que a substancia 5
apresenta 0 mesmo anel A da substéncia 1 ((+)-elatol), mas se diferenciando exclusivamente
nas substituicdes dos carbonos C-2 e C-3 no anel B. Resumidamente, o anel B da substancia
5 foi caracterizado pela auséncia de carbonos olefinicos e por dois carbonos quaternarios nas
posicdes entre C-2 e C-3. Assim, em relacdo a substancia 1, este sesquiterpeno apresenta dois
carbonos halogenados ao invés de uma insaturacdo no anel B. Pelos dados de COSY
(Apéndice 21) pode-se determinar que o metileno H1/H-1' esta acoplado a um grupo metinico
e a um cloro em oy 4,47 (H-2). O grupo metila C-15 (o4 1,92 e oc 32,8) esté situado sobre o

carbono quaternério C-3 (dc 71,1), que por sua vez esta ligado a um heteroatomo.

Com base nos dados de RMN, no perfil de fragmentacdo (Apéndices 23 e 24) e
rotacdo Optica obtido [a]p = +77 (c 0,03, CHCI3) ([a]p +24.8°, ¢ 0.48, CHCI3 in
VAIRAPPAN et al.,, 2001) concluiu-se que a substancia 5 corresponde ao sesquiterpeno
isoobtusol (Figura 11.16) (GONZALEZ et al., 1979a; WESSELS et al., 2000; VAIRAPPAN
et al., 2001), isolado previamente para L. obtusa (GONZALEZ et al., 1976).



80

Figura 11.16. Estrutura da substancia 5 identificada como isoobtusol

O isoobtusol ja foi isolado de L. majuscula (CAPON et al., 1988; DENYS et al., 1992;
VAIRAPPAN et al., 2001b), L. obtusa (GONZALEZ et al., 1976; KENNEDY et al., 1988;
MARTIN et al., 1989) e das lebres do mar A. dactylomela (WESSELS et al., 2000; DIAZ-
MARRERO et al., 2012) e A. parvula (VAIRAPPAN et al., 2009). Foi descrita também para
esta substancia as atividades antimicrobianas (GONZALEZ et al., 1982; VAIRAPPAN, 2003;
VAIRAPPAN & PHANG, 2005; DIAZ-MARRERO et al., 2012) e atividade citotoxica
(VAIRAPPAN et al., 2009; LANG et al., 2012).

SUBSTANCIA 6: obtusol

A substancia 6 foi isolada como um so6lido branco. A partir do espectro de massas de
baixa resolugdo (Apéndice 29) foi possivel observar a presenga de cloro e bromo pela perda
de fragmentos caracteristicos de massa 35 (Cl), 36 (HCI), 79 (Br) e 80 (HBr) a partir do ions
m/z 315, 317 e 319.

Os espectros de RMN APT (Apéndice 31), HSQC (Apéndice 34) e HMQC (Apéndice
34) permitiram identificar um total de quinze sinais: quatro de carbonos quaternarios em dc
67,3; 50,3; 141,2 e 44,4, trés de carbonos metinicos em oJc 68,3; 71,8 e 72,1, cinco de
carbonos metilénicos em ¢ 25,3; 40,7; 37,3; 38,7 e 118,0 e trés de carbonos metilicos a dc
24,3; 20,2 e 24,1. Dentre estes sinais, dois deles correspondem a carbonos olefinicos (Jc 117,8
e 141,2), indicando a presenca de uma ligagdo dupla carbono-carbono do tipo sp? e quatro
sdo caracteristicos de carbonos substituidos por heteroatomos (dc 68,3; 67,7; 71,8 e 72,1).
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A interpretacdo dos dados dos experimentos de COSY (Apéndice 32), HSQC
(Apéndice 33) e HMBC (Apéndice34), permitiu realizar as atribuicdes dos sinais de RMN *H

e 1°C, descritos na Tabela 11.1.

A partir dos dados espectrocopicos de RMN, pbde-se confirmar que substancia 6
apresenta a mesma estrutura plana do anel A da substdncia 1, e que seu anel B é muito
similar a substancia 5, se diferenciando no metileno H-1, que pelos dados de COSY
(Apéndice 32) esta acoplado um grupo metilenico &y 2,29/2,18 (H-2). O assinalamento do
carbono destes grupamentos C2 (& 40,7) e C1 (& 25,8) foram atribuidos com os dados
obtidos pelo espectro de HSQC (Apéndice 33).

O grupo metila C-15 (oy 1,83 e oc 24,1) esté situado sobre o carbono quaternario C-3
(6c 67,7), que por sua vez também esta esta ligado a um heterodtomo. O C-3 esta acoplado a
um grupo metinico (o 4,71e oc 68,3) ligado a um atomo de cloro na posi¢do. A presenca dos
halogénios (2 atomos bromos e 1 de cloro) descritos para a estrutura pelos dados e RMN foi
confirmada através dos dados de espectroscopia de massas de baixa resolucdo, onde se
verificou a presenca de fragmentos gerados pela perda de HCI [M-36]" e HBr [M-80]"
(Apéndice 29).

A andlise dos resultados obtidos e a comparacdo com os dados da literatura permitiram
identificar a substancia 6 como o sesquiterpeno obtusol (Figura 11.17), isolado inicialmente de
L. obtusa (GONZALEZ et al., 1979b) e identificado também em L. dendroidea (MACHADO
et al., 2011), L. majuscula (CAPON et al., 1988; DIAZ-MARRERO et al., 2009), L. scoparia
(DAVYT et al., 2001) e também no molusco da espéecie A. dactylomela (WESSELS et al.,
2000).

Figura I1.17. Estrutura da subtancia 6 identificada como obtusol



82

Estudos ja evidenciaram para o obtusol atividade antileishmania (MACHADO et al.,
2011, 2014), antibacteriana (VAIRAPPAN et al., 200la; VAIRAPPAN, 2003; DIAZ-
MARRERO et al., 2012), antifungica (DIAZ-MARRERO et al., 2012), potencial larvicida
contra 0 mosquito Aedes aegypti vetor dos virus da dengue, zica e chicungunha
(SALVADOR-NETO et al., 2016) e atividade citotoxica contra células tumorais (WESSELS
et al., 2000).

Em relacdo ao seu papel ecolégico, GRANADO & CABELLERO (1995)
demonstraram que o obtusol possui acdo defensiva contra herbivoros, pois 0 mesmo foi capaz

de reduzir o consumo pelo gastropode Littorina striata.

MISTURA : obtusano (7) + nidificeno (8)

O cromatograma obtido por CG/EM da amostra (Figura 11.18) revelou a presenga de
duas substancias com espectros de massas semelhantes (Apéndices 35 e 36). Em ambos 0s espectros
(EI-MS), obtidos a partir do cromatograma de ions totais por CG/EM, estavam presentes um conjunto
de fons m/z 396 [M]", 398 [M+2]" e 400 [M+4]" com intensidades relativas compativeis com a
presenca de atomos de bromo e um de cloro na estrutura, 0 que permitiu propor formula molecular

C1sH23Br,Cl com um indice de insaturacdo igual a trés para ambas as substancias.
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Figura 11.18. Cromatograma de CG/EM da mistura obtida

A expansio do espectro de RMN **C (Figura 11.19 e Anexo 38) confirmou uma mistura pela
presenca de dois grupos principais de sinais de carbonos olefinicos pares em Jc 145,8/145,7 ppm e Jc
114,9/114,9 ppm, também observados na regido de carbonos halogenados em Jc 63,73/ 63,71 ppm,

indicando que a amostra em questdo trata-se de uma mistura formada predominantemente por dois
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componentes. Esse constatacdo foi confirmada com a determinagdo das integracdes dos sinais nos
espectro de RMN de *H (Apéndice 37)
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Figura 11.19. Expanséo do espectro de RMN de *C da mistura obtida.

A interpretacdo dos dados dos experimentos de COSY (Apéndice 39), HSQC
(Apéndice 40) e HMBC (Apéndice 41), permitiu realizar as atribuicdes dos sinais de RMN *H
(Apéndice 37) e *C (Apéndice 38), para os dois componentes da mistura, como descritos na
Tabela 11.1.

A anélise detalhada das correlacdes no espectro de HSQC (Apéndice 40) permitiu
estabelecer as conexdes entre os carbonos e seus respectivos hidrogénios e carbonos, e a partir
destes dados pOde-se determinar que os dois componentes da mistura se tratavam de
substancias muito semelhantes estruturalmente, apresentando a mesma estrutura plana para o
anel A, mas se diferenciando nas substiui¢des nas posicoes 2, 3 e 4 do anel B. O anel A dessas
substancias se assemelha ao proposto para a substancia 1, mas pelo espectro de HSQC
(Apéndice 35) observou-se que o sinais de hidrogénio do grupamento da posicdo 9
correspondem a um grupamento metilénico para ambas as substancias da mistura C-9 6c=35,9
e H-9 84= 1,98 (J= 2H)/2,25 (= 2H).

No anel B da substancia 7, pelos dados de HMBC (Apéndice 26), os H-1’/H-1 se
conectam com um carbono metil dc/ oy 68,0/4,72 (C-2) que pelo seu deslocamento no
espectro de RMN *H (H-2) esta ligado a um heteroatomo de cloro. O grupo metila C-15 (6
1,83 e oc 25,6) esta situado sobre o carbono quaternario C-3 (Jdc 68,5), que por sua vez
também esta ligado a um heterodtomo de bromo. A anélise detalhada de todas as correlagdes

de RMN, os dados de fragmentacdo de massas e a compara¢do com dados da literatura

50
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(GONZALEZ et al., 1979b; FURUSAKI et al., 1983) permitiram identificar a substancia 7 da
mistura como o sesquiterpeno obtusano (Figura 111.20). Por estar em mistura ndo foi possivel

analisar a rotacdo oOptica.

O (+)-obtusano foi isolado inicialmente de L. obtusa (GONZALEZ et al., 1979b) e
também ja foi isolado L. dendroidea (MACHADO et al., 2011, 2014, 2016), enquanto o (-)-
obtusano foi isolado de L. nipponica (FURUSAKI et al., 1983).

Cl
Figura 11.20. Estrutura da substéncia 7 identificada como obtusano.

Em relagdo a substancia 8, notou-se, através do espectro de **C (Apéndice 38), que 0
anel B se assemelha ao da substancia 6, porém, os sinais referentes aos carbonos halogenados
do anel B do obtusol foram substituidos pelos sinais em & 72,0 e 61,5 ppm nas posi¢oes C-3
e C-4, indicando que a substancia 8 apresentava uma inversdo na posi¢cdo dos halogénios do
anel B de sua estrutura. A analise dos espectros de COSY (Apéndice 39), HMBC (Apéndice
41) e a comparacdo da estrutura proposta com os dados descritos na literatura, permitiram
identificar a segunda substancia (8) da mistura como o nidificeno (Figura 111.21), isolado
anteriormente de L. nidifica (WARASZKIEWICZ & ERICKSON, 1974) e posteriormente da
espeécie L. dendroidea (MACHADO et al., 2016).

Figura 11.21. Estrutura da substancia 8 identificada como nidificeno.
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O obtusano e o nidificeno j& foram isolados de espécies de L. composita (JI et al.,
2008), L. mariannensis (JI et al., 2007c), L. okamurai (LI et al., 2012a) e L. obtusa (BRITO et
al., 2002). Ja da espécies L. decumbens (JI et al., 2007a), L. majuscula (CAPON et al., 1988)
e L. scoparia (DAVYT et al., 2001) foi isolado somente 0 obtusano. Da espécie L. nippnica
(SUZUKI et al., 1983) e do molusco A. dactylomela (MPHAIL et al., 1999) foi isolado o

nidificeno.

Entre as atividades bioldgicas descritas para o obtusano estdo o potencial anti-
bacteriano e anti-inflamatério (MACHADO et al., 2014), além de atividade anti-helmintica
(DAVYT et al., 2001). Para o nidificeno foi descrita a atividade contra o virus da herpes tipo
1 0 HSV-1 (KIMURA et al., 1999).

SUBSTANCIA 9: 3,10-dibromo-4-cloro-a-chamigreno

A substéncia 9 foi isolada como um dleo incolor, [a]p -36.19 (¢ 0,008, MeOH). No
espectro de massas de baixa resolucdo, obtido atraves de impacto de elétrons (Apéndice 42),
foi observado um conjunto de ions em m/z 317 [M]+, 319 [M+2]+ e 321 [M+4]+ com

intensidades relativas compativeis com a presenca de halogénios.

A partir dos espectros de RMN de *C (Apéndice 44) e HSQC (Apéndice 46) foi
possivel identificar quinze atomos de carbono na estrutura, atribuidos a quatro carbonos
quaternarios dc 68,0; 47,4; 139,8; 43,1; trés carbonos metinicos dc 69,6; 123,1 e 43,1; quatro
de carbonos metilénicos a oc 31,8; 42,4, 38,1; e 36,4 e quatro carbonos metilicos a 6C 24,7;
17,3; 26,4 e 24,1. Estes resultados, juntamente com o padréo de halogenagéo presente no
espectro de massas, indicaram a férmula molecular C15H23Br,Cl, com indice de deficiéncia de

hidrogénio igual a trés.

A interpretacdo dos dados dos experimentos de COSY (Apéndice 45), HSQC
(Apéndice 46) e HMBC (Apéndice 47), permitiu realizar as atribuicdes dos sinais de RMN *H
(Anexo 43) e *C (Apéndice 44) para os dois componentes da mistura, como descritos na
tabela 11.1.

A partir das analises dos espectros de RMN, observou-se que o anel A da substancia 9
se assemelhava ao das substancias 7 e 8, mas com os dados da correlacdo de COSY

(Apéndice 45) e HSQC (Apéndice 46), foi possivel propor que o grupamento metilico C-7 foi
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substituido por uma instauracéo do tipo endo (C7 dc 139,8 com C8 J¢c 123,1). E pelo dados
de HMBC, observou-se que o C-7 encontra-se ligado a um grupo metilico na posicdo 14 (dc
26,24 e oy 1,25).

A formula molecular (C15H23Br,Cl), o padrédo de fragmentacdo, juntamente com o0s
dados de RMN e rotacdo Optica, comparados com dados da literatura, indicaram que a
substéncia isolada trata-se do 3,10-dibromo-4-cloro-a-chamigreno (Figura 22), isolado
previamente de A. dactylomela (DIAS et al., 2005) e L. dendroidea (MACHADO, 2014).

Figura Il. 22. Estrutura da substancia 9 identificada como 3,10-dibromo-4-cloro-a-

chamigreno

Neste trabalho foram caracterizadas 9 sesquiterpenos do tipo chamigrano halogenado,
contendo atomos bromo e cloro em suas estruturas, reiterando que macroalgas marinhas do
género Laurencia sdo conhecidas pela producéo de sesquiterpenos polihalogenados (WANG
et al., 2013). Como a 4gua do mar € um ambiente rico em halogénio, ndo é surpreendente que
estas espécies sejam capazes de incorporar atomos de halogénio nas moléculas organicas que
produzem (BUTLER & WALKER, 1993). Apesar da concentragédo de cloreto (546 mM)
superar a de brometo (0,86 mM) no ambiente marinho, as substancias bromadas isoladas de
macroalgas deste género superam o numero de substancias cloradas e iodadas. Em sua
maioria, as substancias cloradas também possuem o atomo de bromo em sua estrutura

(SUZUKI et al., 2009), como observou-se nas substancias isoladas neste trabalho.

As estratégias da natureza para incorporacdo destes halogénios em moléculas
orgénicas sdo multiplas e a descoberta de novas enzimas envolvidas neste processo cresceu
significativamente na ultima década, revelando que a incorporacéo de halogénios as estruturas

destes metabdlitos é catalisada principalmente por haloperoxidases, sendo a vanadio-
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haloperoxidase a enzima de maior prevaléncia entre macroalgas produtoras de metabolitos
halogenados (BUTLER & CARTER-FRANKLIN, 2004; CARTER-FRANKLIN &
BUTLER, 2004; WINTER & MOORE, 2009). Uma vez produzidos, estes metabolitos
halogenados sdo armazenados principalmente em organelas intracelulares denominadas
"corps en cerise™ (ou corpo cereja) €, em menor grau, em vesiculas encontradas no citoplasma
e dentro dos cloroplastos. A partir desta organela, estas substancias séo transportadas, através
de conexdes tubulares membranosas, para a superficie externa do talo. Acredita-se que o
transporte de vesicula para a superficie do talo tenha papel primordial na utilizacdo das
substancias halogenadas como defesa contra herbivoros e organismos incrustantes
(SALGADO et al., 2008).

Dados fisicos das substancias isoladas

(+)-elatol (1): 6leo amarelo; [a]o +79° (c 0.06, CHCIy), lit. [a]p +75° (c 1,01, CHCI; in
BRENNAN, et al. 1987); ESI-HRMS: C1sH»0%*CI"BrNa, Ci1sH»0*CI®*BrNa;
[M+Na] m/z: 355,0443, 357,0435 (calc. 355,0440, 357,0420) (ratio 100:94). As
demais propriedades espectrais listadas na tabela I1.1 estdo de acordo com dados
publicados (SIMS & WING, 1974; BRENNAN et al., 1987).

10-bromo-9-hidroxi-chamigra-2,7(14)-dieno (2): 6leo incolor; [a]p -125° (¢ 0,008, CHCIs),
lit. [o]o -110° (c 0,20, CHCl; in VAIRAPPAN et al. 2001); ESI-HRMS:
CisHzs°BrONa, CisHxs®'BrONa; [M+Na] m/z: 321,0834, 323,0807 (calc:
321,0830, 323,0810) (ratio 100:97). Todos dados espectroscopicos de RMN
listados na tabela I1.1 foram comparados com a literatura (VAIRAPPAN et al.,
2001).

(2)-10,15-dibromo-9-hydroxi chamigra-1,3(15),7(14)-trieno (3): 6leo incolor; [a]p +10° (c
0,02, CHCly), lit. [a]p +3 (c 0,002, CHCI3 in COLL & WRIGHT, 1989);ESI-
HRMS: CisH20"BrNa, CisHoO"Br¥'BrNa, CisHa00%'Br,Na; [M+Na] m/z:
396,9779, 398,9756, 400,9749 (calc. 396,9779, 398,9758, 400,9738) (ratio
49:100:51). Todos dados espectroscopicos de RMN listados na tabela 11.1 foram
comparados com os relatados na literatura (SUZUKI & KUROSAWA, 1978;
COLL & WRIGHT, 1989).
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(E)-10,15-dibromo-9-hidroxi chamigra-1,3(15),7(14)-trieno (4): oleo incolor; [a]p -31° (c
0.016, CHCIy), lit. [a]p -40 (c 0.002, CHCI3 in COLL & WRIGHT, 1989); ESI-
HRMS: CisH20"Br,Na, CisHoOBr¥'BrNa, CisHa00%Br,Na; [M+Na] m/z:
396,9784, 398,9761, 400,9756 (calc. 396,9779, 398,9758, 400,9738) (ratio
48:100:52). Demais dados fisicos de RMN descritos na tabela 11.1 comparéveis
aos descritos na literatura (COLL & WRIGHT, 1989).

isoobtusol (5): cristal branco; [o]p +77 (¢ 0,03, CHCI5), lit. [o]p +24.8° (c 0.48, CHCI3 in
VAIRAPPAN et al. 2001); ESI-HRMS:  CisHas""Bre'Br®CIONa,
C1sH23"°Br,®CIONa e CisHxs'Br°CIONa, [M+Na] m/z: 434,9732, 436,9694,
438,9674) (Calc. 434,9721, 436,9700, 438,9670) (ratio 48:100:73). Demais dados
fisicos de RMN descritos na tabela 1.1 foram comparados a literatura (WESSELS
et. al., 2000).

obtusol (6): cristal branco; [a]p + 9,61 (¢ 0,05, CHCIy), lit. [a]p +33° (in GONZALEZ, et al.
1979). Demais dados fisicos de RMN descritos na tabela 11.1 foram comparados
com os ja relatados (CAPON et al., 1988).

3,10-dibromo-4-cloro-a-chamigreno (9): 6leo incolor; [a]p -36,19 (c 0,05, MeOH); lit. [a]p -
210.2° (c 0.033, CHCIg3, in DIAS et al. 2005). Demais dados fisicos de RMN
descritos na tabela 1.1 foram comparados com os ja relatados (DIAS et al., 2005).
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Abstract

Chemical cues from sessile hosts can attract mobile and associated organisms and they
are also impotant to maintain associations and overall biodiversity, but the identity and
molecular structures of these chemicals have been little explored in the marine environment.
Secondary metabolites are recognized as possible chemical mediators in the association
between species of Laurencia and Aplysia, but the identity of the compounds has not been
established. Here, for the first time, we experimentally verify that the sesquiterpene (+)-ela-
tol, a compound produced by the red seaweed Laurencia dendroidea, is a chemical cue
attracting the associated sea hare Aplysia brasiliana. In addition to revealing the nature of
the chemical mediation between these two species, we provide evidence of a chemical cue
that allows young individuals of A. brasiliana to live in association with L. dendroidea. This
study highlights the importance of chemical cues in Laurencia-Aplysia association.

Introduction

In the marine environment, chemical cues or waterborne infochemicals act as mediators in
different intra- and inter-specific ecological interactions between organisms [1], such as chem-
ical defense [2], settlement and recruitment of larvae [3], feeding stimuli [4], foraging behavior
[5], selection and localization of prey [6], among others. Marine organisms produce a wide
variety of molecules that mediate these ecological interactions [1, 7]. Despite their broad and
crucial roles in population structure, community organization and ecosystem function in
marine systems, the omnipresence of these chemical cues and their impacts are still inade-
quately recognized [1]. However, scientific efforts have been increasing to elucidate the mecha-
nisms of chemical communication between organisms in marine environments [8].

Red seaweeds of the genus Laurencia are well established as rich producers of secondary
metabolites [9]. Since investigations of this taxon began more than 60 years ago, more than
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1,000 secondary metabolites such as terpenes and C,5 acetogenins (both halogenated or not)
have been isolated from about 60 species [10]. These metabolites not only possess unique
structural features, but they also exhibit significant ecological roles as antifoulants [11] and as a
defense against herbivores [12]. Despite the strong defensive properties of these chemicals,
Aplysia sea hares selectively graze on Laurencia species and have the ability to sequester and
store secondary metabolites from these red seaweeds in a specialized digestive gland [13,14]. A
huge number of molecules have been discovered from Aplysia species [15] and these sea hares
possess secondary metabolites obtained either from their algal diets or by de novo direct syn-
thesis [16], with the former being slightly modified. This feeding relationship makes Aplysia
species promoters of chemical diversity, since most of the metabolites found in these molluscs
are structurally similar, but distinct from those produced by Laurencia species [17].

The maintenance of the relationship between Laurencia and Aplysia species is probably due
to the adaptative evolution of these herbivores to metabolism of the seaweed chemicals giving
them the ability to use as a self-defense mechanism [18,19]. In addition, some photosynthetic
proteins from Laurencia are converted to an effective chemical defense mechanism displayed
by Aplysia, which releases them as a purple ink and opaline when attacked by predators [20].
In fact, these secretions contain vital metabolites for Aplysia species, which can act as feeding
stimulants, feeding deterrents, and aversive chemicals [21].

In general, host seaweeds are preferred sites for metamorphosis of larvae in most species of
sea hares [22]. For Aplysia species we observed that these organisms preferentially inhabit and
grow better on red seaweeds, including Laurencia species [13,14]. Evidence has shown that
chemical mediation is vital in interactions between species of Laurencia and Aplysia [17], but
the nature of the compounds involved in this interaction has not been established [7].
Although Aplysia and Laurencia are rich sources of secondary metabolites, these compounds
have been mainly studied in the context of bioprospecting for bioactive molecules [17,23].

Due to the close and chemically-mediated relationship between Laurencia algae and Aplysia
sea hares, we hypothesized that secondary metabolites produced by Laurencia dendroidea can
act as important chemical cues for the specialist predator Aplysia brasiliana. In this work, we
addressed the following two questions, evaluated under laboratory conditions: (1) Which com-
pounds in seawater are exudates from L. dendroidea? and (2) How does the mollusc A. brasili-
ana respond to L. dendroidea metabolites in bioassays? Although many studies assume its
occurrence, to our knowledge this is the first study that tested and identified Laurencia chemi-
cal cues for Aplysia.

Materials and methods
Collection of organisms

Specimens of Laurencia dendroidea and young individuals (4.8 + 1.5 SD cm in length;
N = 194) of the sea hare Aplysia brasiliana found living in association with these algae were
collected from the intertidal zone of Azeda Beach (Buzios, 22°44’33.6” S, 41°52°55.6” W,
Rio de Janeiro State, Brazil) by free diving in September, 2014. After collection, all the
organisms were transported to the laboratory in individual aquaria containing seawater
with aeration and maintained under constant temperature (22°C), aeration, salinity (35),
and a 12 h:12 h light:dark photoperiod. During the acclimatization period of 48 hours, the
specimens of A. brasiliana were fed with fresh palatable green seaweed Ulva sp. before start-
ing the assays.

Collection of organisms was supported by authorization SISBIO 34321-1 (Instituto Chico
Mendes de Conservagao da Biodiversidade).
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Laurencia-conditioned seawater (LCW) and Laurencia-exuded
metabolites in seawater extract (SEM)

For the laboratory detection of the L. dendroidea exuded metabolites in seawater, a proportion
of 24 g of algae mass to 1 L of artificial seawater (“Sea salts” SIGMA, USA, in distilled water)
was used for incubation in fifteen Erlenmeyer flasks of 3 liters each. They were kept for 12
hours in a BOD chamber at 20°C, under constant ilumination and constant aeration. Then,
the algae were taken out from the flasks and the conditioned water was passed through a

0.45 pm filter Millipore system to yield the Laurencia-conditioned seawater (LCW). Part of
this LCW was used immediately in Y-maze tests (20 L), and the remaining LCW (10 L) was
used to identify the metabolites exuded by L. dendroidea. Artificial seawater (without the pres-
ence of L. dendroidea) was used as a control for chemical analyses and as a control stimulus in
the Y-maze tests. The portion of the LCW separated for chemical analysis was passed through
a glass column filled with DIAON HP20 resin (Sigma-Aldrich). Then the resin was washed
with ultrapure water to eliminate salts and the metabolites retained in the resin were eluted
with 600 mL of methanol (Tedia, HPLC), that was evaporated to yield the Laurencia-exuded
metabolites in seawater extract (SEM). The same procedure was used to produce a representa-
tive control from artificial seawater. Both the SEM and the control extract from artificial sea-
water were analyzed by GC/MS.

Chemical extraction and identification of secondary metabolites

Whole fresh tissues of L. dendroidea (450 g) were extracted in EtOAc/MeOH (1:1 v/v). The
resulting extract was filtered and the solvent was eliminated in a rotary evaporator under
reduced pressure. The extract (1.4 g) was submited to size exclusion chromatography using
Sephadex LH-20 (6 x 34 cm, Pharmacia Fine Chemicals™) and eluted with n-hexane/CH,Cl,/
MeOH (2:1:1). Seven fractions (FR, to FRg) were obtained and analyzed by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) of 'H. From the '"H NMR analysis the fraction-enriched with sesquiter-
penes (283 mg, FRp) was subsequently processed by chromatography in medium-pressure
Lobar LiChroprep Si-60 (40-63 um, MERCK™) using n-hexane/EtOAc (9:1) at 2 mL min™".
Twelve fractions (FR, to FR;,) were obtained, which allowed isolation of compounds 1 (1.45
mg, FR,4) and 2 (120.49 mg, FRs). Fractions FR; and FRg were purified using high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) with a p-Porasil™ silica column (125 A; 1.9 x 15 cm)
and eluted with n-hexane/EtOAc (9:1), which yielded compounds 3 (0.52 mg) and 4 (1.51 mg)
from fraction FRg and compound 5 (2.7 mg) from fraction FR;.

The chemical structures of the isolated compounds were established by NMR of 'H and
13C, correlation spectroscopy (COSY), heteronuclear multiple-bond correlation (HMBC) and
heteronuclear single quantum correlation (HSQC) in a Bruker™ Avance 600 MHz system
using CDCl;. Chemical shifts were reported in ppm referenced to solvent signals (CDCl;: 8y
7.26, 8¢ 77.16). Mass spectrometric data were acquired using a VG-Autospec Fisons system in
electrospray ionization mode. The specific rotations [o], were determined using a Polarimeter
Perkin-Elmer™ (model 241), under conditions of 20°C, sodium D line A = 589 nm and cell
path length 1 dm. All data were compared with the available literature [24-29].

10-bromo-9-hydroxy-chamigra-2,7(14)-diene (1): oil; [o]p -125 (¢ 0.008, CHCl,), lit. [al]p
-110 (c 0.20, CHCls) [24]; ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calcd. for C,5H,3”°BrONa, 321.0830
and C,sH,3*' BrONa, 323.0810; found 321.0834 and 323.0807 (ratio 100:97), respectively.
All other physical and spectroscopic data are in agreement with those previously reported
[24].

(+)-elatol (2): oil; [ct] p +79 (¢ 0.06, CHCl3), lit. [o]p +75 (¢ 1.01, CHCl3) [24,25]; ESI-HRMS
(m/z): [M+Na]" caled. for C;5H,,0*°Cl”°BrNa, 355.0440 and C,5H,,0**CI*'BrNa, 357.0420;
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found 355.0443 and 357.0435 (ratio 100:94), respectively. All other physical and spectral prop-
erties are in agreement with published data [25,26].

(Z)-10,15-dibromo-9-hydroxychamigra-1,3(15),7(14)-triene (3): colorless oil; [o]p +10 (c
0.02, CHCly), lit. [al]p +3 (¢ 0.002, CHCI;) [26]; ESI-HRMS (m/z): [M+Na] " calcd. for
C5H200”’Br;Na, 396.9779; C5H,00”’Br®' BrNa, 398.9758 and C,5H,,0% Br,Na, 400.9738;
found 396.9779, 398.9756, and 400.9749 (ratio 48:100:52), respectively. All other physical and
spectroscopic data are comparable to those previously reported [27].

(E)-10,15-dibromo-9-hydroxychamigra-1,3(15),7(14)-triene (4): colorless oil; [at]p -31 (¢
0.016, CHCl,), lit. [o]p -40 (c 0.01, CHCl5) [26]; ESI-HRMS (m/z): [M+Na] " calcd. for
C15H200”’Br;Na, 396.9779, Cy5H,00”°Br®'BrNa, 398.9758 and C,sH,,0*'Br,Na, 400.9738;
found 396.9784, 398.9761, and 400.9756 (ratio 48:100:52), respectively. All other physical and
spectroscopic data are in agreement with those previously reported [27].

isoobtusol (5): white crystal; [o]p +77 (¢ 0.03, CHCl,), lit. [ot] p +25 (¢ 0.50, CHCl3) [27-28];
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calcd. for C;5H,3 °Br®'Br*>CIONa, 436.9681,
Cy5H,3"°Br, CIONa, 436.9672 and Cy5H,;*' Br,> CIONa, 438.9661; 434.9732, 436.9694, and
438.9674 (ratio 48:100:73), respectively. All other physical and spectroscopic data are in agree-
ment with those previously reported [27-29].

GC/MS analysis

Chemical profiles were obtained on a GC/MS Agilent 7890B, MS7000C (using an automatic
injector CombiPAL with the control software MassHunter) in the electron impact mode (70
eV). Chromatographic separation was achieved with a HP-5MS UL capillary column (15 m x
0.25 mm x 0.25 pm). Helium was used as the carrier gas (flow rate of 1 mL min™"). The oven
temperature was 60°C for the first 2.5 min, then increased at a rate of 10°C.min"" to 280°C and
held at the latter temperature for 6 min, with a total run time of 30.5 min. Injector and ion
source temperatures were 300 and 240°C. Samples were injected in splitless mode. The detec-
tion was performed in the full scan mode, using a mass range of 60-400 m/z. All samples were
solubilized in dichloromethane and filtered through a PTFE Syringe filter (pore width of
0.45um; diameter of 13mm) before the injections.

The chemical profiles of all the extracts (whole algal extract, SEM and control) were
obtained by GC/MS. The isolated compounds (1-5) and purified standards (6-15) (Fig 1)

B -
(13) ' 14 ¢

(12) (s) Br

Fig 1. Chemical structures of the metabolites found in L. dendroidea.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187126.9001

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187126 November 2, 2017 4/15



@PLOS ‘ ONE

104

Chemical cue from the host seaweed Laurencia dendroidea to associated mollusc Aplysia brasiliana

available in our laboratory were also analyzed by GC/MS to construct a L. dendroidea metabo-
lites database. Compounds 6-15 were obtained as described by the literature [30-33]. Identifi-
cation of metabolites exuded into seawater by L. dendroidea (SEM) was performed by
comparing the peaks of the SEM chromatogram with its respective control (artificial seawater
extract). A baseline alignment of each chromatogram was performed prior to comparison and
the time-shift among peaks was corrected by the Correlation Warping Algorithm (COW), as
described by Nielsen and collaborators (1998) [34], using the software COW (http://www2.
biocentrum.dtu.dk/mycology/analysis/cow). Compounds present in the algal extract, and
SEM extract were identified based on their mass spectra data, retention time, and comparison
with pure compounds available in our laboratory.

The compound identified from the SEM extract (elatol) was quantified using external stan-
dardization by means of an analytical curve calculated from four different concentrations of
purified elatol in dichloromethane (10 to 10™> ug mL™). Detection and quantification limits
were determined according to United States Environmental Protection Agency provisions; we
obtained an analytical curve in a concentration range almost 5 times the noise of the baseline.
Then, the concentrations of three replicates of the standard were determined from this curve,
and its standard deviation was calculated. The relative standard deviation (RSD) or coefficient
of variation (CV) was 10%.

Y-maze experiments

Y-maze behavioural bioassays were performed to determine whether the specimens of A. bra-
siliana would be attracted by L. dendroidea compounds. The maze used in this study consisted
of a Y-shaped plastic tube connected to two 10 L aquariums, with seawater flowing by gravity
from the aquariums through each branch of the Y-maze (Fig 2). One of the aquariums con-
tained artificial seawater with the tested stimuli (treatment), while the other was filled with
pure artificial seawater, i.e. the control (see below). Water flowed from the two aquariums
(treatment and control) through the Y-maze and exited at the base of the conjoined branch.
Soluble coloring was used to verify the water plume and flow regulators were used to standard-
ize the flux in the control and treatment aquaria before each experiment. The artificial seawater
was used at 26°C and a salinity of 35.

In the intervals between each assay, the entire Y-maze was washed with distilled water and
rinsed with seawater and control and stimulus arms of the Y-maze were switched. The seawa-
ter flow in each branch of the Y-maze was controlled by flow controllers. Individuals of A. bra-
siliana were initially positioned at the base of the Y-maze at the start of each bioassay.

Six experiments were undertaken with individual A. brasiliana choosing between stimulus
vs artificial seawater. Each experiment consisted to introduce one sea hare at the base of the Y-
maze and its behavior in terms of choosing between the arms containing either the stimulus or
the artificial seawater was observed for up to 15 min. Three responses were considered: (a) pos-
itive, when A. brasiliana swam to the end of the stimulus arm; (b) negative, when A. brasiliana
swam to the end of the control arm; and (c) no response, when A. brasiliana did not choose
either one of the arms within the 15 min time frame. The stimulus tested in each experiment
was drive in the follow sequence: 1) Control stimulus (n = 21): both arms of the Y-maze tube
were filled only with artificial seawater in order to verify the ability of A. brasiliana individuals
to overcome the water flow in the branches of the Y-maze structure; 2) Fresh L. dendroidea
(n = 32): one specimen of this seaweed was placed in the stimulus arm of the Y-maze, while a
plastic L. dendroidea mimic with equivalent size and volume of this fresh seaweed was placed
in the artificial seawater arm (control) to maintain an equivalent flow of water through the
tube during the experiment; 3) Laurencia-conditioned seawater (LCW): the stimulus aquarium
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Control Treatment

Artificial

Artificial seawater
seawater positive
stimuli
10L 10L

Flow
controller

|

Y-maze base

Flow
direction

Waste

20L

Fig 2. The maze used in this study. The control was in the left aquarium flowing pure seawater and the
treatment was in the right aquarium flowing seawater plus a stimuli (e.g. Laurencia tallus or Laurencia-exuded
metabolites in seawater extract (SEM).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187126.9002
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was filled with LCW while only artificial seawater was used in the control tank. A total of 43
replicates were used; 4) L. dendroidea extract: the effect of compounds obtained from fresh L.
dendroidea on A. brasiliana was evaluated using the extract at its obtained concentration (the
amount of extract per algae dry mass, 146 mg g'). A piece of filter paper was cut into squares
1.5 x 1.5 cm and each square was equivalently soaked into the extract previously dissolved in
dichloromethane (concentration of extract determined as the extract equivalent to the dry
weight of alga = dry weight of filter paper). For the control, an equivalent square piece of paper
was soaked in dichloromethane without the extract. After evaporating the solvent, each piece
of paper of control and treatment was positionated at its respective Y-maze arm. A total of 42
replicates was used; 5) Laurencia-exuded metabolites in seawater extract (SEM): To evaluate
the effect of SEM extract (using the obtained concentration of extract per algal dry mass incu-
bated, 5 mg g™') on the Aplysia specimens, the experiments were conducted in the same way as
described for LCW above. A total of 30 replicates was used; and 6) Elatol-conditioned water
(ECW): the effect of elatol (2), the compound identified in the SEM by GC/MS, on Aplysia
specimens was investigated. The amount of treatment added was such that the final concentra-
tion was equal to the natural isolated concentration based on seawater volume used for extrac-
tion (0.02 mg L™). The compound was solubilized in 35uL. DMSO and added to the artificial
seawater in the stimulus arm. The same amount of 35uL DMSO was added to the artificial sea-
water in the control arm. A total of 26 replicates were used in this experiment. In the intervals
between each assay, the entire Y-maze was washed and the control and stimulus arms of the Y-
maze were switched in order to remove any remaining A. brasiliana scents or previous chemi-
cal cues. For each assay a new A. brasiliana specimen was used. In the end of the experiments
all the animals were returned to field.

The significance of A. brasiliana behavioral choice was evaluated by a chi-squared test that
compared the number of times that A. brasiliana moved to for the three response groups (posi-
tive response, negative resposnde and no response) against an equal random distribution. Dif-
ferences between the groups were deemed statistically significant when p < 0.05.

Results
GC/MS database of metabolites of Laurencia dendroidea

A total of 15 sesquiterpenes of L. dendroidea were analysed by gas chromatography/mass spec-
trometry (GC/MS) in order to obtain a GC/MS database of Laurencia metabolites (supp 1).
Extract of L. dendroidea yielded compounds 1-5, which were purified using a series of chro-
matographic steps over Sephadex LH-20, silica gel and normal-phase high performance liquid
chromatography (HPLC). The compounds were elucidated based on spectral data: optical
rotation, infrared, electron ionization (EIMS) and/or high-resolution electron-impact mass
spectroscopy (HREIMS), 1D and 2D NMR. The known halogenated chamigrane sesquiter-
penes were identified by comparing their spectroscopic data with the literature as follows:
10-bromo-9-hydroxy-chamigra-2,7(14)-diene (1) [24], (+)-elatol (2) [25], (Z)-10,15-dibromo-
9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3) [27], (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-
1,3(15),7(14)-triene (4) [27] and isoobtusol (5) [28] (The NMR data and all the MS and NMR
spectra of 1-5 are available in the supplemental material). Another 10 metabolites that were
isolated previously by our research group [30-33] were used here to further populate the GC/
MS Laurencia metabolite database: triquinane (6) [31,33]; debromoelatol (7) [30,31]; enone of
desbromocartilagineol or laurencenone D (8) [35]; cartilagineol (9) [30,31]; obtusol (10) [31-
32]; dendroidiol (11) [30,31]; nidificene (12) [31]; 3,10-dibromo-4-chloro-alpha-chamigrane
(13) [31]; (+)-obtusane (14) [30] and rogiolol (15) [31].
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Table 1. Retetion time (r;); main ions (m/z) observed in the mass spectra (EIMS) and detection of sesquiterpenes in the L. dendroidea extract and
Laurencia-exuded metabolites in seawater extract (SEM), as characterized by GC/MS analysis. The presence of identified compounds in the samples

was marked (x).

ry (min) L. dendroidea compounds database m/z L. dendroidea extract SEM
14.48 triquinane (6) 222;204;135 X
18.71 debromoelatol (7) 236; 221; 208 X
19.38 cartilagineol (9) 317;299; 235
19.74 10-bromo-9-hydroxy-chamigra-2,7(14)-diene (1) 283; 201; 269 X
21.57 isoobtusol (5) 317;299; 235 X
21.76 (+)-elatol (2) 299; 253; 199 X X
22.25 enone of desbromocartilagineol or laurencenone D (8) 278;199; 161 X
22.49 dendroidiol (11) 332; 299; 235
23.09 nidificene (12) 396; 316; 237
23.09 3,10-dibromo-4-chloro-alpha-chamigrane (13) 396; 316; 237
23.15 (+)-obtusane (14) 396; 316; 237
23.38 (2)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3) 296; 240; 279 X

2355 (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)triene (4) | 296;240; 279 x
24.48 rogiolol (15) 317, 299; 235
24.55 obtusol (10) 317; 299; 235

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0187126.t001

Identification of metabolites in extracts of Laurencia dendroidea by GC/
MS analysis

The L. dendroidea extract, Laurencia-exuded metabolites in seawater extract (SEM) and con-
trol extract (extract from artificial seawater) were analyzed by GC/MS. The retention times
and mass spectroscopy patterns of the compounds in these extracts were compared to the L.
dendroidea metabolites database (Table 1 and Fig 3). Compounds 1-8 were detected in the L.
dendroidea extract (Fig 3A), whereas only compound 2 (elatol) was found in the exudate
(SEM) (Fig 3B) at a concentration of 0.02 mg L™ (or 0.0007 mg g™ by algal wet weight; y = 1E
+10x-3E+08; R? = 0.99). No metabolites were identified in the control extract (Fig 3C).

Y-maze bioassays

Fig 4 shows that a significantly higher percentage of individuals of A. brasiliana (according to
Chi-square tests) selected the arm of the Y-maze containing one type of chemical cue (Fig 4),
represented by the presence of fresh L. dendroidea (p < 0.005; x* = 25.187; DF = 2), LCW

(p < 0.005; % = 16.791; DF = 2), L. dendroidea extract (p < 0.005; x* = 18.143; DF = 2), SEM
(p < 0.05; XZ = 15.20; DF = 2), or elatol-conditioned water (p < 0.005; xz =7.00; DF = 2).
These results are reinforced by the absence of preferential displacement (no response) of 86%
of the 21 individuals of A. brasiliana in our control tests (p < 0.005; xz =26.00; DF = 2).

Discussion

Our results showed that the mollusc Aplysia brasiliana is able to detect and respond to chemi-
cals produced and exuded by Laurencia dendroidea. This mollusc showed a positive chemo-
taxis by the presence of live seaweed, its water exudates in conditioned water (LCW) and also
to its lipophilic extract (SEM).

Benthic marine invertebrates sense molecules from other organisms and use these com-
pounds in different ecological contexts as communication, navigation and foraging behaviour
[36]. These organisms produce and detect a wide range of polar and nonpolar compounds, but
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Fig 3. GC/MS chromatograms. (A) L. dendroidea extract. (B) Laurencia-exuded metabolites in seawater extract
(SEM). (C) Control extract (from artificial seawater). Compounds identified using the GC/MS Laurencia metabolite
database: 10-bromo-9-hydroxy-chamigra-2,7(14)-diene (1), (+)-elatol (2), (2)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3
(15),7(14)-triene (3), (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (4), isoobtusol (5), triquinane (6),
debromoelatol (7) and enone of desbromocartilagineol or laurencenone D (8).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187126.g003

their identities are poorly understood [7]. Here, the lipophilic compounds exuded by L. den-
droidea into seawater were detected by GC/MS analysis. Among them, the halogenated sesqui-
terpene (+)-elatol (2) was identified and revealed as one of the major compounds. In adition,
the analysis of L. dendroidea extract revealed (+)-elatol as the major compound produced.
These results indicated that (+)-elatol was exuded by alga into seawater.

The nonpolar (+)-elatol (2) is a known terpenoid isolated from Laurencia species that has
multiple ecological functions, including anti-herbivory [12] and antifouling activities [37]. In
our work, (+)-elatol attracted A. brasiliana in Y-maze experiments indicating its potencial as a
chemical mediator in the interaction between Laurencia and Aplysia, its associated fauna.

Liposoluble terpenoids can mediate different alga-herbivore interactions. Halimedatetraa-
cetate is a sesquiterpenoid produced by the green alga Halimeda incrassata identified as a for-
aging cue for the specialist gastropod Elysia tuca [38]. As one of the few herbivores that
preferentially consume Halimeda species, Elysia may locate its prey by tracking Halimeda-
derived chemical cues. This herbivore is frequently found associated to H. incrassata, which is
able to sequester its chemical defenses to become unpalatable to its predators [39].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187126 November 2, 2017
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Fig 4. Percent responses of A. brasiliana specimens to different treatments in Y-maze bioassays.

Control = artificial seawater without the presence of any L. dendroidea stimuli; LCW = L. dendroidea conditioned
water; SEM = Laurencia-exuded metabolites in seawater extract; and ECW = elatol-conditioned water. Asterisks (*)
denote significant differences between the response groups according to Chi-square tests (p < 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187126.9004

The oligophagous herbivorous molluscs belonging to the genus Aplysia feed primarily on
red seaweeds and as well as the mentioned gastropod Elysa tuca, they are able to accumulate
algal metabolites from these diets, which have been hypothesized to function as a defense
against predators [13,16,18]. In fact, some of the halogenated sesquiterpenes isolated from L.
dendroidea, such as the enantiomer of 10-bromo-9-hydroxy-chamigra-2,7(14)-diene (1),
(+)-elatol (2), (2)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3), (E)-
10,15-dibromo-9-hydroxy-charmigra-1,3(15),7(14)-triene (4), isoobtusol (5), cartilagineol (9),
obtusol (10) and rogiolol (15) have also been found in Aplysia species [16,18,26, 30, 40-43].
These findings reinforce the importance of these chemicals in the close relationship main-
tained between Laurencia and the sea hares belonging to the genus Aplysia.

Chemoreception can be the principal sensory system driving behavior for several marine
organisms, including slowmoving molluscs belonging to the genus Aplysia [36]. Specific recep-
tors involved in chemical signaling are able to detect and to bind to different compounds as
water-soluble amino acids, organic acids or liposoluble terpenoids [44]. The sea hare Aplysia
californica, for example, has a well-developed chemical sense with rhinophores and tentacles
that help it to localize odors of its main food, i.e., seaweeds belonging to Plocamium and
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Laurencia genus [45]. A. brasiliana, which usually swims in order to find food [46], probably
use similar sensors for localization. Our results provide evidence that secondary metabolites
are important chemical cues mediating the interaction between A. brasiliana and L.
dendroidea.

Identification of chemical communication and discrimination between evolved functions
(signals) and unintentional releases (cues) are significant challenges in aquatic biology [8].
Chemical signals are intentionally released by the sender to convey information about pres-
ence of the signaler or the signaler’s environment changing the behavior of the receiver; this
change of behavior must be profitable to sender and receiver. In general, signals must be hon-
est and reliable. Already chemical cues are compounds unintentionally released by the sender
that any other organism can use as a guide to display a particular behavior, benefiting the
receiver exclusively [47] Distinguishing these two modes of information is essential in identify-
ing, properly, a chemical substance that triggers a certain behavior in another individual, and
only a closer look at the chemical compounds involved brings clarification about its ecological
and evolutionary interactions [48]. Here, for the first time, the combination of experiments
allowed to verify that the sea hare A. brasiliana is attracted by the sesquiterpene (+)-elatol as a
chemical cue at different concentrations. In the experiments using conditioned water and pure
elatol, the concentration of this compound was probably higher than that in natural condi-
tions. On the other hand, in experiments using a unique piece of algal thallus, the exudated
concentrations are expected to be similar to natural conditions, and the result obtained in this
assay was similar that verified using conditioned water and pure elatol. In all cases, elatol pres-
ent in the water was sufficient to attract A. brasiliana.

Additionaly, the diurnal production of elatol by L. dendroidea is dynamic and strongly cor-
related to the primary photosynthetic metabolism [49]. So, it is expected that its surface con-
centration is variable creating different scenarios for the chemical sinalization and interactions
between the host seaweed and its associated fauna including the mollusc A. brasiliana.

Several species of Laurencia contain refractile membrane-bound vesicles (corps en cerise) in
the outer cells or cortical layer, which act as locations for the biosynthesis and storage of halo-
genated secondary metabolites [50], including elatol. Through a transport system, these
metabolites reach the surface and provide essential cues as surface-mediated chemicals [51]. A
previous study revealed that elatol occurs in very low amounts on the surface of L. dendroidea
(0.006 mg g') when compared to the highest within-thallus quantities (9.89 mg g™') based on
algal dry weight [52]. Low concentrations of elatol on the surface of L. dendroidea did not
inhibit herbivory by sea urchins, settlement of barnacle larvae, or mussel attachment [51], but
is probably enough to attract A. brasiliana.

Compared to adults, juvenile sea hares are known to be subject to high predation pressure
[53]. In addition, juvenile sea hares have restricted diets, often eating only one or a few types of
red seaweeds [54]. Several small sedentary herbivores (mesograzers such as amphipods, crabs
and polychaetes) can significantly decrease their susceptibility to predation by living among
and feeding on seaweeds that are avoided by predators [55]. In our bioassays, we only used
juvenile A. brasiliana that were found associated with L. dendroidea in the field. Thus, young
individuals of A. brasiliana are mesograzers that use L. dendroidea both food and as a chemical
source that protects from predators.

In conclusion, our discovery of Aplysia foraging cues reveals that this mollusc uses prey sec-
ondary metabolites as foraging cues. The sesquterpene (+)-elatol can facilitate the encounter of
A. brasiliana with L. dendroidea, but it is still not known if other compounds are involved in
this process. Thus, elatol represents for this alga both an evolved function against natural ene-
mies such as pressure by conusmers [12] and fouling [37], and also a cue that benefits the sea
hare A. brasiliana.
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ABSTRACT

Inducible seaweed chemical defense is more common in temperate species, and
detected by changes in phlorotannin contents or indirectly measured by differential
consumption by herbivores of live tissues or artificial food containing algal extracts. In
addition, seaweed induced chemical defense has frequently been reported to occur 11-20 days
after artificial damage or direct herbivory action. Here, we used manipulative laboratory
experiments to assess induced chemical defense in the tropical red seaweed Laurencia
dendroidea in response to direct grazing, chemical cues from grazed conspecific neighbor and
presence of herbivorous. Inducible defense was evaluated by palatability of artificial food
containing extracts of assayed L. dendroidea offered to herbivorous sea hare Aplysia
brasiliana and comparative analyzes of the chemical profile of lipophilic extracts of this
seaweed by GC/MS and metabolomic approach by PCA. Our results revealed that grazing by
A. brasiliana induced a fast (after 48h) anti-herbivory resistance trait in individuals of L.
dendroidea directly consumed and also in response to chemical cues from grazed
conspecifics, but not to presence of this sea hare. This increase in grazer resistance was
accompanied by changes in the sesquiterpene metabolic profile of this seaweed. These
findings reveal that induced defense in seaweeds: 1) may be more widespread among
seaweeds, regardless of latitude; 2) involve changes in other classes of substances besides
phlorotannins; and 3) may be a faster and more ecologically coherent process as an immediate

response to consumers.

KEYWORDS: Induced chemical defense, sesquiterpenes, metabolomic, chemical

cue, herbivory.



116

INTRODUCTION

Herbivory is the major biological factor capable of generating a significant impact on
seaweed and, consequently, assumed to be an important selective force driving chemical
defense production in these organisms (PEREIRA et al. 2017). A large variety of green,
brown and red seaweeds are known to produce chemical defenses against herbivory that deter
feeding by invertebrate and vertebrate marine grazers (PEREIRA & DA GAMA 2008).

The amount of the seaweed chemicals is not an absolute or inexorable characteristic of
a given species, and they can be categorized as constitutive or induced according to changes
in concentrations and also based on the assumption that production, storage or degradation are
costly. While constitutive defenses can be permanently expressed on an active level, the
induced ones is produced only as direct response to herbivory or imminent consumption
(TOTH et al. 2005). Then, the induced chemical defense is a strategy that minimizes cost

since it is not stored, but only produced when necessary or stimulated (CRONIN, 2001).

The first studies that demonstrated the occurrence of induced chemical resistance
against herbivory in seaweeds, showed that artificial clipping of Fucus distichus and F.
vesiculosus resulted in increased levels of phlorotannins capable to inhibit the consumption by
the gastropods Littorina sitkana and L. littorea (VAN ALSTYNE 1988; YATES & PECKOL
1993). Artificial clipping used in several other studies failed to find induced production of
secondary metabolites in seaweeds (e.g., PAUL & VAN ALSTYNE 1992; PFISTER 1992;
STEINBERG 1994). Further and more realistic experimental approach revealed that the
brown seaweed Dictyota menstrualis responded by increasing their content of defensive
diterpene alcohols to direct feeding by the amphipod Amphitoe longimana (CRONIN &
HAY 1996).

Although sometimes conflicting, induced chemical defenses in seaweeds in response
to direct grazing or artificial clipping is a well-demonstrated process in seaweeds (see TOTH
& PAVIA 2007; JORMALAINEN & HONKANEN 2008; for reviews). However, the inducible
chemical defense is confirmed and common in temperate brown seaweeds, but only rare or
few evaluated in green and red ones and in species from broad latitudinal levels (TOTH &
PAVIA, 2007; JORMALAINEN & HONKANEN 2008).

Seaweed induced chemical defenses may be also promoted by info-chemicals. Almost

20 years ago, it was demonstrated that the brown seaweed Ascophyllum nodosum responded
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to water-borne chemical cues released by periwinkle-grazed conspecific neighbors by
increase of phlorotannin production (TOTH & PAVIA 2000). Further studies also reported
that water-borne cues are capable to induce chemical defenses in several green, red and
mainly brown seaweed species (ROHDE et al. 2004; MACAYA et al. 2005; DIAZ et al.
2006; TOTH 2007; YUN et al. 2007, 2012). However, some studies failed to detect induction
of anti-herbivory traits after exposure to info-chemicals (SOTKA et al. 2002). In addition, the
communication among neighbors seaweeds may be dependent of the attacked seaweed
species (YUN et al. 2012) and the attacking herbivore species (ROHDE et al. 2004).
However, the ability to increase the level of defense before an actual attack allows the cue-
receiving individual not only avoid the costs of constitutive defenses, but also to avoid the
fitness costs of biomass loss during the first encounter with grazers, as occurs when defense is
induced by direct grazing (KARBAN 2011).

Most of the studies on induced seaweed chemical defenses evaluated changes in
amount of total phlorotannin (= polyphenols) analyzed by colorimetric method as response to
direct or indirect herbivory action (e.g. TOTH & PAVIA 2000). Other studies detected
induced chemical defense by evaluation of differential consumption of reconstituted pellet
food containing chemicals from grazed and ungrazed seaweeds (e.g. FLOTHE et al. 2004) or
measurement of differential consumption of manipulated live seaweeds by herbivores
(WEIDNER et al. 2004). Then, there is absence of studies about identity of specific chemical
compounds induced by direct or indirect action of herbivory. To our knowledge, only a recent
study verified induced production of the sesquiterpene elatol by simulated herbivory, presence
of epibionts, and bacterial infestation in clones of the red seaweed Laurencia dendroidea
(SUDATTI et al. submitted).

Red seaweeds of the genus Laurencia are known as one of the most prolific producer
of secondary metabolites (HARIZANI et al. 2016) and these chemicals may exhibit
significant ecological roles as antifouling (e.g. DA GAMA et al. 2002), and defense against
various herbivores, such as amphipod (ARGANDONA et al. 1993), molluscs (GRANADO &
CABALLERO 1995), sea-urchin (PEREIRA et al. 2003), reef fishes (HAY et al. 1987) and
crustaceans (PEREIRA et al. 2003). However, species of Laurencia are part of the diet of sea
hare Aplysia molluscs (sea hares), especially in its juvenile stages of development (NADEAU
et al. 1989; PAWLIK 1989; PENNINGS 1990). Although the close trophic relationship
between Aplysia and Laurencia is known for long time, most studies have focused only on

secondary metabolites and the bioprospecting of bioactive molecules of these organisms (e.g.
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MACHADO et al. 2010; HARIZANI et al. 2016; PEREIRA et al. 2016). But recent study
revealed that the sesquiterpene (+)-elatol produced by the red seaweed Laurencia dendroidea
is a chemical cue capable to attract the associated sea hare Aplysia brasiliana (NOCCHI et al.
2017). This is evidence that seaweeds can be appropriate organisms to study plant—plant
signaling in response to herbivory because they grow as dense aggregates and hosts a rich
fauna associated. In addition, mesoherbivores (like young A. brasiliana) are considered the

main inducers of defensive chemicals in seaweeds (HAY 1992).

Manipulative laboratory experiments were used in this study to assess induced
chemical defense in the red seaweed L. dendroidea by (1) direct grazing by Aplysia brasiliana
(2) water-borne chemical cues from conspecific neighbors grazed by this sea hare and (2)

only presence of this mollusk.

METODOLOGY
Sampling sites and organisms

Sporophyte specimens of the red seaweed Laurencia dendroidea were randomly
collected by free-diving during low tide in depths from 0-2 m between August and September
2014 at two different regions in the Rio de Janeiro State (Brazil); intertidal zone at Forno
Beach (ForBuz), Armacdo dos Buzios (22°45'43.07"S, 41°52'30.25"W) and Santana Island
Beach (SIMac), Macaé (22°24'36.15"S, 41°42'35.27"W). All specimens were removed by
hand from the substratum, and immediately placed in portable aquaria with seawater
containing aeration and transported within 3h to the laboratory, where they were maintained
in incubation systems under constant temperature (22°C), aeration, salinity (35), and 12 h:12

h light:dark photoperiod. The seawater was changed every 24 h before the start the bioassays.

Specimens of the sea hare Aplysia brasiliana in juvenile stages of development (2.0 =
0.6 cm length) and naturally living associated to L. dendroidea in the intertidal zone at
ForBuz were collected by free-diving for use in bioassays. Immediately after collection, the
organisms were placed in distinct portable aquaria with aerated seawater and transported
within 3h to the laboratory. In the laboratory, they were maintained in incubation systems
with constant temperature (22 °C), aeration, salinity (35), and 12h:12h light:dark photoperiod

and fed with green seaweed Ulva. The seawater was changed every 24 h before the start of the
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bioassays and for each bioassay new individuals of A. brasiliana were collected and
maintained under these laboratory conditions.

Induced chemical defense bioassays

Induced chemical defense bioassays were conducted using two distinct populations of
L. dendroidea, but were used only specimens of A. brasiliana from Buzios to evaluate the
induced response or chemical profile change in this seaweed by direct grazing or waterborne
cue; then, sympatric (for L. dendroidea ForBuz) and allopathic (for L. dendroidea SIMac). A
total of 10 specimens of L. dendroidea from each population (ForBuz and SIMac) and 20
individuals of A. brasiliana (ForBuz) were used in each bioassay and they were collected one

day before the beginning of the bioassays.

Each algal replicate (ForBuz= 5.15 + 1.57 g of wet weight and 8.2 = 1.3 cm of length
and SIMac= 3.45 + 1.23 g wet weight, 4.2 £ 1.23 cm of length) was divided into four equal
pieces (“clones”) in order to neutralize genetic variability. All specimens thus obtained were
acclimatized for 48h (acclimatization phase) under the laboratory experimental conditions in
the absence of consumers to allow relaxation (or deactivation) or recovery of the unknown

natural chemical defense levels.

The bioassay (treatment phae) set-up consisted of a flow-through system with a total
of 40 experimental units (EUs), comprised rectangular transparent plastic aquaria (12 x 18 x
11 cm, volume= 1 L each), for each population of L. dendroidea. Each EU was divided into
two equal-sized compartments by a vertical perforated PVC mesh (< 1 mm) that allowed
flowing of seawater from upstream to downstream compartment, with regulated by flow
controllers at flow rate of 2mL™"; upstream correspond the water inlet compartment, while
the downstream receive water from upstream from one side and discarded it in the opposite
side. The seawater was stored in upper aquarium (150 L) to individually supply the EU by
connected tubes (effective diameter= 0.4 cm). This individual unidirectional water flow-
through system was used to prevent cross-contamination of potential waterborne chemical cue

between L. dendroidea specimens of each EU.

After the acclimation phase (48h), L. dendroidea specimens were exposed to different
treatments to assess the responses by direct grazing, chemical cues from grazed neighbor

conspecific and presence of A. brasiliana. In each treatment-type, one specimen of L.
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dendroidea was concomitantly exposed to four treatments, grazer (G), neighbor grazer (NG),
presence of grazer (PG) and pure seawater (PS) in EUs distributed as follows (10 individuals
of L. dendroidea for each treatment= total of 40 UEs for each population of L. dendroidea —
ForBuz and SIMac (Figure 1).

Grazer (G) and neighbor grazer (NG) treatment assays (n= 10): two specimens of L.

dendoridea were arranged in the same EU, but separated by PVVC mesh. One specimen of L.
dendroidea was placed in direct contact with A. brasiliana in the upstream compartment to
evaluate induced chemical defense by direct grazing (G), while the other individual was
maintained alone (NG) in downstream compartment, but receiving seawater from the
upstream compartment to evaluate the possible action of waterborne chemical cues released

from grazed adjacent alga (from G assay).

Presence of grazer (PG) treatment assay (n=10): In the same EU, one specimen of A.

brasiliana was kept alone in the upstream, separated by a PVC mesh from one specimen of L.
dendroidea maintained in the downstream compartment to evaluate whether this seaweed
would be able to detect some chemical cues released by this sea hare, even without direct

contact with it.

Pure seawater (PS) treatment assay (n= 10): Control for the three previous EUs (G,

NG, and PG), in which one specimen of L. dendroidea was placed in downstream
compartment, separated by PVVC mesh from the upstream empty compartment.

The treatment phase was maintained for two distinct time periods, 24h (n= 5) and 72h
(n=5) for the SIMac population of L. dendroidea; and 24h (n= 4), 48h (n= 3) and 72h (n= 3)
for the ForBuz population of L. dendroidea. These periods were established after the detection
of consumption in EU “grazing - G” treatment. At the end of treatment phase, feeding choice
assays were run to test for differences in palatability and metabolomic analysis to evaluate the

metabolic variation in chemical profile (see below).
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Figure 1. Experimental set-up design of the unidirectional flow-through system used to
evaluate induced chemical defense in L. dendroidea. Each specimen of L. dendroidea was
divided into four equal pieces (top right of the figure) and exposed concomitantly to different
treatments in four experimental units (EU): G, NG, PG and PS, in EU divided into two equal-
sized compartments by a PVC mesh. G= grazer, NG= neighbor grazer, PG= presence of
grazer and PS= pure seawater. Each EU was replicated 10 times (individuals of L.
dendroidea). Blue arrows indicate the flow direction of the seawater from the aquarium stock
to waste recipient.

Chemical extraction

The crude extracts of the specimens of L. dendroidea used in palatability assays and
for chemical profile analyses were obtained by extraction of them for two times in
ACcOEt:MeOH (1:1) (high-performance liquid chromatography - HPLC grade, Tedia) during
24h and in a ultra-sound apparatus for 10 min each extraction. Obtained samples were filtered
and dried by rotatory evaporation. The ratio between the volume of water displaced by L.
dendroidea assayed by volume of solvent (v/v, 1v/3v) was employed to standardize the

extraction procedure.
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Palatability assays

Artificial food containing lipophilic extracts (treatments) of L. dendroidea (ForBuz and
SIMac) assayed (G, NG, PG and PS) and corresponding control were simultaneously offered
to sea hare A. brasiliana in two-way choice assays to verify the occurrence of the induced
chemical defense in response to these treatments; except for L. dendroidea (SIMac - from G
treatment) assayed for 72h, because the low biomass to be tested. For L. dendroidea (SIMac)
the assays were performed with sympatric A. brasiliana, while for that assays with L.
dendroidea (SIMac) were used allopatric individuals of this sea hare.

The artificial foods (treatment and control) were prepared by usual method (see Hay et al.
1998). Extracts were solubilized in dichloromethane and the obtained concentration of the
extract (concentration of extract was determined as the extract weight equivalent to the wet
weight of extracted seaweed) was incorporated into a powder of the chemically undefended
food alga Ulva that was equivalent to the weight of the original biomass of assayed L.
dendroidea extracted. This procedure allowed the hydrophobic components of the crude
extracts to adhere to the surface of Ulva (HAY et al. 1998) after the solvent be removed at
room temperature. The same procedure was performed for the artificial control food, but
using only solvent and without the incorporation of the crude extract. Powdered Ulva was
incorporated into agar-based artificial food and this mixture was poured over a plastic screen
mesh (~1 mm? per square) and flattened between two layers of wax paper. After cooling and

solidification, the screen mesh was cut into squares strips 10 x 10 mm.

Treatment and control artificial foods were simultaneously offered to an individual sea
hare per EU. Sea hares were not used for more than one assay and Ulva diet in which they
were kept in the laboratory was stopped 12h before the assays. To reduce the variability
caused by differences between grazers, we prepared three assays for each experimental
replicate of the each UE, calculated the consumption in percent and ran the statistical analysis

using the mean consumption of each replicate.

The consumption of the artificial food was estimated by score the number of food
consumed in squares of the screen mesh. A fixed-consumption stopping rule was applied
(LOCKWOOD, 1998), in which all assays were finished when once N > 50% of the total food
had been consumed. Data were analyzed using the Student’s t test for paired samples because

datasets presented homoscedasticity and normal distribution (o > 0.05).
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The percentage (%) of food preference was calculated as: % of consumption= artificial
food treatment/artificial food control x 100 and analyzed using ANOVA (One Way Analysis
of Variance) test followed by Tukey's post hoc test (o > 0.05).

Chemical profile analysis and metabolomic studies

In order to evaluate the effects of the manipulative experiments on the chemical
profile and metabolomic of L. dendroidea, the crude extracts from each assays (G, NG, PG
and PS) were analyzed by gas chromatography (GC). Prior to injection, the crude extracts
were diluted in dichloromethane (HPLC, Tedia) and filtered in a 0.45-um PTFE syringe filter
(Millipore, USA) for removal of the more polar constituents, and then the solvent was
evaporated. Subsequently, the samples were lyophilized over night to eliminate humidity, and
then were resuspended in ethyl acetate (HPLC grade, Tedia) to a final concentration of 1 mg

mL™,

The crude extracts were analyzed by two different GC methods (I and Il). The
chemical profiles of the individuals of L. dendroidea (SIMac) were obtained by method I: a
GC-2010 Shimadzu with an AOC 20i autosampler and equipped with a mass (MS) detector in
the electron impact mode (70 eV). For chromatographic separation was used a capillary
column Rtx-5MS (60 x 0.25 mm; film thickness: 0.1 um; Restek Corp., Bellefonte, PA,
USA). The oven temperature was programmed to hold at 100 °C for 4 min, and increase to
300 °C at a rate 8 °C min™. The injector temperature has been programmed to 260 °C and the
detector to 300 °C. The carrier gas was helium with a total flow of 7 mL min™. Detection was
performed in the full scan mode, using a mass amplitude of 45-900 m/z. Samples were
injected in split mode (1 uL, 1:1 ratio). Each sample was analyzed in duplicate. The chemical
profiles of the individuals of L. dendroidea (ForBuz) were obtained by method 11: a GC-2010
Shimadzu with an AOC 20i autosampler and equipped with a flame ionization (FID) detector.
For chromatographic separation was used a capillary column DB-5 (30 x 0.25 mm; film
thickness: 0.25 um). The oven temperature was programmed to hold at 100 °C for 4 min,
increase to 300 °C at a rate 8 °C min™ and maintained at 300 °C for 10 minutes. The injector
temperature has been programmed to 260 °C and the detector to 300 °C. The carrier gas was
nitrogen with a total flow of 18.9 mL min™. Samples were injected in split mode (8 pL, 1:5
ratio). Subsequently, to obtain the metabolites mass spectra of this population, after the

statistical analysis of the chemical profile, the extracts from the most representative L.
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dendroidea individuals from each UE (greater differentiation), were analyzed under the same
conditions described above (method I1), by GC/MS. Each sample was analyzed in duplicate.

The comparisonof aming the chemical profiles of each specimen of L. dendroidea
(SIMac and ForBuz) assayed was performed by GC/MS database constructed with L.
dendroidea sesquiterpenes isolated from previous study (NOCCHI et al., 2017). The extracts
with highest similarity were analyzed separately under the same chromatographic conditions
of the crude extracts, at a concentration of 0.1mg.mL*, for comparison by retention time (RT).
In addition, the presence of compounds in each sample of L. dendroidea was confirmed by the
chromatographic analysis of the crude extract (0.5 mg.mL™) enriched with 0.1 mg.mL™ of the

isolated compound.

The metabolomic of the individuals of each population of L. dendroidea (SIMac and
ForBuz) was evaluated using the chemometric analysis of Principal Components Analysis
(PCA) on the chromatograms obtained. The first step to prepare the data for PCA was the
alignment of the chromatograms of each population according to the baseline and the time
shift of peaks among, and then correction by the correlation-warping (COW) algorithm (see
NIELSEN et al. 1998). Data peak intensity were extracted from each chromatogram and
placed in a matrix containing all samples, and the first 13 min and the last 5 min of the
retention time (RT) were removed of two-dimensional matrices of the chromatograms of each
extract of L. dendroidea (SIMac). For the chromatograms of extracts from L. dendroidea
(ForBuz), it was removed the first 10 min of RT of two-dimensional matrices. These
procedures were performed since the initial region of the chromatograms showed
characteristic peaks of the solvent and the final region did not show peak intensities. For the
chromatograms of the L. dendroidea (SIMac), besides the removal of the initial and final
minutes, the time interval referring to the elatol peak (16.50 to 16.61 min), the major
metabolite in this population, was withdrawn from the matrix due to the effect caused by the
high intensity of this compound in the results, masking the results of the other peaks

(minority) in the analysis and because there was no differences between the UEs (Table 1).

Average value of each duplicate was calculated and, the chromatograms were
normalized by the highest peak between them, adjusting the proportional information between
the heights of the peaks. The matrix with all chromatograms of each population had its
centralized media before executing the PCA, which was performed using the R language
(http://www.R-project.org) with the installed package "ChemometricPSithR" (WEHRENS,
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2011). The results were represented by scatter plots of the scores of the principal components
for visualization of the discriminant pattern of the analyzed samples. Loading graphs against
the retention time of the compounds were used to visualize the main compounds responsible
for the discrimination of the samples. The significance of the separation of the samples in the
PCA was evaluated using the Student’s t test for scores obtained from in the principal

component (o > 0.05).

TABLE 1. Comparison of the elatol area units in the experimental units tested in the
induction bioassays using L. dendroidea SIMac. Sesquiterpene elatol is the major metabolite
in specimens of this population. G= grazing by A. brasiliana, NG= neighbor grazing, PG=
presence of grazer and PS= pure seawater. The ANOVA variance test was used to compare
the experimental units at each time analyzed. Student's t-test was used to compare the
experimental units individually in the times analyzed (a > 0.05). Values represent mean area
units by CG/MS analysis, and * standard deviation.

Time Treatments
G NG PG PS ANOVA
24h 19423797 + 24867651 + 32621719+ 16974772 + - 0.334
13435123 19036006 10559038 11495336 p=5
72h 13925880 + 12838212 + 20743384 + 23161822 + - 0.442
9184380 8588153 12380133 13496491 p=0.
t Test p=0.472 p=0.284 p=0.141 p =0.458
RESULTS

Palatability assay

All individuals of A. brasiliana were stimulated by the crude extracts of L.
dendroidea, since artificial food treatments were always more significantly consumed than
their corresponding controls, independent of the UEs (G, NG, PG or PS), times of induction

and population analyzed — SIMac and ForBuz (p < 0.05, Fig. 2).
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Figure 2. Percentage consumption of artificial foods containing extracts of L. dendroidea
submitted to the bioassay for induction of defenses by A. brasiliana: (A) SIMac (B) ForBuz.
Values represent means and standard deviation. Differences were evaluated by Student t test
for paired samples (p < 0.05). C= Control artificial food and T= Treatment artificial food; G=
grazer, NG= neighbor grazer, PG= presence of grazer and PS= pure seawater.
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Figure 3. Percentage consumption of artificial food containing extract of L. dendroidea
submitted to 4 treatments (G, NG, PG and PS): (A) SIMac (B) ForBuz. Differences were
evaluated by the ANOVA, where distinct letters represent significant differences between the
samples (p < 0.05). Other legends as in Figure 2.
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When compared the percent of food preference of the UEs in 24h, it was verified that
G, NG and PG not induced resistance in the two populations of L. dendroidea (ForBuz and
SIMac), since there was non-significant difference between these treatments and PS (p > 0.05,
Figs. 3A and 3B). After 48h, it was observed an induced resistance evidenced by a significant
decrease in the food preference of sympathric A. brasiliana on grazed (G) samples of ForBuz
population, reducing 15.0 % in food preference in relation to that from pure seawater - PS (p
< 0.05, Fig. 3B). In addition to direct grazing, resistance in L. dendroidea was also induced by
waterborne signal originating from grazed conspecifics, when significant reduction of the
10% in food preference was also observed in samples from neighbor grazing (NG) in this
same population of L. dendroidea (p < 0.05, Fig. 3B). After 72 hour, the reduced preference
of A. brasiliana by grazed (G) and neighbor grazing (NG) was significantly lower in the
ForBuz population (reduction of the 18.5%, p < 0.05, and reduction of the 18.3%, p < 0.05,
respectively; Fig. 3B). Similarly, this pattern was also detected in the food preference of
allopatric A. brasiliana on SIMac samples after 72h; food preference by samples from
neighbor grazing (NG) was reduced in 22.4% (p < 0.05. Fig. 3A) compared to that from pure
seawater (PS). The defensive induction was triggered by either direct grazing or water-borne cues
from grazing in neighbor grazing samples, but only herbivore presence did not affect the preference,
because the % food preference response of the PG extracts did not differ from the food
preference of algae reared in the pure seawater in two populations and at all times tested (Fig.
3A and 3B).

Chromatographic chemical profiles and metabolomic studies
Chemical profile of L. dendroidea

GC/MS and the chemical profile comparison revealed quantitative and qualitative
differences between the populations of L. dendroidea (Fig. 4A and 4B). Among all
compounds detected in the chemical profile of each population, compared peak-by-peak, it
was possible to identify four sesquiterpenes by GC/MS database of the L. dendroidea
(NOCCHI et al. 2017), followed by co-injection of the external standards for confirmation,
they are: elatol (1) (RTmethod 1 = 16.325 min; MS Spectrum in Sl.1), the enantiomers (E)-
10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (2) (RTmethod = 18.283 min; MS
Spectrum in SL2) and (Z)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3)
(RTmethod 1 = 18.450 min; MS Spectrum in S1.3), rogiolol (RTmethod 1 = 19.483 min; MS
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Spectrum in Sl.4) and the obtusol (5) (RTmethod 1 = 19.600 min; MS Spectrum in S1.5) (Fig. 5).
In both populations of L. dendroidea, the major compunds are sesquiterpenes, but they are
structurally distincts. While in the SIMac population the major compound is elatol (1), in the
FornBuz the obtusol (4) is the major sesquiteperne (strctures in Figure 5); elatol (1) is present
in the FornBuz population, but as minor compound, besides the enantiomers (E) -10,15-
dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3 (15), 7 (14) -triene (2) as the second major compound and
(2) -10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3 (15), 7 (14) -triene (3), and rogiolol (5) also

minority (structures in Figue 5).
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Figure 4. GC/MS chemical profile of L. dendroidea SIMac (A) and ForBuz (B), highlighting
the presence of the sesquiterpenes: elatol (1), (Z)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-
1,3(15),7(14)-triene  (2), (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3),
rogiolol (4) and obtusol (5) in specimens of each population. Crude extracts analyzed by
method I.
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®)

Figure 5. Chemical structures of sesquiterpenes from L. dendroidea populations (SIMac and
FORBuz) wused as standards: elatol (1), (Z)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-
1,3(15),7(14)-triene (2), (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3(15),7(14)-triene (3),
rogiolol (4) and obtusol (5).

Effect of grazing on metabolites of L. dendroidea

GC data analysed by PCA revealed the effect of direct grazing on metabolic variation
after 48h, which was more accentuated after 72h of exposure to herbivore consumption. The
period of 24h was not enough to observe a significant difference in chemical profile of SIMac
and ForBuz submitted grazing (G) and pure seawater (PS) treatments. After 48 h, G
individuals in the ForBuz population presented a significant discrimination of PS samples in
PC3, which explained 1.8% of the data variation (Fig. 6C). After 72h, this discrimination
became more pronounced, where PC1, which significantly discriminated individuals G and
PS, explained 82.4% of the variation of the data (Fig. 6D). The same pattern was observed in
grazing (G) on SIMac after 72h, where PC3, which explained 8.4% of the data variation,
discriminated the G samples from PS (Fig. 6A).

The analysis of the loadings plot against the Retention Time (RT) revealed that the
separation could be attributed to six main compounds in the SIMac population samples (Fig
6B) and three ones in ForBuz (Figs 6E and 6F).

Of six main compounds of SIMac (samples tested for 72h) revealed by PCA, 4 were
significantly up-regulated in PS samples (RTmethoai= 13.225 min, RTmethoai= 14.525 min,
RT methodi= 16.042 min and RT methoqi= 20.792 min) and 2 of them increased their concentration
in samples from G treatment (RTmethodi= 19.075 min and RTyethoqi= 19.617 min). The identity

of these compounds could not be precisely determined. However, fragment pattern analysis
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suggest that compounds at RTmethodi= 13.225 min, RTmetmodi= 16.042 min (PS samples),
RTmethod 1= 19.075 min and RTmetnoqi= 19.617 min (G samples) are structurally related to
halogenated sesquiterpenes by the loss of ClI (-35 m/z), Br (-81 m/z), H,O (-18 m/z) ions with
isotopic intensities and separations characteristic of the presence of bromine and chlorine in
the molecule, besides the presence of the propylene ion and the m/z 77, 105 and 119 ions
characteristic of aromatic hydrocarbons (YERMAKOQV et al., 2010; TANI, 2013; RABE &
DICKSCHAT, 2016;). The other main compounds present in the PS sample show
fragmentation pattern with series of ions CH3;OCO (CHy), (m/z 73, 87, 101, 105,
characteristic of esters.

On the ForBuz samples that remained for 48h under direct herbivory exposure, it was
observed two main compounds that vary most in the PCA; the G samples presented the
highest concentration of the compound at RTmethoan = 17.582 min, whereas in the PS samples
the compound with up-regulated was the sesquiterpene obtusol (5) (RTmethod 1= 21.111 min).
After 72h of grazing (G), it was observed an increase in the concentration of all chemicals of
the profile, wherein the three majority up-regulated were in the main PCA, in descending
order: the sesquiterpenes obtusol (5), (E) -10 15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3 (15), 7
(14) -triene (3) (RTmethoan = XX) and the compound at RTmethoan = 17.582 min. We suggest
that the compound at TR = 17.582 min, by its mass fragmentation profile, is also a

halogenated sesquiterpene.
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Figure 6. Metabolomic approach based on CG chemical profile of L. dendroidea exposed the
experimental procedures G and PS. (A) Scatter plots of the scores of the Principal Component
(PCs and PC,) of the L. dendroidea SIMac - 72h. (B) Loading graphs of the PC3 against the
retention time of the compounds of the SIMac samples - 72h. (C) Scatter plots of the scores of
the PC3 and PC, of the ForBuz samples of L. dendroidea - 48h. (D) Scatter plots of the scores
of the PC; and PC; of the ForBuz samples - 72h. (E) Loading graphs of the PC; against the
retention time of the compounds of the ForBuz samples - 48h. (F) Loading graphs of the PC;
against the retention time of the compounds of the ForBuz samples - 72h. When G= grazer,
NG= neighbor grazer, PG= presence of grazer and PS= pure seawater.
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Effect of neighbor grazing (waterborne cues) and presence grazer

Analysis of GC data of SIMac and ForBuz samples from neighbor grazing (NG) using
PCA followed the response pattern found in direct grazing (G). After 48h, algal samples from
NG presented metabolic variation that became more pronounced after 72h (Fig. 7). After 24h,
the seawater from grazed (G) L. dendroidea was not enough to induce significant difference
between the samples of the two populations. After 48h, NG ForBuz sample presented a
significant discrimination from PS samples in PC5 (Fig. 7C), which explained 0.5% of the
data variation. After 72h this discrimination became more pronounced, where PC1, which
significantly discriminated NG and PS samples, explained 88% of the variation of the data
(Fig. 7D). The same pattern was observed in SIMac samples from G after 72h, where PC3,
which explained 10.2% of the data variation, discriminated the NG samples from PS (Fig.
7A). The PG samples showed no difference in relation to PS and NG at any time tested in

both populations.

The analysis of the loadings plot against the RT revealed that the separation could be
attributed to three main compounds in the SIMac population samples (Fig 7B) and four in
ForBuz (Fig 7E and 7F).

Among the three compounds of SIMac (samples tested for 72h) revealed by PCA, one
of them was significantly up-regulated in PS samples (RTmethoai= 19.583 min), while the other
two increased their concentrations in samples NG (RTmethogi= 19.075 min and RTmethodi=
19.617 min). The compounds at RTmethoai= 19.075 and RTmethoqi= 19.617 min were the same
found in the G samples, showing the same pattern of variation in both UEs. It was not
possible to identify the compound at RTmethogi= 19.583 min, but analyzes of mass spectral
fragmentation patterns allowed us to suggest that they are structurally related to halogenated
sesquiterpenes. The compounds described for the NG samples at the 72h times were the same

more up-regulated ones in the G samples, showing the same pattern of variation in both UEs.

On the ForBuz samples that remained 48h in direct herbivory (G) exposure, it was
found four main compounds that vary most in the PCA. The NG samples presented the
highest concentration of the compounds at RTmetnod n= 17.582 min and obtusol (5) (TRmethod
n= 21.111min), whereas in the PS samples the compound that presented the highest
concentration are (E) -10 15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3 (15), 7 (14) -triene (3)
(TRmethod n= 19.982 min) and rogiolol (RTwethod 1= 21.106 min). After 72h of grazing (G), it

was observed an increase in the concentration of all chemicals of the profile, wherein the
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three major were in the main PCA, in descending order: sesquiterpenes obtusol (5), (E) -10
15-dibromo-9-hydroxy-chamigra-1,3 (15), 7 (14) -triene (3) and the compound at TRmethod 11 =
17.582 min. The compounds described for the NG samples at the 72h times were the same

more up-regulated ones in the G samples, showing the same pattern of variation in both UEs.
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Figure 7. Metabolomic approach based on chemical profile of L. dendroidea exposed the
experimental unit NG, PG and PS by CG. (A) Scatter plots of the scores of the Principal
Component PC3; and PC, of the L. dendroidea SIMac samples - 72h. (B) Loading graphs of
the PC,4 against the retention time of the compounds of the SIMac samples- 72h. (C) Scatter
plots of the scores of the PCs and PCg of the L. dendroidea ForBuz samples - 48h. (D) Scatter
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plots of the scores of the PC; and PC; of the ForBuz samples - 72h. (E) Loading graphs of the
PCs against the retention time of the compounds of the ForBuz samples - 48h. (F) Loading
graphs of the PC; against the retention time of the compounds of the ForBuz samples - 72h.
When G= grazer, NG= neighbor grazer, PG= presence of grazer and PS= pure seawater.

DISCUSSION

Our results revealed that grazing by the sea hare A. brasiliana induce anti-herbivory
chemical defenses in L. dendroidea after 48h of direct consumption, being more accentuated
after 72h. This induced action was represented by significant changes in the sesquiterpene
metabolic profile of this red seaweed. The same general pattern of induced response was
found in the two populations of L. dendroidea studied, independent of herbivore origin,

sympatric and allopathic.

The ability of seaweeds to induce defenses in response to attack by herbivores is
known to date mainly in brown, but less in red and green seaweeds (TOTH & PAVIA 2007).
However, it was also verified that clones of L. dendroidea produced higher concentrations of
elatol up to 2 days after treatment of simulated herbivory (SUDATTI et al. submitted). Then,
L. dendroidea may added to short list of red seaweeds known to induce resistance by direct
grazing (e.g. WEIDNER et al. 2004; CEH et al. 2005; ROTHAEUSLER et al., 2005; DIAZ
et al., 2006; ROHDE et al. 2008a; NYLUND et al. 2011). Also, our results reinforce the
evidences that inducible chemical defences among seaweeds are not restricted to brown ones,

but it may be more common than imagined until very recently.

Besides direct action of grazers, chemicals released by grazed neighbors can provide a
reliable - and earlier - hint to induce defenses (RHOADES 1983). Here, we verified that L.
dendroidea perceive chemical waterborne signal from grazed conspecific neighbors after 48h,
but in a more accentuated mode after 72h. Several studies in the marine environment have
failed to report waterborne signal as triggers for induced resistance in brown (SOTKA et al.
2002; HEMMI et al. 2004; MOLIS et al. 2006; YUN et al. 2007; ROHDE & WAHL 2008A;
FLOTHE et al. 2014), green (WEIDENER et al.2004; TOTH 2007) and red seaweeds (TOTH
2007; YUN et al. 2007; ROHDE & WAHL 2008a). However, the present study corroborate
few previous evidences of induced defense responses to waterborne signal released by grazed
neighbors in seaweeds (brown algae: TOTH & PAVIA 2000; ROHDE et al. 2004; MACAYA
et al. 2005; TOTH 2007; YUN et al. 2007, 2012; green algae: DIAZ et al. 2006; TOTH 2007
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and red algae: TOTH 2007). However, our findings are among the first reports of inducible

defence by waterborne signal in red seaweeds.

The time scale of the experiments is probably a crucial aspect for the detection of
induced chemical responses, because activation of biosynthetic pathways that lead to
production of herbivore-deterrent secondary metabolites may vary in scales of hours or days
(TOTH & PAVIA 2007). In L. dendroidea, as in most other seaweeds, nothing is known
about the lag time of induced responses, i.e. the time interval from the action of grazing to the
deployment of an effective defense. In most studies, an induction period of at least 14 days
was allowed before the first evidence of induction (e.g. PAVIA & TOTH 2000; BORELL et
al. 2004; WEIDNER et al. 2004; CEH et al. 2005, MACAYA et al. 2005;
ROTHAESUSLER et al. 2005; TOTH et al. 2005; MOLIS et al. 2006, 2008; COLEMAN et
al. 2007B; ROHDE & WAHL 2008B; YUN et al. 2007, 2012), but other few studies
demonstrated a induced resistance within 2 and 10 days (HEMMI et al. 2004; TOTH 2007;
FLOTHE & MOLIS 2013) or more than 20 days (TOTH & PAVIA 2000; TAYLOR et al.
2002; YUN et al. 2010; FLOTHE et al. 2014). In fact, as recently observed for L. dendroidea
(Sudatti et al. in press), fast induction would seem a more reasonable defensive strategy than
11-20 day after damage or herbivory action frequently reported for brown seaweeds (PAVIA
& TOTH 2007). In addition, to be effective against herbivory, defense induction should be
rapid and also quickly scaled back if no further attack is imminent (HAMMERSTROM et al.
1998).

Generally, it remains unclear on which basis this induction period was chosen in the
seeveral studies to measure the induced action. Therefore, the time scale of induction in
laboratory experiments must be carefully considered because it may not be ecologically
realistic to forcing the herbivores to continue feeding on the plants even if they induce
responses that would result in decreased herbivore pressure in short-term experiments or in a
more natural field condition (TOTH & PAVIA 2007). However, the response speed is
proportional to grazing intensity or a critical amount of tissue that must be lost before
induction occurs or the amount of cue received (LONG et al. 2007). Aplysia brasiliana can
inflict a substantial loss of biomass in a short time, and this action may induce a fast induced
response in L. dendroidea. The response speed is an essential feature in the interaction
between prey and grazer, because the deployment of chemical defenses may incur costs and
may enhance the risk of detection (TOTH & PAVIA 2007).
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Studies on seaweed metabolites responsible for induced resistance have focused
mainly on phlorotannins (TOTH & PAVIA 2007; JORMALAINEN & HONKANEN 2008),
though induction of these chemicals does not exclusively explain induced resistance in these
organisms (STEINBERG 1994; PAVIA & TOTH 2000; HEMMI et al. 2004; LONG et al.
2007. Such variable results emphasize the need for further studies with other metabolic
approaches in relation to metabolites for induced resistance in seaweeds, since only few
studies have characterized other metabolic besides phlorotannins as induced defense in
seaweeds (e.g. CRONIN & HAY 1996; NYLUND et al. 2011; SUDATTI et al. submitted). In
our GC analysis monitoring induced defense in L. dendroidea, we observed the up-regulation
of halogenated sesquiterpenes as most pronounced metabolic changes. We can also emphasize
that grazing and ungrazed neighbor conspecific presented similar changes in the metabolic
profile after 72h in both populations of L. dendroidea assayed. As all morphological and
nutritional characteristics in the seaweed in palatability assays were eliminated in the artificial
foods, since it was used only crude extracts, we can affirm that the deterrence found was

caused by changes in sesquiterpenoidic components.

Despite the known high variability and diversity of sesquiterpenes in species of
Laurencia (e.g. MACHADO et al. 2016) and also reported in our results with L. dendroidea,
the inductive responses of this seaweed to feeding by A. brasiliana demonstrated in this study
showed is consistent and similar for both populations studied, independent of the variation in
the secondary metabolites chemical profile. This qualitative and quantitative variability found
in the secondary metabolism of this species can be related to response to heterogeneities of
environmental conditions or intrapopulation genetic variation and could represent a strategy
for avoiding some grazers while at the same time attracting others that may eliminate
parasites or competitors (HAY & FENICAL 1996; PAUL &VAN ALSTYNE 1992).

Direct grazing by A. brasiliana on or chemical signal released by grazed L.
dendroidea increased the sesquiterpene content in laboratory assays. Induced defense
eliminates the need to maintain high levels of very deterrent and biologically active
substances which may be extremely toxic to the herbivore, influencing feeding preferences,
interspecific competitions and/or performance which may reflect on an ecological imbalance
(TOTH et al. 2005; LONG et al. 2007; YUN et al., 2010; HAAVISTO et al. 2016) as well be
toxic to the plants. Thus, the risk of autotoxicity is minimized because the more toxic
metabolite is not maintained at high levels in the organism's tissues (WAR et al. 2012). Many

halogenated secondary metabolites of Laurencia, due to their toxicity, are biosynthesized and
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stored in refractive membrane-bound vesicles (corps en cerise) and also in vesicles distributed
along the cytoplasm and within the chloroplasts (SALGADO et al. 2008) and through a
transport system by membranous tubular connections these metabolites reach the surface
(SUDATTI et al. 2008). The main disadvantage of a direct induced defense is that tissue must
be lost in order for the defense to be effective (WAR et al. 2012). And also emitted signals
become public information that may be used the herbivore itself as chemical cues for the
location of its host algae, as we have already described the action of the sesquiterpene elatol
to attract A. brasiliana to the algae L. dendroidea (NOCCHI et al. 2017). Therefore, it is
expected that elatol is not a more important metabolite compared to other sesquiterpenes that
have increased their concentration in the response of induction of chemical defenses of L.
dendroidea by direct or indirect action of A. brasiliana. Therefore, even being the major
substance in one of the populations studied, it was not one of the major metabolites that had
its increased concentration in the response of induction of chemical defenses by direct or
indirect action of A. brasiliana.

Despite consistent evidence of induction by waterborne cues demonstrated in this
study, we do not exclude other possible explanations for the results found. Our experiment
addressed limitations, the applied flow from the upstream to the downstream compartment
was relatively low (0.12 L.h" ') and potentially exposing the seaweeds to higher
concentrations of any putative inducing metabolite than in the natural environment, which
could have maximized our chances of finding an effect generated by grazed neighbors.
However, L. dendroidea may form dense, sometimes monospecific stands in field where
individuals are closely in physical contact (GUIRY, 2017), therefore, the risk that herbivores
switch between neighboring conspecifics is high and this would favor the evolution of a
communication between seaweed anticipating the strong grazing pressure characteristic of
marine benthic communities, and therefore inducing defenses before incurring damage
(CRONIN & HAY, 1996). Although this phenomenon is subject of debate because of the fact
that there can be no selective advantage to plants that warn their neighbors of imminent
danger, neighboring seaweeds are likely to compete for resources. Helping adjacent seaweeds
may shift the competitive balance between emitter and receiver towards a disadvantage for the
emitter, which already received damage but possibly helps its competitor to successfully
escape herbivore attack. This could result in stronger effects on herbivore population size and
increased prevention of future grazing damage than can be anticipated helping to maintain the
species (CAMPOS et al., 2008).
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Our results, as well as from few other studies (VAN ALATYNE 1988; TOTH &
PAVIA 2000; ROHDE et al. 2004), have shown that waterborne cues from mere grazer
presence were a deficient signal to induce defense different from clear induction responses
from algae nearby grazing. These evidences suggests that waterborne cues induction is
restricted to herbivore grazing, and the presence of digestive enzymes in secretions produced
by herbivores feed may be the most plausible explanation for the lack of induction. Many
gastropods secrete salivary amylase and other carbohydrases when graze, and saliva released
into the oral mucus induces defense in algae nearby grazing (COLEMAN et al. 2007a). Sea
hare such Aplysia are no exception, since a-amylases and a-glucosidases were purified from
the A. kurodai (TSUJI et al. 2014). Amylase may be present in oral mucus secreted by A.
brasiliana while grazing, signaling a possible potential grazing threat to the o neighboring L.

dendroidea undamaged.

We have shown that L. dendroidea has evolved a mechanism to sense and respond to
the presence of actively feeding by A. brasiliana and through waterborne cues in the
laboratory, although we do not presently know the exact origin of the cue (chemical signals
released by the algae while it is grazed or substances present in the mouth of the herbivore)
that elicited the induced response. This mechanism may be important for both undamaged
seaweed individuals growing close to attacked conspecific and for attacked individuals
eliciting induced systemic defenses to minimize further herbivory. However, rigorous
experimental field investigations are needed to reveal whether this mechanism is present also
in knotted wrack individuals in natural populations and to determine clearly the mechanisms
and stimuli responsible for induction in seaweeds. So it will be possible produce a more
complete picture of the induction of defenses in seaweed, and an investigation of their
variability as a consequence of intrinsic (physiology, life history stages, genetics,
identification the chemical structure of the info-chemicals involved in waterborne induction
and in the direct induction) or extrinsic causes (environmental conditions, inducing agents
such as predators) and of the ecological implications of this variability on community
structure and functioning. In the present study, we start this endeavor by multiple focus giving
new insights about induced anti-herbivory resistances and/or the metabolic changes by direct
grazing and waterborne cues released from grazed macroalgae and from presence of grazer;
and the influence of the geographic variability and sympatric and allopathic herbivores in the

pattern of induced response in the red alga L. dendroidea. The use of a metabolomics
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approach enabled a straightforward detection of defense metabolite in algae defense induction
studies.
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CONSIDERACOES FINAIS

A sinalizacdo quimica constitui grande parte da linguagem da vida no mar. Os
infoquimicos estdo envolvidos em niveis fundamentais e vitais, desde processos reprodutivos,
assentamento larval, busca de hospedeiros; alelopaticas e interacbes troficas. Estas
substancias exsudadas na dgua afetam nao apenas o comportamento individual e 0s processos
em nivel populacional, mas também a organizacdo comunitaria e a funcionamento do
ecossistema. A compreensdo das interacdes bidticas e seus efeitos nos ecossistemas marinhos

avancgardo mais rapidamente se esta linguagem de comuniccao for estudada e compreendida.

Neste contexto, essa tese apresentou uma contribuicdo para o debate no campo da
sinalizacdo quimica no ambiente marinho, principalmente na area envolvendo estudos de
comunicacdo herbivoro-planta e planta-planta, onde as informacdes ainda sdo escassas e
controversas. Assim, o objetivo geral foi investigar a presenca de pistas quimicas envolvidas
nas interacbes ecoldgicas entre a macroalga Laurencia dendroidea e o seu herbivoro
associado, o molusco Aplysia brasiliana (modelo bem conhecido de herbivoro-planta no
ambiente marinho), abordando o metabolismo secundario da alga como veiculo de
transferéncia de informacGes. Para isso, foram avaliadas duas vertentes na interacdo entre
esses dois organismos, primeiro se A. brasiliana reconhece e responde aos metabdlitos de L.
dendroidea exsudados na agua do mar; e segundo, como L. dendroidea responde a herbivoria
por A. brasiliana, avaliando a inducdo de resisténcias anti-herbivoria e as alteracbes
metabolicas em macroalgas consumidas e aquelas ilesas expostas a pistas quimicas de alarme
transmitidas pela &gua. Em ambos os casos, um estudo quimico das substancias envolvidas
nas respostas foi abordado. Para determinacgdo das substancias de L. dendroidea envolvidas
nos processos de comunicacdo, inicialmente foi realizado um estudo fitoquimico para o
isolamento e a caracterizacdo das substancias produzidas por esta macroalga, e que
posteriormente foram usadas como substancias de referéncia para caracterizacdo dos
metabolitos envolvidos nos processos ecoldgicos estudados. Foi possivel isolar e caracterizar
9 sequiterpenos do tipo chamigrano, estruturalmente correlacionados: (+)-etatol, 10-bromo-9-
hidroxi-chamigra-2,7(14)-dieno, (Z)-10,15-dibromo-9-hydroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno,
(E)-10,15-dibromo-9-hydroxi-chamigra-1,3(15),7(14)-trieno, isoobtusol, obtusol, obtusano,

nifediceno e 3,10-dibromo-4-cloro-a-chamigreno.

A principal hipotese que permeou todo esse trabalho foi baseada na existéncia de uma

estreita comunicagéo entre L. dendroidea e A. brasiliana, mediada por substancias exsudadas
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na agua, no que diz respeito a localizagdo da macroalga pelo herbivoro e a comunicagéo
intraespecifica entre individuos de L. dendroidea mediante a atividade desse herbivoro. A
partir de experimentos em laboratdrio, somados a técnicas de quimica analitica e uma
abordagem metabolémica, foi possivel observar que A. brasiliana foi capaz de detectar e
responder a metabdlitos produzidos e exsudados por L. dendroidea. Este gastropode tem
quimiotaxia positiva por L. dendroidea viva, seus exsudatos na agua condicionada, seus
extratos brutos tanto da planta quanto da dgua condicionada e pelo o sesquiterpeno (+)-elatol,
metabolito majoritario da populacdo estudada (Praia Azeda — Armacdo dos Buzios, RJ) e o
principal exsudado da agua descrito neste trabalho. E por sua vez, L. dendroidea respondeu ao
consumo pela lebre do mar A. brasiliana, onde 48h depois foi possivel induzirr resisténcia a
herbivoria em individuos de L. dendroidea consumidos diretamente e em espécimes intactos
desta macroalga e que receberam pistas quimicas de vizinhos danificados; esta resposta
tornou-se mais acentuada e consistente apos 72h. A presenca do herbivoro sozinho ndo foi
capaz de induzir nenhuma resposta em L. dendroidea. O aumento na resisténcia contra a
herbivoria foi acompanhado por uma mudanca significativa no perfil metabolico de
sesquiterpenos. O mesmo padrdo geral de resposta induzida foi encontrado nas duas
populacdes de L. dendroidea estudadas (Praia do Forno em Armacao dos Buzios, RJ e llha de
Santana em Macaé, RJ) e foi independente da origem do herbivoro (simpétrico e alopatrico).

Este estudo confirmou a importancia da sinalizacdo quimica nas interacdes entre os
organismos marinhos e das metodologias e abordagens metabdlicas que permitem 0 acesso e a
identificacdo de algumas substancias-chaves nas interacbes mediadas por sinaliza¢do quimica,
abordando a associagdo Laurencia-Aplysia. Foi demonstrado, pela primeira vez, uma das
substancias responsaveis pela atracdo de Aplysia para sua macroalga hospedeira Laurencia,
porque mesmo havendo um consenso de que espécies do género Aplysia se alimentam de
macroalgas vermelhas, as pistas quimicas responséveis pela atracdo deste herbivoro para a
macroalga ndo havia sido identificada. A atragdo para macroalga hospedeira, a rapida taxa de
crescimento e alimentacdo, onde um individuo adulto de Aplysia pode consumir uma elevada
biomassa de alga por dia, esgotando rapidamente o seu estoque alimentar local e forcando a
sua migragdo para outros hospedeiros, a inducdo da resisténcia anti-herbivoria gerada pelo
aumento da concentracdo de sesquiterpenos em individuos de L. dendroidea ndo danificados,
em reposta a pistas quimicas de alarme exsudadas por coespecificos predados por A.
brasiliana pode ser um dos principais responsaveis pelo ndo esgotamento do banco de

macroalgas associados a este herbivoro especifico. Assim, podemos propor que as pistas
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quimicas envolvidas na relagdo herbivoro-planta, principalmente em relacdo na busca e
atracdo do herbivoro especifico A. brasiliana para a macroalga hospedeira L. dendroidea e a
resposta dessa macroalga a herbivoria, tém elevada importancia na dinamica espacial e

temporal das populacfes e na manutencao evolutiva da coexisténcia desses dois taxons.
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APENDICE 2. Espectro de massas de alta resolucao obtido por electrospray do (+)-elatol (M+Na)
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APENDICE 9. Espectro de massas de alta resolucao obtido por electrospray do 10-bromo-9-hidroxy-chamigra-2,7(14)-dieno (M+Na)
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APENDICE 13. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70eV) do (Z)-10,15-dibromo-9-hydroxy chamigra-1,3(15),7(14)-triene



160

ESI (15-592) Nathalia (NN 702) 33 (1.444) 1: TOF MS ES+
2 21e+003
100 398 9779
%] 2069785 400.9776
1 198 0678
309 0786
- 397.3284 397 9794 399.3085 A01.9771
DIIIIIIIII||IIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIn1!z

397.00 397.50 388.00 388.50 399.00 399.50 400.00 400.50 401.00 401.50 402.00

APENDICE 14. Espectro de massas de alta resolugdo obtido por electrospray do (Z)-10,15-dibromo-9-hydroxy chamigra-1,3(15),7(14)-
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APENDICE 19. Espectro de massas de alta resolucao obtido por electrospray do (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy chamigra-1,3(15),7(14)-triene
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ANEXO 21. Espectro de RMN COSY (600 MHz, CDCl3) do (E)-10,15-dibromo-9-hydroxy chamigra-1,3(15),7(14)-triene
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APENDICE 24. Espectro de massas de alta resolucéo obtido por electrospray do isobtusol (M+Na)
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APENDICE 27. Espectro de RMN HSQC (600 MHz, CDCls) do isobtusol
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ANEXO 1. Tabela e estruturas dos metabolitos em comuns isolados de espécies do género Aplysia e Laurencia. A classe quimica, as espécies
bioldgicas de onde foram isolados e origem histologica de Aplysia sdo apresetados.

] _ ORIGEM ESPECIE DE Laurencia *
N° NOME CLASSE ESPECIE DE Aplysia HISTOLOGICA EM ) )
Aplysia (fonte de alimento para Aplysia spp.)
L. claviformis, L. composita, L. filiformis, L.
2,10-dibromo-3-cloro-a- i ) e, glo_rperatg, L implica_lta, L._japonensis, L
1 . Sesquiterpeno A. parvula individuo inteiro nangii, L. nidifica, L. nipponica, L. obtusa, L.
chamigreno . . . .
okamurai, L. papillosa, L. scoparia, Laurencia
sp. cf. L. gracilis, Laurencia sp.
2 9-acetoxi-3-cloro-4,10- Sesquiterpeno A. dactylomela - L. majuscula
dibromo-a-chamigreno
3 2,10-dibromo-3-cloro-8- Sesquiterpeno A. dactylomela *
hidroxi-p-chamigreno - L. nipponica
. i imal (né L. idea, L. maj la, L. , L.
4 obtusol Sesquiterpeno A. dactylomela 5° teudg Fio anlr;]a (nao6 dendroidea majus-cu a, L. obtusa
especificado),” manto scoparia
. A N L. Osita, L. i is, L. nidifica, L.
5 nidificene Sesquiterpeno A. dactylomela ’ glandulas digestivas ’ ComPpOsIta, .. mariannensis, L. hiditica

nipponica, L. obtusa, L. okamurai
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10

11

12

13

cartilagineol ou
(allo-isoobtusol)

(2)-10,15-dibromo-9-
hidroxichamigra-
1,3(15),7(14)-trieno

(E)-10,15-dibromo-9-
hidroxichamigra-
1,3(15),7(14)-trieno

rogiolol

isoobtusol

descloroelatol

elatol

(8R,9R)-8-bromo-9-cloro
5,5,9-
trimetilimetilidenespiro[5,
5]undec-3-en-2-ona

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela ®

A. dactylomela ®°

A. dactylomela ®°

A. dactylomela ®

A. dactylomela, >®
A. parvula®®

A. dactylomela *

A. dactylomela,>®89
A. parvula *°

A. dactylomela *?

tecido do animal (ndo
especificado) °

trato digestivo,® glandulas
digestivas °

trato digestivo,® glandulas
digestivas °

trato digestivo ®

tecido do animal (ndo
especificado),’ glandulas

digestivas,® trato digestivo
10

glandulas digestivas

Tecido do animal (ndo
especificado),” glandulas
digestivas,®® trato
digestivo,*'® individuo
inteiro

glandulas digestivas *2

L. cartilaginea, L. dendroidea, Laurencia sp.,

L. cartilaginea, L. majuscula, L. scoparia,
Laurencia sp.,

L. cartilaginea, L. majuscula, L. scoparia,
Laurencia sp.,

L. majuscula, L. microcladia, L. obtusa

L. majuscula, L. obtusa

L. mariannensis,L. obtusa, L. rigida

L. cartilaginea, L. chondrioides, L. decumbens,
L. dendroidea, L. elata, L. majuscula, L.
mariannensis, L. microcladia, L. obtusa, L.
pacifica, L. rigida, L. scoparia

L. majuscula
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14

16

16

17

18

19

20

21

(4-bromo-3-cloro-3,7.7-
trimetil-10-
oxospiro[5.5]undec-8-il-
acetato

epdxido de
dehidroxiprepacifenol

epoxido de prepacifenol

deoxiprepacifenol

5-acetoxi-2,10-dibromo-3-
cloro-7,8-epoxi-a
chamigrano

(2)-9,15-dibromo-1,3(15)-
chamigra-dieno-11-ol

(E)-9,15-dibromo-1,3(15)-
chamigra-dieno-11-ol

pacifidieno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela *

A. dactylomela *®

A. californica,***®

A. dactylomela "*

A. californica,®®

A. parvula ®

A. parvula ®

A. dactylomela >*®

A. dactylomela *°

A. californica, "8

glandulas digestivas **

glandulas digestivas ***°

glandulas digestivas,*

individuo inteiro *°

individuo inteiro

individuo inteiro,”
glandulas digestivas *°

glandulas digestivas *°

glandulas digestivas *"*®

L. majuscula, L. mariannensis

L. nidifica

L. composita, L. johnstonii,
L. nidifica, L. okamurai, Laurencia sp.

L. caduciramulosa, L. claviformis, L.
composita, L. elata, L. filiformis, L. majuscula,
L. mariannensis,

L. nangii, L. nidifica, L. nipponica, L.
okamurai, L. pacifica, Laurencia sp. cf. L.
gracilis

L. filiformis

L. microcladia

L. microcladia

L. pacifica
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22

23

24

25

26

27

pacifinediol

pacifenol

johnstonol

ma’llione

laureno

debromoallolaurinterol
ou (7-hidroxi-laureno)

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela ™

A. californica,***®

A. dactylomela®

A. californica,*®
A. dactylomela
asymmetrica,’

A. dactylomela, *°

A. parvula *

A. californica,*,
A. dactylomela *°

A. dactylomela ®

A. punctata %

A. punctata %

glandulas digestivas ***°

glandulas digestivas,®

individuo inteiro *°

glandulas digestivas **

trato digestivo ®

individuo inteiro %

individuo inteiro

L. composita, L. nidifica

L. caduciramulosa, L. claviformis, L.
composita, L. elata, L. filiformis, L. majuscula,
L. mariannensis, L. nidifica, L. nipponica, L.
okamurai, L. pacifica, L. tasmanica, Laurencia
sp. cf. L. gracilis, Laurencia sp.

L. composita, L. johnstonii, L. nidifica, L.
okamurai,
L. pacifica, L. tristicha

L. cartilaginea, L. majuscula, L. scoparia,
Laurencia sp.

L. elata, L. filiformis f. heteroclada, L.
glandulifera, L. nipponica, L. okamurai, L.
subopposita, Laurencia sp. cf. L. gracilis

L. caduciramulosa, L. nipponica, L. obtusa, L.
okamurai, L. subopposita
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28

29

30

31

32

33

34

35

36

lalolaurinterol ou (10-
bromo-7-hidroxi-laureno)

acetato de allolaurinterol

isolaurinterol

laurenisol

isolaurenisol

debromoaplisina

aplisina

aplisinol

isofiliformina

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela %

A. dactylomela **

A. dactylomela #

A. punctata %

A. dactylomela #

A. californica,®

A. kurodai %

A. californica,®
A. kurodai,®

A. parvula ** [291];
A. kurodai »

A. punctata %

individuo inteiro 1*%

glandulas digestivas,’
individuo inteiro %

individuo inteiro %

individuo inteiro %

individuo inteiro %

glandulas digestivas,®

individuo inteiro %

glandulas digestivas,

individuo inteiro®*®

individuo inteiro %

individuo inteiro

L. caduciramulosa, L. caraibica, L. filiformis f.
heteroclada, L. glandulifera, L. majuscula, L.
obtusa, L. subopposita

L. okamurai

L. decidua, L. filiformis f. heteroclada, L.
nidifica,
L. okamurai, L. pacifica, L. tristicha

L. claviformis, L. filiformis f. heteroclada, L.
glandulifera, L. nipponica

L. distichophylla

L. distichophylla, L. nidifica, L. okamurai, L.
pacifica, L. tristicha

L. decidua, L. nidifica, L. okamurai, L. pacifica,
L. tristicha

L. decidua, L. okamurai, L. pacifica, L. tristicha

L. glandulifera,L. pinnatifida
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37

38

39

40

41

42

43

44

debromolaurinterol

acetate de
debromolaurinterol

laurinterol

acetate de laurinterol

ciclolaurenol

laurokamureno A

B-sniderol

3,3-dimetil-5-metileno-4
(3-metilpenta-2,4-dienil)
ciclohexano-1-eno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. californica,
A. kurodai ,%,

A. parvula ®
A. kurodai %

A. californica,®

A. dactylomela,?

A. kurodai,®

A. parvula,®®
A. punctata %

A. kurodai %

A. dactylomela ¥

A. dactylomela ®

A. punctata %°

A. dactylomela ®

glandulas digestivas,

individuo inteiro 4%

individuo inteiro %

glandulas digestivas,®

individuo inteiro?20:2224

individuo inteiro %

individuo inteiro '

trato digestivo ®

individuo inteiro %

trato digestivo ®

L. decidua, L. flexilis, L. nidifica, L. okamurai,
L. pacifica, L. tristicha

L. okamurai

L. decidua, L. microcladia, L. nidifica, L.
okamurai, L. pacifica, L. tristicha, Laurencia

sp.

L. okamurai

L. calliclada, L. venusta

L. microcladia, L. okamurai, Laurencia sp.

L. obtusa, L. snyderae

L. implicata, L. snackeyi
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45

46

47

48

49

50

o1

52

53

palisol

palisadina B

5p-acetoxi-palisadina B

12-hidroxi-palisadina B

12-Acetoxi-palisadina B

aplisistatina

palisadina A

dactilenol

(1R, 2S, 6S) -2- (3-hidroxi-
3-metilpent-4-en-1-il) -
1,3,6-trimetilciclo-hex-3-
en-1-ol

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela ®

A. dactylomela ®

A. dactylomela ®

A. dactylomela *

A. dactylomela ®

A. angasi,’

A. dactylomela ®

A. dactylomela, ®
A. parvula *°

A. dactylomela %

A. punctata %

trato digestivo ®

trato digestivo ®

trato digestivo ®

trato digestivo ®

trato digestivo ®

trato digestivo®*

individuo inteiro %

L. flexilis, L. implicata,L. luzonensis, L.
snackeyi

L. flexilis, L. implicata, L. karlae, L. luzonensis,
L. saitoi, L. similis, L. snackeyi

L. flexilis, L. karlae,L. saitoi, L. similis, L.
snackeyi

L. flexilis, L. karlae, L. snackeyi

L. snackeyi
L. filiformis, L. flexilis,L. implicata, L. karlae,
L. luzonensis, L. saitoi, L. similis, L. snackeyi,C.

papillosus

L. flexilis, L. implicata, L. karlae, L. luzonensis,
L. saitoi, L. similis, L. snackeyi

L. intricata

L. nangii
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54

55

56

o7

58

59

60

61

(1R, 2S, 6R) -2- (3-hidroxi-
3-metilpent-4-en-1-il) -
1,3,6-trimetilciclo-hex-3-
en-1-ol
dactiloxeno A

caespitano (deoxicaespitol)

caespitol

8-acetilcaespitol

caespitenano

furocaespitano

furocaespitanelactol

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. punctata %°

A. dactylomela %

A. dactylomela *°

A. dactylomela >**

A. dactylomela >**

A. dactylomela *°

A. dactylomela >%

A. dactylomela®

individuo inteiro %

tecido do animal (ndo
especificado),”

glandulas digestivas °
tecido do animal (n&o
especificado),”
glandulas digestivas,?
manto #
tecido do animal (ndo

especificado),’ glandulas
digestivas,” manto #°

tecido do animal (ndo
especificado),’ glandulas
digestivas °

tecido do animal (ndo
especificado),” glandulas
digestivas,® manto %

glandulas digestivas,?

L. nangii

L. nangii

L. caespitosa, L. catarinensis

L. catarinensis

L. catarinensis

L. caespitosa

L. catarinensis

L. aldingensis, L. caespitosa, L. caespitosa, L.
catarinensis, L. intricata, L. obtusa
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62

63

64

65

66

67

68

69

70

laucapiranoide A

perforenono

brasilenol

epibrasilenol

4-hidroxi-5-brasileno

(+)-a-bromocupareno

a-isobromocupareno

cupalaurenol

obtusenol

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela >*

A. punctata %°

A. brasiliana ¥

A. dactylomela,®
A. fasciata *

A. brasiliana,®

A. fasciata *

A. fasciata *

A. punctata %

A. punctata %

A. dactylomela *’

A. punctata %

manto %

tecido do animal (ndo
especificado),’ glandulas
digestivas %

individuo inteiro %

glandulas digestivas,**

glandulas digestivas e
hermafrodita *

glandulas digestivas,*®
glandulas digestivas e
hermafrodita *

glandulas digestivas e
hermafrodita *

individuo inteiro %

individuo inteiro %

individuo inteiro '

individuo inteiro %

L. caespitosa

L. obtusa, L. perforata, L. snyderae var.
guadalupensis

L. implicata, L. obtusa

L. obtusa

L. implicata, L. obtusa

L. caraibica, L. chondrioides, L.
distichophylla, L. flexilis, L. glandulifera, L.
okamurai

L. glandulifera, L. majuscula, L. microcladia,

L. nipponica, L. okamurai, Laurencia sp.
L. venusta, Laurencia sp

L. obtusa
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71

72

73

74

75

76

77

78

79

dactilol

pacifigorgiol

deacetilparguerol

parguerol

parguerol 16-acetato

15-bromo-2,7,16
trihidroxyparguer-9(11)-
eno

deoxiparguerol

deoxiparguerol 16-acetato

deoxiparguerol 7,16
deacetato

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

A. dactylomela **
A. dactylomela ®

A. pulmonica,®
A. punctata %

A. dactylomela,®**#

A. Kurodai,®
A. pulmonica,®

A. punctata %

A. dactylomela ***

A. pulmonica *

A. dactylomela %%

A. fasciata *

A. kurodai ®

individuo inteiro *

trato digestivo ®

individuo inteiro 2>

glandulas digestivas,’

individuo inteiro 120223435

glandulas digestivas,®

individuo inteiro ™

individuo inteiro **

glandulas digestivas,’

individuo inteiro 2

glandulas digestivas e
hermafrodita *

individuo inteiro *

L. poitei

L. flexilis, L. luzonensis, L. saitoi, L. snackeyi

L. saitoi

L. saitoi

L. saitoi

L. saitoi

L. saitoi

L. filiformis, L. lageniformis, L. obtusa, L. saitoi

L. filiformis
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80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

deacetilisoparguerol

isoparguerol

aplysina-20

isoconcinndiol

isoaplisina-20

angasiol

luzodiol

dactilomelol

glandulaurencianol B

aplisiadiol

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

A. pulmonica *

A. dactylomela,®*

A. kurodai,®

A. pulmonica **
A. kurodai %%

A. dactylomela,®

A. punctata %°
A. kurodai ¥

A. angasi

A. fasciata,*

A. depilans #

A. dactylomela >*

A. punctata **

A. kurodai **

individuo inteiro **

glandulas digestivas,’

individuo inteiro 2234%

individuo inteiro ¢’

individuo inteiro %°

individuo inteiro ¥
individuo inteiro *°

glandulas digestivas e
hermafrodita,*

individuo inteiro *

Animal tissue,’

glandulas digestivas **

individuo inteiro *®

individuo inteiro **

L. saitoi

L. saitoi

L. venusta

L. snyderae var. guadalupensis

L. perforata, L. snyderae var. guadalupensis

L. nangii

L. luzonensis

Laurencia sp.

L. glandulifera

L. caduciramulosa, L. japonensi, L. nangii,
Laurencia sp.
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90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

tirsiferol

aplisiol A ou (21a-hidroxi-
tirsiferol)

venustatriol

veplisiol B ou
(laurenmariannol)

aplisialleno
(12E)-lembine A
(Z)-maneoneno C
lembino A
dactilino

(3E)-dactilomelino

laurenino

(32)-laurenino

(32)-venustineno

Triterpeno

Triterpeno

Triterpeno

Triterpeno

Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

A. dactylomela *

A. dactylomela *
A. dactylomela *°
A. dactylomela *

A. kurodai #
A. dactylomela ®
A. dactylomela ®
A. dactylomela ®
A. dactylomela “°

A. dactylomela ¥

A. fasciata,*

A. punctata %

A. dactylomela *

A. fasciata®

manto %

manto *°
manto *
manto *°

individuo inteiro %
trato digestivo ®
glandulas digestivas ®
trato digestivo ®
individuo inteiro *°
trato digestivo *’

glandulas digestivas e
hermafrodita, *individuo
inteiro %

manto !

glandulas digestivas e
hermafrodita *

L. catarinensis, L. mariannensis, L. saitoi, L.
tryrsifera, L. venusta, L. viridis

L. mariannensis

L. venusta

L. mariannensis

L. okamurai, Laurencia sp.

L. mariannensis, Laurencia sp.

L. nidifica

Laurencia sp.

L. lageniformis, Laurencia sp.

L. obtusa

L. chondrioides, L. obtusa

L. nangii,L. yonaguinensis

L. venusta
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103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

(2)-dihidrorhodofitina
(3E)-Pinnatifidenino
Z-pinnatifidenino

(32)-13-epi-
pinnatifidenino

(2)-isodihidrorhodofitina

(+)-(32)-12-epiobtusenino

(+)-(3Z,6R,7R)-obtusenino

obtusalleno 1V ou
(dactilalleno)

laurencenino

(32Z,6R,7R,92,122)-6-
acetoxi-7-
cloro-pentadeca-3,9,12-
trieno-1-ino

(3E)-laurediol

3,5,6-tribromo-indol

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Indol

A. brasiliana ®

A. dactylomela **

A. dactylomela ®
A. fasciata *

A. brasiliana “®

A. dactylomela ¥

A. dactylomela *

A. dactylomela *

A. punctata %

A. fasciata *

A. dactylomela ™

A. dactylomela ®

glandulas digestivas “®

manto %

trato digestivo ®

glandulas digestivas e
hermafrodita *

glandulas digestivas “®

glandulas digestivas *’

manto **

parapddios e visceras *

individuo inteiro %

glandulas digestivas e
hermafrodita *

individuo inteiro ™

trato digestivo ®

L. filiformis, L. nangii, L. pinnatifida
L. chondrioides, L. obtusa, L. pinnatifida

L. nangii

L. claviformis

L. obtusa

L. lageniformis

L. nangii

L. marilzae, L. obtusa

L. okamurai , L. composita

L. pinnatifida

L. nipponica, L. obtusa

L. similis, C. papillosus
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115

116

117

118

2,3,5,6-tetrabromo-indol Indol A. dactylomela 8
N-netil-2,3,5-tribromo- Indol A. dactylomela %%
indol
N-met|I-2,3,'5,6- Indol A. dactylomela ®
tetrabromo-indol
4-hidroxi-benzaldeido Aromatico A. dactylomela *

glandulas digestivas,
individuo inteiro %

L. brongniartii, L. complanata, L. saitoi, L.

trato digestivo ® o )
g similis, C. papillosus

o L. brongniartii, L. complanata, L. decumbens,

L. similis, Laurencia sp.

L. brongniartii, L. complanata,

trato digestivo ® e )
g L. decumbens, L. similis, C. papillosus

- L. papillosa, L. tristich
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ANEXO 2. Tabela e estruturas dos metabdlitos isoladas em espécies de Aplysia derivados de substancias de espécies de Laurencia. A classe
quimica, a origem histologica em Aplysia, 0 metabdlito de Laurencia precursor e a espécie de Laurencia que deu origem ao precursor sao

apresentados.
. ORIGEM DO
. METABOLITO .
ESPECIE DE ORIGEM HISTOLOGICA METABOLITO
DERIVADO CLASSE Aplysia EM Aplysia PRECURSOR PRECURSOR

(Laurencia)

(Laurencia)

acetato de allolaurinterol (29)

acetato de isoobtusol (119)

epiobtusano (120)

acetildesclorelatol (121)

acetilelatol (122)

(5aR, 7R, 8S, 9aS) -2,7-dibromo-

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela *

A. dactylomela *?

A. oculifera *

A. dactylomela ®

A. dactylomela ®

A. californica ®

glandulas digestivas *

Animal tissue,® glandulas
digestivas *

glandulas digestivas *

glandulas digestivas °

glandulas digestivas °

glandulas digestivas °

allolaurinterol

(175)

isoobtusol (10)

obtusano (176)

descloroelatol (11)

elatol (12)

pacifidieno (21)

L. filiformis f.
heteroclada 2

Anexo Tabela 1

L. compdsita, L.
decumbens, L.
dendroidea, L.
majuscula, L.

mariannensis, L. obtusa,

L. okamurai, L. scoparia
2

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1
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3,8-dicloro-5,8,10,10-tetrametil-
2,3,7,8,9,9a-hexa-hidro-6H-2, 5a-
metanobenzo [b] oxepina (123)

acetato de isolaurenisol (124)

ibhayinol (125)

ciclolaureno (126)

acetato de ciclolaurenol (127)

6-epi-p-snyderol (128)

acetato de dactilenol (129)
dactiloxeno B (130)

dactiloxeno C (131)

acetato de puertitol B (132)

desclorobromocaespitol (133)

desclorobromocaespitenona (134)

deodactol (135)

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno
Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela ’

A. dactylomela °

A. dactylomela®®

A. dactylomela®®
A. fasciata *

A. dactylomela *2
A. dactylomela *#*

A. dactylomela®
A. dactylomela®

A. dactylomela™

A. Sesquiterpeno
dactylomela™

A. dactylomela *®

individuo inteiro ’

glandulas digestivas,?
individuo inteiro °

individuo inteiro °
individuo inteiro °

glandulas digestivas e
hermafrodita **

individuo inteiro 3

tecido do animal (néo
especificado)

glandulas digestivas **

manto *

glandulas digestivas *°

isolaurenisol (32)

isoaplisina (177)

Laurentol

laurentol

B-snyderol (43)

dactilenol (52)
dactilenol (52)
dactilenol (52)

puertitol Ae B
(178 € 179)

caespitol (57)

caespitol (57)

caespitol (57) e

Anexo Tabela 1

L. okamurai ?

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Ver Tabela 1.1
Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

L. obtusa 2

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1
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Isodeodactol (136)

dihidroxi-deodactol monoacetato
(137)

aplysiadactidiol (138)

perforatol (139)

acetato de brasilenol (140)

acetato de epibrasilenol (141)

acetato de cupalaurenol (142)

brasudol (143)

isobrasudol (144)

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

A. dactylomela *°

A. dactylomela *’

A. dactylomela **

A. punctata *®

A. brasiliana,”® A.

fasciata *

A. fasciata *

A. dactylomela *°

A. brasiliana®

A. brasiliana®

glandulas digestivas *°

glandulas digestivas '

glandulas digestivas
individuo inteiro *®

glandulas digestivas,*
glandulas digestivas e
hermafrodita **

glandulas digestivas e
hermafrodita **

individuo inteiro *°

glandulas digestivas *°

glandulas digestivas %

isocaespitol (57)

caespitol (57)

caespitol (57)

puertitol Ae B
(178 € 179)

perforatona (180)

brasilenol (64)

epibrasilenol (66)

cupalaurenol (69)

-eudesmol (181)

B-eudesmol

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

L. obtusa 2

L. obtusa, L. perforata ?

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

L. obtusa

L. obtusa
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iankalapuol A (145)

lankalapuol B (146)

16-acetato de isoparguerol (147)

neopargueroldiona (148)

acatato de angasiol (149)

5-((1R, 2S, 3S)-3-bromo-2- (3-
bromo-4-hidroxi-4-metilpentil)-2-
metil-6-metileneciclo-hexil)-3-
metilpent-1-en-3-ol (150 e 151)

5-((1S, 2R, 6S)-6-bromo-2- (3-
hidroxi-3-metilpent-4-en-1-il)-
1,3-dimetilciclo-hexil) -2-
metilpentil-2,3-diol (152)

5-((1R, 2S, 3S)-3-bromo-2-(4-
hidroxi-3-metoxi-4-metilpentil)-
2-metil-6-metileneciclo-hexil)-3-

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

A. dactylomela %

A. dactylomela %

A. dactylomela “**

A. punctata®®

A. juliana %

6

A. depilans ?

A. depilans %

6

A. depilans ?

individuo inteiro % heterocladol (182)
individuo inteiro % heterocladol (182)
glandulas digestivas,* isoparguerol 7,16-
individuo inteiro % diacetato (183)
individuo inteiro *® isoparguerol (184)
irieol A (185),
individuo inteiro # pinnaterpeno C (186),

angasiol (187)

luzodiol (188) e

individuo inteiro % )
laurendecumtriol (189)

luzodiol (188) e

individuo inteiro % )
laurendecumtriol (189)

luzodiol (188) e

individuo inteiro % )
laurendecumtriol (189)

L. filifarmis %

L. filifarmis %
L. saitoi

Anexo Tabela 1
Laurencia cf. irieii, L.
decumbens,

L. mariannensis, L.
pinnata,

L. nangii ®

L. luzonensis, L.
decumbens ?

L. luzonensis, L.
decumbens ?

L. luzonensis, L.
decumbens ?
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metilpent-1-en-3-ol (153)

5-((1R, 2S, 3S)-3-bromo-2-(2-

(3,3-dimetiloxiran-2-il) etil)-2- . . 2% e oo luzodiol (188) e L. luzonensis, L.
. . . . Diterpeno A. depilans individuo inteiro .
metil-6-metileneciclo-hexil)-3- P P laurendecumtriol (189) decumbens
metilpent-1-en-3-ol (154)
1-((1S, 2R, 6S)-6-bromo-2-(3- L. luzonensis, L.
hidroxi-3-metilpent-4-en-1-il)-1- . . 26 e g luzodiol (188) e d 2
i : ) . Diterpeno A. depilans individuo inteiro : ecumbens
metil-3-metileneciclo-hexil)-4- P P laurendecumtriol (189)
metilpentan-3- 1 (155)
5-((1S, 2R, 6S)-6-bromo-2-(3-
hidroxi-3-metilpent-4-en-1-il)-1- . ) 2% T luzodiol (188) e L. luzonensis, L.
. . . . Diterpeno A. depilans individuo inteiro .
metil-3-metileneciclo-hexil)-2- P P laurendecumtriol (189) decumbens 2
metilpent-1- en-3-ol (156)
acetato de punctatena (157) Diterpeno A. punctata *® individuo inteiro *® dactilomelol Anexo Tabela 1
- - -1-eno-3,11-di . A N . L. microcladia, L. obtusa
14-bromo Obtazg)eno 3,11-diol Diterpeno A. dactylomela® glandulas digestivas *’ obtusadiol (190) 5
punctatol (159) Diterpeno A. punctata *® individuo inteiro *® dactilomelol (87) Anexo Tabela 1
glandulaurencianol C (160) Diterpeno A. punctata % individuo inteiro gla?fgllz)itéreBn((:llznZ(;I A L. glandulifera 2
dactilopiranoide (161) Diterpeno A. dactylomela * Animal tissue ® laurencianol (193) L. obtusa 2
acetato de dactiloditerpenol (162) Diterpeno A. dactylomela % individuo inteiro % laurenditerpenol (194) L. intricata 2

aplisiadiol metil éster (163) Diterpeno A. kurodai * individuo inteiro ¥ aplisiadiol (89) Anexo Tabela 1
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aplisqualenol A (164)

aplisqualenol B (165)

panaceno (166)

isodactylyna (167)

srilankenina (168)

(32)-dactilomelina (169)

(3E,6R,7R)-pinnatifidenina (170)

(32)-bromofucina (171)

brasilenina (172)

(+)-(3E)-12-epiobtusenina (173)

(+)-(3E,6R,7R)-obtusenina (174)

Triterpeno

Triterpeno

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

A. dactylomela **

A. dactylomela *

A. brasiliana *
A. dactylomela *

A. oculifera *

A. dactylomela *°

A. dactylomela *

A. parvula ¥

A. brasiliana *®
A. dactylomela *°

A. dactylomela *

individuo inteiro %

individuo inteiro *

glandulas digestivas *
individuo inteiro *
individuo inteiro **

glandulas digestivas *°

manto *

individuo inteiro ¥

glandulas digestivas *

glandulas digestivas *°

manto %

tirsiferol (90) e
venustatriol (92)

tirsiferol (90) e
enustatriol (92)

precursor de
sesquiterpeno de alga

dactilyne (98)

derivado de dialquil
tetrahidropirano

dactilina (98) e
isodactilina (ent-98)

(+)-(3E)-13-epi-
pinnatifidenina (195)

bromofucina (196)

rodofitina (197)

dactylina (98) e
isodactylina (ent- 98)

obtusenina (108)

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

Anexo Tabela 1

L. obtusa *

L. implicata,
L. pannosa *

Laurencia spp. *

Anexo Tabela 1

Ver Tabela 11.1

(-) informacéo ndo apresentada.
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