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RESUMO

Algas pardas da familia Dictyotaceae sdo conhecidas por produzirem uma
ampla variedade de metabdlitos secundarios bioativos. Muitos desses
metabdlitos ja demonstraram potencial antiflngico, antibacteriano,
antiviral, além de exercerem multiplas funcBes nas algas. Estudos
guimicos da espécie Canistrocarpus cervicornis levaram ao isolamento
de diterpenos dos tipos dolastano e secodolastano, enquanto de Dictyota
mertensii foram isolados os guaianos prenilados. Organismos marinhos
geralmente apresentam uma diversidade quimica consideravel entre
amostras coletadas em locais diferentes. Nesse trabalho foram
investigadas as espécies C. cervicornis (C2) e D. mertensii (D5) coletadas
na “Pedra do Paraiso” (CE) e Ilha da Trindade (ES), respectivamente. C2
e D5 foram selecionados por apresentarem resultados promissores a partir
de uma triagem das atividades antioxidante e antimicrobiana, realizadas
por grupos parceiros. As algas previamente secas foram maceradas em
diclorometano/metanol 2:1 e fracionadas através de sucessivas
separacGes cromatograficas, geralmente utilizando silica gel e solventes
de polaridade crescente. O monitoramento de extratos e fragdes foi
realizado por cromatografia em camada delgada. As substancias isoladas
foram analisadas por métodos espectroscopicos. De C. cervicornis foram
isolados os diterpenos do tipo dolastano Cc2 (4a-acetdxi-98,14a-
dihidroxidolasta-1(15),7-dieno) e Cc4 (4a-acetoxi-14a-hidroxidolasta-
1(15),7,9-trieno), além de um hidrocarboneto, um cido graxo e outros 12
compostos ainda ndo identificados. De D. mertensii foram isolados os
diterpenos Dm2 (acetato de dictyol B, do tipo guaiano prenilado) e Dm3
(10-acetoxi-18-hidroxidolabela-2,7-dieno, do tipo dolabelano), os
plasticidas Dm1 (ftalato de dipentila) e Dm5 (adipato de bis(2-(2-
butoxietoxi) etila), além de outras seis substancias ainda ndo
identificadas. Dm3 € inédito para D. mertensii e é o primeiro diterpeno do
tipo dolabelano isolado da espécie. Considerando os resultados obtidos
para ambas as espécies e as variacdes quimicas e bioldgicas observadas
em funcdo do local de coleta, a continuidade dos seus estudos contribui
para o esclarecimento da distribuicdo de metabolitos secundarios entre as
espécies, bem como do potencial farmacolégico e ecoldgico dos mesmos.

Palavras-chave: Canistrocarpus cervicornis. Dictyota mertensii.
Diterpenos. Antioxidante. Antimicrobiana.






ABSTRACT

PHILIPPUS, A. C. Chemical investigation of brown algae extracts
from Brazilian South Atlantic. 2016. 150p. Universidade Federal de
Santa Catarina, Florianopolis, 2016.

Brown algae of Dictyotaceae family are known to produce a wide variety
of bioactive secondary metabolites. Many of these metabolites have
shown antifungal, antibacterial and antiviral activities, and play multiples
functions in algae. Previous investigations on Canistrocarpus cervicornis
led to the isolation of dolastane and secodolastane diterpenes, while
Dictyota mertensii samples afforded prenylated guaianes. Identical
marine organisms present usually a considerable chemicals change
among samples collected from different locations. This study investigated
species C. cervicornis and D. mertensii collected in “Pedra do Paraiso”
(CE) and Trindade Island (ES), respectively. These extracts were selected
after a screening of antioxidant and antimicrobial activities performed by
partner groups, since they showed the most promising results. The dried
algae were soaked in dichloromethane/methanol 2:1 (v/v) and
fractionated by successive chromatographic separations with silica gel and
solvents of increasing polarity. Extracts and fractions were monitorated by
thin layer chromatography. Isolated compounds were identified by
spectroscopic methods. Two diterpenes of dolastane types, Cc2 (4a-
acetoxy-9p, 14a-dihidroxydolasta-1 (15), 7-diene) and Cc4 (4a-acetoxy-
14a-hidroxydolasta-1 (15) 7 9-triene), along with a hydrocarbon, a fatty
acid and 12 yet unidentified compounds were isolated from C.
cervicornis. From D. mertensii were isolated two diterpenes Dm2 (dictyol
B acetate, a prenylated guaiane) and Dm3 (10-acetoxy-18-
hidroxydolabela-2,7-diene, a dolabellane), besides the plasticizers Dm1
(dipentyl phthalate) and Dm5 (adipate bis (2- (2-butoxyethoxy) ethyl),
and six other substances not yet identified. Dm3 is new reported from D.
mertensii and it is the first dolabellane isolated in this species.
Considering the results obtained for both species, besides chemical and
biological changes observed due to the collection site, the continuity of
their studies would help to clarify the distribution of secondary
metabolites among species, as well as their pharmacological and
ecological potential.

Keywords: Canistrocarpus cervicornis. Dictyota mertensii. Diterpenes.
Antioxidant. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 INTRODUCAO

Os produtos naturais (PN) vem sendo utilizados na medicina
tradicional de varios povos por milénios, para o tratamento de doengas
prevalentes (CHIN et al., 2006). Eles possuem uma diversidade estrutural
original em comparacéo com o padrdo da quimica combinatoria. Uma vez
gue menos de 10% da biodiversidade do mundo foi avaliada em relagéo
ao potencial de atividade biol6gica, existem inimeros compostos naturais
potencialmente ativos para serem descobertos (CRAGG; NEWMAN,
2005).

Alguns dos primeiros registros de PN foram feitos
aproximadamente em 2600 a.C. em tabuas de argila, na Mesopotamia,
onde foi documentado que os 6leos de Cupressus sempervirens (cipreste)
e espécies de Commiphora (mirra) eram usados (e continuam sendo) para
tratar tosse, resfriados e inflamagfes. No século XV a.C., um registro
egipcio, conhecido como Papiro de Ebers, documentou mais de 700
medicamentos a base de plantas (CRAGG; NEWMAN, 2005). Essas e
outras praticas medicinais tradicionais desenvolvidas durante os séculos,
constituiram a base da maior parte dos primeiros medicamentos que
seguiram estudos quimicos, farmacolégicos e clinicos (BUTLER, 2004).
Exemplos dos primeiros medicamentos, que sdo amplamente utilizados
na clinica até hoje, sdo a morfina (isolada inicialmente de Papaver
somniferum), vincristina (presente em Catharanthus roseus), taxol
(isolado de plantas do género Taxus), artemisinina (presente em Artemisia
annua), entre outros (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Em relacdo aos produtos naturais marinhos (PNM),
provavelmente os registros mais antigos foram feitos pelos povos
orientais, em torno de 3.000 a.C. (KOLANJINATHAN; GANESH;
SARANRAJ, 2014). Os antigos fenicios também j& empregavam uma
secrecdo de cor roxa, produzida por moluscos marinhos, para tingir
tecidos, enquanto as algas eram utilizadas como fertilizantes (CRAGG;
NEWMAN, 2013). Muitas indicagGes de algas para o tratamento de
enfermidades podem ser encontradas em farmacopeias chinesas (LIU et
al., 2012). Existem relatos do uso de algumas algas vermelhas tais como
Chondrus crispus e Mastocarpus stellatus para o tratamento de resfriados,
dores de garganta e infec¢bes pulmonares, incluindo a tuberculose
(MOLONEY, 1919; VICKERY, 1995); ainda Porphyra umbilicalis
(Linnaeus) Kitzing é usada para o tratamento de alguns tipos de cancer,
em especial cancer de mama (DIAS; URBAN; ROESSNEREM, 2012).
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Uma analise detalhada dos novos medicamentos aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) entre 1981 e 2010 revelou que 34%
desses medicamentos foram baseados em PN ou derivados (HARVEY,
2015).

Nos dltimos anos, a pesquisa acerca do ambiente marinho tem
aumentado, originando uma grande variedade de compostos com
expressiva diversidade de atividades bioldgicas (BLUNT et al., 2014).
Atualmente existem oito fArmacos relacionados a substancias de origem
marinha, sendo eles: os antitumorais citarabina, trabectedina (Yondelis®),
mesilato de eribulina (Halaven®) e brentuximabe vedotina (Adcetris®); os
antivirais vidarabina e iota-carragenina (Carragelose®); o analgésico
neuropatico ziconotideo (Prialt®); e os ésteres etilicos do acido dmega-3
(Lovaza®), utilizados para o tratamento de hipertrigliceridemia. Além
destes, varios outros se encontram em testes clinicos (RANGEL;
FALKENBERG, 2015; MARTINS et al., 2014).

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Metabdlitos primarios e secundarios

O metabolismo vegetal consiste em um conjunto complexo de
reacbes que ocorrem em cada célula (rota metabdlica), que visam a
producdo de energia através de trifosfato de adenosina (ATP) e
biossintese de substdncias indispensaveis a sua sobrevivéncia
(CAPASSO; PASQUALE; GRANDOLINI, 2011). Os compostos
quimicos produzidos pelo metabolismo sdo chamados de metabdlitos, que
podem ser classificados como primarios e secundarios (PATRA et al.,
2013).

Os metabolitos primarios sdo essenciais ao crescimento e a vida
e incluem aminoéacidos, lipideos, monossacarideos, entre outros. Ja 0s
metabdlitos secundarios, também chamados de PN, geralmente ndo séo
essenciais para o crescimento, o desenvolvimento e a reproducdo. Eles
sdo produzidos como forma de adaptacdo do organismo ao ambiente
circundante ou agem como mecanismos de defesa contra predadores
(auxiliando na sobrevivéncia do organismo) (COLEGATE;
MOLYNEUX, 2008; DEWICK, 2002) para controlar a competicdo por
espaco, luz e nutrientes; como meio de comunicacao entre espécies, entre
outras fungdes (MARTINS et al., 2014). PN incluem alcaloides,
esteroides, taninos, saponinas, flavonoides, terpenos, entre outros; sao
estes metabolitos que geralmente conferem propriedades terapéuticas as
espécies (ANARAT-CAPPILLINO; SATTELY, 2014).
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1.2.2 Produtos naturais marinhos

Os oceanos cobrem 71% da superficie do planeta Terra, contém
cerca de 97% da agua do planeta (NATIONAL OCEANIC AND
ATMOSPHERIC ADMINISTRATION, 2016) e abrangem uma ampla
variedade de ecossistemas (CAMPOS et al., 2010). O Brasil com seu
extenso litoral, cerca de 9.200 km de extensdo, apresenta um grande
potencial em biodiversidade marinha. Apesar disso, o esforgo empregado
para o conhecimento das espécies marinhas é muito menor em relagéo ao
ambiente terrestre (JOLY etal., 2011; MARCOLIN, 2010) e grande parte
desta riqueza permanece ainda inexplorada e subutilizada (MATTA et al.,
2011).

Apesar de promissores, 0s organismos marinhos passaram a ser
investigados de maneira sistematica apenas recentemente, devido
principalmente ao dificil acesso (COSTA-LOTUFO et al., 2009). Até a
metade do século XX, o potencial de PNM era pouco conhecido,
restringindo-se ao uso de algas marinhas na medicina tradicional e na
culinaria de alguns paises asiaticos (SMIT, 2004; HAEFNER, 2003).

O inicio da moderna quimica de PNM aconteceu em 1951,
guando os pesquisadores Bergmann e Feeney isolaram da esponja
Cryptotethya crypta [cujo nome aceito atualmente é Tectitethya crypta
(de Laubenfels, 1949) (SOEST, 2016)] os nucleosideos espongotimidina
e espongouridina que possuiam como monossacarideo a arabinose, ao
invés da ribose que compde os nucleosideos humanos. Sabendo-se que os
sistemas bioldgicos reconheceriam esses nucleosideos com porgdes de
acucares modificados, estudos quimicos levaram a sintese de varios
analogos de nucleosideos que hoje sdo utilizados como antivirais
(vidarabina e zidovudina), e antitumorais (citarabina). O
desenvolvimento desses farmacos estimulou o interesse por substancias
provenientes de organismos marinhos (FENICAL, 2006; MOLINSKI et
al., 2009; RANGEL; FALKENBERG, 2015). Cabe destacar que, a
exploracdo do ambiente marinho tornou-se viavel somente apds a
introducdo de técnicas de mergulho auténomo na década de 1970, sendo
fortalecida nos anos 90 com a introducdo de veiculos operados
remotamente (MAYER et al., 2010).

As pesquisas com PNM no Brasil tiveram inicio na década de
1960, no Nducleo de Pesquisa de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Nas décadas subsequentes, a producdo
cientifica em relacdo a PNM tendeu a concentrar-se na regido sudeste,
abrangendo especialmente algas e esponjas (BERLINCK et al., 2004).



32

Nos ultimos anos observou-se um aumento de investimentos por parte da
indUstria farmacéutica nesta area (RANGEL; FALKENBERG, 2015).

Os organimos marinhos sésseis (como algas, esponjas e corais)
possuem capacidades metabdlicas Unicas, que resultam na sintese de uma
grande variedade de metabdlitos secundarios (MARTINS et al., 2014).
Esses metabolitos apresentam uma maior diversidade em comparagédo
com os obtidos de fontes terrestres (MONTASER; LUESCH, 2011), por
se desenvolverem em um ambiente extremamente indspito. Condicgdes de
temperatura, salinidade, exposicdo & radiacdo solar, acdo das ondas e
pressdo atmosférica (conforme a profundidade), além de sazonalidade e
fase do ciclo vital, sdo fatores que influenciam seu metabolismo (AL-
AMOUDI et al, 2009; STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

A distribuicdo taxondmica de metabdlitos secundarios depende
da presenca de genes responsaveis pela codificagdo de enzimas
envolvidas na biossintese de uma composicdo quimica altamente
complexa. Em muitos casos, as diferencas bioquimicas caracterizam e
delimitam as espécies, porém a existéncia de diferentes grupos de algas é
frequentemente subestimada, por ndo serem levadas em conta fontes de
variabilidade na composicdo quimica das algas. Fatores ecoldgicos e
ambientais, poderiam explicar o isolamento de uma heterogeneidade de
compostos isolados de uma mesma espécie, coletadas em locais diferentes
(STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

Os PNM possuem um grande potencial por si mesmos, ou como
modelos para 0 desenvolvimento de novos farmacos (SCHEUER, 1996;
BLUNT et al., 2003). Estima-se que dos mais de 15.000 PMN isolados,
cerca de 4.200 sdo biologicamente ativos (HU et al., 2015), e incluem:
alcaloides, terpenos, esteroides, lactonas, quinonas, peptideos, entre
outros. Entre as propriedades biolégicas de PNM descritas, destaca-se a
atividade citotoxica, seguida das atividades antibacteriana, antifiingica,
inseticida e antiviral (HU et al, 2015).

Diante da notoriedade que os produtos naturais marinhos vém
ganhando nos Ultimos anos, foram criadas algumas empresas voltadas
especificamente para atuar neste ramo, como a empresa espanhola
PharmaMar, divisdo do grupo Zeltia, voltada para o desenvolvimento de
farmacos antitumorais de origem marinha (COSTA-LOTUFO et al.,
2009). Além disso, outras vertentes tém sido exploradas, como aplicacdes
nas é&reas de nutracéuticos, aquicultura, producdo de agentes
anti-incrustantes, inibidores de biofilmes e em biorremediacdo,
substituicdo de tecidos e o0ssos, industria alimenticia, entre outras
(FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012).
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1.2.3 As algas

As algas foram uns dos primeiros organismos vivos a habitar a
Terra e ocorrem em todas as condi¢cdes ambientais (LEE,1999). Além
disso, estdo entre os maiores produtores de biomassa do ambiente
marinho (KOLANJINATHAN; GANESH; SARANRAJ, 2014), em que
sdo a base da cadeia alimentar (CLERCK; BOGAERT; LELIAERT,
2012). Podem fazer parte do bentos (quando fixas no substrato) ou do
plancton (quando suspensas na agua) (STENGEL; CONNAN; POPPER,
2011) e sdo representadas por cerca de 30.000 espécies em todo o mundo.
As algas fornecem oxigénio para a atmosfera, sdo utilizadas na medicina,
além de servirem de alimento para os peixes, outros invertebrados e o
homem (FAULKNER, 2002).

As macroalgas sdo taléfitas, ou seja, sdo carentes de raiz, caule e
folhas (LEE, 1999). A grande diversidade de tamanho (0,2 mm até 60 m
de comprimento), estrutura celular, niveis de organizacdo e morfologia,
pigmentos para a fotossintese e reserva, entre outras caracteristicas,
reflete as origens evolutivas variadas deste conjunto heterogéneo de
organismos (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

As algas sdo ricas em PN biologicamente ativos
(KOLANJINATHAN; GANESH; SARANRAJ, 2014) como:
polissacarideos, proteinas, minerais, vitaminas, antioxidantes, &cidos
graxos e &cidos graxos poli-insaturados e seus contetidos variam de
acordo com a localizagdo geogréfica, condi¢cbes ambientais, estacdes do
ano, entre outros (MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012).

Em funcdo do tipo de material de reserva e de pigmentos
presentes nas células, podem ser classificadas como: verdes
(Chlorophyta), pardas (Ochrophyta) e vermelhas (Rhodophyta), sendo as
duas ultimas consideradas de maior interesse quimico (BLUNT et al.,
2015).

As algas pardas estdo divididas em 18 ordens e 54 familias
(SILBERFELD; ROUSSEAU; REVIERS, 2014). A cor pode variar do
marrom-escuro ao verde-oliva, conforme a propor¢do dos pigmentos
marrom  (fucoxantina) e verde (clorofila) (ENCYCLOPAEDIA
BRITANNICA, 2015). Algumas sdo relativamente pequenas (alguns
milimetros), no entanto algumas espécies, como as do género
Macrocystis, podem alcangar até 40 metros (WOMERSLEY, 1954 apud
ROUSSEAU et al., 2001). Na costa brasileira, apesar de ndo haver algas
pardas tdo grandes, este grupo constitui 0 mais importante em termos de
biomassa (OLIVEIRA-FILHO 1977 apud FLEURY et al., 1994a), sendo
representado principalmente pelas ordens Dictyotales e Fucales
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(TEIXEIRA, 2013). Extratos de algas pardas sdo complexas misturas
geralmente compostas majoritariamente por polissacarideos, compostos
fendlicos, acidos graxos, proteinas, peptideos, pigmentos, vitaminas,
terpenos e esteroides (BALBOA et al., 2013).

1.2.3.1 Ordem Dictyotales e familia Dictyotaceae

A ordem Dictyotales consiste na grande familia Dictyotaceae, em
gue sdo conhecidos cerca de 20 géneros, incluindo os géneros Dictyota,
Dictyopteris, Canistrocarpus e Padina (CLERCK et al.,, 2006;
SILBERFELD; ROUSSEAU; REVIERS, 2014), e mais de 100 espécies
(VALLIM et al., 2005). O género Canistrocarpus foi criado no ano de
2012 por Clerck e colaboradores, através de uma revisao fitogenética de
algumas algas pardas.

Os géneros compreendidos na ordem Dictyotales podem ser
divididos em trés grupos quimicos, de acordo com a sua composicdo
quimica: grupo Stypopodium (produtores de meroditerpenos - diterpenos
unidos a fendis e esteroides), grupo Dictyopteris (produtores de
sesquiterpenos unidos ou ndo a fluoroglucinol, esteroides e substancias
com enxofre) e grupo Dictyota (produtores de diterpenos policiclicos e
esteroides) (TEIXEIRA, 2013; VALLIM et al., 2005).

Espécies da familia Dictyotaceae sdo conhecidas por produzirem
uma ampla variedade de metabdlitos secundarios bioativos, que ja
demonstraram potencial antifngico, antibacteriano (ZANFARDINO;
GAVAGNIN, 2009), antiviral (ABRANTES et al., 2009; BARBOSA et
al., 2004; CIRNE-SANTOS et al., 2008; PEREIRA et al., 2005), além de
exercerem multiplas func¢Ges nas algas, agindo como compostos anti-
incrustantes e defesa contra herbivoros e organismos patogénicos
(BARBOSA et al., 2007; BIANCO et al., 2009; ENGEL; JENSEN;
FENICAL, 2002; PEREIRA et al., 2010).

Muitos estudos quimicos tém sido realizados, resultando no
isolamento de mais de 300 diterpenos, representantes de diferentes classes
estruturais, de pelo menos 35 espécies coletadas ao redor do mundo
(VALLIM etal., 2005). Os diterpenos fazem parte da classe dos terpenos,
gue sdo metabdlitos secundarios lipofilicos construidos a partir de duas
vias: a do mevalonato-acetato (Figura 1A) e a via independente de
mevalonato (Figura 1B). A primeira ocorre no citosol e d& origem aos
sesquiterpenos e triterpenos, e a segunda ocorre nos plastidios, e origina
monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos. Os terpenos derivam do
precursor universal difosfato de isopentenila (IPP), que isomeriza com
difosfato de dimetilalila (DMAPP), por meio das enzimas



35

preniltransferases. Dependendo do nldmero de unidades de IPP
adicionadas, tem-se a formacdo de difosfato de geranila (1 IPP, 10
carbonos), difosfato de farnesila (2 IPP - 15 carbonos) e difosfato de
geranil-geranila (3 IPP — 20 carbonos), os quais sofrem a acdo de
terpenoides sintases (ciclases) originando os diversos compostos
terpénicos (DAVIS; CROTEAU, 2000).

Figura 1. Vias de formagdo dos compostos terpénicos pela via do mevalonato-
acetato (A) e via independente de mevalonato (B).

o o o
o/ oP
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S-CoA S-CoA CO,H OH
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v v
WOH
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HOQC\)</\ oP
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OH OH
Mevalonato 4-fosfato-2-C-metil-D-eritritol
— x - X
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Difosfato de Difosfato de dimetilalila Difosfato de Difosfato de dimetilalila
isopentenila (IPP) (DMAPP) isopentenila (IPP) (DMAPP)
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Difosfato de fanesila Difosfato de geranila Difosfato de geranil geranila
Sesquiterpenos Triterpenos Monoterpenos Diterpenos Tetraterpenos

Fonte: Davis; Croteau, 2000.

Os terpenos podem ser agrupados em hemi-, mono-, sesqui-, di,
ses-, tri-, tetraterpenos (carotenoides) ou politerpenos, de acordo com a
guantidade de atomos de carbonos presentes na sua estrutura. Diterpenos
apresentam 20 carbonos em sua estrutura (SIMOES; SPITZER, 2010), e
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alguns séo exclusivos de organismos marinhos, podendo ser utilizados
como marcadores taxondmicos (BALBOA et al., 2013).

Tem sido proposto que os principais metabdlitos secundarios
encontrados na familia Dictyotaceae estdo diretamente relacionados ao
controle da herbivoria (VALLIM et al., 2005). Alguns estudos sugerem
que os diterpenos isolados de espécies da familia podem ser divididos em
trés grupos quimicos, dependendo da forma da primeira ciclizagdo do
precursor comum geranil-geraniol (1). O grupo | contém diterpenos
resultantes da primeira ciclizacdo entre as posi¢des um e dez, e séo
derivados prenilados de sesquiterpenos conhecidos em plantas, e sdo
chamados de diterpenos do tipo guaiano prenilado (2). Os diterpenos
pertencentes ao grupo I1A e 1IB derivam da primeira ciclizagdo entre os
carbonos 1 e 11, formando os dolabelanos (11A) (3), os dolastanos (11B)
(4) e os secodolastanos (11B) (5). Por fim, nos diterpenos do grupo Ill, a
ciclizacéo ocorre entre os carbonos dois e dez, produzindo 0s xenianos
(6) e seus derivados (Figura 2) (TEIXEIRA; KELECOM, 1988; VALLIM
et al., 2005).

Figura 2. Exemplos de estruturas de grupos quimicos de diterpenos isolados de
espécies da familia Dictyotaceae.

2
6
= A
2 3

4 5 6

Teixeira (2013), a partir de uma analise minuciosa, determinou
que os diterpenos podem ser utilizados como marcadores taxondmicos e
propbs que algas da ordem Dictyotales podem ser agrupadas em trés
grupos, levando em conta a sua capacidade de produzir os diferentes tipos
de diterpenos. De acordo com esta autora, as espécies do grupo A
produzem diterpenos pertencentes aos grupos | (guaianos prenilados) e
Il (xenianos). S&o representantes do grupo A as espécies Dictyota
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mertensii, Dictyota menstrualis, Dictyota ciliolata, Dictyota crenulata e
Dictyota guineensis. O grupo taxonémico B é formado por espécies que
produzem diterpenos do grupo 1A (dolabelanos), como Dictyota pfaffii
(cujo nome aceito pelo site Algaebase é Dictyota friabilis Stechell) e
Dictyota dolabellana. Por ultimo, do grupo C, que inclui as algas do
género Canistrocarpus, sdo isolados diterpenos do grupo I1B (dolastanos
e secodolastanos), que apesar de serem formados da mesma forma que 0s
do grupos IIA (ciclizacdo entre os carbonos um e 11), possuem
estereoquimica diferente nos centros quirais (TEIXEIRA, 2013;
VALLIM et al., 2005). Teixeira (2013) propfe que ndo ocorreriam
diterpenos de dois tipos diferentes em uma mesma espécie, com excecao
dos grupos | e Ill.

1.2.3.1.1 Canistrocarpus cervicornis

O género Canistrocarpus De Paula & De Clerck é composto por
quatro espécies: Canistrocarpus cervicornis (Kitzing) De Paula & De
Clerck, Canistrocarpus cervicornis f. pseudohamatus (Cribb) M. J.
Wynne, Canistrocarpus crispatus (J. V. Lamouroux) De Paula & De
Clerck (hol6tipo) e Canistrocarpus magneanus (De Clerck & Coppejans)
De Paula & De Clerk (GUIRY; GUIRY, 2016).

C. cervicornis (Kiitzing) De Paula & De Clerck (Figura 3)
pertence ao grupo quimico Dictyota (TEIXEIRA, 2013; VALLIM et al.,
2005) e foi descrita inicialmente pelo basidnimo Dictyota cervicornis
(KUTZING, 1859).

Figura 3. Aspecto macro e microscopico de Can

istrocarpus cervicornis.

Al L

Fonte: GUIRY; GUIRY, 2016.
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Ha 10 anos, de Clerck e colaboradores (2006) propuseram uma
revisao da classificacdo de algumas espécies de Dictyota, que resultou na
proposicdo de um novo género, denominado Canistrocarpus. C.
cervicornis ocorre em diversas partes do mundo e é considerada uma
importante e abundante alga da costa brasileira (GUIRY; GUIRY, 2016;
FALCAO; MENEZES DE SZECHY, 2005).

Estudos quimicos da espécie levaram ao isolamento
principalmente de diterpenos dos tipos dolastano e secodolastano (grupo
11B). Um trabalho pioneiro, desenvolvido por Teixeira e colaboradores
(1986a), levou ao isolamento de sete diterpenos do tipo dolastano:
4a,14a-dihidroxidolasta-1(15),7,9-trieno ) 4o-acetoxi-14a-
hidroxidolasta-1(15),7,9-trieno (8) 4a,9B,14a-trihidroxidolasta-1(15),7-
dieno (9) 4o-acetoxi-9p,14a-dihidroxidolasta-1(15),7-dieno (10) 4a-
acetoxi-7a,14a-dihidroxidolasta-1(15),8-dieno  (11) 4a,70-diacetoxi-
140-hidroxidolasta-1(15),8-dieno (12) e amijiol (13); e trés diterpenos do
tipo secodolastano: linearol (14) isolinearol (15) e acetato de isolinearol
(16). Ainda em 1986 (b), Teixeira, Tomassini e Kelecom descreveram o
isolamento do secodolastano cervicol (17). Dois anos mais tarde foram
isolados da espécie os dolastanos 4a,90,14a-trihidroxidolasta-1(15),7-
dieno (18), 4a,8pB,9a,14a-tetrahidroxidolasta-1(15),-eno (19) e 7a-
acetoxi-4a,14a-dihidroxidolasta-1(15),8-dieno  (20) (KELECOM,;
TEIXEIRA, 1988).

Mais recentemente, analises quimicas da espécie levaram ao
isolamento dos diterpenos 4a,7a,14a-trihidroxidolasta-1(15),8-dieno
(21), além de (10), ja relatado para a espécie (VALLIM et al., 2010) e
10pB-acetdxi-8a,90-epoxi-14B-hidroxi-7-oxodolasta-1(15)-eno (22),
indicol (23) e 4a-acetoxiamijidictyol (24), além dos diterpenos (14) e
(15), ja relatados para a espécie (BIANCO et al., 2015a, BIANCO et al.,
2015b). Heterofucanos (CAMARA et al., 2011; COSTA et al., 2010),
acidos graxos (FERREIRA et al, 2012; HEIBA et al., 1997;
KHOTIMCHENKO et al., 1994) e esteroides (FLEURY et al., 1994b)
também foram relatados para a espécie (Figura 4).

Por apresentar de tal diversidade de metabdlitos secundarios,
houve grande interesse na pesquisa de atividade biol6gica, tanto de
extratos quanto das substancias isoladas da espécie. Extratos de C.
cervicornis apresentaram atividade larvicida (Aedes aegypti) (BIANCO
et al., 2013b; KOISHI et al., 2012) antiprotozoaria contra promastigotas
de Leishmania amazonensis, (SANTOS et al., 2011); e de L. braziliensis
(BIANCO et al., 2013a). Extrato obtido com diclorometano e metanol
(2:1) apresentou propriedade anti-incrustante (mexilhdo Perna perna)
(BIANCO et al., 2009). O extrato diclorometanico foi capaz de inibir a
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atividade de coagulacdo do sangue provocada pelo veneno da lagarta
Lonomia obliqua (DOMINGOS et al., 2009) e de inibir a coagulacéo, a
atividade proteolitica e a agregacgao plaquetaria causadas pelo veneno de
Lachesis muta, além de possuir um efeito protetor contra hemorragia em
ratos (DOMINGOS et al., 2011; MOURA et al., 20113, b).

Figura 4. Estruturas de diterpenos relatados para a espécie C. cervicornis.
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Para os metabdlitos isolados de extratos da espécie também
foram relatadas interessantes atividades descritas no Quadro 1.



Quadro 1. Atividades biologicas descritas para substancias isoladas de C. cervicornis.

Metabolito

Atividade (Referéncia)

8

Anti-herbivoria (Lytechinus variegatus) (BIANCO et al., 2010)

10

Anti-incrustante (Perna perna) (BIANCO et al., 2009)

Antiprotozoéria (Leishmania amazonensis) (SANTOS et al., 2011)

Anticoagulante e antiplaquetaria (MOURA et al., 2011a)

Anti-herbivoria (Lytechinus variegatus) (BIANCO et al., 2010)

Inibicdo da Na*K*-ATPase de mamiferos (GARCIA et al., 2009)

Inibicdo da hemdlise e neutralizagdo da coagulagdo, hemorragia e protedlise causada pelo veneno de
Lachesis muta (MOURA et al., 2011b)

Inibigdo da replicacdo do HIV-1 (BARROS et al., 2015)

12

Anti-incrustante (Perna perna) (BIANCO et al., 2009)

Anti-herbivoria (Lytechinus variegatus) (BIANCO et al., 2010; ORTiZ-RAMIREZ et al., 2013)
Inibicdo da Na*K*-ATPase de mamiferos (GARCIA et al., 2009)

Inibigdo da replicacdo do HIV-1 (BARROS et al., 2015)

13

Anti-herbivoria (Astrea latispina), quando em mistura com 14 (PEREIRA et al., 2002)
Inibicdo da hemolise e protedlise causada pelo veneno de Bothrops jararaca (DOMINGOS et al., 2015)
Inibicdo da hemdlise e protedlise causada pelo veneno de Lachesis muta (DOMINGOS et al., 2011)

14

Anti-herbivoria (Astrea latispina), quando em mistura com 13 (PEREIRA et al., 2002)
Anti-incrustante (Perna perna) (BIANCO et al., 2009)
Inibicdo da hemélise e protedlise causada pelo veneno de Bothrops jararaca (DOMINGOS et al., 2015)

16

Inibigdo da replicacdo do HIV-1 (BARROS et al., 2015)

20

Antiviral (HSV-1) (VALLIM et al., 2010)

Heterofucanos

Atividade anticoagulante (via intrinseca e/ou comum) e prolongamento do tempo de coagulacdo
(CAMARA et al., 2011)
Antioxidante (COSTA et al., 2010; NARIYOSHI et al., 2013)

ov
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1.2.3.1.2 Dictyota mertensii

O género Dictyota J. V. Lamouroux é composto por 90 espécies
(GUIRY; GUIRY, 2016). Dictyota mertensii (Martius) Kutzing (Figura
5), pertencente ao grupo quimico Dictyota (TEIXEIRA, 2013; VALLIM
et al., 2005), foi descrita inicialmente pelo seu basiénimo Ulva mertensii
(Martius). No entanto, alguns anos mais tarde, Kiitzing (1859) propds
uma revisdo da classificacdo da espécie, que passou a ser chamada de
Dictyota mertensii (Martius) Kitzing, que ocorre em diversas partes do
mundo (GUIRY; GUIRY, 2016).

Figura 5. Aspecto macro e microscopico de Dictyota mertensii.
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Fonte: GUIRY; GUIRY, 2016

Estudos quimicos da espécie levaram ao isolamento
principalmente de diterpenos do tipo guaiano prenilado (grupo I). Um
trabalho desenvolvido por Alvarado e Gerwick (1985) levou ao
isolamento dos diterpenos pachidictyol A (25), dictyol C (26) e dictyol H
(27). Mais recentemente, Freitas e colaboradores (2007), isolaram da
espécie os diterpenos dictydxido (28), isopachidictyol (29), dictyol B (30)
e seu acetato (31), além de outros diterpenos que ja haviam sido isolados
da espécie: (25), (26) e (27). No mesmo ano Vallim e colaboradores
(2007), isolaram epoxipachidictyol (32). Heterofucanos (QUEIROZ et
al., 2008), esteroides (FLEURY et al., 1994b) e 4cidos graxos (FREITAS
et al., 2007), também foram relatados para a espécie (Figura 6).
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Figura 6. Estruturas de diterpenos relatados para D. mertensii.

Estudos de atividade bioldgica realizados com o extrato de D.
mertensii demonstraram atividade antiprotozoaria (L. amazonensis)
(ALIANCA etal., 2014), anti-herbivoria (espécies de peixe) (MARQUES
et al., 2006) anti-incrustante (Pachygrapsus transversus e L. variegatus)
(VALLIM et al., 2007). Os heterofucanos demonstraram atividade de
inibicdo da transcriptase reversa do virus HIV (QUEIROZ et al., 2008).

1.2.4 Atividade antioxidante

O interesse por produtos naturais com propriedades
antioxidantes esta particularmente relacionado a prevencdo dos efeitos
deletérios dos radicais livres no corpo humano (ZHELEVA-
DIMITROVA; ZHELEV; DIMITROVA-DYULGEROVA, 2011), os
quais podem conduzir a diversas formas de dano celular. A sua
cronicidade pode estar envolvida com o desenvolvimento de numerosas
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doencas, entre elas as doencas neurodegenerativas e 0 cancer
(SASIKUMAR et al., 2012). Apesar disso, as lesdes celulares causadas
pelos radicais livres podem ser reduzidas ou até mesmo prevenidas
através do uso de substancias com propriedades antioxidantes.

Uma defini¢do da palavra antioxidante ¢ “qualquer substancia
que, presente em baixas concentracdes quando comparada a do substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagdo deste substrato de maneira eficaz”
(NIKI, 2010). Substancias com estas propriedades podem ser produzidas
por uma ampla variedade de organismos terrestres e marinhos (ROCHA
et al., 2007).

As algas estdo sempre submetidas ao estresse oxidativo causado
pelas rapidas variacdes de intensidade de luz e concentracGes de O, e CO»
ao longo da coluna de agua. Portanto, sua sobrevivéncia depende de uma
resposta eficiente a estas condi¢des, a qual leva a producéo de metabdlitos
com atividade antioxidante (MATSUKAWA et al., 1997). Por essa raz&o,
propriedades antioxidantes sdo comuns em algas marinhas. Uma série de
compostos isolados de algas pardas apresentam propriedades
antioxidantes, e a maioria deles sdo polissacarideos, proteinas, além de
compostos fenolicos (BALBOA et al., 2013).

1.2.5 Atividade antimicrobiana

O uso de antibidticos na medicina moderna levou a reducédo da
mortalidade infantil, além de aumentar a expectativa de vida. Apesar
disso, infecgdes causadas por bactérias multirresistentes tem aumentado
muito, elevando consequentemente a frequéncia de infeccdes intrataveis.
Neste sentido, a descoberta e desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos podem ser uma saida para contornar ou neutralizar os
mecanismos de resisténcia (BLAIR et al., 2014).

O termo “antibidtico” foi inserido em 1942 por Selman A.
Waksman, que se referiu originalmente a qualquer produto antagonista ao
crescimento de micro-organismos. Atualmente o termo “antibidtico”
descreve qualquer composto capaz de matar (bactericida) ou de inibir o
crescimento (bacteriostatico) de bactérias (HUGHES, 2010).

Muitos dos antibidticos em uso hoje em dia sdo derivados de
produtos naturais. O oceano abrange uma ampla variedade de organismos
e a dgua do mar abriga cerca de 10¢ células bacterianas e 10° células
fangicas por milimetro cibico. Além disso, muitos dos organismos
marinhos possuem populagdes de micro-organismos na superficie ou até
mesmo dentro de seus tecidos (HUGHES, 2010). Em estudos realizados
com algas de diversas espécies, foram isolados inmeros compostos com
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atividade antimicrobiana (ALGHAZEER, 2013; AL-SAIF et al., 2014;
DEMIREL etal., 2009; MANCINI etal., 2007), inclusive compostos com
atividade frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) (IANNOU et al., 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar investigacdo quimica de algas pardas do Atlantico Sul
Brasileiro, a partir de coletas realizadas no ambito dos Projetos Sisbiota-
Mar e ProspecMar-1lhas, selecionadas com base em triagem de atividades
bioldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar triagem de atividade antioxidante e antimicrobiana em
extratos de algas pardas coletadas em diferentes pontos do litoral
brasileiro;

e Isolar metabdlitos secundarios presentes nos extratos
selecionados, através de fracionamento por métodos
cromatograficos;

e Elucidar estruturalmente ou identificar metabdlitos isolados,
através de métodos espectroscopicos;

e Encaminhar os compostos isolados considerados promissores
para avaliacdo de atividades bioldgicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

A investigacdo quimica foi realizada no Laboratorio de Pesquisa
em Produtos Naturais do CIF/CCS/UFSC e na Diviséo de Farmacognosia
e Quimica de Produtos Naturais da Universidade de Atenas, incluindo os
experimentos de extracdo, fracionamento, isolamento e purificagdo de
COMpOstos.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
obtidos inicialmente através de parceria com os professores Dr. Vassilios
Roussis (Divisdo de Farmacognosia e Quimica de Produtos Naturais) da
Universidade de Atenas e Dr.2 Alessandra Leda Valverde (Instituto de
Quimica) da Universidade Federal Fluminense. Alguns espectros foram
obtidos em dezembro/2015 e janeiro/2016 no Laboratério do
CIF/CCS/UFSC.

As avaliacbes das atividades biol6gicas foram realizadas na
Fundacdo Universidade Regional de Blumenau (determinacdo do
potencial redutor) através de parceria com a Prof.2 Dr.2 Michele Debiasi
Alberton (Laboratdrio de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais) e
no Instituto Butantan (atividade antimicrobiana), sob a responsabilidade
da Dr.2 Mércia Regina Franzolin.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Material vegetal

Para triagem de atividade bioldgica foram coletadas dezenas de
amostras no ambito dos projetos Sishiota-Mar e PropecMar-Ilhas (ver
dados de coletas nas Tabelas 16 e 17 dos itens 4.2.1 e 4.2.2,
respectivamente).

A amostra de C. cervicornis utilizada para a investigacao quimica
foi coletada em agosto de 2012 na Pedra do Paraiso, Ceara e a amostra de
D. mertensii foi coletada em agosto de 2014 na llha da Trindade (Figura
7). Ambas foram identificadas pelo Prof. Dr. Paulo Horta
(BOT/CCB/UFSC) e uma exsicata de cada espécie ¢ mantida no Herbario
do Departamento de Boténica da UFSC (FLOR 54464 e FLOR 58465).
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Figura 7. Locais das coletas dos materiais de C. cervicornis (1) e D. mertensii
(2) utilizados para a investigagdo quimica.

¢ Ssuriname

Fonte: Google Earth™
3.1.2 Solventes, adsorventes e reagentes

Os solventes utilizados para extracdo, analise por cromatografia
em camada delgada (CCD) e fracionamento cromatografico foram de
grau analitico, de procedéncia Synth®, Lafar® e Vetec®. Foi utilizado gel
de silica 60 de procedéncia Vetec®, com tamanho de particulas na faixa
de 0,04-0,063 mm e resina Sephadex® LH20 como fase estacionaria nos
procedimentos cromatograficos. Na extracdo em fase sélida (EFS) foi
utilizado cartucho Chromafix® pequeno da marca Macherey-Nagel e
seringa preenchida com gel de silica 60. Para cromatografia liquida de
média pressdo (CLMP) foi utilizada coluna de 23 cm x 15 mm, preenchida
com gel de silica 60. Para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foi utilizada coluna de silica Supelcosil®, nas dimensdes de 25 cm x 10
mm, com tamanho de particula de 5 pm e solventes de grau de pureza
HPLC.

Para CCD foram utilizadas cromatoplacas de aluminio com gel de
silica 60 Fzs4, das marcas Macherey-Nagel® e Sigma Aldrich®. Como
agentes reveladores foram utilizadas luz ultravioleta em 254 e 366 nm,
solucbes de acido sulfurico a 10% e solugdo de anisaldeido-sulfirico,
preparadas com reagentes de grau analitico.

Para a obtencgdo de espectros de RMN e massas foram utilizados
os solventes cloroférmio deuterado (CDCls) e benzeno deuterado
(benzeno-de).
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3.1.3 Equipamentos

Os extratos e as fragdes obtidas nos procedimentos
cromatograficos foram concentrados em rotaevaporador da marca
Blichi®. Para o fracionamento, utilizaram-se colunas abertas ou sistema
de CLMP SEPACORE/Syncore®. A purificacdo final das substancias,
guando necessaria, foi realizada através de CLAE utilizando
cromatografo modelo Pharmacia LKB 2252 equipado com detector de
indice de refracdo RI-Shodex-102 ou cromatografo modelo Shimadzu
SPD-10AV equipado com detector de ultravioleta SCL-10A. As placas
de CCD foram reveladas sob luz ultravioleta (254 nm e 366 nm) em
camara de revelacdo modelo Prodicil® VA 50.

Os espectros de RMN foram obtidos em equipamentos Bruker
dos modelos AC 200, Fourier 300 e DRX 400. Os espectros de massas de
baixa resolugdo foram adquiridos em equipamento Hewlett Packard 5973.

3.2 METODOS
3.2.1 Coleta e obtencéo dos extratos

As coletas foram realizadas por colaboradores de varias
universidades, através dos projetos Sishiota-Mar e ProspecMar-llhas,
com equipamentos de mergulho auténomo, em profundidades de até 30
metros. A conservacdo dos materiais foi feita em &gua do mar, sendo
entdo removidas epifitas e outros organismos e, em seguida, 0s materiais
foram secos sob ar frio.

O material vegetal seco foi rasurado e 0s extratos brutos obtidos
por sucessivas maceracdes de todas as partes da alga com mistura de
diclorometano e metanol na proporc¢éo 2:1, em temperatura ambiente, por
um periodo de sete dias. Os extratos obtidos foram concentrados em
rotaevaporador, sob pressdo reduzida, em temperatura inferior a 40 °C.

3.2.2 Procedimentos de fracionamento

Para o fracionamento foram selecionados os extratos brutos que
apresentaram rendimento, perfil cromatografico e resultados de atividade
bioldgica (ver itens 4.2.1 e 4.2.2) mais promissores. O fracionamento dos
extratos brutos e fracGes foi realizado através de sucessivas separagdes
cromatogréaficas sobre gel de silica 60 e a eluicdo foi realizada geralmente
por gradiente, com eluentes de polaridade crescente. Para o primeiro
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fracionamento utilizou-se cromatografia liquida a vacuo (CLV),
selecionando-se as fracbes viaveis para dar continuidade ao
fracionamento (em funcdo do rendimento e perfil cromatografico em
CCD). Para os demais fracionamentos, foram utilizadas cromatografia
liquida de média pressdao (CLMP) e cromatografia em coluna aberta
(CCA). Para algumas fragdes a separacdo cromatogréafica foi realizada por
exclusdo, utilizando-se a resina Sephadex® LH20 em CCA. A purificacdo
final de metabdlitos, quando necessaria, foi realizada por EFS e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em cada etapa foram
utilizados eluentes com polaridade otimizada, através da realizacdo de
sucessivos testes em CCD, com vistas & melhoria da resolucéo.

As fragdes obtidas durante os fracionamentos foram reunidas de
acordo com a semelhanca observada em CCD e foram nomeadas da
seguinte forma: Xy a Xz, onde “X” corresponde ao nome da coluna, e “y”
e “X” aos limites do intervalo de fragGes reunidas.

3.2.2.1 CLV do extrato bruto de C. cervicornis — CLVCC

O extrato bruto de C. cervicornis (2,4 g) foi submetido a CLV
(CLVCC) empregando gradiente de polaridade crescente com o0s
solventes hexano e acetato de etila (Tabela 1). Cada fra¢do foi coletada
em frasco separado, obtendo-se um total de 20 fracfes, chamadas de
CLV1 a CLV20. As fragdes consideradas mais promissoras em funcéo
dos rendimentos e perfis cromatograficos foram selecionadas para dar
continuidade ao fracionamento. O fracionamento que resultou em
substancias isoladas esta esquematizado na Figura 8. Os procedimentos
cromatogréaficos que ndo resultaram em isolamento de compostos podem
ser vistos no Apéndice A.

Tabela 1. Esquema de solventes utilizados na CLVCC.

Fracdes Fase movel Volume (mL)
CLV1 n-Hex 100% 500
CLV2 n-Hex 95:5 AcOEt 200

CLV3-4 n-Hex 9:1 AcOEt 2x100

CLV5-6 n-Hex 85:5 AcOEt 2 %100

CLV7-9 n-Hex 8:2 AcOEt 100

CLV10-12 n-Hex 7:3 AcOEt 3 x100

CLV13 n-Hex 6:4 AcOEt 100

CLV14-16 n-Hex 1:1 AcOEt 3 x100
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3.2.2.1.1 CCA da fragdo CLV9 — Coluna A

A fracdo CLV9 (198,8 mg) foi submetida a separagédo
cromatogréafica em coluna aberta (Coluna A), em que foram utilizadas
como fase moével misturas de ciclohexano com proporc@es crescentes de
isopropanol (Tabela 2). Obtiveram-se 117 fracGes que foram agrupadas,
em funcédo da sua semelhanca cromatografica em CCD, em oito fragdes,
chamadas de CA1 a CA8 (Figura 8).

Tabela 2. Esquema de solventes utilizados na Coluna A.

Fracdes Fase movel Volume (mL)
coletadas

1-3 c-Hex 100% 100
4-24 c-Hex 98,5:1,5 iPOH 100
25-44 c-Hex 98,3:1,7 iPOH 100
45-64 c-Hex 97:3 iPOH 100
65-109 c-Hex 96:4 iPOH 400
110-118 MeOH 100% 100

3.2.2.1.1.1 CLMP da fragcdo CA6 — Coluna E

A fragcdo CAB6 (fracBes 85 a 100, com rendimento de 132,6 mg)
foi submetida a fracionamento por CLMP (Coluna E), utilizando-se
misturas dos solventes hexano e acetato de etila de polaridade crescente
como fase mdvel (Tabela 3), com fluxo de 1 mL/min.

Tabela 3. Esquema de solventes utilizados na Coluna E.

Fracdes Fase movel Volume (mL)
coletadas
1 n-Hex 100% 35
2-4 n-Hex 98:2 AcOEt 20
5-13 n-Hex 95:5 AcOEt 40
14-25 n-Hex 93:7 AcOEt 60
26-47 n-Hex 9:1 AcOEt 100
48-63 n-Hex 87:13 AcOEt 80
64-75 n-Hex 85:15 AcOEt 60
76-84 n-Hex 8:2 AcOEt 40
85-93 n-Hex 7:3 AcOEt 40
94-99 n-Hex 1:1 AcOEt 30
100-102 AcOEt 100% 10

103-104 MeOH 100% 10
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Foram obtidas 104 fragdes com volumes de 5 mL/fracdo,
reunidas em funcdo do perfil cromatografico em 18 fraces, chamadas de
CE1 a CE18 (Figura 8).

3.2.2.1.1.1.1 CLAE da fracdo CE6 — CLAE 6

A fracdo CE6 (fragdes 52 a 55, com rendimento de 5,1 mg) foi
purificada por CLAE (CLAE 6), utilizando eluicdo isocratica de
ciclohexano e acetato de etila na propor¢do 95:5. Foram obtidas sete
fragdes duas fragdes, chamadas de CE6A e CE6B (Figura 8).

3.2.2.1.1.1.2 CLAE da fragdo CE7 — CLAE 7

Para a fracdo CE7 (fragdes 56 a 63, com rendimento de 7,5 mg)
foi empregada CLAE (CLAE 7), com sistema isocratico de eluicdo,
utilizando os solventes ciclohexano e acetato de etila na propor¢do de
95:5. Foram obtidas trés fra¢6es, codificadas como CE7A a CE7C (Figura
8).

3.2.2.1.1.1.3 CLAE da fragdo CE8-9 — CLAE 8

A fracdo CE8-9 (fracdes 64 a 72, com rendimento de 10,8 mg)
foi purificada utilizando-se CLAE (CLAE 8), com eluicdo isocratica na
proporcao de 95:5 com os solventes ciclohexano e acetato de etila. Foram
obtidas trés fracdes, denominadas CE8-9A a CE8-9C (Figura 8).

3.2.2.1.1.1.4 CLAE da fragdo CE14 — CLAE 2

A fracdo CE14 (fracdo 89, com rendimento de 1,0 mg) foi
purificada com o uso de CLAE (CLAE 2), utilizando-se como fase movel
a mistura de ciclohexano e acetato de etila na proporc¢do de 9:1. Foram
obtidas duas fracdes, chamadas de CE14A a CE14B (Figura 8).

3.2.2.1.1.1.5 CLAE da fragdo CE15 - ESF 1 e CLAE 1

A fragdo CE15 (fragfes 90 a 93, com rendimento de 6,1 mg) foi
submetida inicialmente a EFS (EFS 1), utilizando-se como fase movel
misturas dos solventes ciclohexano e acetato de etila, nas proporg¢des 95:5
e 9:1 (10 mL de cada) e 20 mL de acetato de etila. Foram obtidas trés
fragdes, chamadas de CE15A a CE15C. A fracdo CE15A (2,1 mg) foi
purificada por CLAE (CLAE 1), utilizando ciclohexano e acetato de etila



53

na proporcdo 9:1. Foram obtidas trés fragdes, chamadas de CE15A1 e
CE15A3 (Figura 8).

3.2.2.1.2 CLMP da fra¢do CLV11 — Coluna C

A fracdo CLV11 (309,2 mg) foi submetida a CLMP (Coluna C),
utilizando-se como fase movel misturas de polaridade crescente dos
solventes hexano e acetato de etila (Tabela 4), com fluxo de 1,5 mL/min.
O fracionamento originou 149 fragdes, com volume de 5 mL/fracdo, que
foram reunidas de acordo com a semelhanca cromatografica em 16
fracBes, denominadas CC1 a CC16 (Figura 8).

Tabela 4. Esquema de solventes utilizados na Coluna C.

Fracoes Fase movel Volume (mL)
coletadas

1 n-Hex 100% 65
2-9 n-Hex 95:5 AcOEt 30
10-24 n-Hex 9:1 AcOEt 50
25-40 n-Hex 87:13 AcOEt 60
41-63 n-Hex 86:14 AcOEt 60
64-80 n-Hex 85:15 AcOEt 60
81-97 n-Hex 8:2 AcOEt 80
98-103 n-Hex 7:3 AcOEt 20
104-130 n-Hex 1:1 AcOEt 90
131-158 AcOEt 100% 20

3.2.2.1.2.1 CCA da fracdo CC10 — Coluna F

A fragdo CC10 (fracbes 110 a 117, com rendimento de 54,8 mg)
foi submetida & CCA (Coluna F), utilizando como fase mével eluentes de
polaridade crescente preparados com os solventes ciclohexano e acetato
de etila (Tabela 5). Foram obtidas 64 fracdes, reunidas de acordo com o
perfil cromatografico em 12 fragdes, codificadas como CFl1 a CF12
(Figura 8).
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Tabela 5. Esquema de solventes utilizados na Coluna F.

FracOes Fase moével Volume (mL)
coletadas

1 c-Hex 100% 50
2-5 c-Hex 95:5 AcOEt 50
6-30 c-Hex 9:1 AcOEt 300
31-35 c-Hex 85:15 AcOEt 50
36-44 c-Hex 8:2 AcOEt 100
45-49 c-Hex 7:3 AcOEt 50
50-54 c-Hex 1:1 AcOEt 50
55-63 AcOEt 100% 100
64 MeOH 100% 100

3.2.2.1.2.1.1 CLAE da fragdo CF5 - CLAE 9

A fragdo CF5 (fragbes 27 a 29, com rendimento de 5,0 mg) foi
purificada por CLAE (CLAE 9), utilizando-se ciclohexano e acetato de
etila na proporgdo de 9:1. Foram obtidas quatro fragdes, chamadas de
CF5A a CF5D (Figura 8).

3.2.2.1.2.1.2 CLAE da fragdo CF7 — CLAE 10

A fracdo CF7 (fracbes 33 a 38, com rendimento de 4,4 mg) foi
purificada por CLAE (CLAE 10), empregando-se ciclohexano e acetato
de etila na proporcao de 9:1. Foram obtidas quatro frages, denominadas
CF7A a CF7B (Figura 8).

3.2.2.1.2.2 CCA da fragdo CC11 — Coluna G

A fracdo CC11 (fragdes 118 a 122, com rendimento de 85,2 mg)
foi fracionada utilizando-se CCA (Coluna G), empregando eluentes de
polaridades crescentes, preparados através de misturas dos solventes
ciclohexano e acetato de etila (Tabela 6). Foram obtidas 63 fracdes,
reunidas de acordo com o perfil cromatografico em 11 fragdes, sendo
chamadas de CG1 a CG11 (Figura 8).
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Tabela 6. Esquema de solventes utilizados na Coluna G.

Fracdes Fase movel Volume (mL)
coletadas

1 c-Hex 95:5 AcOEt 100
2-32 c-Hex 9:1 AcOEt 350
33-37 c-Hex 85:15 AcOEt 50
38-42 c-Hex 8:2 AcOEt 50
43-47 c-Hex 7:3 AcOEt 50
48-57 c-Hex 1:1 AcOEt 100
58-62 AcOEt 100% 50

63 MeOH 100% 50

3.2.2.1.2.3 CCA da fragdo CC14 — Coluna H

Para o fracionamento da fracdo CC14 (132 a 134, com
rendimento de 46,8 mg), utilizou-se CCA (Coluna H), com um sistema
de gradiente de polaridade crescente, empregando-se 0s solventes
ciclohexano e acetato de etila (Tabela 7). Foram obtidas 40 fracGes, que
foram reunidas em fungéo da semelhanga cromatogréafica em 12 fragdes,
codificadas como CH1 a CH12 (Figura 8).

Tabela 7. Esquema de solventes utilizados na Coluna H.

Fracdes Fase movel Volume (mL)
coletadas

1 c-Hex 100% 100
2-7 c-Hex 8:2 AcOEt 100
8-10 c-Hex 75:25 AcOEt 50
11-23 c-Hex 7:3 AcOEt 200
24-29 c-Hex 6:4 AcOEt 100
30-35 c-Hex 1:1 AcOEt 100
36-39 AcOEt 100% 100
40 MeOH 100% 50

3.2.2.1.2.3.1 CLAE da fracdo CH4 — CLAE 12

A purificacéo da fragdo CH4 (fragbes 9 a 11, com rendimento de
4,6 mg) foi realizada através de CLAE (CLAE 12), sendo empregada
mistura dos solventes ciclohexano e acetato de etila na proporcéo de 8:2.
Foram obtidas duas fragdes, denominadas CH4A e CH4B (Figura 8).
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3.2.2.1.3 CLMP da fra¢do CLV14 — Coluna D

A fracdo CLV14 (100,4 mg) foi fracionada utilizando-se CLMP
(Coluna D) e a eluicdo foi realizada por gradiente, com misturas de
solventes de polaridade crescente, empregando os solventes ciclohexano
e acetato de etila (Tabela 8). Foram obtidas 97 fracOes, que foram
reunidas em 11 fracdes de acordo com o perfil cromatogréfico,
denominadas CD1 a CD11 (Figura 8).

Tabela 8. Esquema de solventes utilizados na Coluna D.

FracOes Fase mdvel Volume (mL)
coletadas

1 c-Hex 100% 35
2-4 c-Hex 95:5 AcOEt 20
5-9 c-Hex 95:5 AcOEt 20
10-21 c-Hex 87:13 AcOEt 60
22-35 c-Hex 86:14 AcOEt 80
36-54 c-Hex 85:15 AcOEt 100
55-69 c-Hex 84:16 AcOEt 80
70-83 c-Hex 8:2 AcOEt 60
84-92 c-Hex 1:1 AcOEt 60
93-95 AcOEt 100% 20
96-97 MeOH 100% 20

3.2.2.1.3.1 CCA da fragcdo CD8 — Sephadex 2

A fragdo CD8 (fracdes 71 a 74, com rendimento de 4,5 mg) foi
purificada utilizando-se cromatogréafica de exclusdo (Sephadex 2), com
Sephadex® LH20 como fase estacionaria e os solventes diclorometano e
metanol, na proporcdo de 1:1 como fase moével. Foram obtidas nove
fracBes, reunidas de acordo com o perfil cromatografico em quatro
fracBes, denominadas CD81 a CD84 (Figura 8).



Figura 8. Esquema geral do fracionamento de C. cervicornis que resultou no isolamento de compostos.
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3.2.2.2 CLV do extrato bruto de D. mertensii - CLVDM

O extrato bruto de D. mertensii (4,9 g) foi submetido a CLV com
gel de silica 60. Como fase movel, foi utilizado um gradiente de
polaridade crescente com os solventes hexano, acetato de etila e metanol
(Tabela 9). Cada fracéo foi coletada em frasco separado, obtendo-se um
total de 18 fragOes, chamadas de CLV1 a CLV18. As fracBes mais
promissoras, em funcdo dos rendimentos e perfis cromatograficos foram
selecionadas para dar continuidade ao fracionamento, que sera descrito
abaixo. O esquema geral do fracionamento que resultou em substancias
isoladas estd na Figura 9 e os procedimentos cromatograficos que nédo
resultaram em isolamento de compostos ndo serdo descritos abaixo, mas
podem ser vistos no Apéndice B.

Tabela 9. Esquema de solventes utilizados na CLVDM.

Fracdo Fase movel Volume (mL)
CLV1 n-Hex 100% 300
CLV2 n-Hex 95:5 AcOEt 200
CLV3 n-Hex 9:1 AcOEt 200
CLV4-5 n-Hex 85:15 AcOEt 2 x 100
CLV6-7 n-Hex 8:2 AcOEt 2x100
CLVS8-10 n-Hex 7:3 AcOEt 3x100
CLV11-12 n-Hex 6:4 AcOEt 2x 100
CLV13 n-Hex 1:1 AcOEt 300
CLV14 n-Hex 3:7 AcOEt 100
CLV15 n-Hex 2:8 AcOEt 100
CLV16 AcOEt 100% 100
CLV17 MeOH 100% 100
CLV18 MeOH 1:1 H,0 200

3.2.2.2.1 CCA da fracdo CLV9-10 — Coluna A

A fracdo CLV9-10 (279,3 mg) foi fracionada utilizando-se CCA
(Coluna A), empregando eluentes de polaridades crescentes, preparados
através de misturas dos solventes ciclohexano e acetato de etila (Tabela
10). Foram obtidas 114 fracfes, reunidas de acordo com o perfil
cromatografico em 21 fracdes, sendo chamadas de CA1 a CA21 (Figura
9).



Tabela 10. Esquema de solventes utilizados na Coluna A.

Fracdo Fase moével Volume (mL)
1 c-Hex 100% 100
2 c-Hex 95:5 AcOEt 75
3-13 c-Hex 9:1 AcOEt 250
14-19 c-Hex 85:15 AcOEt 100
20-46 c-Hex 8:2 AcOEt 150
47-55 c-Hex 75:25 AcOEt 50
6-64 c-Hex 7:3 AcOEt 50
64-73 c-Hex 65:25 AcOEt 50
74-82 c-Hex 6:4 AcOEt 50
83-91 c-Hex 1:1 AcOEt 50
92-100 AcOEt 100% 50
101-109 MeOH 100% 50
110-114 MeOH 1:1 H,0 50
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3.2.2.2.2 CCA da fracdo CLV4 — Coluna C

A fracdo CLV4 (443,4 mg) foi submetida a cromatografia liquida
em coluna aberta (Coluna C), utilizando-se misturas dos solventes
ciclohexano e acetato de etila, em gradiente de polaridade crescente
(Tabela 11).

Tabela 11. Esquema de solventes utilizados na Coluna C

Fracdes Fase mdvel Volume (mL)
coletadas
1-21 c-Hex 95:5 AcOEt 300
22-29 c-Hex 94:6 AcOEt 200
30-43 c-Hex 93:7 AcOEt 250
44-67 c-Hex 92:8 AcOEt 400
68-82 c-Hex 91:9 AcOEt 300
83-98 c-Hex 9:1 AcOEt 350
99-113 c-Hex 88:12 AcOEt 300
114-127 c-Hex 85:15 AcOEt 300
128-143 c-Hex 82:18 AcOEt 300
144-156 c-Hex 8:2 AcOEt 350
157-169 c-Hex 75:25 AcOEt 300
170-183 c-Hex 7:3 AcOEt 300
184-194 c-Hex 65:35 AcOEt 200
195-204 c-Hex 6:4 AcOEt 200
205-222 c-Hex 1:1 AcOEt 320
223-258 c-Hex 3:7 AcOEt 200
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O fracionamento originou 258 fragdes que foram reunidas de
acordo com a semelhanga cromatografica em 21 fracfes, que foram
denominadas CC1 a CC21 (Figura 9).

3.2.2.2.2.1 CLAE da fracdo CC5 - CLAE 1

A fracdo CC5 (fragdes 66 a 74, com rendimento de 26,7 mg) foi
submetida inicialmente a extracdo em fase solida (ESF 1), utilizando a
mistura dos solventes ciclohexano e acetato de etila na proporgédo 93:7 e
acetato de etila 100%. Foram obtidas duas fracdes, chamadas de CC5A e
CCS5B. A fragdo CC5A (10,6 mg) foi purificada por CLAE (CLAE 1),
utilizando eluicdo isocratica de ciclohexano e acetato de etila na
propor¢do 93:7. Foram obtidas cinco fragfes, chamadas de CC5A1 a
CC5AS5 (Figura 9).

3.2.2.2.2.2 CLAE da fragéo CC9 — CLAE 3

A purificacdo da fragdo CC9 (fracdes 99 a 104, com rendimento de 11,5
mg) foi realizada através de CLAE (CLAE 3), sendo empregada mistura
dos solventes ciclohexano e acetato de etila na proporgéo de 88:12. Foram
obtidas quatro fragdes, chamadas de CC9A a CC9D (Figura 9).

3.2.2.2.2.3 CLAE da fragdo CC10 — CLAE 2

Para a fragdo CC10 (fragdes 105 a 111, com rendimento de 8,8
mg) foi empregada CLAE (CLAE 2), com sistema isocratico de eluicéo,
utilizando os solventes ciclohexano e acetato de etila na proporcéo de
88:12. Foram obtidas cinco fragGes, codificadas como CC10A a CC10E
(Figura 9).

3.2.2.2.2.4 CLAE da fracdo CC17 — CLAE 7

A fracdo CC17 (fracBes 182 a 194 com rendimento de 13,6 mg)
foi purificada por CLAE (CLAE 7), utilizando eluicéo isocratica com
ciclohexano e acetato de etila na propor¢do 9:1. Foram obtidas dez
fracGes, reunidas de acordo com o perfil cromatografico em trés fragdes,
chamadas de CC17A a CC17C (Figura 9).
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3.2.2.2.3 CCA da fragédo CLV5 — Coluna E

A fracdo CLV5 (229,1 mg) foi fracionada por CCA (Coluna E),
utilizando gradiente de polaridade crescente, preparado com ciclohexano
e acetato de etila (Tabela 12). Foram obtidas 157 fracOes, reunidas de
acordo com a semelhanca cromatografica em 25 frages, chamadas de
CE1 a CE25 (Figura 9).

Tabela 12. Esquema de solventes utilizados na Coluna E.

Fracoes Fase moével Volume (mL)
coletadas
1-30 c-Hex 9:1 AcOEt 300
31-42 c-Hex 89:11 AcOEt 200
43-69 c-Hex 88:12 AcOEt 200
70-88 c-Hex 87:13 AcOEt 250
89-97 c-Hex 86:14 AcOEt 100
98-106 c-Hex 85:15 AcOEt 100
107-115 c-Hex 8:2 AcOEt 100
116-124 c-Hex 7:3 AcOEt 150
125-131 c-Hex 6:4 AcOEt 100
132-143 c-Hex 1:1 AcOEt 150
144-150 c-Hex 3:7 AcOEt 100
151-157 AcOEt 100% 100

3.2.2.2.3.1 CLAE da fracdo CE5 — CLAE 6

A fracdo CE5 (frages 18 a 23, com rendimento de 5,1 mg) foi
purificada com o uso de CLAE (CLAE 6), utilizando-se como eluente
ciclohexano e acetato de etila na propor¢éo de 9:1. Foram obtidas quatro
fragdes, chamadas de CE5A a CE5D (Figura 9).

3.2.2.2.4 CCA da fragdo CLV6 — Coluna G

A fracdo CLV6 (267,2 mg) foi submetida a CCA (Coluna G),
utilizando como eluente um gradiente com polaridade crescente,
empregando-se 0s solventes hexano e acetato de etila (Tabela 13). Foram
obtidas 81 fraces, reunidas em funcéo do perfil cromatografico em nove
fragdes, codificadas como CG1 a CG9 (Figura 9).
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Tabela 13. Esquema de solventes utilizados na Coluna G.

FracOes Fase movel Volume (mL)
coletadas

1-39 n-Hex 9:1 AcOEt 500
40-47 n-Hex 85:15 AcOEt 100
48-55 n-Hex 8:2 AcOEt 100
56-63 n-Hex 7:3 AcOEt 100
64-71 n-Hex 1:1 AcOEt 100
72-80 AcOEt 100% 100

81 MeOH 100% 100

3.2.2.2.4.1 CLAE da fracdo CG10 — CLAE 13

A fracdo CG10 (fragdes 35-37, com rendimento de 2,6 mg) foi
purificada por CLAE (CLAE 13), utilizando como eluente os solventes
ciclohexano e acetato de etila na proporcdo 85:15. Foram obtidas trés
fragdes, CG10A a CG10C (Figura 9).

3.2.2.2.5 EFS da fracdo CLV11 —EFS 3e CLAE5

A fracdo CLV11 (128,9 mg) foi submetida inicialmente a EFS
(EFS 3) utilizando-se uma seringa preenchida com silica gel 60 e como
fase movel diferentes misturas dos solventes ciclohexano e acetato de
etila, com polaridades crescentes (Tabela 14). Foram obtidas 11 fracdes,
chamadas de CLV11A a CLV11L (Figura 9). Com a fracdo CLV11D
(17,5 mg) foi realizada CLAE (CLAE 5), utilizando-se uma mistura dos
solventes ciclohexano e acetato de etila na proporgdo 75:25. Foram
obtidas seis fra¢cdes, denominadas CLV11D1 a CLV11D6 (Figura 9).

Tabela 14. Esquema de solventes utilizados na EFS 3

Fracéo Fase movel Volume (mL)
1 c-Hex 9:1 AcOEt 30
2 c-Hex 85:15 AcOEt 30
3 c-Hex 8:2 AcOEt 30
4 c-Hex 75:25 AcOEt 30
5 c-Hex 7:3 AcOEt 30
6 c-Hex 65:25 AcOEt 30
7 c-Hex 6:4 AcOEt 30
8 c-Hex 55:45 AcOEt 30
9 c-Hex 1:1 AcOEt 30
10 c-Hex 25:75 AcOEt 30
11 AcOEt 100% 30




Figura 9. Esquema geral do fracionamento de D. mertensii que resultou no isolamento de compostos.
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3.2.3 Identificagdo ou elucidagéo estrutural

A identificacdo ou elucidacdo estrutural dos metabolitos isolados
foi realizada através da obtencdo e analise de espectros de tH RMN e 13C
RMN, em experimentos uni- e bidimensionais, além da consulta a base
de dados MarinLit®. Os espectros foram calibrados através do sinal
correspondente ao residual de hidrogénio do solvente utilizado para a
andlise e, quando presente, através do sinal do tetrametilsilano (TMS).
Quando possivel, também foram obtidos espectros de massas e 0s dados
obtidos foram comparados com os de compostos semelhantes, publicados
na literatura.

3.2.4 Determinacéo do potencial redutor

Para avaliagdo da atividade antioxidante, foi realizada a
determinacdo do potencial redutor como um método de triagem, com
diferentes amostras de extratos de algas pardas (ver Tabela 16, item
4.2.1). Para o ensaio foi preparada uma solucdo de cada amostra (solucdes
amostra), através da diluicdo das mesmas em metanol (1 mg/mL) e o
ensaio foi realizado em triplicata. Este ensaio foi baseado no método de
Price e Butler, proposto por Waterman e Mole (1994). A 100 pL da
amostra foram adicionados 8,5 mL de 4gua destilada e 1,0 mL da solucéo
de FeClz 0,1 M, e, ap6s 3 minutos, 1,0 mL da solucéo de ferrocianeto de
potassio 0,08 M. Apo6s 15 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia
da solucéo em espectrofotdmetro a 720 nm. Utilizou-se como branco uma
solucdo preparada da mesma forma, porém substituindo-se a amostra por
100 pL de metanol. Uma curva de calibracdo foi feita utilizando-se
solucdo de &cido ascdrbico diluido em metanol, obtendo-se a seguinte
equacdo da reta: y = 0,0019x + 0,0698, r> = 0,9967. O potencial redutor
das amostras foi expresso em mg de acido ascdrbico/g de amostra (mg de
AA/g de extrato).

Os resultados obtidos foram organizados e analisados por
estatistica descritiva e foi utilizada analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey-Kramer (para a = 0,05) para comparagio entre
médias (IBM SPSS Statistics®).

3.2.5 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Os extratos de algas pardas (ver Tabela 17, item 4.2.2) foram
testados frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 90112,
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utilizando a metodologia de microdiluicdo em caldo em placas de ELISA
de 96 pocgos de fundo chato. Foram colocados 50 pL dos extratos na
concentracdo de 2 mg/mL por poco e em seguida, foram aplicados 50 pL
de Caldo Mueller-Hinton contendo 10°® UFC/L de cada bactéria. A
concentracdo final bacteriana foi de 5 x 10° UFC/mL (RANGEL et al.,
2011) e a concentracdo dos extratos foi de 1 mg/mL. A placa foi vedada
com parafilme e incubada a 37 °C por 18 horas e, em seguida, foram
realizadas as leituras das densidades dpticas (DO) a 595 nm em leitor de
ELISA Multiskan®EX (Thermo Fisher Scientific, EUA) para avaliacéo
da atividade antimicrobiana. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano, observados através
da comparagdo do valor da DO das amostras com o controle, que foi
preparado da mesma forma que os testes, porém sem adicao de extratos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS BRUTOS

Os rendimentos obtidos para os extratos que foram analisados
de C. cervicornis (C2) e D. mertensii (D5) estdo dispostos na Tabela 15.

Tabela 15. Rendimentos dos extratos brutos obtidos a partir das espécies
estudadas.

Massa da alga Extrato

Espécie seca (9) bruto

g (%)*
C. cervicornis (C2) 29,0 2,4 (8,28)
D. mertensii (D5) 54,9 4,9 (8,92)

* Calculados em g/100 g de alga seca utilizada na extracao.

Na sequéncia serdo apresentados os resultados de atividades
bioldgicas e, logo apds, a elucidacdo estrutural das substancias isoladas.

4.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS EXTRATOS

Os extratos testados para atividade antioxidante foram obtidos a
partir de coletas realizadas no ano de 2012 e os extratos testados para
atividade antimicrobiana foram obtidos no ano de 2014. Uma vez que as
atividades bioldgicas foram realizadas conforme disponibilidade dos
grupos parceiros, nao foi possivel obter resultados de ambas as atividades
para todos 0s extratos.

4.2.1 Determinac&o do potencial redutor

A determinacdo do potencial redutor, utilizando o método de
Price e Butler, proposto por Waterman e Mole (1994) é realizada a partir
da deteccdo de um complexo azul Fes[Fe(CN)s]s. O complexo é formado
a partir da oxidacdo de hidroxilas fendlicas (presentes nos compostos e
extratos vegetais) e reducdo de ions férricos (adicionados a solugdo na
forma de FeCls) para ions ferrosos, com o reagente ferrocianeto de
potassio (WATERMAN; MOLE, 1994). A partir da formacdo do
complexo, empregou-se uma curva de calibragdo com diversas
concentracBes de &cido ascorbico. Valores mais elevados significam
maior capacidade redutora. Os resultados obtidos para o ensaio estdo
descritos na Tabela 16.
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Balboa e colaboradores (2013) ressaltam que a propriedade
antioxidante dos extratos esta relacionada com fatores de variabilidade
natural (como os citados anteriormente) e outros de processamento do
material. Entre as etapas mais importantes do processamento do material
estdo a secagem e a selecdo do solvente para extracdo de compostos
ativos. Compostos fendlicos podem ser responsaveis por grande parte da
propriedade antioxidante dos extratos, devido a presenca e posicdo de
hidroxilas (SKERGET et al., 2005) e podem ser degradados durante a
secagem em forno ou estufa (BALBOA et al., 2013). Além disso, maiores
contetidos de compostos fendlicos sdo esperados nos extratos preparados
com metanol, etanol, acetona, acetato de etila, entre outros, ja que esses
compostos possuem caracteristica polar e tendem a ser extraidos mais
facilmente com aqueles solventes (ALOTHMAN; BHAT; KARIM,
2009).

Uma vez que fatores ambientais podem levar a uma
heterogeneidade de compostos de uma mesma espécie coletada em locais
diferentes, a avaliacdo de extratos diferentes espécies e, ainda, de
amostras de uma mesma espécie coletadas em locais diferentes foi
realizada, para que o extrato mais promissor fosse selecionado.

Os extratos coletados na costa do nordeste brasileiro
apresentaram maior potencial redutor quando comparados com oS
extratos obtidos na Ilha da Trindade, com destaque para: C1 (102,99 +
1,99), C2 (105,97 £ 0,80) e D4 (100,71 £ 1,10), os quais apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em relacdo aos demais
extratos analisados. Dessa forma, o extrato C2 foi selecionado para o
fracionamento cromatografico, motivado principalmente pelo resultado
do teste de potencial redutor, bem como o perfil cromatografico em CCD
e rendimento obtidos.

4.2.2 Determinacao da atividade antimicrobiana

Considerando que a producdo de metabdlitos bioativos esta
sujeita a variacdo sazonal e geogréafica (STENGEL; CONNAN; POPPER,
2011) a avaliacdo de extratos de diferentes espécies e, ainda, de extratos
de uma mesma espécie coletados em locais diferentes também foi
realizada em relacdo a atividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos (Tabela 17) demonstram que esta variacéo
realmente ocorre, uma vez que sdo observadas diferencas nos resultados
obtidos para extratos de uma mesma espécie coletados em diferentes
locais, além das diferencas entre as espécies.



Tabela 16. Resultados obtidos para extratos de algas pardas dos géneros Dictyota e Canistrocarpus no teste de potencial redutor.

- Local de coleta (rendimento) Data de - PR
Espécie coleta Cadigo (Mg AA/G)**
C. cervicornis Pedra do Marice — Ceara (593,2 mg) 21/04/2012 C1 102,99 + 1,992b
C. cervicornis Pedra do Paraiso — Ceara 20/08/2012 Cc2 105,97 + 0,802
(249)
C. cervicornis Ilha da Trindade — Espirito Santo* 18/06/2012 C3 56,68 + 1,33
(123,8 mg)
C. cervicornis Praia Orelhas - Ilha da Trindade — 25/06/2012 C4 37,73 +0,80
Espirito Santo* (485,5 mg)
C. cervicornis Praia Orelhas - Ilha da Trindade — 30/06/2012 C5 48,43 + 1,90
Espirito Santo* (698,3 mg)
C. cervicornis Tunel - llha da Trindade — Espirito 20/06/012 C6 52,47+ 1,10
Santo* (123,8 mg)
C. cervicornis Risca do Meio — Ceara 18/04/2012 Cc7 96,50 £ 0,61
(311,6 mg)
D. bartayresiana Ilha da Trindade — Espirito Santo 26/06/2012 D1 70,36 + 0,80°
(481,3 mg)
D. bartayresiana Pareddo - llha da Trindade — Espirito 26/06/2012 D2 69,31 +0,61°
Santo (512,0 mg)
D. mertensii Arraial d’Ajuda — Bahia (881,3 mg) 11.03.2012 D3 88,26 + 1,99
D. ciliolata Ilha Escalvada — Espirito Santo 28.03.2012 D4 100,71 +1,10°

(738,6 mg)

*Amostras dos mesmos locais foram coletadas em pontos diferentes. **PR: Potencial redutor (miligrama de acido
ascorbico/grama de extrato). Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo da média (n = 3). A presenga de
letras nas células indica que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo as amostras correspondentes (ANOVA
seguido do teste de Tukey-Kramer).
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Tabela 17. Resultados em porcentagem de inibicéo obtidos para extratos de algas pardas dos géneros Dictyota e
Canistrocarpus no teste de atividade antimicrobiana.

0L

. S. .
- E. coli C. albicans
Espécie Local (_Jle coleta Epoca de Codigo  ATCC aureus ATCC
(rendimento) coleta ATCC
25922 90112
25923
C. cervicornis Atol das Rocas, RN* 03/2015 C8 31,9 60,2 78,7
(1,929)
C. cervicornis Atol das Rocas, RN* 03/2015 C9 54,8 71,4 775
(2,00 g)
C. cervicornis Atol das Rocas, RN* 03/2015 C10 46,3 13,3 95,6
(1,439)
C. cervicornis Atol das Rocas, RN* 03/2015 C11 55,6 60,2 88,5
(0419)
C. cervicornis Sapata, Fernando de Noronha, PE* 11/2014 C12 73,7 96,3 88,1
(0,09 9)
C. cervicornis Cabras, Fernando de Noronha, PE* 11/2014 C13 79,0 69,3 99,4
(0,059)
C. cervicornis Fernando de Noronha, PE* 01/2015 Cil4 52,3 13,3 91,3
(0,06 g)
C. cervicornis  Praia da Calheta, 1lha da Trindade, ES* 08/2014 C15 99,6 73,5 60,4
(2,99 9)
C. cervicornis Pedra do Paraiso, CE 20/08/2012 C2 50,7 59,3 38,2
(249)
D. mertensii Ilha da Trindade, ES* 08/2014 D5 100,0 55,9 100,0
(4,9 mg)

*Amostras dos mesmos locais foram coletadas em pontos diferentes.
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D5 foi 0 extrato que apresentou os melhores resultados, sendo
selecionado para o fracionamento cromatogréfico por apresentar além de
um resultado de atividade antimicrobiana promissor, perfil
cromatogréafico e rendimento promissores.

Estudos realizados por outros pesquisadores mostraram que de
uma maneira geral, extratos de algas pardas sdo mais ativos contra
bactérias Gram positivas do que contra bactérias Gram negativas
(DEMIREL et al., 2009). No entanto, os resultados obtidos para alguns
dos extratos mostram o contrério, como é o caso do extrato considerado
mais promissor (D5).

4.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO
4.3.1 Canistrocarpus cervicornis (C2)

O fracionamento do extrato bruto de C. cervicornis (C2) que
levou ao isolamento de substancias foi realizado através de uma CLV,
seis CCA (sendo cinco em silica gel e uma em Sephadex® LH20), uma
EFS e oito CLAE (Figura 8). As fragdes utilizadas nos procedimentos de
fracionamento  foram  selecionadas por apresentarem  perfil
cromatogréfico e rendimento promissores.

A partir do fracionamento do extrato bruto de C. cervicornis
foram isoladas 16 substancias (Tabela 18), denominadas Ccl a Cc16.

Tabela 18. Compostos isolados do extrato de C. cervicornis

Substancia Identificacéo Quantidade (mg)
Ccl Acido graxo saturado 0,9
Ce2 4u-acetdxi-9p,14a-dihidroxidolasta- 4,1
1(15),7-dieno
Cc3 hidrocarboneto 5,8
Cea 4a-acetc')xi-14a-hid_roxido|asta-1(15),7,9- 0,9
trieno
Cch-Ccl6 N.I. 0,8a11,0
N.I. = Néo identificado (amostras encaminhadas a UFF, espectros ainda néo
recebidos).

A seguir serdo descritas a elucidacao/identificagéo estrutural e as
caracteristicas das substancias isoladas de C. cervicornis.
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4.3.1.1 Substancia Ccl

Cc1 foi obtida como um dleo de coloracdo amarelada da fracdo
CD82 (Sephadex 2), com rendimento de 0,9 mg. Apresenta-se na CCD
em Hex/AcOEt (8:2) como uma mancha em Rf 0,35; apés revelagdo com
anisaldeido sulfdrico adquire colocacdo roxa de imediato, ficando
marrom ap6s algum tempo. A substdncia ndo apresenta extingdo de
fluorescéncia em 254 nm e ndo apresenta fluorescéncia em 366 nm.

O espectro de *H RMN (Figura 10) sugeriu tratar-se de &cido
graxo saturado, motivo pelo qual ndo foram obtidos outros espectros (**C
RMN, mapas de correlacio e massas).



Figura 10. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCls) de Ccl.
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4.3.1.2 Substancia Cc2

A substancia Cc2 (4,1 mg) foi obtida da fragdo CD83 (Sephadex
3), como um 6leo de coloracdo amarelada, com rendimento de 4,1 mg.
Apresenta-se na CCD em Hex/AcOEt (8:2) como uma mancha em Rf 0,4
sem fluorescéncia propria em 366 nm, nem extincao de fluorescéncia em
254 nm. Apds revelacdo com solugdo de anisaldeido sulfurico adquire
colocacéo roxa de imediato, ficando marrom apos algum tempo.

O espectro de *H RMN em CDClI; (Figuras 12, 13 e 14 e dados
descritos na Tabela 19) apresenta em 0,84 ppm e 1,04 ppm dois dupletos,
ambos integrando para 3H, com valor de constante de acoplamento de 6,8
Hz. A integracdo determina que se tratam de hidrogénios de duas metilas
e 0 desdobramento indica que possuem acoplamento vicinal com
hidrogénio metinico. Em 0,90 ppm e 1,24 ppm, sdo observados simpletos
integrando para 3H, sugestivos de hidrogénios de metilas que néo
possuem acoplamento vicinal. Em 1,95 ppm, um multipleto integrando
para 1H sugere a presenca de um metino com acoplamento vicinal. Um
simpleto em 2,17 ppm, integrando para 3H, sugere a presenga de uma
metila de grupamento acetoxi. Na regido de 1,4 a 3,1 ppm, ha sinais
sugestivos de hidrogénios metilénicos. Um duplo dupleto em 5,55 ppm (J
= 9,5; 4,1 Hz), integrando para 1H, sugere a presenga de hidrogénio
olefinico. Em 4,92 ppm e 4,82 ppm sdo observados dois simpletos largos
e em 4,86 ppm um tripleto largo (J = 4,7 Hz), sugestivos de hidrogénios
olefinicos ou hidrogénios geminais a atomo eletronegativo (Figura 11)
(PAVIA et al., 2009). O desdobramento do Ultimo sinal é sugestivo de
acoplamento vicinal a dois hidrogénios equivalentes. Os simpletos largos
também podem tratar-se de metileno exociclico [a semelhanga do ja
observado em sesquiterpenos do género Laurencia, como no elatol,
conforme Lhullier e colaboradores (2009)].

O espectro de massas obtido para Cc2 (Figura 15) ndo apresentou
0 pico do ion molecular em m/z 362 (CxH3404), mas apresentou
fragmentos como [M-H20]* em m/z 344, [M-AcOH]-* em m/z 302 e [M-
H>O-AcOH]*em m/z 284. O indice de insaturagdo para Cc2, calculado
a partir da formula molecular (C22H3403) € igual a seis.
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Figura 11. Estruturas parciais sugeridas a partir do espectro de *H RMN de Cc2.
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De acordo com os dados obtidos no espectro de 'H RMN e
espectro de massas, a substancia apresenta seis insaturagdes e hidrogénios
correspondentes a cinco metilas (duas como dupleto e trés como simpleto,
sendo uma em grupamento acetdxi), um metino e quatro hidrogénios
olefinicos ou ligados a atomo eletronegativo. A partir do conjunto de
dados espectrais, foi realizada uma busca na base de dados MarinLit®.
Esta base de dados foi criada nos anos 1970, pelos professores John Blunt
e Murray Munro, na Universidade de Canterbury, na Nova Zelandia e
possui uma compilacdo extremamente abrangente de dados publicados
para metabdlitos de origem marinha (ROYAL, 2016). A partir da busca,
em que sdo consideradas as presencas ou auséncias de determinadas
caracteristicas estruturais, sdo sugeridas uma série de hipéteses com base
em metabolitos marinhos ja descritos (estruturas que apresentam as
caracteristicas propostas na pesquisa). Para a pesquisa realizada com 0s
dados obtidos para Cc2, foram sugeridas cerca de 30 hipoteses; os
deslocamentos quimicos descritos para as estruturas apontadas como
possiveis, foram comparados com os valores obtidos para Cc2. O Unico
composto que apresentou compatibilidade com os dados obtidos (Tabela
19) foi o 4a-acetoxi-9B,14a-dihidroxidolasta-1(15),7-dieno (Figura 16),
um diterpeno triciclico do tipo dolastano (GARCIA et al., 2009;
GONZALEZ et al., 1983), que pertence ao grupo de IIB (TEIXEIRA;
KELECOM, 1988; VALLIM et al., 2005).



Figura 12. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCl;) de Cc2.
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Figura 13. Detalhe ampliado do espectro de *H RMN (5,6-2,5 ppm) de Cc2 (400 MHz, CDCls).

0.30

0.25

> 0.20
‘@
=
<5}
= 2
=] a
& 015 T
=
E
o
=z ©
=<1
0.10 <
\
5 gg  ox
0.05 |‘j’ R
hay
o Ny - %
e
1.06 1.12 1.08 1.10 0.86 1.18 1.38
] oo [ [ [
L S e o T e T e o S e o o S,
5.5 5.0 45 4.0 35 3.0

Chemical Shift (ppm)

LL



Figura 14. Detalhe ampliado do espectro de *H RMN (2,3-0,5 ppm) de Cc2 (400MHz, CDCls).
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Figura 15. Espectro de massas de baixa resolucéo (IE, 70 eV) de Cc2.
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Figura 16. Estrutura proposta para a substancia Cc2 (4a-acetoxi-9p,14a-
dihidroxidolasta-1(15),7-dieno);

A posicdo do grupamento acetoxi em C4 (ao invés de C9 ou C14) é
sugerida pelo deslocamento quimico do hidrogénio geminal que é de 4,86
ppm, compativel com hidrogénio oxi-metinico. Na auséncia do grupamento
acetdxi nessa posi¢do, o hidrogénio em C4 estaria menos desblindado, com
deslocamento quimico entre 3,20 e 3,80 ppm. Além disso, os hidrogénios da
metila C16 (ligada a C5) possuem deslocamento quimico de 0,90 ppm,
sugestivo de efeito de desblindagem pela carbonila do éster (PAVIA et al.,
2009).

Este diterpeno foi isolado pela primeira vez de Dictyota linearis
(C. Agardh) Greville, [cujo nome aceito atualmente, conforme o site
Algaebase, é D. implexa (Desfontaines) J.V. Lamouroux], coletada na
llha de Roatan, localizada no Caribe (CREWS et al., 1982) e teve a
configuragdo absoluta definida por Gonzélez e colaboradores em 1983.
De C. cervicornis, foi isolado pela primeira vez alguns anos mais tarde,
por Teixeira e colaboradores (1986a), de uma amostra coletada no Rio de
Janeiro.

Crews e colaboradores (1982) observaram que ocorre uma
desidratacdo deste diterpeno (dieno) em CDCls. Assim que foi aventada
a hipétese de Cc2 corresponder a essa estrutura, a solugdo da amostra foi
concentrada para aquisicdo de espectros complementares em benzeno
deuterado, mas a desidratacdo parcial ja havia ocorrido. Esse fato, apesar
de colaborar com a confirmacédo da identidade da estrutura, impediu que
outros espectros (**C RMN e mapas de correlagdo) fossem obtidos com a
amostra pura.
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Tabela 19. Dados espectrais de *H RMN da substancia Cc2 em comparagio
com dados da literatura para 4a-acetdxi-9p,14a-dihidroxidolasta-1(15),7-

dieno.
&+ (mult., J Hz)
Posicao Cc2 Gonzalez et al. Garcia et al.
(400 MHz, CDCls) (1983) (2009)
(360 MHz, CDCls) (300 MHz, CDCls)
2 2,71 (ddd, 13,1; 2,71 (ddd, 14,0; 2,71 (ddd, 13,8;
13,1;5,1) 5,0) 13,8;5,4)
2,10 (m) n.a. 2,10 (d, 13,8)
3 1,81 (m) n.a. 1,80 (m)
1,97 (m) n.a. 1,97 (m)
4 4,86 (tl, 2,5) 4,85 (tl) 4,85 (t, 3,0)
6 3,07 (dd, 15,0;4,1) 3,06 (dd, 15,0;4,0) 3,07 (dd, 15,0; 4,8)
1,57 (dd 15,0; 9,5) n.a. 1,56 (dd, 15,0; 9,6)
7 5,55 (dd, 9,5; 4,1) 5,53 (dd, 9,5; 4,0) 5,54 (dd, 9,6; 4,8)
9-OH 3,75 (sl) n.a. 3,75 (sl)
10 1,51 (m) n.a. 1,50 (m)
1,78 (m) n.a. 1,77 (m)
11 1,52 (m) n.a. 1,53 (m)
1,81 (m) n.a. 1,80 (m)
13 1,81 (sl) n.a. 1,82 (d, 14,4)
1,92 (sl) n.a. 1,93 (d, 14,4)
14-OH n.a. 3,73(d, 2,4) n.a.
15 4,82 (sl) 4,82 (sl) 4,82 (s)
4,92 (sl) 4,92 (sl) 4,93 (sl)
16 0,90 (s) 0,89 (s) 0,89 (s)
17 1,95 (m) 1,95 (qq, 6,8; 6,8) 1,95 (qq, 6,9; 6,6)
18 0,84 (d, 6,8) 0,83 (d, 6,8) 0,83 (d, 6,9)
19 1,04 (d, 6,8) 1,03 (d, 6,8) 1,03 (d, 6,9)
20 1,24 (s) 1,23 (s) 1,24 (s)
O-Ac 2,17 (s) 2,15 (s) 2,16 (s)

acetdxi-9p,14a-dihidroxidolasta-1(15),7-dieno,

n.a.: ndo atribuido.

Para 0 composto com a estrutura proposta para Cc2, 4a-

foram relatadas

atividades anticoagulante e antiplaquetaria (MOURA et al., 2011a);
antiprotozodria frente a Leishmania amazonensis (SANTOS et al.,

2011);

inibicio da hemolise e neutralizacdo da coagulacdo,

hemorragia e protedlise causada pelo veneno da serpente Lachesis
muta (MOURA et al., 2011b); além de inibicdo da Na*K*-ATPase de
mamiferos (GARCIA et al., 2009).
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As atividades ecoldgicas relatadas para o dieno sdo: anti-
herbivoria contra a espécie de ourico-do-mar Lytechinus variegatus
(BIANCO et al., 2010) atividade repelente contra Tetranychus urticae
(BORN etal., 2012) e anti-incrustante frente ao mexilhdo Perna perna
(BIANCO et al., 2009).

4.3.1.3 Substancia Cc3

Cc3 foi obtida como um 6leo de coloracdo amarelada da fracdo
CE5 (Coluna E), com rendimento de 5,8 mg. Apresenta-se na CCD em
Hex/AcOEt (8:2) como uma mancha em Rf 0,65; apos revelagdo com
anisaldeido sulfdrico adquire colocacdo roxa de imediato, ficando
marrom apo6s algum tempo. A substancia ndo apresenta extingdo de
fluorescéncia em 254 nm e ndo apresenta fluorescéncia em 366 nm.

O espectro de *H RMN (Figura 17) sugeriu tratar-se de um
hidrocarboneto ou &cido graxo, motivo pelo qual ndo foram obtidos
outros espectros (33C RMN, mapas de correlagdo e massas).



Figura 17. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCls) de Cc3.
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4.3.1.4 Substancia Cc4

A substancia Cc4 foi obtida como um 6leo de coloragdo amarelo-
rosado das fracbes CE14A (CLAE 2) e CE15A2 (CLAE 1), com
rendimento total de 0,9 mg. Apresenta-se na CCD em Hex/AcOEt (9:1)
como uma mancha em Rf 0,25; apés revelacdo com anisaldeido sulfdrico
adquire colocacdo roxa de imediato, ficando marrom ap6s algum tempo.
A substancia apresenta extingdo de fluorescéncia em 254 nm, mas néo
apresenta fluorescéncia em 366 nm.

Ja a primeira vista, o espectro de *H RMN em benzeno-ds (Figura
18 e 19 e dados descritos na Tabela 20), sugeriu que Cc4 teria uma
estrutura bastante semelhante a Cc2. A principal diferenca entre os
compostos obtidos estd no numero de sinais desblindados caracteristicos
de hidrogénios olefinicos (sinais entre 4,5 e 6,5 ppm) ou geminais a atomo
eletronegativo (sinais entre 2,7 a 4,8 ppm) (PAVIA et al., 2009), sendo
que Cc4 apresenta cinco sinais, enquanto Cc2 apresenta quatro sinais.
Entre os sinais desblindados, sdo observados quatro simpletos largos em
5,56, 4,89, 4,81 e 4,75 ppm, além de um duplo dupleto em 5,35 ppm (J =
9,5; 4,5 Hz). O desdobramento do uUltimo sinal sugere a presenca de um
hidrogénio olefinico com acoplamento vicinal a hidrogénios metilénicos
ndo equivalentes. Outros sinais observados no espectro de *H RMN, sdo
os dupletos em 1,02 ppm e 1,07 ppm, que integram para 3H, com valor
de J = 6,8 Hz. A integracdo indica que se tratam de hidrogénios de duas
metilas e o desdobramento, que possuem acoplamento vicinal com um
hidrogénio metinico. Em 0,80 ppm e 1,31 ppm, sdo observados simpletos
integrando para 3H, caracteristicos de hidrogénios de metilas que nédo
possuem acoplamento vicinal. Um simpleto em 2,14 ppm integrando para
3H sugere a presenca de uma metila de grupamento acetoxi. Em 2,42 ppm
tem-se um multipleto integrando para 1H, sugestivo de metino com
acoplamento vicinal.

De acordo com os dados obtidos, a substancia apresenta cinco
metilas (dois como dupleto e trés como simpleto, sendo uma de
grupamento acetoxi), um metino, dois hidrogénios olefinicos e trés
hidrogénios que podem ser olefinicos ou geminais a &tomo
eletronegativo. A partir do conjunto de dados espectrais e da observacao
das semelhangas com Cc2, foi realizada uma busca na base de dados
MarinLit® e, entre as hipdteses apresentadas, a substancia que apresentou
maior compatibilidade com os dados obtidos foi o 4a-acetoxi-14a-
hidroxidolasta-1(15),7,9-trieno (Figura 20), um diterpeno triciclico do
tipo dolastano (Tabela 20), que se trata justamente da forma desidratada
do composto Cc2 (CREWS et al., 1982; SUN et al., 1981).



Figura 18. Espectro de *H RMN (400 MHz, benzeno-ds) de Cc4.
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Figura 19. Detalhe ampliado do espectro de *H RMN (3,2-5,7 ppm) de Cc4 (400 MHz, benzeno-ds).
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Figura 20. Estrutura proposta para a substancia Cc4 (4a-acetdxi-14a-
hidroxidolasta-1(15),7,9-trieno).

Crews e colaboradores (1982) descrevem detalhes de dados
experimentais, que ajudaram a confirmar que Cc4 se trata da forma
desidratada de Cc2. Entre as caracteristicas observadas destacam-se a
presenca de quatro sinais olefinicos no espectro de *H RMN de Cc2 e de
cinco sinais no espectro de Cc4, como descrito anteriormente. Além
disso, eles destacam a diferenga de deslocamentos quimicos entre as
metilas das posicGes 18 e 19, que para Cc2 é de Ad 0,20, enquanto que
para Cc4 é de apenas A 0,02 (relacionada a presenga de uma hidroxila
na posicdo C9 de Cc2). A facil desidratacdo que ocorre de Cc2, como
descrito na secéo 4.3.1.2, levou a suspeita de que Cc4 se tratava de um
artefato. No entanto, Crews e colaboradores (1982), observaram sinais
caracteristicos de Cc4 no espectro de *H RMN do extrato bruto de uma
amostra de D. divaricata, fato este que os levou a confirmar que a
substancia se trata de um produto natural obtido da alga.

No espectro de massas obtido para Cc4 (Figura 21) foi observado
0 pico do ion molecular [M]* em m/z 344 (C2Hs3,03), bem como os
fragmentos [M-H20]* em m/z 326, [M-AcOH]* em m/z 284 e [M-H,0O-
AcOH]* em m/z 266, estando de acordo com o apresentado na literatura
(SUN et al., 1981).
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Tabela 20. Dados espectrais de *H RMN da substancia Cc4 obtidos em
comparagdo com a literatura para 4o-acetoxi-14a-hidroxidolasta-1(15),7,9-

trieno
dn (mult., J Hz)
Posicdo Cc4 Crews et al. (1982)
(400 MHz, (360 MHz, Benzeno-ds)
Benzeno-ds)
2 2,75 (m) 2,74 (dt, 13; 6,3)
1,63 (m) 1,64 (dd, 13; 3,8; 3,4)
3 n.a. n.a.
4 4,89 (sl) 4,88 (t, 3)
6 3,35 (dd, 14,6; 4,5) 3,34 (dd, 15,3; 4,2)
7 5,34 (dd, 9,3; 4,5) 5,34 (dd, 9,2; 4,2)
10 5,56 (sl) 5,55 (tl, 4)
11 2,25 (dl, 15,2) 2,24 (dl, 16,7)
2,17 (dl, 15,2) 2,16 (dl, 16,7)
13 2,04 (sl) 2,04 (d 14,4)
1,84 (sl) 1,84 (d, 14,4)
15 4,81 (sl) 4,80 (sl)
4,75 (sl) 4,74 (sl)
16 0,78 (s) 0,78 (s)
17 2,42 (m) 2,41 (s,7,2)
18 1,14 (d, 7,0) 1,14 (d, 7,2)
19 1,12 (d, 7,0) 1,12 (d, 7,2)
20 1,52 (s) 1,51 (s)
C1 OH 3,70 (s) 3,70 (s)
0O-Ac 1,67 (s) 1,66 (s)

n.a.: ndo atribuido.

O diterpeno correspondente a Cc4 foi isolado pela primeira vez
de Dictyota divaricata J.V. Lamouroux [cujo 0 nome aceito atualmente,
conforme o site Algaebase é D. implexa (Desfontaines) J.V. Lamouroux],
de uma amostra coletada nas Ilhas Virgens, no Caribe (SUN et al., 1981)
e teve a configuracdo absoluta definida por Gonzalez e colaboradores em
1983. De C. cervicornis foi isolado pela primeira vez por Teixeira e
colaboradores (1986a). Um Unico estudo de atividade bioldgica (papel
ecoldgico) foi relatado para a substancia, que demonstrou potencial anti-
herbivoria contra o ourigo-do-mar Lytechinus variegatus (BIANCO et al.,

2010).



Figura 21. Espectro de massas de baixa resolugéo (IE, 70 eV) de Cc4.
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As demais 11 substancias isoladas de C. cervicornis durante o
presente projeto, para as quais espectros ainda estdo sendo obtidos para a
identificacdo, correspondem a compostos sélidos amorfos ou oleosos,
sem fluorescéncia em 366 nm e sem extingdo de fluorescéncia em 254
nm, com exce¢do de Ccl4 que estingue fluorescéncia em 254 nm; esta
substancia também se diferencia das demais ainda néo identificadas, pela
cor em CCD apresentada ap0s revelagdo com anisaldeido sulfurico,
apresentando coloragéo azulada, assim como Cc12, enquanto as demais
apresentam cor roxa. A julgar pelo espectro de *H RMN, a substancia
Ccl4 pode tratar-se de um diterpeno ainda ndo reportado para C.
cervicornis.

4.3.2 Dictyota mertensii (D5)

O fracionamento do extrato bruto de D. mertensii (D5) que levou
ao isolamento de substancias foi realizado através de uma CLV, quatro
CCA em silica gel, duas EFS e sete CLAE (Figura 9). As fraces
utilizadas nos procedimentos de fracionamento foram selecionadas por
apresentarem perfil cromatografico e rendimento promissores.

A partir do fracionamento do extrato bruto de D. mertensii foram
isoladas 11 substancias (Tabela 21), denominadas Dm1 a Dm11.

Tabela 21. Compostos isolados do extrato de D. mertensii.

Substancia Identificacdo Quantidade (mg)
Dml ftalato de dipentila 1,8
Dm2 Acetato de dictyol B 2,8
Dm3 10-acetoxi-18- 8,1
hidroxidolabela-2,7-dieno
Dm4 Esteroide 2,0
Dmb5 Adipato de bis(2-(2- 2,8
butoxietoxi)etila)
Dm6 - Dm11 N.1. 0,8-2.2
N.I. = Néo identificado (amostras encaminhadas a UFF, espectros ainda nao
recebidos).

4.3.2.1 Substancia Dm1

A substancia Dm1 foi obtida como um dleo grumoso transparente
da fragdo CA2 (Coluna A), com rendimento de 1,8 mg. Apresenta-se na
CCD em cHex/AcOEt (75:25) como uma mancha em Rf 0,7; apresenta
extin¢do de fluorescéncia em 254 nm e ndo apresenta fluorescéncia em



91

366 nm. Ap0s revelacdo com anisaldeido sulfdrico adquire cor roxa,
tornando-se rosada com o tempo.

A primeira vista, o espectro de *H RMN em CDCl; (Figura 22 e
dados descritos na Tabela 22), apresenta em 0,93 ppm um tripleto (J =7,2
Hz) integrando para 3H, sugestivo de hidrogénios de metila com
acoplamento vicinal com hidrogénios metilénicos. Os multipletos em
1,32, 1,42 ¢ 1,69 ppm que integram pra 2H, séo sugestivos de hidrogénios
metilénicos. Um multipleto em 4,23 ppm integrando para 2H, sugere
hidrogénios vicinais a &tomo eletronegativo. Na regido mais desblindada
do espectro, observam-se dois duplo dupletos, 7,54 e 7,71 ppm,
sugestivos de hidrogénios aromaticos com constantes de acoplamento de
5,8 e 3,4 Hz que sugerem acoplamento em orto e meta, respectivamente
(PAVIA et al., 2005).

De acordo com os dados espectrais, a substancia apresentaria um
anel aromatico, com cadeia lateral contendo quatro metilenos, sendo um
metileno ligado a atomo eletronegativo e uma metila. Entretanto, o
nimero de hidrogénios aromaticos, bem como o nimero de metilas,
sugerem tratar-se de uma estrutura simétrica dissubstituida, com dois
carbonos quaternarios e quatro metinos (dd, 7,54 ppme 7,71 ppm). Dessa
forma, procedeu-se a integracdo dos sinais considerando que cada um
deles deveria integrar para o dobro de hidrogénios que as integracGes
obtidas primeiramente. O espectro mostrou-se bastante semelhante ao de
ftalatos, com sinais bem caracteristicos em 7,71 e 7,54 ppm e, portanto,
procedeu-se a comparacdo com dados espectrais de literatura. A
substancia que apresentou compatibilidade com os dados obtidos foi o
ftalato de dipentila (Figura 23 e dados da Tabela 22) (YAMAJI, et al.,
2016).



Figura 22. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCls3) de Dm1.
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Figura 23. Estrutura da substancia Dm1 (ftalato de dipentila).

1 3 5 7
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Tabela 22. Dados espectrais de *H RMN da substancia Dm1 obtidos em
comparagdo com a literatura para ftalato de dipentila.

on (mult., J Hz)

Posicao Dml Yamaji et al.
(400 MHz, CDCls) (2016)
(90 MHz, CDCls)
1 7,71 (dd, 5,8; 3,4) 7,70
2 7,54 (dd, 5,8; 3,4) 7,53
3 4,23 (sp, 10,9; 5,8) 4,29
4 1,69 (m) 1,74
5 1,42 (m) 1,38
6 1,32 (m) 1,38
7 0,93 (t7,17) 0,93

Ainda ha polémica quanto a origem de ftalatos em produtos
naturais, se resultariam de produtos de contaminagao adquiridos durante
a extracdo ou o fracionamento ou encontram-se acumulados no
organismo devido a uma contaminacdo da agua do mar. Alguns autores
sustentam a hip6tese da ocorréncia natural de ftalatos em organismos
marinhos (CHEN, 2004; GRESSLER et al., 2010; NAMIKOSHI, 2006).
Ftalato de dipentila foi relatado como produto natural em 1967 por
Hayashi e colaboradores, que o isolaram da planta Cryptotaenia
canadensis, da familia Apiaceae.

4.3.2.2 Substancia Dm2

Dmz2 foi obtida como sélido branco da fragdo CC5A2 (CLAE 1),
com rendimento de 2,8 mg. Apresenta-se na CCD em cHex/AcOEt (9:1)
como uma mancha em Rf 0,25. A substancia nao apresenta fluorescéncia
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prépria em 366 nm e ndo extingue fluorescéncia em 254 nm; apds
revelagdo com anisaldeido sulfdrico adquire cor roxa, tornando-se
marrom com o tempo.

O espectro de *H RMN em CDClIs (Figuras 24 e 25 e dados
descritos na Tabela 23), apresenta em 1,03 ppm (J = 6,3 Hz) um dupleto
integrando para 3H, sugestivo de hidrogénios de metila em acoplamento
vicinal com hidrogénio metinico. Em 1,62, 1,69 e 1,80 ppm, sdo
observados simpletos integrando para 3H, caracteristicos de hidrogénios
de metilas sem acoplamento vicinal. Um simpleto em 2,16 ppm
integrando para 3H, sugere que ha uma metila de grupamento acet6xi. Na
regido mais desblindada do espectro hd um multipleto em 3,93 ppm
integrando pra 1H, sugestivo de hidrogénio geminal a atomo
eletronegativo. Trés simpletos largos em 4,94, 4,99 e 5,35 ppm e dois
multipletos em 5,12 e 5,17 ppm, cada um integrando para 1H, sdo
sugestivos de hidrogénios olefinicos ou geminais a atomo eletronegativo
(PAVIA et al., 2009).

De acordo com os dados espectrais obtidos, a substancia
apresenta cinco metilas (um dupleto e quatro simpletos, sendo um de
grupamento acetdxi) e seis hidrogénios olefinicos ou geminais a atomo
eletronegativo.

O espectro de massas obtido para Dm2 (Figura 26) apresentou o
pico do ion molecular [M]* em m/z 346 (Cz2H3403). Adicionalmente
pode-se observar os fragmentos [M-H.O]+ em m/z 328, [M-AcOH]* em
m/z 286 e [M-H2O-AcOH]* em m/z 268. O indice de insaturagdo para
Dma3, calculado a partir da formula molecular (C22H3403), foi de seis.



Figura 24. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCl3) de Dm2.
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Figura 25. Detalhe ampliado do espectro de *H RMN (3,9-5,5 ppm) de Dm2 (400 MHz, CDCl5).
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Figura 26. Espectro de massas de baixa resolugdo (IE, 70 eV) de Dm2.
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A partir do conjunto de dados espectrais foi realizada uma busca
na base de dados MarinLit® e das hipéteses apresentadas a Unica
substancia que apresentou compatibilidade com os dados obtidos foi o
acetato de dictyol B (Figura 27 e dados descritos na Tabela 23), um
diterpeno biciclico do tipo guaiano prenilado (FAULKNER et al., 1977).

Figura 27. Estrutura proposta para a substancia Dm2 (acetato de dictyol B).

O
20 O\<

Faulkner e colaboradores (1977) ndo estabeleceram as
atribuicdes de sinais para todos os hidrogénios, no entanto, o espectro de
'H RMN de Dm2 apresentou sinais com os mesmos deslocamentos
quimicos descritos pelos autores. Na tentativa de estabelecer as posicoes
dos hidrogénios, foram adquiridos espectros adicionais, no entanto,
provavelmente devido a pequena quantidade isolada, os espectros ndo se
apresentaram com resolucdo adequada para andlise. Dessa forma, o
reisolamento da substancia é necessario para que melhores espectros
sejam adquiridos.
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Tabela 23. Dados espectrais de *H RMN para hidrogénios alifaticos da
substancia Dm2 em comparagdo com os dados descritos na literatura para
acetato de dictyol B.

dn (mult., J Hz)

Posicao Dm2 Faulkner et al. (1977)
(400 MHz, CDCls) (100 MHz, CDCls)
2 n.a. n.a.
3 n.a. n.a.
4 5,35 (sl)* 5,35 (sl)*
6 n.a. n.a.
7 3,93 (dd, 6,9; 2,5) 3,95 (m)
9 n.a. n.a.
10 5,17 (m) 5,16 (t, 7)
11 n.a. n.a.
12 n.a. n.a.
13 n.a. n.a.
14 5,12 (m)* 5,12 (t, 7)*
16 1,62 (s) 1,63 (s)
17 1,69 (s) 1,71 (s)
18 1,03 (s) 1,03(d, 7)
19 1,80 (s) 1,81 (s)
20 4,94 (sl) 4,94 (sl)
4,99 (sl) 5,00 (sl)
OCOCH3 2,16 (s) 2,16 (s)

*sinais intercambidveis uma vez que ndo foram atribuidos na literatura.
A impossibilidade de adquirir espectros adicionais impediram atribuicéo.
n.a.: ndo atribuido.

Acetato de dictyol B foi isolado a primeira vez de D. dichotoma
var. implexa (Huds.) Lamouroux por Faulkner e colaboradores em 1977
e foi reisolado da mesma espécie alguns anos depois (ROSA, et al., 1986).
De D. mertensii, foi isolado pela primeira vez em de 2007 por Freitas e
colaboradores. Outras espécies das quais o diterpeno foi isolado sdo D.
ciliolata (CRONIN; HAY, 1996) e D. menstrualis (CRONIN et al.,
1995).

Estudos demonstram que o metabdlito possui atividade anti-
alimentar contra o ouri¢o-do-mar Arbacia punctulata, o peixe Lagodon
rhomboides e os anfipodes Gammarus mucronatus, Amphitoe valida e
Ampithoe longimana (CRONIN; HAY, 1996; DUFFY; HAY, 1994); e
toxicidade para a cianobactéria Oscillatoria peromata (NAGLE et al.,
2009).

Acetato de dictyol B apresenta ainda atividades com potencial
farmacoldgico, como atividade antiproliferativa sobre as células MCF-7
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(células de cancer de mama) e SiHA (células de carcinoma cervical
imortalizadas por HPV-16) (CAAMAL-FLUENTES et al., 2014).

4.3.2.3 Substancia Dm3

Dma3 foi obtida como um 6leo amarelado das fragcbes CC10C
(CLAE 2) e CC9OC (CLAE 3), com rendimento total de 8,1 mg. Apresenta-
se na CCD em cHex/AcOEt (9:1) em Rf 0,25; apds revelacdo (anisaldeido
sulfdrico) adquire cor roxa. A substancia ndo apresenta extingdo de
fluorescéncia em 254 nm, nem fluorescéncia em 366 nm.

O espectro de massas de Dm3 (Figura 28), apresenta o pico do
ion molecular [M]* em m/z 348 (C22H3s03). Adicionalmente observam-
se os fragmentos [M-H2O]+* em m/z 330, [M-AcOH]* em m/z 288 e [M-
H>O-AcOH]*em m/z 270. O indice de instaura¢do para Dm3, calculado
a partir da férmula molecular (C22H360s3), foi de cinco insaturacdes.

O espectro de *H RMN em CDClIs (Figuras 29 e 30 e dados
descritos na Tabela 24), apresenta simpletos integrando para 3H
(sugestivos de hidrogénios de metilas sem acoplamento vicinal) em 0,88,
1,19, 1,27 e 1,65 ppm. Em 0,96 ppm ha um dupleto, com integracéo para
3H (J = 6,9 Hz), sugerindo uma metila cujos hidrogénios apresentam
acoplamento vicinal com hidrogénio metinico. Um simpleto em 2,08
ppm, também integrando para 3H, sugere a presenca de uma metila de
grupamento acetdxi, confirmado pelo sinal em 169,1 ppm no espectro de
13C RMN (Figura 32), regido caracteristica de carbono de carbonila de
éster (PAVIA et al., 2009). Entre 1,4 e 2,37 ppm, ressonam sinais
correspondentes a metilenos e metinos saturados. Na regido mais
desblindada observam-se sinais em 4,82 (ddd, J = 2,2; 2,7; 10,9 Hz), 5,12
(tl, J=7,0 Hz), 5,07 (d, J = 15,8 Hz) e 5,25 ppm (dd, J = 15,8; 7,4 Hz),
todos integrando para 1H, com deslocamentos quimicos sugestivos de
hidrogénios olefinicos ou geminais a a&tomo eletronegativo. As constantes
de acoplamento de 15,8 Hz dos sinais em 5,09 e 5,24 ppm caracterizam
sistema trans olefinico (Figura 31) (PAVIA et al., 2009) que corresponde
a uma das cinco insaturagdes calculadas a partir da férmula molecular.



Figura 28. Espectro de massas (IE, 70 eV) de Dm3.
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Figura 29. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCl3) de Dm3.
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Figura 30. Detalhe ampliado do espectro de *H RMN (4,5-5,5 ppm) de Dm3 (300 MHz, CDCl5).
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Figura 31. Primeiras estruturas parciais propostas para Dm3.
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No espetro de **C RMN (Figura 32 e dados descritos na Tabela
24), sdo observados sinais de 22 carbonos. Entre 127,2 e 135,1 ppm,
regido sugestiva de carbonos olefinicos, sdo observados quatro sinais,
sendo que dois deles fazem parte do sistema olefinico (Figura 31) ja
observado no espectro de *H RMN e os outros dois sugerem a presenca
de mais uma insaturacdo. Em 71,7 e 73,0 ppm, sdo observados sinais
sugestivos de carbonos saturados ligados a atomos eletronegativos
(PAVIA et al.,, 2009). Os sinais do carbono em 169,1 ppm e dos
hidrogénios em 2,08 ppm sugerem a presenca de um grupamento acetoxi.
A presenca de uma estrutura principal com 20 carbonos sugere que Dm3
se trata de um diterpeno. Além disso, com o grupamento acetoxi ja se
identifica mais uma das insaturacGes presentes na estrutura.

O mapa de correlagdo HSQC (Figura 33 e dados descritos na
Tabela 24) permitiu que fossem estabelecidas as conectividades entre
hidrogénios e carbonos presentes na estrutura. A auséncia de
conectividade com hidrogénios dos carbonos 169,1, 127,2, 73,00 e 46,8
ppm, determina que se tratam de carbonos quaternérios. Os carbonos em
45,3, 39,2, 37,6, 35,7 e 26,7 ppm apresentaram conectividade com dois
hidrogénios cada e, portanto, tratam-se de carbonos metilénicos. O mapa
apresenta ainda sinais de seis metilas e de sete metinos. Trés dos metinos
observados possuem carbonos e hidrogénios com deslocamento quimico
sugestivo de olefinicos, sendo que os hidrogénios de dois deles possuem
acoplamento trans olefinico. Além disso, um dos metinos apresenta
carbono e hidrogénio com deslocamentos quimicos sugestivos de
conectividade com atomo eletronegativo (Figura 34).



Figura 32. Espectro de *C RMN de Dm3 (75 MHz, CDCly).
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Figura 33. Mapa de correlagdo HSQC (300 MHz, CDCl3) de Dm3.
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Figura 34. Novas estruturas parciais propostas para Dm3 a partir do mapa de
correlagdo HSQC.
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A andlise detalhada dos mapas de correlagdo HMBC (Figura 35
e dados presentes na Tabela 24) e *H-'H COSY (Figura 36), permitiu que
fossem conectadas as estruturas parciais obtidas anteriormente.

No mapa de correlagdo HMBC foi observada uma correlagéo, do
carbono em 135,1 ppm com os hidrogénios em 0,96 ppm, que por sua vez
correlacionam com o hidrogénio metinico em 2,14 ppm (dado observado
no 'H-'H COSY, Figura 36). Os hidrogénios metinicos em 0,96 ppm
correlacionam ainda com os carbonos em 35,7 e 37,6 ppm. Foram
observadas correlagBes entre os carbonos em 127,2 e 130,8 ppm e 0s
hidrogénios em 2,16 ppm. Além disso, foram observadas correlacfes
entre os carbonos em 127,2 e 130,8 ppm com os hidrogénios em 1,65 ppm
(correspondentes a hidrogénios de metila). Com estes dados foi possivel
propor a conectividade entre estruturas parciais propostas anteriormente,
como pode ser visualizado na Figura 37. Além disso, nesta figura estdo
representadas outras correlacfes observadas que permitiram estabelecer a
conectividade da metila em 19,3 ppm, do carbono quaternario em 46,9
ppm e do metino em 55,3 ppm.



Figura 35. Mapa de correlagdo HMBC (300 MHz
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Figura 36. Mapa de correlagéo *H-H COSY (300 MHz, CDCl3) de Dm3.
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Figura 37. Conectividade entre estruturas parciais proposta para Dm3 a partir de
dados obtidos nos mapas de corregdo HMBC e *H-'H COSY.
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A conectividade da estrutura parcial contendo o metino alifatico
desblindado (Figura 34) foi sugerida principalmente pela conectividade
observada entre o carbono em 71,7 ppm e o hidrogénio em 2,37 ppm, que
esta conectado ao carbono em 45,3 ppm, que correlaciona com os
hidrogénios da metila em 1,65 ppm. Além disso, foi observada uma
correlacdo no *H-H COSY entre os hidrogénios em 2,37 e 4,82 ppm. Pelo
indice de insaturacdo a estrutura parcial deve se tratar de um ciclo.
Observou-se ainda uma correlacdo entre o carbono em 134,4 ppm e 0
hidrogénio em 4,82 ppm e entre o carbono em 55,4 ppm com o hidrogénio
em 2,37 ppm (Figura 38).

2,16 (m)

Figura 38. Estrutura parcial proposta para Dm3 a partir de dados obtidos nos
mapas de correcdo HMBC e 'H-'H COSY.
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Uma nova estrutura parcial foi proposta a partir das correlagdes
observadas entre os carbonos em 73,0 e 49,1 ppm e o0s hidrogénios
metilicos em 1,19 e 1,27 ppm (Figura 39).

Figura 39. Correlagdes entre os sinais de carbonos e hidrogénios da nova estrutura
parcial proposta a partir do mapa de correlagio HMBC obtido para Dm3.

H 2,31 (m)
L%

49,1
e
1,19(s)H§2(;, X C:S!;l31,27(s)

A conectividade da quarta estrutura parcial proposta foi sugerida
conforme a Figura 40, uma vez que foram observadas correlagdes dos
carbonos em 71,7 e 55,3 ppm com o hidrogénio em 2,31 ppm. A posicao
do carbono em 39,2 ppm foi estabelecida pela correlagdo observada dos
carbonos em 55,3, 49,1 e 19,3 ppm com o hidrogénio em 1,47 ppm. Com
essa estrutura parcial, identifica-se a Gltima insaturacdo (anel de cinco
membros) deduzida a partir da férmula molecular.

Figura 40. Estrutura parcial proposta para Dm3 a partir de dados obtidos nos
mapas de correlagdo HMBC.
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A partir dos dados espectrais obtidos e da estrutura ciclica
sugerida para Dm3, foi realizada uma busca na base de dados MarinLit®
e o diterpeno biciclico do tipo dolabelano (grupo 11A), 10-acetdxi-18-
hidroxidolabela-2,7-dieno (Figura 41 e 42) foi o Unico que apresentou
compatibilidade com os dados obtidos (Tabela 24) (IRELAND et al.,
1976; OTHMANI et al., 2014). Adicionalmente, Ireland e Faulkner
(1977) utilizaram cristalografia de raio-x para confirmar a estrutura.

A posicdo da acetila em C10 (e ndo em C18) em Dm3 é
confirmada pelo deslocamento quimico do carbono de 71,7 ppm e seu
respectivo hidrogénio em 4,82 ppm (ddd, J = 10,9; 2,7; 2,2), uma vez que
sem a acetila nessa posicao, conforme a literatura, o carbono teria um
deslocamento quimico de 68,9 ppm e o hidrogénio em 3,43 ppm (ddd, J
= 12,1; 11,1; 2,0). Além disso, o carbono em C18 tem deslocamento
quimico de 73,0 ppm, diferentemente do carbono nessa mesma posi¢do
do diterpeno acetilado em C18, que apresenta deslocamento de 87,0 ppm
(DURAN et al., 1997).

Segundo Teixeira (2013), a espécie D. mertensii seria capaz de
produzir apenas diterpenos dos grupos | e Il e, portanto, pertenceria ao
grupo taxondmico A (ver secdo 1.2.3.1). Entretanto, o diterpeno 10-
acetoxi-18-hidroxidolabela-2,7-dieno isolado ndo faz parte dos grupos |
ou Ill, como é o caso do acetato de dictyol B (Dm2), um diterpeno do tipo
guaiano prenilado, também isolado da espécie. Assim, o isolamento de
Dma3 a partir de D. mertensii representa, no minimo, uma excec¢do a regra
proposta por Teixeira (2013). A Profa. Dra. Valéria Teixeira (UFF)
acumula uma ampla experiéncia na investigacdo de algas marinhas,
especialmente pardas, das regifes Sudeste e Nordeste (VALERIA
LENAUVILLE TEIXEIRA, 2016), no entanto, ndo foi encontrado em sua
vasta producao bibliogréafica nenhum registro de estudos com material da
llha de Trindade, como é o caso do presente trabalho. Assim, este
resultado sugere que estudos adicionais com espécimes coletados em
outras ilhas oceénicas e outras regides podem contribuir para reavaliar a
distribuicdo dos diterpenos entre as espécies de Dictyotaceae.
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Figura 41. Estrutura proposta para substancia Dm3 (10-acet6xi-18-
hidroxidolabela-2,7-dieno).
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HO ‘o

O diterpeno foi isolado pela primeira vez do invertebrado
marinho Dollabella californica, por Ireland e colaboradores, em 1976 e
foi o primeiro relato de diterpenos do tipo dolabelano na literatura. Foi
neste trabalho que os pesquisadores batizaram os diterpenos que possuem
um esqueleto 5,11-biciclico, de diterpenos do tipo dolabelano (grupo
I1A). A primeira espécie de alga da qual 10-acetdxi-18-hidroxidolabela-
2,7-dieno foi isolado foi Dictyota dichotoma (AMICO et al., 1979;
DURAN et al., 1997; TAKIKAWA et al., 1998; SIAMOPOULOU et al.,
2004), mas também foi reportada para uma série de outras espécies de
Dictyotaceae: Dilophus spiralis (IOANNOU et al., 2011); Dictyota sp.
(VIANO et al., 2009); Dictyota spp. (OTHMANI et al., 2014); Dilophus
okamurae (SUZIKI et al., 2002); Dictyota mediterraneus (GOEZ et al.,
1994); e Glossophora galapagensis (SUN; FENICAL, 1979).
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Tabela 24. Dados espectrais de *H RMN da substancia Dm3 obtidos em
comparagdo com a literatura para 10-acetdxi-18-hidroxidolabela-2,7-dieno

&+ (mult., J HZ) dc
Posicéo Dm3 Ireland et al. Dm3 Ireland et
(300 MHz, (1976 € 1977) (75 MHz, al. (1977)
CDClg) (220 MHz, CDCls) (20 MHz,
CDCl) benzeno-
d6)
1 - - 46,1 n.a.
2 5,09 (d, 15,8) 5,07 (d, 16) 1344 130,9
3 5,24 (dd, 5,22 (dd, 16; 9) 135,1 135,1
15,8; 7,5)
4 2,14 (m) n.a. 27,1 n.a.
5 1,61 (m) n.a. 35,7 n.a.
1,43 (m)
6 2,16 (m) n.a. 37,6 n.a.
7 5,12 (tl, 7,0) 5,10 (tl, 7) 130,8 1278
8 - - 127,2 126,8
9 2,37 (m) n.a. 45,3 n.a.
2,12 (m)
10 4,82 (dt, 4,81 (dt, 9;1;1) 71,7 n.a.
10,9; 2,7;
2,2)
11 1,77 (dd, 9,8; n.a. 55,3 n.a.
2,2)
12 2,31 (m) n.a. 49,1 n.a.
13 1,40 (m) n.a. 26,7 n.a.
14 1,59 (m) n.a. 39,2 n.a.
1,47 (m)
15 0,88 (s) 0,82 (s) 19,3 20,8
16 0,96 (d, 6,9) 0,94 (d, 6,9) 21,6 n.a.
17 1,65 (s) 1,62 (s) 18,1 n.a.
18 - - 73,0 71,7
19 1,27 (s) 1,25 (s) 31,8 n.a.
20 1,19 (s) 1,18 (s) 22,7 n.a.
OCOCHs 2,08 (s) 2,05 (s) 21,2 n.a.
OCOCH; - - 169,1 168,5

n.a.: sinais ndo atribuidos pelos autores.
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Figura 42. Espectro de *H RMN (CDCl;, 400 MHz) obtido por Othmani e
colaboradores (2014) para 10-acetdxi-18-hidroxidolabela-2,7-dieno.
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Estudos de atividade com potencial ecolégico demonstram que o
metabdlito apresenta diversas atividades: toxicidade contra a
cianobactéria Oscillatoria peromata (NAGLE et al., 2009); pesticida
contra Polydora websterii (prejudicial no cultivo de pérolas de ostras)
(TAKIKAWA et al., 1998); anti-alimentar contra o gastropode Haliotis
discus hannai (SUZUKI et al., 2002) e inibi¢do de formacéo de biofilme
por Pseudoalteromonas sp. (VIANO et al., 2009).

Um estudo de atividade bioldgica apontou atividade
antibacteriana frente a uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (IOANNOU et al., 2011).

4.3.2.4 Substancia Dm4

A substancia Dm4, um sélido branco, foi obtida das fragBes
CC10D (CLAE 2) e CC9D (CLAE 3), com rendimento total de 2,0 mg.
Apresenta-se na CCD em cHex/AcOEt (85:15) como uma mancha em Rf
0,2; ap6s revelacdo com anisaldeido sulfdrico adquire cor roxa, tornando-
se marrom-alaranjada com o tempo. A substancia ndo apresenta extingao
de fluorescéncia em 254 nm, nem fluorescéncia em 366 nm.
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O espectro de *H RMN em CDCl; (Figura 45) apresenta em 0,70
ppm, 1,02 ppm e 1,57 ppm, simpletos integrando para 3H. A integracdo
sugere que se tratam de trés metilas e a multiplicidade, que ndo possuem
acoplamento vicinal. Sinais em1,58 ppm (J = 6,4 Hz) integrando para 3H
e em 0,99 ppm (J = 6,9 Hz) integrando para 6H correspondem a dupletos
tipicos de hidrogénios metilas com acoplamento vicinal. O espectro
apresenta ainda um multipleto em 2,23 ppm, integrando para 1H, tipico
de hidrogénio metinico. Em 3,53 ppm, 0 espectro apresenta um multipleto
sugestivo de hidrogénio geminal a atomo eletronegativo. Na regido mais
desblindada do espectro, em 5,36 ppm (m) e 5,19 ppm (q, J = 6,4), sdo
observados dois sinais integrando para 1H, sugestivos de hidrogénios
olefinicos (Figura 43) (PAVIA et al., 2009).

Figura 43. Primeiras estruturas parciais sugeridas a partir do espectro de H
RMN de Dm4.
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De acordo com os dados obtidos no espectro de 'H RMN, a
substancia apresenta trés metilas sem acoplamento vicinal, trés metilas
com acoplamento vicinal, um metino, um hidrogénio geminal a 4tomo
eletronegativo, dois hidrogénios olefinicos, além de sinais sugestivos de
hidrogénios de metilenos. Os dados, como o nimero de metilas e a
presenca de hidrogénios olefinicos, sdo sugestivos de esteroide. Uma vez
que fucosterol (Figura 44) é o esteroide mais abundante no género
(FREITAS et al., 2007), procedeu-se a comparacao dos dados espectrais
com os obtidos para Dm4 (Tabela 25). Apesar dos deslocamentos
guimicos serem bastante semelhantes aos do fucosterol, a auséncia de um
dupleto de metila em 0,92 ppm (J = 6,4) e a presenca de um simpleto de
metila em 1,57 ppm no espectro de *H RMN de Dm4 sugerem que este
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composto ndo é o fucosterol (JUNG et al., 2013). Para que a estrutura de
Dm4 seja identificada, seria necessario o reisolamento, para aquisi¢do de
espectros adicionais.

Figura 44. Estrutura do fucosterol.




Figura 45. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCl;) de Dm4.
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Tabela 25. Dados espectrais de *H RMN da substancia Dm4 obtidos em
comparagdo com a literatura para fucosterol.
on (mult., J HZ)
Fucosterol
Ireland et al. (1976)
(220 MHz, CDCl3)

Posicéo Dm4
(400 MHz, CDCls)

1 n.a. n.a.

2 n.a. n.a.

3 3,53 (m) 3,49 (m)

4 n.a. n.a.

6 5,36 (m) 5,33 (dl, 5,2)

7 n.a. n.a.

8 n.a. n.a.

9 n.a. n.a.

10 n.a. n.a.

11 n.a. n.a.

12 n.a. n.a.

14 n.a. n.a.

15 n.a. n.a.

16 n.a. n.a.

18 0,70 (s, 3H) 0,66 (s, 3H)
19 1,02 (s, 3H) 0,98 (s, 3H)
20 n.a. n.a.

21 1,57 (s, 3H) 0,92 (d, 6,4, 3H)
22 n.a. n.a.

23 n.a. n.a.

25 2,23 (m) 2,18 (m)

26 0,99 (d, 6,9, 3H) 0,95 (d, 6,8, 3H)
27 0,99 (d, 6,9, 3H) 0,95 (d, 6,8, 3H)
28 5,19 (q, 6,4) 5,08 (q, 6,8)
29 1,58 (d, 6,4, 3H) 1,56 (d, 6,8, 3H)

n.a.: ndo atribuido.
4.3.2.5 Substancia Dm5

A substancia Dm5 foi obtida como 6leo amarelado da fracdo
CLV11D5 (CLAE 5), com rendimento de 2,8 mg. Apresenta-se ha CCD
em cHex/AcOEt (9:1) como uma mancha em Rf 0,2; ap6s revelagdo com
anisaldeido sulflrico adquire cor roxa, tornando-se marrom com o tempo.
A substancia ndo apresenta extin¢do de fluorescéncia em 254 nm e nao
apresenta fluorescéncia em 366 nm.

O espectro de 'H RMN em CDCl; (Figura 47) apresentou um
tripleto em 0,92 ppm (J = 7,3 Hz) integrando para 3H, sugestivo de
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hidrogénios de metila com acoplamento vicinal com hidrogénios
metilénicos. Em 1,37, 1,58 e 1,67 ppm h& multipletos integrando para 2H,
sugestivos de hidrogénios metilénicos. Observa-se ainda em 2,37 ppm um
tripleto largo, integrando pra 2H, sugestivo de acoplamento vicinal com
hidrogénios metilénicos. O deslocamento quimico do ultimo sinal é
sugestivo de metileno vicinal a carbonila de cetona ou éster (PAIVA et
al., 2009). Na regido mais desblindada do espectro, sdo observados
multipletos em 3,59 e 3,65 ppm e tripletos em 3,47 (J = 6,8 Hz), 3,71 (J
= 4,6 Hz) e 4,24 ppm (J = 4,6 Hz), com deslocamentos sugestivos de
hidrogénios geminais a atomo eletronegativo.

Os dados espectrais sugerem a presenca de uma metila, nove
metilenos, sendo cinco ligados a 4tomos eletronegativos e um vicinal a
carbonila de éster ou cetona. Entretanto, considerando a auséncia de outro
elemento terminal (além da Gnica metila), foi aventada a possibilidade de
tratar-se de uma estrutura simétrica. Dessa forma, procedeu-se a
reintegracdo dos sinais considerando que cada um deles deveria integrar
para o dobro de hidrogénios que as integra¢Ges obtidas primeiramente. O
espectro ndo mostrou semelhanga com substancias previamente isoladas
da espécie e a partir de uma busca na literatura, predicdo espectral com o
programa ChemDraw® e posterior comparacdo com os dados obtidos,
sugere-se que Dmb5 trata-se de um conhecido plasticida, o adipato de bis
(2-(2-butoxietoxi) etila (Figura 46).

Figura 46. Estrutura proposta para a substdncia Dm5 (adipato de bis (2-(2-
butoxietoxi) etila) com deslocamentos quimicos obtidos (nimeros em azul) e
deslocamentos quimicos calculados através da predicdo espectral (nimeros em
laranja).
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Figura 47. Espectro de *H RMN (400 MHz, CDCls) de Dm5.
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Diferentemente do ftalato de dipentila (Dm1), o plasticida cuja
estrutura é proposta para Dm5 ndo possui relatos de isolamento como
produto natural. Dessa forma, pode trata-se de um contaminante
adquirido durante as etapas de isolamento ou acumulado no organismo
devido a contaminagdo da 4gua do mar.

As demais seis substancias isoladas de D. mertensii durante o
presente projeto, para as quais espectros ainda estdo sendo obtidos,
correspondem a compostos s6lidos amorfos, sem fluorescéncia em 366
nm e sem extingdo de fluorescéncia em 254 nm, com cor roxa em CCD
apresentada apos revelacdo com anisaldeido sulfrico.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS
5.1 ASPECTOS QUIMICOS

No ambito do presente trabalho foram isolados diterpenos de trés
tipos: dois dolastanos de C. cervicornis, um dolabelano e um guaiano
prenilado de D. mertensii.

Os diterpenos triciclicos isolados de C. cervicornis (Cc2 e Cc4)
sdo comumente encontrados ndo so na espécie (Figura 4, estruturas 7 a 13
e 18 a 22) (TEIXEIRA et al., 1986a; KELECOM; TEIXEIRA, 1988;
VALLIM et al., 2010; BIANCO et al., 2015a), mas também no género
Canistrocarpus como um todo (TEIXEIRA, 2013). Os dolastanos
diferem entre si pelo grau e posicdo de oxigenacgdes e insaturagbes. Os
grupamentos metila das posicbes C16 e C20 possuem sempre
estereoquimica trans, em sua maioria sdo oxigenados na posicdo C14 e
possuem um metileno exociclico em C1 (TO, 2008).

Os metabdlitos identificados até o0 momento da amostra de C.
cervicornis estudada no ambito deste trabalho ja haviam sido descritos
para esta espécie; entretanto, é possivel que entre aquelas amostras cujos
espectros estdo sendo obtidos venha a ser caracterizado algum metabolito
inédito para a espécie.

Ja os diterpenos isolados de D. mertensii pertencem a dois grupos
guimicos diferentes, sendo que a estrutura proposta para Dm2 pertence ao
grupo | (guaianos prenilados) e a estrutura proposta para Dm3 ao grupo
lla (dolabelanos). Diterpenos do tipo guaiano prenilado sdo comumente
encontrado na espécie (Figura 6) (VALLIM et al., 2005) e sdo
considerados marcadores taxondmicos da mesma (FREITAS etal., 2007).
Outras espécies das quais diterpenos pertencentes a esse grupo ja foram
isolados sdo: Dictyota menstrualis, Dictyota ciliolata, Dictyota crenulata
e Dictyota guineenses (VALLIM et al., 2005). Os guaianos prenilados
diferem entre si pelo grau e posicdo de oxigenacOes e insaturagdes, sao
biciclicos e, em sua maioria, sdo oxigenados na posicdo C7.

Freitas e colaboradores (2007), em um estudo realizado com
cinco amostras de D. mertensii coletadas em diferentes locais da costa
brasileira (uma delas, no Atol das Rocas), observaram variacdes na
presenga e abundancia de diterpenos encontrados na espécie, porém todos
pertenciam ao grupo dos guaianos prenilados. Esses autores propuseram
que aquelas diferencas podem ter sido influenciadas por fatores
ambientais, consideragdo esta que é respaldada por inimeros autores
(BALBOA et al., 2013; STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).
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A obtengdo do dolabelano (Dm3) a partir de D. mertensii no
presente trabalho contraria a teoria proposta por Teixeira (2013) de que
esta espécie poderia apresentar apenas guaianos prenilados e xenianos.
Uma vez que a amostra de D. mertensii analisada neste trabalho foi
coletada em Trindade, ES, uma ilha oceénica, diferentemente de grande
parte dos materiais trabalhados por outros pesquisadores, que foram
coletados na costa continental, o aspecto ambiental se destaca como
possivel explicacdo para este achado inesperado.

As ilhas oceénicas possuem um ecossistema Unico em termos de
temperatura, salinidade, acdo das ondas e pressao atmosférica (conforme
a profundidade) (STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011), refletindo em
uma grande biodiversidade (BORGES et al., 2009). Algas do arquipélago
de Trindade foram muito pouco estudadas, e é provavel que este seja 0
primeiro estudo quimico realizado com amostras de 14, ndo sendo,
portanto, possivel estabelecer se outras espécies apresentam diferencgas de
perfil quimico em relacdo a material da costa continental.

Além disso, a sazonalidade e fase do ciclo vital s&o outros fatores
gue poderiam estar contribuindo para a composicao quimica diferenciada
dos materiais analisados (AL-AMOUDI et al, 2009), mas Freitas e
colaboradores (2007) ndo especificaram detalhes quanto as datas das
coletas realizadas, nem quanto ao estagio de desenvolvimento das algas
coletadas.

Um fato interessante é que Dm2 (acetato de dictyol B) foi
reportado para Dictyota dichotoma var. implexa (Desfontaines) J.Ag.
[cujo nome aceito pelo site Algaebase é D. implexa (Desfontaines) J.V.
Lamouroux] e Dm3 (10-acetdxi-18-hidroxidolabela-2,7-dieno) foi
isolado de Dictyota dichotoma (AMICO et al., 1979; DURAN et al.,
1997; TAKIKAWA et al., 1998; SIAMOPOULOU et al., 2004;
FAULKNER et al., 1977; ROSA et al., 1986). Estas espécies ndo foram
incluidas nos estudos realizados por Teixeira (2013), que fundamentaram
a sua teoria com relacéo a diterpenos de Dictyotaceae.

Clerck e colaboradores (2006) realizaram analise filogenética de
Dictyotaceae, que incluia uma amostra de D. mertensii coletada em Ann’s
Bay, Jamaica (cerca de 150 km de distancia de outras llhas do Caribe) e
amostras de D. dichotoma coletada na Franga eJapdo. Estas espécies
foram alocadas em um mesmo clado (CLERCK et al., 2006), reforcando
a evidéncia de similaridade sugerida pelos dados quimicos.

Os ftalatos e outros plastificantes, tais como os correspondentes
a Dm1 e Dmb, sdo usados como aditivos em tintas, adesivos, corantes e,
além disso, sdo amplamente utilizados na indUstria quimica para conferir
flexibilidade a cloretos de polivinila (REIS, 2015). Entre os mais comuns
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estdo os ftalatos de di-(2-etilexila) (DEHP) e de di-n-butila (DBP), que
sdo encontrados como poluentes provenientes de materiais plasticos
expostos no ambiente (CHEN, 2004) e detectados no solo, sedimentos,
aguas e em organismos vivos (NAMIKOSHI et al., 2006). Assim,
diversos tipos de ftalatos tem sido isolados de extratos de plantas
(HAYASHI et al., 1967), algas (CHEN, 2004; GRESSLER et al., 2010)
e outros organismos marinhos (HOANG et al., 2008).

No sentido de verificar a origem dos ftalatos nos organismos,
Chen (2004) cultivou filamentos da alga vermelha Bania atropurpurea
em agua do mar artificial (livre de contaminacao e com fonte de carbono)
e em agua do mar natural. Os contetdos de DEHP e DBP do material
cultivado indicaram que a alga em questdo foi capaz de sintetizar ftalatos.
Outro estudo realizado nas mesmas condi¢des sugeriu que outras espécies
de algas vermelhas também sdo capazes de sintetizar ftalatos
(GRESSLER et al., 2010). Um terceiro estudo, desenvolvido por
Namikoshi e colaboradores (2006), utilizou condi¢Ges semelhantes aos
estudos anteriores, mas com fontes de carbono enriquecidos de *C, e seus
resultados reforgam a evidéncia de que organismos vivos, como as algas,
podem sintetizar ftalatos. Nesse estudo, os pesquisadores avaliaram a
abundancia de **C em ftalatos obtidos de trés diferentes algas marinhas
(duas pardas e uma verde) cultivadas em agua do mar artificial (livre de
contaminacéo e com fonte de carbono enriquecida de “C) e em agua do
mar natural. Os ftalatos obtidos das algas cultivadas em agua do mar
artificial apresentavam cerca de 50-80% de “C, enquanto que os ftalatos
produzidos industrialmente possuiam quantidades abaixo do limite de
deteccao.

Considerando esses fatos, sugere-se que o ftalato Dm1 isolado
neste trabalho, pode tratar-se de um produto natural, sendo o primeiro
relato de ftalato isolado do género Dictyota. Ja o plasticida Dm5, mais
provavelmente, deve tratar-se de um contaminante, uma vez que nao
existem relatos deste composto como produto natural. No entanto,
estudos adicionais contribuiriam para a confirmacao desta hipotese.

5.2 ASPECTOS DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

Embora apenas dois dos extratos avaliados nas triagens tenham
sido selecionados para investigacdo quimica, foi possivel verificar
diferencas significativas no potencial redutor e na atividade
antimicrobiana dentro da mesma espécie, entre amostras originarias de
arquipélagos distintos e também de diferentes pontos de coleta dentro do
mesmo arquipélago. Em relacdo a atividade antioxidante, foi observada
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uma tendéncia de maior potencial redutor para extratos obtidos na costa
continental, quando comparados com extratos de materiais obtidos em
ilnas oceénicas. Estas variacbes devem ser reflexo de diversidade
quimica, a qual pode estar relacionada tanto a variagdo quali-, como
guantitativa na producdo de metabdlitos secundarios.

Importantes atividades com potencial farmacol6gico e ecolégico
ja foram relatadas para os diterpenos isolados e estdo resumidos no
Quadros 2 e 3. Entretanto, outras atividades ainda ndo investigadas
poderiam ser de grande interesse, considerando o potencial que produtos
naturais marinhos apresentam em relacdo principalmente as atividades
citotdxica e antimicrobiana.

Extratos de ambas as espécies estudadas, bem como os
metabdlitos Dm2, Dm3 e Cc4 foram encaminhados para avaliacdo de
atividade citotdxica na Universidade Federal do Ceara, pelo grupo do
Prof. Dr. Diego Wilke. Sendo Dm2 e Dm3 os diterpenos majoritarios no
extrato de D. mertensii investigado, e considerando que esse extrato
apresentou atividade antimicrobiana, esses compostos foram também
encaminhados para avaliacdo de atividade antimicrobiana no Instituto
Butantan.

Do ponto de vista ecoldgico, para algumas das substancias
isoladas ha estudos que sugerem que estes diterpenos poderiam ser
responsaveis pela prote¢do contra micro-organismos e herbivoros, assim,
estudos adicionais poderiam estabelecer de maneira mais completa o
papel fisioldgico dos metabolitos.



Quadro 2. Atividades bioldgicas relatadas na literatura para os diterpenos isolados de C. cervicornis no presente

trabalho.

Diterpeno

Atividade com potencial
farmacoldgico

Atividades com potencial
ecoldgico

4o-acetoxi-9p,14a-
dihidroxidolasta-1(15),7-dieno
(Cc2)

Anticoagulante e
antiplaquetaria (MOURA et al,,
2011a);

Antiprotozoaria (SANTOS
etal., 2011);

Inibicdlo da hemdlise e
neutralizagéo da  coagulagédo,
hemorragia e protedlise causada por
veneno de serpente (MOURA et al.,
2011b);

Inibicdo da Na*K*-ATPase
de mamiferos (GARCIA et al., 2009)

Anti-herbivoria frente a
ourigos-do-mar (BIANCO et al.,,
2009);

Repelente frente a dacaros
(BORN et al., 2012);

Anti-incrustante frente a
mexilhdes (BIANCO et al., 2009).

40-acetoxi-14a-
hidroxidolasta-1(15),7,9-trieno
(Ccd)

Anti-herbivoria frente a
mexilhdes (BIANCO et al., 2009).

L2t



Quadro 3. Atividades biolbgicas relatadas na literatura para os diterpenos isolados de D. mertensii no presente trabalho.

Acetato de dictyol B
(Dm2)

Antiproliferativa
(CAAMAL-FLUENTES et al.,
2014)

Anti-alimentar frente a
ouri¢os-do-mar, peixes e anfipodes
(CRONIN; HAY, 1996; DUFFY;
HAY, 1994);

Toxicidade para
cianobactérias (NAGLE et al.,
2009),

10-acet6xi-18-
hidroxidolabela-2,7-dieno
(Dm3)

Antibacteriana
(IOANNOU et al., 2011)

Toxicidade para
cianobactérias (NAGLE et al,
2009);

Pesticida (TAKIKAWA et
al., 1998);

Anti-alimentar  frente a
gastrépodes (SUZUKI et al., 2002);

Inibicdo da formacdo de
biofilme microbiano (VIANO et al.,
2009).

[N
N
oo
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6 CONCLUSOES

e De 11 extratos testados, C2 (C. cervicornis, Pedra do Paraiso,
Ceard) apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante no
modelo de potencial redutor; e de 10 extratos testados, D5 (D. mertensii,
llha da Trindade, Espirito Santo) apresentou os melhores resultados de
atividade antimicrobiana;

e O fracionamento do extrato de C. cervicornis da Pedra do Paraiso
(C2) levou ao isolamento de dois dolastanos: 4o-acetdxi-98,14a-
dihidroxidolasta-1(15),7-dieno (Cc2) e 4a-acetoxi-14a-hidroxidolasta-
1(15),7,9-trieno (Cc4), que podem ter relevancia como estratégias de
defesa contra predacéo e fouling; além de um hidrocarboneto, um acido
graxo e outras 12 substancias ainda ndo identificadas;

e O fracionamento do extrato de D. mertensii da Ilha da Trindade
(D5) levou ao isolamento do guaiano prenilado Dm2 (acetato de dictyol
B), do dolabelano Dm3 (10-acetdxi-18-hidroxidolabela-2,7-dieno), de
dois plasticidas (ftalato de dipentila e adipato de bis(2-(2-butoxietoxi)
etila), além de seis substancias ainda ndo identificadas;

e O diterpeno Dm3 deve estar envolvido na atividade do extrato
frente a S. aureus, é inédito na espécie D. mertensii e seu isolamento
contraria a teoria da distribuicdo de diterpenos entre espécies de
Dictyotaceae; o ineditismo apontado pode relacionar-se com a
originalidade do material aqui investigado, procedente de uma ilha
oceanica dotada de caracteristicas ambientais peculiares;

e Considerando os resultados obtidos para ambas as espécies
estudadas neste projeto e as variagdes quimicas e bioldgicas observadas
para os extratos em funcdo do local de coleta, a continuidade dos seus
estudos contribuiria para o esclarecimento da distribuicdo de metabolitos
secundarios entre as espécies, bem como do potencial farmacoldgico e
ecoldgico dos mesmos.
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APENDICE A - PROCEDIMENTOS CROMATOGRAFICOS DE C. cervicornis QUE NAO RESULTARAM
EM ISOLAMENTO DE COMPOSTOS.

CLV (gradiente Hex:AcOEY)

e o o c cw

14 19
1988 1227mg | 309.2mg 1004 mg 55.9mg

Coluna A (gradiente cHexiPrOH) Sephadex 4 CRLCINEOM)
v v v ¥ ¥
Coluna D (gradiente Hex:ACOEt) clvisi | cvisz | clviss | cuvies | cviss | clvise

37mg 11img | 12img | 286mg 44mg 19mg

Sephadex 1 (CH;ClxMeOH)) Sephadex 3 (CH;Cl,:MeOH))
R o [ o | o [ oo | o
cast s cas | cam cags case
‘ 1,7mg ‘ 36mg ‘ 40mg ‘ 18mg ‘ 29mg 101mg ‘ ‘ 34mg 132 mg 4.2mg 11mg 19mg ‘
Coluna B (gradiente Hex:AcOEY)
ce1 caz caa caa cas ces cer ces cea celo | cew | cez | cewm | cew | ces | cel | cew
10 | 1520 | 2z | 23 | ws 51 5 ) 55 E 57 55 see0 | 6163 | 6470 | 7175 | 7679
temg | 23mg | 15mg | 33mg | 22mg | 14mg | 24mg | u2mg | 102mg | 159mg | 128mg | 204mg | 126mg | 30mg | 3s5mg | osmg | 1img

Coluna E (gradiente Hex:AcOEY) Coluna C (gradiente Hex:ACOE!)

cco cc1o
106109 | 110117
1img | 548mg

CLAE (cHex 9:1 ACOEY)

CEL7A CEI7B | CEIIC | CEID | CELE
80mg | 141mg | 93mg 42mg 52mg

CLAE (cHex 9:1 AcOEY)

CEL7B1 | CEl782 | CEL7B3 | CEL7B4 | CEL7B5 | CEL7B6
06mg 25mg 1,0mg 0.7mg 12mg | 08mg

oA | coss | oo | com
‘ oy ‘ o) ‘ jooie) ‘ cesl ‘ ‘Co\unaF(gradwenlecHexAcOEt)

CLAE (cHex 9:1 AcOEY)

CcF8A CcFeB cF8c CF8D
16mg 27mg 32mg | 05mg
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EM ISOLAMENTO DE COMPOSTOS.

APENDICE B — PROCEDIMENTOS CROMATOGRAFICOS DE D. mertensii QUE NAO RESULTARAM

)

o Y
4 6
483406 2672mg

o
7
2631mg

Coluna A (gradiente cHex:ACOE!)

Coluna I (gradiente cHex:ACOE()
v

cits cits

5759 | 064

17mg | a14mg

ci8 cio cio it oz cis cia
3035 3643 44.47 4850 5153 5456
15mg | 20mg | 22mg | 20mg | 24mg | 26mg

o
2729
09mg

o a2 cis cia cis cis

15 68 o 214 | 1517 | w2 | 228

asmg | 16mg | 1img | img | izmg | z2mg | 12mg
Coluna B (gradiente Hex/ACOEY)

‘ Coluna D (gradiente cHex:ACOEY)
v

Coluna G (gradiente cHex:ACOE)
con
3643
9.7 mg mg
[ CLAE (cHex85:15AcOEY) || [CLAE (cHex85:15AcOEY) | [ CLAE (cHex8:2AcOEY) |
‘ CaoA ‘ Coss | ceac ‘ ‘ Co17A | EEE=l
oimg | o4mg | 35mg 10mg | osmg smg | 63mg CLAE (cHex8:2AcOE!)
cGlsA | Cols | COleC | CGlSD
Coluna E (gradiente cHex:ACOE) 04mg | O2mg | 0Smg | oimg
CLAE (cHex9:1AcOE?)
CLAE (cHex9:1AcOEY) ce?A | e | cerc | cem | ceme
GElc | CcEm | CEE oamg | 1img | 1smg | lamg | limg
1amg | 11mg
GE7A | CGere | Cerc | CEm | CEE
ogmg | 1img | 16mg | 1amg | 11mg

Coluna C (gradiente cHex:ACOEY
bt

SPE (gradiente cHex:ACOE

CLAE (cHex93:7AcOEY
[ emon [on] €

Ge7A | cere
o8mg | 11mg | 16me
Coluna F ( gradiente cHex:ACOEY)
cFa cFs cFe cF7 cre cFo
1516 w1 | wa | 2z | e
simg | 62mg | 66mg | l6mg | 56mg

= | ¥ v

0 mg [ o cra

P Y o b
o3mg | 20mg  ismg | 2emg




