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RESUMO

Produtos naturais marinhos constituem importante fonte de potenciais
candidatos a novos farmacos, e as algas do género Dictyopteris se
destacam por produzir metabdlitos originais e com interessante
bioatividade. Neste trabalho, D. jolyana e D. plagiogramma coletadas
em ilhas oceénicas brasileiras foram investigadas do ponto de vista
quimico e biol6gico. Extratos foram preparados por maceracdo em
CH,Cl;:MeOH  (2:1), comparados quimicamente por métodos
espectroscopicos e alguns fracionados cromatograficamente. Os perfis
quimicos foram diversos e a identificacdo de compostos derivados de
Cy: contendo enxofre em alguns extratos pode estar correlacionada a
fatores ecoldgicos; a identificacdo de derivados de &cido ftalico pode ser
indicativa de poluicdo ambiental. O fracionamento do extrato DJ-I (D.
jolyana, FN, 2014) resultou na identificacdo de 17 substancias: 10
compostos derivados de Cy; contendo enxofre (Djl, Dj5, Dj7, Dj9,
Dj11, Dj13, Dj16-18, Dj26), trés tocoferdis (Djl15, Dj20 e Dj25),
fucosterol (Dj19), fitol (Dj21), e dois ftalatos (Dj12 e Djl4). Todos
estes compostos sdo novos para a espécie, e Dj7, Dj9, Djl11, Dj22-23 e
Dj26 sdo inéditos na literatura. O estudo do extrato DP-VII (D.
plagiogramma, AR, 2016) resultou na identificacdo de oito substancias:
seis derivados de Cy; contendo enxofre (Dp2-6, Dp8), y-tocoferol (Dpl)
e fucosterol (Dp7). Exceto Dp2 and Dp7, os demais metabdlitos sdo
novos para a espécie. Os extratos apresentaram baixa citotoxicidade
sobre a linhagem HCT-116, o que também foi observado para o0s
compostos isolados. O extrato DJ-I demonstrou atividade contra
trofozoitos de A. castellanii (Clsy = 2,34+0,38 mg/mL), porém o
composto avaliado (Djl) apresentou fraca atividade. O extrato DJ-I
apresentou o melhor perfil de atividade antiagregante (19,5+3,5%, ADP)
e os compostos Djl, Dj5 e Djl19 foram os mais ativos (61,5+0,5,
63,0+3,0 e 74,0+7,0% para ADP, e 76,0+3,0, 74,0+3,0 e 58,0+2,8%
para epinefrina, respectivamente). A triagem virtual sugeriu a enzima
acetilcolinesterase como possivel alvo molecular para o composto Dj13,
0 qual foi avaliado in vitro e demonstrou potente atividade inibitoria
(Cl50<0,875 pg/mL). Os resultados revelam o grande potencial dos
metabolitos secundarios de Dictyopteris, notadamente os derivados
sulfurados, evidenciando a importancia da continuidade dos estudos.

Palavras-chave: Dictyopteris. llhas oceanicas brasileiras. Metabdlitos
sulfurados. Antiagregante. Anticolinesterasica. Triagem virtual.






ABSTRACT

ZATELLI, G. A. Chemical and biological investigation of brown
algae of Dictyopteris genus from Brazilian Oceanic Islands. 2019.
328p. Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2019.

Marine natural products are a important source for new drugs
candidates, and algae of the Dictyopteris genus produce unique
metabolites with interesting bioactivity. In this work, D. jolyana and D.
plagiogramma extracts from the Brazilian oceanic islands were
investigated from its chemical and biological properties. The extracts
were macerated on CH,CIl;:MeOH (2:1), chemically compared by
spectroscopic techniques and chromatographically fractioned. The
chemical profiles were distinct and the identification of Cis-sulfur
compounds in some extracts may be correlated to ecological factors; the
identification of phthalic acid derivatives may indicate environmental
pollution. The study of DJ-I extract (D. jolyana, FN, 2014) led to the
identification of 17 compounds: 10 Cy;-sulfur metabolites (Dj1, Dj5,
Dj7, Dj9, Dj11, Dj13, Dj16-18, Dj26), three tocopherols (Dj15, Dj20
and Dj25), fucosterol (Dj19), phytol (Dj21), and two phthalates (Dj12
and Dj14). All these compounds are new to the species and Dj7, Dj9,
Dj11, Dj22-23 and Dj26 are new in the literature. The study of DP-VII
extract (D. plagiogramma, AR, 2016) led to the identification of eight
compounds: six Cij-sulfur metabolites (Dp2-6, Dp8), y-tocopherol
(Dpl) and fucosterol (Dp7). Excepting Dp2 and Dp7, the other
metabolites are new for the species. The extracts demonstrated weak
cytotoxicity against HCT-116 cell line, which was observed also to the
isolated compounds. The DJ-1 extract demonstrated amebicidal potential
against A. castellanii trophozoites (1C5,=2.34+0.38 mg/mL), however
the evaluated compound (Dj1) showed weak activity. The DJ-1 extract
showed greater antiplatelet activity (19.5+3.5%, ADP), while Dj1, Dj5
and Dj19 were the most potent compounds (61.5+0.5; 63.0£3.0 and
74.0+7.0% for ADP, and 76.0+3.0, 74.0+3.0 and 58.0+2.8% for
epinephrine,  respectively). The virtual screening suggested
acetylcholinesterase as a possible molecular target for Dj13, which has
been evaluated in vitro and showed potent inhibitory activity
(1C50<0.875 pg/mL). The results indicate the great potential of the
secondary metabolites of Dictyopteris, mainly the Cyj-sulfur
metabolites, evidencing the importance of the continuity of the studies.
Keywords: Dictyopteris. Brazilian oceanic islands. Sulfur compounds.
Antiplatelet. Anticholinesterase. Virtual screening.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 INTRODUCAO

H& milénios, produtos naturais vém sendo utilizados na medicina
tradicional de varios povos para o tratamento de doencas prevalentes
(CHIN et al., 2006) e muitos serviram de base para o desenvolvimento
de medicamentos (ex., morfina, digitalicos, penicilinas, etc.)
(MOLINSKI et al., 2009).

Ha registros de utilizacdo de produtos naturais marinhos como
remédios por povos orientais desde 3.000 a.C. (KOLANJINATHAN;
GANESH; SARANRAJ, 2014), e muitas indica¢fes de algas para o
tratamento de enfermidades podem ser encontradas em farmacopeias
chinesas (LIU et al., 2012). Os antigos fenicios também j& empregavam
uma secre¢do de cor roxa, produzida por moluscos marinhos, para tingir
tecidos, enquanto as algas eram utilizadas como fertilizantes (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Apesar de promissores, devido principalmente ao dificil acesso,
0s organismos marinhos passaram a ser investigados de maneira
sistematica apenas recentemente. Desta forma, desde o inicio do século
XXI vem-se testemunhando o aumento do interesse pela pesquisa de
produtos naturais marinhos. Considerando que menos de 3 % do total
estimado de organismos marinhos ja tenha sido estudado, fica evidente
gue h& inimeras possibilidades de investigacGes nessa area (COSTA-
LOTUFO et al., 2009).

Compostos de origem marinha vém se tornando uma importante
opcéo para o desenvolvimento de produtos cosméticos, farmacéuticos e
na industria alimenticia. Nas Gltimas duas décadas, o0 screening de uma
grande variedade de compostos de origem marinha possibilitou a
identificacdo de diversas atividades biologicas, destacando-se a
antiviral, antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antitumoral e anti-
inflamatdria (RUIZ-TORRES et al., 2017).

O cancer é considerado a segunda maior causa de morte no
mundo, projetando-se para 0 ano de 2035 um aumento na incidéncia
para 24 milhdes de novos casos por ano (ARE et al., 2018). Por conta
disso, é considerado um problema de salde publica, possuindo grande
amplitude epidemioldgica, social e econdmica. O crescimento do
nimero de casos pode estar relacionado ao aumento da exposi¢do aos
fatores de risco, envelhecimento da populacdo e aprimoramento do
diagndstico (TORRES et al., 2016). Apesar de ser um conjunto de
doencas, o cancer é resultado de uma série de mutacdes em genes, as
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quais levam a alteracBes das funcbes celulares (HASSANPOU,;
DEHGHANI, 2017). O tratamento pode ser realizado através de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, e em muitos casos, é necessario
combinar mais de uma modalidade (INCA, 2017). Apesar do grande
nimero de medicamentos quimioterapicos, varios problemas estdo
associados ao tratamento, como alta incidéncia de reagGes adversas e
resisténcia a estes farmacos (BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR,
2012).

Com relacdo as doencas cardiovasculares, segundo uma
pesquisa recente realizada por Siqueira, Siqueira-Filho e Land (2017) a
mortalidade por estas doencas representa 28 % do total de Obitos
ocorridos no Brasil nos ultimos cinco anos. Este crescimento estaria
relacionado principalmente ao envelhecimento populacional. Dentre os
fatores de risco, encontram-se os distdrbios na hemostasia, que podem
levar a sindrome coronariana aguda bem como ao tromboembolismo
venoso (OLIVEIRA; FARMER, 2003). Farmacos antitrombéticos, que
incluem antiagregantes plaquetarios e anticoagulantes, sdo utilizados
para prevenir e tratar muitas doencas cardiovasculares e constituem
alguns dos farmacos mais comumente prescritos no mundo (MEGA;
SIMON, 2015). No entanto, varias limitagdes estdo associadas ao uso
destes medicamentos, incluindo eficacia limitada, questdes de seguranga
pelo risco de hemorragia, resisténcia, via de administracdo parenteral
(em muitos casos), entre outras (ANGIOLILLO; UENO; GOTO, 2010).

A ceratite amebiana e a encefalite amebiana granulomatosa sédo
causadas por protozoarios do género Acanthamoeba, pertencentes ao
grupo de amebas de vida livre, amplamente distribuidas na natureza. O
interesse no estudo destas doengas cresceu nos Ultimos anos, devido ao
aumento nos casos registrados, que pode ser associado principalmente a
elevacdo do nimero de usuarios de lentes de contato (LORENZO-
MORALES et al.,, 2013). O tratamento é inespecifico e de longa
duracdo, realizado com antissépticos de uso topico, 0s quais muitas
vezes sdo ineficazes para a forma de cisto do protozoario, além de
poderem se apresentar irritantes e téxicos para os pacientes (DERDA;
HADAS; THIEM, 2008).

Diante das limitagcBes apresentadas pelas terapias atuais com
relacdo as enfermidades citadas, a busca de novos farmacos com
melhores perfis terapéuticos constitui um grande desafio para a
comunidade cientifica na atualidade. Maior atengdo estd sendo
dispensada para os produtos naturais, vistos como uma importante fonte
de novos farmacos, especialmente os de origem marinha, ainda pouco
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investigados quando comparados aos produtos naturais provenientes de
organismos terrestres.

Neste contexto, as algas do género Dictyopteris compreendem
um grupo singular de algas que sdo conhecidas por seu “odor de praia”
caracteristico (PETTUS; MOORE, 1971). Esta propriedade chamou a
atencdo de pesquisadores, impulsionando os primeiros estudos com
espécies deste género. Os trabalhos realizados demonstraram
principalmente a presenca de compostos do tipo Cy;, além de diversos
outros derivados contendo enxofre, bem como terpenos, compostos
halogenados, quinonas e esteroides. O potencial biolégico de algumas
espécies também ja foi demonstrado, destacando-se as atividades
citotoxica, antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante. Do ponto de
vista ecoldgico, destaca-se a atividade anti-herbivoria.

Considerando o disposto acima, o presente trabalho tem como
objetivo a investigacdo quimica e bioldgica de espécies de Dictyopteris
coletadas no ambito das ilhas oceédnicas brasileiras. A seguir, sera
apresentada uma breve revisao a respeito de produtos naturais marinhos,
ilhas oceanicas brasileiras e o género Dictyopteris. Alguns topicos com
relacdo as atividades bioldgicas avaliadas neste estudo também serdo
abordados.

1.2 PRODUTOS NATURAIS MARINHOS

Os oceanos cobrem cerca de 70 % da superficie da Terra e
abrangem grande biodiversidade (FENICAL, 2006; LAM, 2006). Os
ecossistemas marinhos sdo fonte de produtos naturais notaveis. As algas,
os invertebrados e 0s micro-organismos marinhos produzem substancias
gue sdo utilizadas nas indastrias de cosméticos, suplementos
nutricionais e medicamentos (YASUHARA-BELL et al., 2010).

Os metabdlitos marinhos parecem apresentar maior riqueza em
diversidade estrutural em comparacdo com o0s obtidos de fontes
terrestres, bem como maior incidéncia de bioatividade (ZHANG et al.,
2016). Os organismos marinhos sésseis (como algas, esponjas e corais)
competem para sobreviver em um ambiente extremamente indspito. A
fungdo ecoldgica das substéncias ativas isoladas de fontes marinhas
seria auxiliar na competicdo por espago ou na defesa contra predadores
(COSTA-LOTUFO et al., 2009). Além disso, condicGes de temperatura,
salinidade, exposicdo a radiacdo solar, acdo das ondas e presséo
atmosférica (conforme a profundidade) sdo fatores que influenciam seus
metabolismos (STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).
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A moderna quimica de produtos naturais marinhos iniciou em
1951, quando Bergmann isolou da esponja Cryptotethya crypta os
analogos de acido nucleico espongotimidina e espongouridina, que
inspiraram o desenvolvimento do antitumoral citarabina e dos antivirais
vidarabina e zidovudina, estimulando o interesse por substancias
provenientes de organismos marinhos (FENICAL, 2006; MOLINSKI et
al., 2009). Dessa forma, observou-se um aumento de investimentos por
parte da industria farmacéutica nesta area, nos ultimos anos (RANGEL;
FALKENBERG, 2015). Além disso, somente no ano de 2015, 1340
novos compostos de origem marinha foram relatados na literatura
(BLUNT et al., 2017).

Apesar do aumento global do interesse em produtos naturais
marinhos, o investimento em espécies marinhas é muito menor em
relagdo as terrestres (JOLY et al., 2011), e grande parte desta riqueza
permanece ainda inexplorada e subutilizada (MATTA et al., 2011).
Nesse sentido, o Brasil apresenta um extenso litoral (mais de 8.000 km)
e um grande potencial em biodiversidade marinha a ser explorado
(BERLINCK et al., 2004).

Atualmente, existem no mercado nove farmacos relacionados a
substancias de origem marinha, sendo eles: os antitumorais citarabina,
trabectedina  (Yondelis®), mesilato de eribulina (Halaven®),
brentuximabe vedotina (Adcetris®), plitidepsina (Aplidin®); os antivirais
vidarabina e iota-carragenina (Carragelose®); o analgésico neuropético
ziconotida (Prialt®) e ésteres etilicos do &cido 6mega-3 (Lovaza®),
utilizados para o tratamento de hipertrigliceridemia. Além destes, varios
outros se encontram em testes clinicos, principalmente para o tratamento
de cancer (ZHANG et al., 2016; JIMENEZ, 2018; DELGADO-CALLE
etal., 2019).

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
PhamaMar, 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 areas de nutracéuticos, aquicultura, producdo de agentes
anti-incrustantes, inibidores de biofilmes e em biorremediacéo,
substituicdo de tecidos e o0ssos, inddstria alimenticia entre outras
(FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012).
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1.3 A AMAZONIA AZUL E ILHAS OCEANICAS BRASILEIRAS

Além da riqueza compreendida no ambiente terrestre, o Brasil
possui uma vasta area maritima praticamente inexplorada. Grande parte
pertence a faixa denominada Zona Econémica Exclusiva (ZEE), a qual
fica situada entre o limite externo do mar territorial e 200 milhas
nauticas de distancia da costa, compreendendo cerca de 3,5 milhdes de
quilémetros quadrados. Nesta regido o Brasil exerce soberania sobre a
exploragdo e aproveitamento, conservacdo e gestdo dos recursos
naturais. Diante da importancia de toda esta extensdo maritima, a mesma
tem sido denominada de “Amazonia Azul”, sendo tdo vulneravel, do
ponto de vista ambiental e estratégico, quanto a Amaz6nia continental
(CASTRO et al., 2017).

Neste ambiente estdo inseridas as ilhas oceénicas brasileiras, as
quais se distinguem das ilhas continentais em razdo da maior distancia
em relagdo ao continente e por nunca terem apresentado conexao com o
mesmo (WHITTAKER; FERNANDEZ-PALACIOS, 2007). Cinco
conjuntos de ilhas oceanicas fazem parte da Amazbnia Azul:
Arquipélago de Fernando de Noronha, Ilha de Trindade e Arquipélago
Martim Vaz, Atol das Rocas e Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo.
Todos estes conjuntos sdo isolados do continente (chegando a estar até
1.160 km da costa do Espirito Santo, no caso da Ilha de Trindade e o
Arquipélago de Martim Vaz) e originados por formagdes vulcanicas,
com excecdo de S@o Pedro e Sdo Paulo (Figura 1) (SERAFINI;
FRANGCA; ANDRIGUETTO-FILHO, 2010).
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Figura 1. Localizacdo das ilhas oceénicas brasileiras.

Sao Pedro e Sao Paulo

e _ Atol das Rocas \

Fernando de Noronha

Trindade / Martin Vaz

Fonte: As fotos foram obtidas do site http://www.sisbiota.ufsc.br/peld.html.

As ilhas ocednicas possuem ecossistemas Unicos, 0s quais
permitem o desenvolvimento de uma grande biodiversidade (BORGES
et al., 2009). De maneira particular, as ilhas oceénicas brasileiras estdo
localizadas em mares tropicais, €, portanto, favoraveis ao
desenvolvimento de uma biota marinha rica e diversa (FLOETER et al.,
2008; LONGO et al., 2015). Nesse aspecto, a investigacdo da
composicdo quimica e das propriedades bioldgicas dos extratos de algas
coletadas nestes ambientes representa uma grande oportunidade de
obtencdo de metabolitos potencialmente inéditos e/ou providos de
relevantes atividades bioldgicas, que podem ser candidatos a farmacos
ou prototipos para desenvolvimento de novos farmacos.

No entanto, quando consideramos trabalhos relacionados as
espécies que habitam as ilhas oceénicas brasileiras, existem poucos
estudos e a diversidade quimica dos metabdlitos produzidos pelas algas
encontradas nestes locais permanece ainda inexplorada. O projeto de
ambito nacional ProspecMar-Ilhas, iniciado em 2014, tem permitido a
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coleta de inimeras espécies de algas em ilhas oceanicas brasileiras,
inclusive para a realizagdo da presente tese. Nove universidades e 15
programas de pds-graduacao estdo envolvidos em diferentes vertentes na
geracdo do conhecimento a partir da biodiversidade marinha destes
locais.

1.4 ALGAS

As algas sdo a base da cadeia alimentar no ambiente marinho
(DE CLERCK; BOGAERT; LELIAERT, 2012), podendo fazer parte do
bentos (quando fixas no substrato) ou do plancton (suspensas na agua)
(STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

As macroalgas sao talofitas, ou seja, sdo carentes de raiz, caule
e folhas (LEE, 1999). Em func¢do do tipo de material de reserva e de
pigmentos presentes nas células, podem ser classificadas como: verdes,
pardas, e vermelhas, sendo as duas Ultimas consideradas de maior
interesse fitoquimico (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 de pigmento
marrom (fucoxantina) e 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.

1.5 GENERO DICTYOPTERIS

O género Dictyopteris J.V. Lamouroux (do Grego Dictyon =
rede, e Pteris = samambaia), proposto inicialmente por Lamouroux em
1809 (NIZAMUDDIN; SAIFULLAH, 1966) pertence & ordem
Dictyotales, que também inclui os géneros Dictyota, Canistrocarpus e
Padina (SILBERFELD; ROUSSEAU; REVIERS, 2014). Espécies de
Dictyopteris ocorrerem em mares de regifes tropicais, subtropicais e
temperadas (GUIRY; GUIRY, 2017; NIZAMUDDIN; SAIFULLAH,
1967). Atualmente o género inclui 35 espécies (GUIRY; GUIRY, 2017),
algumas delas j& apresentando dados quimicos e de atividades
bioldgicas bastante promissores, como descrito a seguir.
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De acordo com a base de dados Algaebase (GUIRY; GUIRY,
2017), at¢ o momento foram identificadas as seguintes espécies no
Brasil: D. areschougii (J.Agardh) O.C.Schmidt, D. delicatula
J.V.Lamouroux, D. jamaicensis W.R.Taylor, D. jolyana E.C.Oliveira &
R.P.Furtado, D. justii J.V.Lamouroux, D. plagiogramma (Montagne)
Vickers, e D. polypodioides (A.P.De Candolle) J.V.Lamouroux (nome
atualmente aceito taxonomicamente, tendo como sindnimo D.
membranacea Batters — dessa forma, por questdes de padronizacéo, esta
espécie sera referida ao longo do texto sempre como D. polypodioides).
A Figura 2 apresenta o aspecto de duas espécies de Dictyopteris
estudadas neste trabalho (D. plagiogramma e D. jolyana), onde é
possivel observar a nervura central evidente e a presenca de
esporangios.

Com relag8o aos usos populares, assim como obervado para 0s
organismos marinhos em geral, ha poucos registros da utilizacdo de
espécies de Dictyopteris pela populacdo. Destaca-se a espécie D.
plagiogramma, conhecida popularmente como “limu lipoa”, que tem
sido utilizada por havaianos substituindo a pimenta como condimento
para peixe cru e outros alimentos (MOORE, 1977; PETTUS, 1971).

Figura 2. Aspecto das espécies Dictyopteris plagiogramma (A e B) e D. jolyana
(CeD).

Fonte: A e C foram obtidas pela autora (2017); B e D foram obtidas com o
microscopio ZEISS AXIO Zoom.V16 e com auxilio do consultor Ricardo
Esquivel Torres.
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1.5.1 Compostos relatados para o género Dictyopteris

Espécies de Dictyopteris sdo conhecidas particularmente por
seu odor intenso (incomum em algas pardas), caracterizado como
“aroma de praia”, e os primeiros estudos foram relacionados aos seus
Oleos. Takaoka e Ando (1951) analisaram o dleo essencial extraido de
D. divaricata coletada na costa do Japdo, o qual apresentava um odor
caracteristico. Do 6leo essencial foi isolado um alcool sesquiterpénico
identificado posteriormente por Irie, Yamamoto e Masamune (1964)
como &-cadinol [73], juntamente com diversos outros compostos de
mesmo esqueleto. Em trabalho subsequente com esta espécie, outros
dois sesquiterpenos foram isolados: dictiopterona [94], dictiopterol
(isémeros a [95] e B [96]) (KUROSAWA et al., 1966).

Contemplando os primeiros trabalhos, Ando (1953) estudou a
espécie D. dichotoma (Kuntze) O. Schmidt coletada no Japdo. Um 6leo
de coloragdo marrom-amarelada com um peculiar aroma de praia foi
obtido a partir da alga, identificando-se a presenca de sesquiterpenos
(estruturas ndo determinadas), juntamente com &cido palmitico, acido
hexadecanoico, e hidrocarbonetos simples.

A partir de entdo, diversos estudos comecaram a ser realizados
em relacdo a constituicdo quimica de algas deste género e diversas
classes de compostos foram identificadas: hidrocarbonetos do tipo Cy;
seus derivados, terpenos, meroditerpenos, compostos contendo enxofre,
esteroides, compostos halogenados, compostos volateis simples,
polissacarideos sulfatados e acidos graxos. A seguir sera apresentada
uma revisdo em relacdo a algumas destas classes de compostos.

1.5.1.1 Compostos do tipo Cy;

O "aroma de praia" dos 6leos essenciais de Dictyopteris esta
relacionado principalmente a presenca de compostos do tipo Cy;. Estes
compostos volateis sdo considerados feromoénios sexuais (MOORE,
1977; BOLAND, 1995), podendo ser produzidos por gametas ou no talo
e liberados lentamente, exercendo também uma funcdo bastante
importante no controle da herbivoria (HAY et al., 1988).

Apesar destes compostos terem sido relatados também para
outros grupos de algas pardas (por ex. 0s géneros Zonaria, Desmarestia,
Dictyota, Ectocarpus, Laminaria e Fucus) (BOLAND, 1995), bem
como em algumas plantas, a abundancia parece ser maior no género
Dictyopteris (MOORE, 1977). Em muitas espécies, como D.
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plagiogramma, D. australis (Sonder) Askenasy (MOORE, 1976 apud
BOLAND; MULLER, 1987; MOORE; PETTUS; MISTYSYN, 1974),
D. prolifera (Okamura) Okamura, D. undulata Holmes (anteriormente
denominada de D. zonarioides Farlow) (KAJIWARA; KODAMA,;
HATANAKA, 1980) e D. acrostichoides (J.Agardh) Bornet (WIRTH et
al. 1992), estes compostos podem representar mais 90 % da constituicao
do 6leo essencial.

Vérios tipos de estruturas podem ser encontradas, incluindo
estruturas lineares e ciclicas, bem como hidrocarbonetos insaturados e
seus isdmeros (Figura 3). A semelhanca estrutural sugere uma origem
biossintética comum, a partir da clivagem oxidativa da terminagédo
alifatica de acidos graxos insaturados C,o (POHNERT; BOLAND, 2002;
RUI; BOLAND 2010). De acordo com suas estruturas moleculares,
estes compostos podem ser classificados em quatro grupos: olefinas
aciclicas [1-15], ciclopropanos [16-20], ciclopentenos [21-29] e
cicloheptadienos [30-35].

O isolamento de dictioptereno A [16] a partir das espécies D.
plagiogramma e D. australis no Havai constituiu o primeiro relato
destes compostos (MOORE; PETTUS, 1968), seguindo-se o isolamento
de outros compostos relacionados (dictiopterenos B [19], C" [30] e D
[31]), juntamente com outros undecatrienos e undecatetraenos como
minoritarios (MOORE; PETTUS; MISTYSYN, 1974; PETTUS;
MOORE, 1970; PETTUS; MOORE, 1971; PETTUS, 1971; PETTUS e
MOORE, 1970; MOORE et al., 1972). Trabalhos posteriores
demonstraram a presenca destas classes de compostos em outras
espécies do género, conforme apresentado no Quadro 1.

Os compostos [8-11] foram isolados de algumas espécies e
considerados possiveis precursores para 0s compostos do tipo Cy;
(YAMADA; TAN; TATEMATSU, 1979; YAMADA et al., 1980;
YAMAMOTO et al., 2001).



Figura 3. Compostos do tipo C,; relatados para o género Dictyopteris.
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Quadro 1. Compostos do tipo C,, relatados para o género Dictyopteris.

Composto Espécie Local de Referéncia
coleta
D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai)  PETTUS, 1971
D. australis (mistura)
E.Z-undeca-1,3,5- D. plagiogramma e Havai MOORE;
trieno [1] D. australis (mistura) MISTYSYN;
PETTUS, 1972
D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai) = MOORE; PETTUS;
D. australis (mistura) MISTYSYN, 1974
D. acrostichoides Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992
Sorrento (Australia)
D. latiscula Hikoshima (Japéo) YAMAMOTO et
al., 2001
D. polypodioides Beaulieu e BOLAND;
Villefranche-sur-mer ~ MULLER, 1987
(Franga)
E,E-undeca-1,3,5- D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai) ~ PETTUS, 1971
trieno [2] D. australis (mistura)
D. plagiogramma e Havai MOORE;
D. australis (mistura) MISTYSYN;
PETTUS, 1972
D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai) ~ MOORE; PETTUS;
D. australis (mistura) MISTYSYN, 1974
D. prolifera Japédo KAJIWARA et al.,
1989
D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO et
al., 2001
Z,E-undeca-1,3,5- D. plagiogramma e Havai MOORE;
trieno [3] D. australis (mistura) g/lEHS_Tr Engl\é% )
E,E,E-undeca-2,4,6- D. polypodioides Tipaza (Algéria) HATTABetal,,
trieno [4] 2007b
D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai PETTUS, 1971
EEZundeca-1358-  p gustralis (mistura) ( :
tetraeno [5] D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai) ~ MOORE; PETTUS;
D. australis (mistura) MISTYSYN, 1974
D. acrostichoides Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992
Sorrento (Austrélia)
D. latiscula Hikoshima (Japdo) YAMAMOTO et
al., 2001
D. plagiogramma e Sandy Beach (Havai) ~ MOORE; PETTUS;
E,Z,Z-Undeca—1,3,5,8- D. australis (mistura) MISTYSYN, 1974
tetraeno [6] D. prolifera Japéo KAJIWARA et al.,
1989
D. sp. Havai PETTUS; MOORE,
1974
D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO et

al., 2001
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género Dictyopteris

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
Z.E.Z-undeca- D. polypodioides B(_eaulieu e BOLAND; MULLER,
13,5,8-tetraeno [7] Villefranche-sur-mer 1987
(Franca)
D. latiscula Hikoshima (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
Dictioprolenol [8] D. sp. Susa (Japdo) YAMAMOTO et al., 2001
D. undulata Usa (Japéo) KAJIWARA; KAZUYA,;
HATANAKA, 1982
D. undulata Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
Neodictioprolenol D. Iatispula Hikoshima (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001
9] D. prolifera Yoshimo (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001
D. undulata Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. latiscula Hikoshima (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. polypodioides  Beaulieu e BOLAND; MULLER,
Villefranche-sur-mer 1987
(Franca)
Dictioproleno [10] D. polypodioides  Quiberon (Franga) HATTAB et al., 2002
D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007b
D. prolifera N.I. YAMADA; TAN;
TATEMATSU, 1979
D. prolifera Shima (Japéo) YAMADA et al., 1986
D. latiscula Hikoshima (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. prolifera N.I. YAMADA; OJIKA; TAN,
. 1980
Neodictioproleno  py projifera Shima (Japéo) YAMADA et al., 1986
(11] D. prolifera Yoshimo (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. undulata Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. polypodioides ~ Beaulieu e BOLAND; MULLER,
3-undecanona [12] Villefranche-sur-mer 1987
(Franga)
D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007b
1-undecen-3-ona D. polypodioides  Quiberon (Franga) HATTAB et al., 2002
[13] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB etal., 2007b
1,5-undecadien-3- D. polypodioides  Quiberon (Franca) HATTAB et al., 2002
ona [14]
1,4-undecadien-3- D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007b

ona [15]
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Quadro 1. Compostos

(continuacéo).

do tipo C,, relatados para o género Dictyopteris

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
D. acrostichoides Point Lonsdale e WIRTH etal., 1992
Sorrento
(Australia)
D. delicatula Mayreau (Caribe) HAY etal., 1988
D. latiscula Hikoshima (Japdo) =~ YAMAMOTO etal.,
2001
D. polypodioides Quiberon (Franca) HATTAB et al., 2002
D. polypodioides Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007b
D. plagiogramma e  Sandy Beach PETTUS, 1971
D. australis (Havai)
D. plagiogramma e  Waikiki (Havar) MOORE; PETTUS,
D. australis 1968
(mistura)
D. plagiogramma e  Sandy Beach MOORE; PETTUS;
D. australis (Havai) MISTYSYN, 1974
Dictioptereno A [16]  (Mistura)
D. prolifera Yoshimo (Japéo) FUJIMURA et al., 1994
D. prolifera N.1. KAJIWARA et al., 1997
D. prolifera Japdo KAJIWARA et al., 1989
D. prolifera N.1. YAMADA; TAN;
TATEMATSU, 1979
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO etal,,
2001
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) KAJIWARA et al., 1980
D. sp. N.L KAJIWARA et al., 1997
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et al.,
2001
D. undulata Japéo KAJIWARA et al., 1989
D. unduluta N.I KAJIWARA et al., 1997
D. undulata Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO etal,,
2001
D. undulata Yoshimo (Jap&o) KAJIWARA et al., 1980
D. prolifera Yoshimo, KAJIWARA et al., 1989
(525) E-LA(12) P Hikoshima, Osaka
o exenil]-2- (Japio)
vinilciclopropano [17] D. undulata Japéo KAJIWARA et al., 1989
(1R,2R)-E-2[(12)- D. latiscula Hikoshima (Japdo) = YAMAMOTO etal.,
hexenil]-2- 2001
Vini|cic|0pr0pan0 D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO et al.,

[18]

2001
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Quadro 1. Compostos do tipo C,, relatados para o género Dictyopteris

(continuacéo).

Composto

Espécie

Local de coleta

Referéncia

Dictioptereno B [19]

(hormosireno)

D. acrostichoides

D. delicatula
D. latiscula

D. plagiogramma e D.

australis

D. plagiogramma e D.

australis (mistura)
D. prolifera

D. prolifera
D. prolifera
D

. prolifera

o

undulata

D. undulata

D. sp.
D. sp.

Point Lonsdale e
Sorrento (Australia)
Mayreau (Caribe)
Hikoshima (Japéo)

Sandy Beach (Havai)

Sandy Beach (Havai)

Yoshimo (Jap&o)
Yoshimo (Jap&o)
Japéo

N.L
Japéo
Yoshimo (Japao)

Havai

Susa (Japéo)

WIRTH et al., 1992

HAY etal., 1988
YAMAMOTO et
al., 2001
PETTUS, 1971

MOORE; PETTUS;
MISTYSYN, 1974

YAMAMOTO et
al., 2001
FUJIMURA et al.,
1994

KAJIWARA et al.,
1989

YAMADA; TAN;
TATEMATSU,
1979

KAJIWARA et al.,
1989
YAMAMOTO et
al., 2001

PETTUS; MOORE,
1970
YAMAMOTO et
al., 2001

(1R,2R)-1-[(1E,3E)-

hexa-1,3-dienil]-2-

vinilciclopropano [20]

D. acrostichoides

Point Lonsdale e
Sorrento (Australia)

WIRTH et al., 1992

(3R4R)-3-butil-4-

vinilciclopenteno [21]

o

acrostichoides
latiscula
prolifera

sp.

undulata

Point Lonsdale e
Sorrento (Australia)
Hikoshima (Japéo)

Japdo
Susa (Japéo)

Japéo

WIRTH et al., 1992

YAMAMOTO et
al., 2001
KAJIWARA et al.,
1989
YAMAMOTO et
al., 2001
KAJIWARA et al.,
1989

(35,45)-3-butil-4-

vinilciclopenteno [22]

99 9 © U O

acrostichoides

o

prolifera

o

sp

Point Lonsdale e
Sorrento (Australia)
N.1.

N.1.

WIRTH et al., 1992

KAJIWARA et al.,
1997
KAJIWARA et al.,
1997

(35,4S)-3-(1E)-1-
buten-1-il-4-

vinilciclopenteno [23]

D. acrostichoides

Point Lonsdale e
Sorrento (Australia)

WIRTH et al., 1992
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Quadro 1. Compostos do tipo Ci; relatados para o género Dictyopteris

(continuacéo).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
D. polypodioides Beaulieu e BOLAND;
i -sur- MULLER, 1987
3-butil-4- Villefranche-sur-mer
(Franga)

vinilciclopenteno [24]

D. polypodioides Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007
D. polypodioides Quiberon (Franca) HATTAB et al., 2002
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) E;JQJL:MURA etal.,

4-(1E,32)-1,3- D. acrostichoides Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992

hexadienil- Sorrento (Australia)
ciclopenteno [25]
4-(1E,3E)-1,3- D. acrostichoides Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992
hexadien-1-il- Sorrento (Australia)

ciclopenteno [26]

1-(1E)-hexen-1-il-
ciclopenteno [27]

D. polypodioides

Quiberon (Franca)

HATTAB et al., 2002

3-(1E)-hexen-1-il- D. polypodioides Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,
ciclopenteno [28] 2007b
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) FUJIMURA etal.,
1994
D. prolifera Japéo KAJIWARA et al.,
1989
D. latiscula Hikoshima (Jap&o) YAMAMOTO etal.,
. 2001
4-[(LE)-hexenil]- D. sp. Susa (Japio) YAMAMOTO et al.,
ciclopenteno [29] 2001
D. acrostichoides Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992

D. polypodioides

Sorrento (Australia)
Beaulieu e
Villefranche-sur-mer
(Franca)

BOLAND; MULLER,
1987

Dictioptereno C [30]
(dictioteno)

O

. acrostichoides

. latiscula
. divaricata

. polypodioides
. polypodioides

. polypodioides
. polypodioides

OO0 U0 U O

D. plagiogramma e
D. australis
(mistura)

D. plagiogramma e
D. australis
(mistura)

Point Lonsdale e
Sorrento (Australia)
Hikoshima (Japéo)

N.I.

Quiberon (Franca)
Izmir (Turquia)

Tipaza (Algéria)
Beaulieu e
Villefranche-sur-mer
(Franga)

Sandy Beach (Havai)

Sandy Beach (Havai)

WIRTH et al., 1992

YAMAMOTO et al.,
2001

KAJIWARA et al.,
1997

HATTAB et al., 2002
OZDEMIR et al.,
2006

HATTAB et al., 2007
BOLAND; MULLER,
1987

MOORE; PETTUS;
MISTYSYN, 1974

PETTUS, 1971
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género Dictyopteris

Composto Espécie Local de Referéncia
coleta
D. prolifera N.I. KAJIWARA et al., 1997
D. prolifera Japéo KAJIWARA et al., 1989
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) FUJIMURA et al., 1994
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) KAJIWARA; KODAMA;
HATANAKA, 1980
Dictioptereno C [30]  D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001
(dictioteno) D. sp. Havai PETTUS; MOORE, 1971
D. sp. N.1. KAJIWARA et al., 1997
D. undulura N.1. KAJIWARA et al., 1997
D. undulata Yoshimo (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001
D. undulata Japdo KAJIWARA et al., 1989
D. undulata Yoshimo (Jap&o) KAJIWARA; KODAMA,;
HATANAKA, 1980
D. acrostichoides  Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992

Sorrento (Australia)

D. divaricata N.I. KAJIWARA et al., 1997

D. latiscula Hikoshima (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001

D. Sandy Beach (Havai) ~ PETTUS, 1971

plagiogramma e

D. australis

(mistura)

D. Sandy Beach (Havai) ~ MOORE; PETTUS;

plagiogramma e MISTYSYN, 1974

D. australis

- (mistura)
chtgt)gir:rr;%r%)pl] D. prol!fera N.L KAJIWARA et al., 1997

D. prolifera Yoshimo (Japéo) FUJIMURA et al., 1994

D. prolifera Japdo KAJIWARA et al., 1989

D. prolifera Yoshimo (Japéo) YAMAMOTO et al., 2001

D. prolifera Yoshimo (Jap&o) KAJIWARA; KODAMA,;
HATANAKA, 1980

D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001

D. sp. Havai PETTUS e MOORE, 1971

D. sp. N.L. KAJIWARA et al., 1997

D. undulata Japdo KAJIWARA et al., 1989

D. undulata Yoshimo (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001

D. undulura N.1. KAJIWARA et al., 1997

D. undulata Yoshimo (Japéo) KAJIWARA; KODAMA,;
HATANAKA, 1980

D. acrostichoides  Point Lonsdale e WIRTH et al., 1992

(E)-ectocarpeno [32]

Sorrento (Australia)
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Quadro 1. Compostos do tipo Ci; relatados para o género Dictyopteris
(continuacéo).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
D. latiscula Hikoshima YAMAMOTO et al., 2001
(Japéo)
D. polypodioides Beaulieu e BOLAND; MULLER,
6-(1E)-1-buten-1-il- Villefranche-sur- 1987
1,4-cicloheptadieno mer (Franca)
[33] D. prolifera Japédo KAJIWARA et al., 1989
D. prolifera Yoshimo (Japdo)  FUJIMURAetal., 1994
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et al., 2001
D. undulata Japéo KAJIWARA et al., 1989
(+)-(R)-4- D. plagiogramma e Havai MOORE; YOST, 1973
butilciclohepta-2,6-  D. australis (mistura)

dienona [34]

(+)-6- D. plagiogramma e Havai MOORE; YOST, 1973
butilciclohepta-2,4-  D. australis (mistura)
dieno [35]

1.5.1.2 Compostos contendo enxofre

Apesar da alta concentracdo de sulfato na dgua do mar, bem
como de sulfito em ambientes pobres em oxigénio, poucos tinham sido
0s compostos relatados para organismos marinhos que contém enxofre
em sua composicdo (FAULKNER, 1977). Como parte deste grupo, o
género Dictyopteris tém se mostrado bastante promissor, com diversas
novas estruturas [36-53] (Figura 4 e Quadro 2).

No primeiro estudo realizado por Moore, em 1971, foram
obtidos um trissulfeto e um tetrassulfeto de um extrato da mistura de D.
plagiogramma e D. australis coletadas no Havai (MOORE, 1971). Nos
anos seguintes, outros compostos semelhantes foram isolados destas
mesmas espécies e, recentemente, uma série de dissufetos ([43-45], [57-
50], [53]) foi isolada a partir do extrato de D. polypodioides coletada na
Baia de Gerolimenas, Grécia (DIMOU et al., 2016).

Sua origem biossintética parece estar relacionada a dos
hidrocarbonetos Cy;, podendo ser resultado da degradagdo oxidativa de
eicosanoides insaturados via intermediarios oxigenados
(SCHNITZLER; BOLAND; HAY, 1998; BOLAND, 1995). Ainda nédo
se sabe exatamente o seu papel ecoldgico, no entanto, alguns estudos
tém demonstrado o seu papel contra a herbivoria de pequenos
consumidores, como as anfipodas, sendo relativamente menos eficazes
contra herbivoros maiores, como ouricos-do-mar (SCHNITZLER;
BOLAND; HAY, 1998; SCHNITZLER et al., 2001).
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Figura 4. Compostos contendo enxofre relatados para o género Dictyopteris

\/\S/S\/\ )J\ /\)J\/\/\/\ /\)J\/\/\/\/
36 38 R, = COCHj
o 39Ri=H

MR, = H
42 R, = COCH,

VV\)\)J\AS/SW\/\
43R, =R,=H 0 Ry
44 R, =R, =SCH,4
45R;=H, Ry = SCH;, OAc

Fonte: A autora (baseada na literatura).
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Quadro 2. Compostos contendo enxofre relatados para o género Dictyopteris.

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
- P D. prolifera Yoshimo FUJIMURA et al.,
dipropil dissulfeto [36] (Japio) 1994
D. plagiogramma e Havai MOORE;MISTYS
[37] D. australis (mistura) Ig’\;;ZPETTUsv
S-(3-oxoundecil) tioacetato D. plagiogramma Havai ROLLER; AU;
[38] MOORE, 1971
- D. polypodioides Tipaza HATTAB et al.,
(3-oxoundecil) sulfeto [39] (Algéria) 2007b
S-(-)-3-acetoxiundec-5-enil D. plaglog_ramr_na e Havai MQORE;MISTYS
tioacetato [40] D. australis (mistura) Ig’\;’ZPETTUsv
1-mercapto-4-undecen-3-ona  D. polypodioides Tipaza HATTAB et al.,
[41] (Algéria) 2007b
S-(E)-(3-oxoundec-4-enil) D. plagiogramma Havai ROLLER; AU;
tioacetato [42] MOORE, 1971
D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
(Grécia) 2016
bis-(3-oxoundecil) dissulfeto D plagiogramma Havai ROLLER; AU;
[43] ) ) MOORE, 1971
D. plagiogramma e Havai MOORE;MISTYS
D. australis (mistura) YN; PETTUS,
1972
bis(5-metiltio-3-oxo-undecil)  D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
dissulfeto [44] (Grécia) 2016
5-metiltio-1-(3-oxoundecil) D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
dissulfanilundecan-3-ona [45] (Grécia) 2016
2)-bis-(3- i = D. plagiogramma e Havai MOORE;MISTYS
iy~ D s (s
bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
dissulfeto [47] (Grécia) 2016
(E)-1-(3-oxo-undecil)- D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
dissulfanilundec-4-en-3-ona (Grécia) 2016
[48]
(E)-1-(5-metiltio-3- D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
oxo-undecil)dissulfanilundec- (Grécia) 2016
4-en-3-ona [49]
5-hidroxitio-1-(3-oxo- D. polypodioides Gerolimenas DIMOU et al.,
undecil)- (Grécia) 2016
dissulfanilundecan-3-ona [50]
bis-(3-oxoundecil) trissulfeto  D. plagiogramma e Havai MOORE, 1971
[51] D. australis (mistura)
bis-(3-oxoundecil) D. plagiogramma e Havai MOORE, 1971
tetrassulfeto [52] D. australis (mistura)
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Quadro 2. Compostos contendo enxofre relatados para o género Dictyopteris
(continuacdo).

Espécie Local de Referéncia
Composto
coleta
D. polypodioides Carolina do Norte SCHNITZLER et
(EUA) al., 2001
D. polypodioides Villefranche-sur-mer ~ SCHNITZLER;
3-hexil-4,5- (Franga) BOLAND; HAY,
ditiacicloheptanona [53] . ) o 1998
D. polypodioides Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,
2007b
D. polypodioides Gerolimenas (Grécia)  DIMOU et al.,
2016
D. polypodioides Gerolimenas (Grécia) DIMOU et al,

2016

1.5.1.3 Terpenos

Apesar da presenca marcante de compostos do tipo C;; de
origem ndo terpénica em algumas espécies, foram identificados e/ou
isolados também muitos terpenos, majoritariamente sesquiterpenos. Os
sesquiterpenos encontrados no género Dictyopteris pertencem a duas
classes principais, podendo ser provenientes de uma origem
biossintética mista (classe 1l — meroditerpenos) ou nao (classe I). A
classe de meroditerpenos é encontrada principalmente em D. undulata e
sera discutida no topico seguinte (FLEURY et al., 1989).

At o momento 71 terpenos (desconsiderando 0s
meroditerpenos) foram reportados para o género Dictyopteris [54-124]
(Figura 5 e Quadro 3), muitos deles produzidos por D. divaricata
(Okamura) Okamura. Dentre estes, um total de oito monoterpenos [54-
61], 59 sesquiterpenos [62-120] e quatro diterpenos [121-124] foram
relatados. De acordo com Fleury e colaboradores (1989), a origem
biossintética destes sesquiterpenos esta relacionada a uma cicliza¢do
1,10 de tt-farnesol, levando a um intermediario de tipo germacrano que
fornece (por uma sequéncia de etapas de transciclizacdo, ou através de
um rearranjo de Cope) os esqueletos de cadinano, copaano, cubebano,
selinano e elemano.
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Figura 5. Terpenos relatados para o género Dictyopteris.

HO"

58 R, = H 60 R, = aCHj,
59 R4 =COCH; 61 R =BCH;
OH
(0]
IRy S H
- RS
63 Ry = aOH 65 66 67 Ry = BCH3
64 R1 = BOH 68 R1 = OLCH3

76 endo, Ry =H, R, = BOH
77 endo, Ry = H, R, = aOH
78 exo, Ry =H, R, = BOH
79 exo, Ry = OH, R, = aOH
80 exo, Ry =H, R, = aOH

OH

CHO

Fonte: A autora (baseada na literatura).
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Figura 5. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagéo).

Qi
94 95 endo 97 98 R; = OCHz R, = H

96 exo 99 R; = H, R, = OCHj
100 &

108 R, = BOH
109 R, = aOH 110 R, =H
111 R; = COCH;,

OH
(ﬁ’g:
SRR o
PR 2
15

113 R, = «COCHj; R, = BOH
114 R, = BCOCH, R, = oOH

A7 118 119
Fonte: A autora (baseada na literatura).
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Figura 5. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagéo).

O 21

Fonte: A autora (baseada na literatura).
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c Espécie Local de Referéncia
omposto
coleta
D. divaricata Oshoro (Jap&o) IRIE;
YAMAMOTO;
MASAMUNE,
1964
B-elemeno [54] D. divaricata Muroran, Hikoshima ~ KAJIWARAetal.,
(Jap&o) 1989
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et
al., 2001
D. latiscula Hikoshima (Japé&o) YAMAMOTO et
3-elemeno [55] al., 2001
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et
al.,, 2001
D. divaricata Qingdao (China) SONG et al., 2004
Dehidrovomifoliol [56] D. divaricata Qingdao (China) SONG et al., 2005a
D. divaricata Qingdao (China) XU etal., 2012
A . D. divaricata Qingdao (China) SONG etal., 2004
3&? 'gsrgxase?]’_%%ir;ofgg' D. divaricata  Qingdao (China) SONG et al., 2005a
gastd D. divaricata Qingdao (China) XU etal., 2012
(3R)-4-[(2R,4S)-2-hidroxi- D. divaricata Qingdao (China) XU etal., 2012
trimetilciclohexilidene]-3-
buten-2-oneiol [58]
(3R)-4-[(2R,4S)-4-acetoxi-2-  D. divaricata Qingdao (China) XU etal., 2012

hidroxi-2,6,6-
trimetilciclohexilidena]-3-
buten-2-ona [59]

Loliolida [60]

D. divaricata
D. divaricata
D

plagiogramma

Qingdao (China)
Qingdao (China)
Arquipélago de
Fernando de Noronha
(Brasil)

SONG et al., 2004
SONG et al., 2005a

FERREIRA et al.,
2012

Isololiolida [61]

D. divaricata Qingdao (China) XU etal., 2012

D. divaricata Qingdao (China) SONG etal., 2004
D. divaricata Qingdao (China) SONG et al., 2005a
D Arquipélago de FERREIRA et al.,

pllagiogramma

Fernando de Noronha
(Brasil)

2012

D. divaricata Qingdao (China) XU etal., 2012
D. zonarioides  Puerto pefiasco FENICAL etal.,
(México) 1972
D. Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,
Zonareno [62] polypodioides o 2007b
D. latiscula Hikoshima (Jap&o) YAMAMOTO et
al., 2001
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et

al., 2001
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Quadro 3. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagdo).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
D. delicatula Florence (Australia) KONIG etal., 1995
D. divaricata Yantai (China) QIAO etal., 2009
D. divaricata Muroran, Hikoshima KAJIWARA et al., 1989
(Japéo)
ivari a SUZUKI; KOWATA;
Cubenol [63] D. divaricata Oshoro (Jap&o) AT
D. prolifera Yoshimo (Jap&o) FUJIMURA et al., 1994
D. prolifera Japao KAJIWARA et al., 1989
D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO etal.,
2001
D. undulata Japédo KAJIWARA et al., 1989
D. divaricata Oshoro (Japéo) SUZUKI; KOWATA;
Epicubenol [64] KUROSAWA, 1981
D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO etal.,
2001
D. delicatula Florence (Austrélia) KONIG etal., 1995
Cubenol-3-0na[65] 1 ivaricata Yantai (China) QIAO et al., 2009
D. delicatula Florence (Austrélia) KONIG etal., 1995
S D. divaricata Yantai (China QIAO etal., 2009
4ﬁ’5a'd'h'%%0X'CUbenOI D. divaricata Qingdag (Chiga) SONG et al., 2004
(66 D. divaricata Qingdao (China) SONG et al., 2005a
D. divaricata N.L SONG et al., 2006a
Epicubebol [67] D. divaricata Oshoro (Jap&o) SKLLJJ%QUOEIA;\VITIOA\,Nng;
1,10-di-epi-cubebol D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007b

[68]

a-selineno [69] D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
B-selineno [70] D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
D. divaricata Oshoro (Japéo) SUZUKI; KOWATA;
KUROSAWA, 1981
D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al., 2007b
D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO etal.,
3-cadineno [71] o ) 2001
D. divaricata Funka (Japdo) KAJIWARA,;
KODAMA,;
HATANAKA, 1980
D. undulata Yoshimo (Jap&o) KAJIWARA;
KODAMA,;
HATANAKA, 1980
_cadi D. divaricata Oshoro (Japéo) IRIE; YAMAMOTO;
y-cadineno [72] MASAMUNE, 1064
D. delicatula Baia Florence KONIG; WRIGHT,

d-cadinol [73]
(torreiol)

U UUUOU

. divaricata

divaricata

. divaricata
. divaricata

. divaricata

(Australia)
Yantai (China)
Qingdao (China)
Qingdao (China)
Oshoro (Jap&o)

N.I.

1995

QIAO et al., 2009
SONG et al., 2004
SONG et al., 2005a

IRIE; YAMAMOTO;
MASAMUNE, 1964
SONG et al., 2006a
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Quadro 3. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagao).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
4B,5B-epoxicadinan-1-ol [74]  D. divaricata Yantai (China) QIAO etal,, 2009
Cadinan-1,4,5-triol [75] D. divaricata Yantai (China) QIAO etal,, 2009
Cadinan-3-eno-1,5-diol [76] D. divaricata Yantai (China) QIAO etal., 2009
(+)-(1R,5R,6R,7S,10R)- D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG et al., 2004
cadinan-3-eno-1,5-diol [77]
(+)-(1R,5S,6R,7S,10R)- D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG et al., 2004
cadinan-4(11)-eno-1,5-diol [78] D. divaricata Yantai (China) Jletal, 2016
(+)-(1R,5R,6R,7R,10R)- D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG etal., 2004
cadinan-4(11)-eno-1,5,12-triol
[79]
cadinan-4(15)-eno-1p,5a-diol D. divaricata Yantai (China) Jletal,. 2016
[80]
(-)-(1R,6S,7S,10R)-1- D. divaricata Qingdao (China)  SONG etal., 2004
hidroxicadinan-3-en-5-ona [81]
cyperusol C 7 [82] D. divaricata Yantai (China) Jl etal., 2009.
(-)-(1R,4R,55,6R,7S, D. divaricata Qingdao (China)  SONG etal., 2004
10R)-cadinan-1,4,5-triol [83]
(-)-(1R,6R,7S,10R)-11- D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG etal., 2004
oxocadinan-4-en-1-ol [84]
D. divaricata Oshoro (Japéo) iEAG’\;IAX;I\I/(A);
Germacreno A [85] SHIRAHAMA.,
1990
(7S)-(E)-7-isopropenil-4-metil- D divaricata Oshoro (Japao) SEGAWA;_
10-metileno-4-ciclodecen-I- gﬁ"é’ﬁggi\ﬂ A
ona [86] 1990
D. polypodioides  Tipaza (Algéria) ~ HATTABet al.,
2007b
D. divaricata Muroran, KAJIWARA et al.,
Germacreno D [87] Hikoshima 1989
(Japéo)
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et
al., 2001
(E,5S,7S)-germacra-1(10),4(15)  D. divaricata N.1. SUZUKI et al.,
,11-trien-5-ol [88] 1990
D. divaricata Oshoro (Japéo) IRIE;
YAMAMOTO;
MASAMUNE,
1964
D. sp. Susa (Jap&o) YAMAMOTO et
al., 2001
D. polypodioides  Tipaza (Algéria)  HATTABet al,
a-copaeno [89] 2007b
D. divaricata Baia de Funka KAJIWARA;
(‘]apao) KODAMA,;
HATANAKA,
1980
D. undulata Yoshimo (Japdo)  KAJIWARA;
KODAMA,;
HATANAKA,

1980
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Quadro 3. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagdo).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
D. divaricata Oshoro (Japéo) SUZUKI; KOWATA;
KUROSAWA, 1981
a-cubebeno [90] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) ZHé’(\);gAB et al,
D. sp. Susa (Japéo) YAMAMOTO et al.,
2001
D. divaricata Oshoro (Japéo) SUZUKI; KOWATA;
KUROSAWA, 1981
D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTABeet al.,
2007b
B-cubebeno [91] D. divaricata Funka (Japao) KAJIWARA;
KODAMA,;
HATANAKA, 1980
D. undulata Yoshimo (Japéo) KAJIWARA,;
KODAMA,;
HATANAKA, 1980
1,2,3,4,4a,7-hexahidro- ~ D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,
1,6-dimetil-4-(1- 2007b
metiletil)naftaleno [92]
a-amorfeno [93] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) 2Hé’g';l')l'AB et al,
Dictiopterona [94] D. divaricata N.I. TQ%EOSAWA etal.,
. ivari KUROSAWA etal.,
a-dictiopterol [95] D. divaricata N.I v eta
D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
B-dictiopterol [96] D. divaricata KUROSAWA et al.,
1966
1,4-epoximuurolan-5-ol  D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
[97]
[98] D. divaricata Oshoro (Japao) SUZUKI; KOWATA;
KUROSAWA, 1981
[99] D. divaricata Oshoro (Japao) SUZUKI; KOWATA;
KUROSAWA, 1981
4,4a,5,6,7,8-hexahidro-5-  D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,
metil-8-(1-metiletil)- 2007b
2(3H)naftalenona [100]
epi-biciclo D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,
sesquifelandreno [101] 2007b
- ioi i éri HATTAB et al.,
Albicanol [102] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) AN et al
ioi i éri HATTAB et al.,
Aromadendreno [103] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) AN et al
ioi i arj HATTAB et al.
Axenol [104] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) AN et al.,
ioi i arj HATTAB et al.
Vulgarol B [105] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) AN et al.,
ioi i éri HATTAB et al.
B-Bourboneno [106] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) AN et al,
D. polypodioides  Tipaza (Algéria) HATTAB et al.,

Sativeno [107]

2007b
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Quadro 3. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagao).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
(+)-(1R,6S,9R)-1-hidroxil-6- D. divaricata Qingdao (China)  SONGetal.,
isopropil-9- 2005b
metilbiciclo[4.3.0]non-4-en-3-ona
[108]
(-)-(1S,6S,9R)-1-hidroxil-6- D. divaricata Qingdao (China)  SONGetal.,
isopropil-9-metilbiciclo[4.3.0] 2005b
non-4-en-3-ona [109]
(+)-(5S,6R,95)- D. divaricata Qingdao (China)  SONGetal.,
5-hidroxil-6-isopropil-9- 2005b
metilbiciclo[4.3.0]non-1-en-3-ona
[110]

(-)-(5S,6R,9S)-2-acetil-5-hidroxi-  D. divaricata Qingdao (China)  SONGetal.,
6-isopropil-9- 2006b

metilbiciclo[4.3.0]non-1-en-3-ona

[111]
(+)-(1R,5S,6S,9R)- D. divaricata Qingdao (China)  SONGetal.,
3-acetil-1-hidroxi-6-isopropil-9- 2006b
metilbiciclo[4.3.0]non-3-ena
[112]

(+)-(1R,3S,4S,5R,6S,9R)-3-acetil-  D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG etal.,
1,4-dihidroxi- 2006b
6-isopropil-9-

metilbiciclo[4.3.0]nonana [113]

(+)-(1R,3R4R,5R,6S,9R)-3-acetil-  D. divaricata Qingdao (China) ~ SONGetal.,

1,4-diidroxi-6-isopropil-9- 2006b

metilbiciclo-[4.3.0]nonana [114]

(+)-(1S,2R,6S,9R)-1-hidroxi-2-(1-  D. divaricata Qingdao (China)  SONGetal.,

hidroxietil)-6-isopropil-9- 2006b
metilbiciclo[4.3.0]non-4-en-3-ona
[115]
(-)-(1S,6S,9R)-4- D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG etal.,
acetil-1-hidroxi-6-isopropil-9- 2006b
metilbiciclo[4.3.0]non-4-en-3-ona
[116]
(-)-(1R,7S,10R)-1-hidroxi-11- D. divaricata Qingdao (China) ~ SONG etal.,
norcadinan-5-en-4-ona [117] 2005b
D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
D. divaricata Oshoro (Japéo) IRIE;
Cadaleno [118] YAMAMOTO;
MASAMUNE,
1964
a-calacoreno [119] D. polypodioides  Tipaza (Algéria) ;g’;;’AB et al.,
E-3-norisocalamenen-4-ol [120] D. divaricata Yantai (China) Jletal, 2016
(1R,3R,4S,11R)-3,4;7,8- D. delicatula Baia de Geoffrey =~ WRIGHT e
bisepoxidolabellan-12(18)-eno (Australia) COLL 1990

[121]
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Quadro 3. Terpenos relatados para o género Dictyopteris (continuagdo).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
L L ABOUTABL et al.,
18,19-epoxixenic-4-ona- D. polypodioides Costa dOA 2010 e
: Mediterraneo
6,9,13-trieno [122] -
(Egito)
D | dioid Costa do ABOUTABL et al.,
Dictiolactona [123] - POLYPOCIOIdES — pragiterraneo 2010
(Egito)
D | dioid Costa do ABOUTABL et al.,
4-acetoxicrenulida [124] - POLYPOCIOIdES — praditerraneo 2010
(Egito)

1.5.1.4 Meroditerpenos

Os meroditerpenos consistem em uma parte terpénica com
estrutura linear ou ciclica e uma parte aromatica, muitas vezes
constituida por quinonas ou derivados. Estes compostos sdo
encontrados principalmente em organismos marinhos,
predominantemente em esponjas e algas pardas (SARIN et al., 1987;
LUCAS et al., 2003; LAIRD et al., 2007; KITA; SHIOMI; OMURA,
2007). Dezenove desses compostos foram encontrados em Dictyopteris
[125-144] (Figura 6 e Quadro 4), produzidos principalmente por D.
undulata a partir do acoplamento de um precursor do tipo farneseno a
uma fracdo de p-hidroquinona ou &cido p-hidroxibenzoico, com ou
sem ciclizagdo adicional, originando um drimano substituido ou
sesquiterpeno farneseno (FLEURY, 1989).

Os primeiros a serem isolados foram zonarol [126] e
isozonarol [125] que apresentaram atividade antifungica (FENICAL;
SIMS, 1973), seguindo-se as quinonas correspondentes, zonarona
[131] e isozonarona [130] (DAVE et al., 1984).

Um possivel precursor para a série de compostos fendlicos
citados anteriormente, denominado de 2-geranil-hidroquinona [138], foi
isolado de D. undulata e apresentou moderada atividade antibacteriana
(OCHl et al., 1979a).
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Figura 6. Meroditerpenos relatados para o género Dictyopteris.

A
125 endo 127 exo 129 :g? endo
126 exo 128 endo exo

"',,Ii|

133 R, = OH
134 R, = COOH 137
0 X A
HO 7
138 R, = OH 143
Ry 139 R, = COOH OH
Ry
2 COOH

140 R, = CH; Ry =H 144
141R =R, =H
142 R = H; R, = CH,

Fonte: A autora (baseada na literatura).
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Quadro 4. Meroditerpenos relatados para o género Dictyopteris.

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
D. undulata Santa Catalina (EUA) JOSHI BIPIN;
KAZAOKA,;
TRISCHMAN
JACQUELINE, 2012
D. undulata Nagasaki (Jap&o) ISHIBASHI et al., 2013
Isozonarol [125] D. undulata Akita (Japéo) KURATA,;
TANIGUCHI; SUZUKI,
1996
D. undulata Izu-Shimoda (Jap&o) DAVE et al., 1984
D. undulata Toquio (Japéo) KUMAGAI et al., 2018
D. zonarioides  San Diego (EUA) FENICAL; SIMS, 1973
D. undulata Proximidades de YAMADA et al., 2014
Shizuoka e Kanagawa
(Japao)
D. undulata Nagasaki (Japéo) ISHIBASHI et al., 2013
D. undulata Akita (Japé&o) KURATA,;
TANIGUCHI; SUZUKI,
Zonarol [126] 1996
D. undulata Santa Catalina (EUA) JOSHI BIPIN;
KAZAOKA,;
TRISCHMAN
JACQUELINE, 2012
D. undulata Izu-Shimoda (Jap&o) DAVE etal., 1984
D. zonarioides  Golfo da California FENICAL; SIMS, 1973
(México)
D. undulata N.I. CIMINO et al., 1975
Acido zonaréico D. undulata I1zu-Shimoda (Japéo) DAVE et al., 1984
[127] D. undulata Nagasaki (Jap&o) ISHIBASHI et al., 2013
D. undulata Toquio (Japéo) KUMAGAI et al., 2018
Acido isozonardico  D. undulata Toquio (Japéo) KUMAGAI et al., 2018
[128]
D. undulata Santa Catalina (EUA) JOSHI BIPIN;
[129] KAZAOKA,;
TRISCHMAN
JACQUELINE, 2012
D. undulata Akita (Japéo) KURATA,;
TANIGUCHI; SUZUKI,
Isozonarona [130] 1996
D. undulata Izu-Shimoda (Jap&o) DAVE et al., 1984
D. undulata Toquio (Japdo) KUMAGAI et al., 2018
D. undulata Akita (Japéo) KURATA;
Zonarona [131] IéAggIGUCHI, SUZUKI,
D. undulata 1zu-Shimoda (Jap&o) DAVE et al., 1984
D. undulata Akita (Japéo) KURATA;
Ciclozonarona [132] TANIGUCHI; SUZUKI,
1996
D. undulata Tosa (Japéo) OCHl et al., 1979b
D. undulata Nagasaki (Japéo) ISHIBASHI et al., 2013
Yahazunol [133] D. undulata Santa Catalina (EUA) JOSHI BIPIN,;
KAZAOKA,;
TRISCHMAN

JACQUELINE, 2012
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Quadro 4. Meroditerpenos relatados para o género Dictyopteris (continuag&o).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
PUIN D. divaricata  Qingdao (China) SONG etal., 2004
Acido dictivarico [134] D. divaricata  Qingdao (China) SONG et al., 20052
Acido 4-hidroxibenzoico D. divaricata ~ N.I. SONG et al., 2006a
[135]
D. undulata N.I FENICAL;
MCcCONNELL,
1975
D. undulata Nagasaki (Jap&o) ISHIBASHI etal.,
2013
D. undulata Akita (Jap&o) KURATA,;
TANIGUCHI;
Cromazonarol [136] SUZUKI, 1996
D. undulata Toquio (Japéo) KUMAGAI etal.,
2018
D. divaricata ~ Qingdao (China) SONG etal., 2004
D. undulata Izu-Shimoda (Japéo) DAVE et al., 1984
D. divaricata ~ Qingdao (China) SONG et al., 2005a
D. divaricata  N.I. SONG et al., 2006a
D. undulata N.I FENICAL;
MCcCONNELL,
| I [137 1975
socromazonarol [137] D. undulata Izu-Shimoda (Japéo) DAVE etal., 1984
D. undulata Nagasaki (Jap&o) ISHIBASHI etal,
2013
2-geranil-hidroquinona D. undulata Nagasaki (Japao) IZSOT:LBASHI etal.,
[138] D. undulata Tosa (Japdo) OCHl etal., 1979a
D. divaricata  Qingdao (China) SONG et al., 2004
D. divaricata ~ Qingdao (China) SONG et al., 2005a
Acido 3-farnesil-p- D. divaricata  Oshoro (Japéo) SEGAWA;
hidroxibenzoico [139] YAMANO,
SHIRAHAMA,
1990
D. divaricata  N.I. SONG et al., 2006a
D Gerolimenas (Grécia) DIMOU et al., 2016

y-tocoferol [140]

d-tocoferol [141]

pc;lypodioides
D

pdlypodioides

Gerolimenas (Grécia)

DIMOU et al., 2016

a-tocoferol [142] D. delicatula  Trairi (Ceard) SOUSA et al., 2008
Cromenol (dictiocromenol) dul Izu-Shimoda (Jap&o) DAVE etal., 1984
[143] D. undulata
Acido 4-hidroxibenzoico ~ D. divaricata  N.I. SONG et al., 2006a
[144]

1.5.1.5 Compostos halogenados

Apesar de compostos halogenados serem incomuns em algas
pardas, fato que pode ser explicado, em parte, devido a baixa atividade
da bromoperoxidase (MOORE et al., 1996), alguns destes compostos
foram relatados para o género Dictyopteris (Figura 7 e Quadro 5). Os
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primeiros compostos halogenados foram identificados no 6leo essencial
da espécie D. polypodioides coletada na costa da Inglaterra, sendo eles o
bromoférmio [145] e o é&cido 8,8-dibromo-5-octenoico [146]. Mais
recentemente, outros compostos bromados foram isolados da espécie D.
divaricata coletada na costa da China. Os compostos [147] e [148]
foram considerados novos sesquiterpenos de esqueleto selinano
bromados e, segundo os autores, através da comparacdo com outros
compostos de estrutura relacionada, € possivel que atuem como
mecanismo de defesa quimica contra herbivoros marinhos (JI et al.,
2009).

Figura 7. Compostos halogenados relatados para o género Dictyopteris.
Ry R,

(6]
B B B
I’Y r HO)M\( r
Br 146 Br
145 147 R, =Br,R,=H

148 R, =H, R, =Br
Fonte: A autora (baseada na literatura).

Quadro 5. Compostos halogenados relatados para o género Dictyopteris.

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
Bromoférmio [145] D. polypodioides  Quiberon HATTAB et al., 2002
(Franga)
Acido 8,8-dibromo-5- D. polypodioides  Quiberon HATTAB et al., 2002
octenoico [146] (Franca)
1-bromoselin-4(14),11-dieno  D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
[147]
9-bromoselin-4(14),11-dieno  D. divaricata Yantai (China) Jletal., 2009
[148]

1.5.1.6 Esteroides

Os esteroides, considerados constituintes de membranas, foram
reportados para espécies de Dictyopteris [149-178] (Figura 8 e Quadro
6). Embora o fucosterol [155] seja considerado o esteroide mais comum
em algas pardas, o colesterol [149] pode ser encontrado como esteroide
dominante em algumas espécies de Dictyopteris (FLEURY et al.,
1994b).

Como mencionado, a funcdo principal dos esteroides em
qualquer organismo é a manutencdo da estrutura e da fluidez das
membranas celulares. Contudo, sua funcgéo ecoldgica permanece incerta.
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O isolamento de uma mistura de dois hidroperéxidos 24S [158] e 24R
[159] de 24-hidroxiperoxi-24-vinilcolesterol de D. justii pode sugerir
uma possivel funcdo na defesa contra a herbivoria, ja& que estes
compostos inibiram a herbivoria pelo caranguejo P. transversus
(TEIXEIRA et al., 2006).

Recentemente, dez novos esteroides do tipo estigmastano
contendo uma cadeia lateral A?®-24-hidroxi incomum foram isolados de
D. undulata, denominados de dictiopterisinas [160-169], incluindo trés
pares de epimeros em C-24. Alguns destes compostos apresentaram
significativa atividade na inibicdo da proteina tirosina fosfatase 1B
(PTP1B), bem como atividade citotoxica frente as linhagens celulares
HL-60 (leucemia promielocitica humana) e A-549 (carcinoma de
pulmdo humano) (FENG et al., 2018). Em outro trabalho também
recente, estes autores reportam o isolamento de tré novos esteroides do
tipo colestano com cadeia lateral A*-24-oxo, denominados de
dictyoptesterois [170-172], além de outros cinco analogos [173-178]. Da
mesma forma, alguns destes compostos apresentaram atividade
promissora sobre a inibicdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B)
(YANG et al., 2018).
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Figura 8. Esteroides relatados para o género Dictyopteris.
R

151 R, = H 154
152 R, = aCHj
153 R; = BCH,CHj

149R, =H

157 24S
158 24R

159 R, = R, = H, 245

160 Ry = Ry = H, 24R

161 R, = OH, R, = H, 245
162 R, = H, R, = OH, 245
163 R, = H, R, = OH, 24R
164 R = H, Ry = OCHj, 245 168 R, = OH, R, = H, 24R
165 R, = OCH3, Ry = H, 245 169 R, = R, = O 24R
166 R; = R, = O, 24S 170 R; =R, = O, 24S
167 R; =R, = 0, 24R

173R, = OH, R, = H

a
Ry HO Ry 174R;=R;=0
R, 171R,;=OH,R, =H Ry 175R;=R,=H
OH 172R;=R,=0
o}

o ‘@ R, 176R;=R;=0 178

R, = 177R;=Rp=H
Fonte: A autora (baseada na literatura).



Quadro 6. Esteroides relatados para o género Dictyopteris.
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Composto

Espécie

Local de coleta

Referéncia

Colesterol [149]

. delicatula
. polypodioides
. plagiogramma

Buzios (Brasil)
Catania (ltalia)
Mangaratiba (Brasil)

FLEURY et al., 1994b
AMICO et al., 1976
FLEURY et al., 1994b

Campesterol [150]

. delicatula
. plagiogramma

Buzios (Brasil)
Mangaratiba (Brasil)

FLEURY et al., 1994b
FLEURY et al., 1994b

22,23-dideidrocolesterol
[151]

. delicatula
. plagiogramma

Buzios (Brasil)
Mangaratiba (Brasil)

FLEURY et al., 1994b
FLEURY et al., 1994b

Brassicasterol [152]

. delicatula
. plagiogramma

Buzios (Brasil)
Mangaratiba (Brasil)

FLEURY et al., 1994b
FLEURY et al., 1994b

Estigmasterol [153]

. delicatula
. plagiogramma

Buzios (Brasil)
Mangaratiba (Brasil)

FLEURY et al., 1994b
FLEURY et al., 1994b

Chalinasterol [154]

. delicatula

. divaricata

. polypodioides
. plagiogramma

Buzios (Brasil)
Muroran (Japao)
Catania (ltalia)
Mangaratiba (Brasil)

FLEURY etal., 1994b
IKEKAWA et al., 1968
AMICO et al., 1976
FLEURY etal., 1994b

OO0 0000000 00000000000 0000

. delicatula Buzios (Brasil) FLEURY etal., 1994b
. divaricata Qingdao (China) SONG et al., 2004
. divaricata Qingdao (China) SONG et al., 2005a
. divaricata Muroran (Japéo IKEKAWA et al., 1968
Fucosterol [155] . divaricata N.I Cepio) SONG et al., 2006a
. polypodioides  Catania (Italia) AMICO etal., 1976
. polypodioides  N.I. GUVEN; KIZIL, 1983
. plagiogramma  Mangaratiba (Brasil)  FLEURY etal., 1994b
24-metildesmosterol . delicatula Buzios (Brasil) FLEURY etal., 1994b
[156] . plagiogramma_ Mangaratiba (Brasil) ~ FLEURY etal., 1994b
245-hidroperoxi-24- -Justii (F;g;’;)do de Noronha  TEIXEIRA etal., 2006
vinilcolesterol [157] D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
24R-hidroperoxi-24- D. justii I(:é:g:”)do de Noronha  TEIXEIRA etal., 2006
vinilcolesterol [156] D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
24S-saringosterol [159]  D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
24R-saringosterol [160]  D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
Dictyopterisin A [161] D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
Dictyopterisin B [162] D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
Dictyopterisin C [163] D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
Dictyopterisin D [164] D. undulata Zhanjiang (China) FENG etal., 2018
Dictyopterisin E [165] D. undulata Zhanjiang (China) FENG et al., 2018
Dictyopterisin F [166] D. undulata Zhanjiang (China) FENG et al., 2018
Dictyopterisin G [167] D. undulata Zhanjiang (China) FENG et al., 2018
Dictyopterisin H [168] D. undulata Zhanjiang (China) FENG et al., 2018
Dictyopterisin | [169] D. undulata Zhanjiang (China) FENG et al., 2018
Dictyopterisin J [170] D. undulata Zhanjiang (China) FENG et al., 2018
Dictyoptesterol A [171]  D. undulata Zhanjiang (China) YANG et al., 2018
Dictyoptesterol B [172]  D. undulata Zhanjiang (China) YANG et al., 2018
Dictyoptesterol C [173]  D. undulata Zhanjiang (China) YANG etal., 2018
(22E)-3B-hidroxicolesta-  D. undulata Zhanjiang (China) YANG et al., 2018

5,22-dien-7,24-diona
[174]
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Quadro 6. Esteroides relatados para o género Dictyopteris (continuagdo).

Composto Espécie Local de coleta Referéncia
(22E)-3p-hidroxicolesta-  D. undulata Zhanjiang (China) YANG etal., 2018
5,22-dien-24-ona [175]
3B-hidroxicolesta-5-ene-  D. undulata Zhanjiang (China) YANG etal., 2018
7,24-diona [176]
24-oxocolesterol [177] D. undulata Zhanjiang (China) YANG etal., 2018
7-oxocolesterol [178] D. undulata Zhanjiang (China) YANG etal., 2018

1.5.2 Atividades bioldgicas relatadas para o género Dictyopteris

Diversas atividades foram avaliadas para extratos, fracOes e
também compostos isolados de espécies do género Dictyopteris. De
maneira geral, destacam-se as atividades antimicrobiana e citotdxica,
com maior ndmero de relatos e resultados promissores, além da
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e anticoagulante. A seguir sera
apresentada uma abordagem geral sobre estas atividades, sendo que uma
analise mais aprofundada sobre o tema sera feita no item Resultados e
Discusséo, correlacionando-se com os resultados obtidos nesta tese.

1.5.2.1 Antimicrobiana, antiviral e larvicida

Diversas  espécies analisadas apresentaram  atividade
antimicrobiana contra bactérias e fungos patogénicos para o ser humano.
Nesse sentido, atividade antibacteriana significante foi obtida para o
extrato aquoso de D. polypodioides contra Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes (AOUN; SAID; FARHAT, 2010), bem como
dos extratos apolares (hexanico e cloroférmico) contra diversas cepas de
bactérias Gram-positivas e negativas, e Candida albicans (OZDEMIR et
al., 2006). Diferentes extratos de D. polypodioides coletada em Abo-Kir,
Alexandria, Egito, incluindo EtOH, éter de petrdleo, CHCI; e AcOEt
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas,
negativas e fungos (ABOUTABL et al., 2010). Outros estudos também
demonstraram o potencial antibacteriano e antiflngico de extratos
organicos de D. polypodioides coletada nas Ilhas Canarias, Marrocos,
Libia e Turquia contra patégenos humanos (GONZALEZ DEL VAL et
al., 2001; CHIHEB et al., 2009; ALGHAZEER et al.,, 2013a,
ALGHAZEER et al., 2013b, TUNEY et al., 2006; TUNEY et al., 2007;
KHALLIL; DAGHMAN; FADY, 2015).

Os extratos aquosos de D. deliculata e D. justii também
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas,
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negativas e fungos (BURKHOLDER; BURKHOLDER,;
ALMODOVAR, 1960). Em estudos posteriores, o extrato etandlico de
D. delicatula apresentou atividade frente a S. aureus e S. pyogenes
(PEREZ et al., 1990), enquanto o extrato CHCIl3:MeOH (2:1) de D.
justii coletada no Caribe apresentou atividade contra B. subtilis
(BALLANTINE et al., 1987).

Resultados promissores foram observados para o extrato MeOH
de D. undulata coletada no Japdo, que apresentou potente atividade
antibacteriana contra diversas cepas de MRSA (com CIM variando de
7,81 a 62,5 pg/mL) (HORIKAWA; NORO; KAMEI, 1999). Atividade
antibacteriana contra Mycobacterium marinum foi observada para o
extrato CH,Cl, de D. undulata, a qual levou ao isolamento bioguiado
dos compostos 125, 126, 128 e 132 (JOSHI BIPIN; KAZAOKA,;
TRISCHMAN JACQUELINE, 2012). Outro estudo apontou atividade
do extrato MeOH 70 % contra bactérias encontradas em alimentos,
como Salmonella choleraesuis, Bacillus cereus, S. aureus and Listeria
monocytogenes (JANG; LEE, 2015).

O extrato MeOH de D. australis coletada no Paquistdo
apresentou também atividade antimicrobiana, com importantes
resultados sobre S. aureus, S. cireus, Sarcina lutea, Salmonella dublin e
Candida tropicalis. O extrato MeOH:tolueno (3:1) e EtOH de D.
latiuscula (Okamura) Okamura, coletada em Fujian, China, apresentou
fraca atividade antibacteriana contra E. coli e P. aeruginosa e henhuma
atividade contra os fungos analisados (ZHENG; CHEN; LU, 2001).

Atividade menos significativa também foi observada para o
extrato EtOH de D. longifolia Papenfuss contra diversas cepas Gram-
positivas e negativas (VLACHOS; CRITCHLEY; HOLY, 1997;
VLACHOS; CRITCHLEY; HOLY, 1999).

Os extratos CHCI;:MeOH (2:1) de D. jolyana e D. delicatula
coletadas em Cabo Branco (Paraiba) e Praia da Barra (Baia) nao
apresentaram atividade antimicrobiana, antiprotozoaria (Leishmania
braziliensis e Trypanosoma cruzi) e antiviral (Herpes Simplex tipo 1)
BA (BIANCO et a., 2013a). Ainda neste sentido, foi relatada atividade
larvicida do extrato CHCI,:MeOH (2:1) de D. deliculata coletada em
Pernambuco contra larvas de Aedes aegypti (67 % de mortalidade em
500 ppm) (BIANCO et al., 2013b). Ja o extrato CH,Cl,:MeOH (1:1) de
D. delicatula coletada na praia Rasa (Rio de Janeiro) apresentou
atividade antiviral contra o virus Herpes simplex tipo 1 e 2 resistente ao
aciclovir, ndo apresentando citotoxicidade contra células Vero
(SOARES et al., 2012).
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1.5.2.2 Citotdxica

Com relagdo a atividade citotoxica, resultados significativos
foram observados para a fracdo AcOEt do extrato EtOH de D.
divaricata frente a células CL-60 (leucemia promielocitica humana)
(85,3 % de inibicdo a 100 pg/mL), e em menor escala contra células
HT-29 (carcinoma de c6lon humano), A-549 (carcinoma de pulmédo
humano) e B16F10 (melanoma murino) (KIM et al., 2009). Outros
autores também descreveram potente atividade citotdxica do extrato
hexano de D. divaricata frente a células KB (carcinoma epidermoide
oral humano) (ICsp = 4,40 pg/mL) (XU et al., 2004). Sobre esta mesma
linhagem celular foi observada atividade citotoxica de extratos polares e
organicos de D. polypodioides, a qual apresentou variagdo conforme a
época de coleta do material (KOSOVEL et al., 1988). No entanto, D.
polypodioides também apresentou atividade citotdxica frente a células
normais de rim de macacos (CV-1) (BALLESTEROS; MARTIN;
URIZ, 1992).

Atividade citotoxica de maneira dose-dependente foi observada
para o extrato etandlico de D. undulata coletada nas llhas Jeju, Coreia,
sobre células SW-480 (adenocarcinoma de co6lon) e A-2058 (células de
melanoma), observando-se a indugdo de apoptose celular (KIM et al.,
2014; KANG et al., 2014; KIM et al., 2015).

Os polissacarideos fucoidanos isolados de D. polypodioides
coletada na costa do Libano apresentaram atividade antitumoral contra
as células de melanoma humano (RPMI-7951), sendo capazes de inibir
0 crescimento de col6nias celulares em 44 % na concentracdo testada de
200 pg/mL (SOKOLOVA et al., 2011).

Os extratos MeOH de D. australis e D. delicatula coletadas na
india apresentaram potente atividade citotoxica de maneira dose-
dependente no modelo de Artemia salina (VINAYAK et al., 2011).

Alguns esteroides isolados de D. divaricata coletada no Japéo
(dictyopterisins D-J [164-170]) apresentaram atividade citotéxica frente
as linhagens celulares HL-60 (leucemia promielocitica humana) e A-549
(carcinoma de pulm&o humano) (FENG et al., 2018).

1.5.2.3 Anti-inflamatéria

Algas do género Dictyopteris também tém se mostrado como
fonte de novos compostos com atividade anti-inflamatéria. Neste
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sentido, o extrato EtOH de D. undulata coletada nas llhas Jeju, Coreia,
inibiu a producdo de fatores pro-inflamatorios em células da linhagem
celular murina de macréfagos RAW 264.7 ativados com LPS
(lipopolissacarideo) (KANG et al., 2012). Alguns anos antes, 0s
compostos isolados desta espécie, 126 e 125, ja haviam apresentado
atividade anti-inflamatéria por meio da inibicdo da fosfolipase A,, com
52 e 76 % de inibicdo (5,0 uM), respectivamente (MAYER et al., 1993).

Resultados promissores in vivo foram observados para 0s
extratos aquosos e organicos de D. polypodioides no modelo de edema
de pata induzido por carragenina, comparaveis ao farmaco utilizado
como controle (acido acetilsalicilico) (AOUN; SAID; FARHAT, 2010).
Utilizando o0 mesmo modelo, Aboutabl et al. (2010) também observaram
potencial anti-inflamatério para diferentes extratos de D. polypodioides
coletada no Egito, com destaque para os extratos CHCI;, EtOH e
MeOH, sendo os valores de inibicdo de 84,8 %, 84,5 % e 82,8 %,
respectivamente, na dose de 100 mg/kg.

Recentemente, os dissulfetos isolados de D. polypodioides, com
destaque para 45 e 53, foram capazes de reduzir a produgdo de NO
(6xido nitrico) em macréfagos estimulados com LPS, com ICs, de 3,8
uM e 14,2 uM, respectivamente. Ambos os compostos apresentaram
atividade citostatica em concentracfes superiores (DIMOU et al., 2016).

Além disso, as fracOes acetato de etila de D. divaricata e D.
prolifera apresentaram atividade anti-inflamatéria in vitro, com inibicédo
de mediadores pro-inflamatérios, como NO, prostaglandina E;, (PGE,),
fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) em macréfagos
(YANG et al., 2014). Estudo anterior também ja havia demonstrado o
potencial de inibicdo da producdo de NO e PGE, de maneira dose
dependente do extrato EtOH de D. divaricata. Tanto NO como PGE,
sdo importantes mediadores na inflamacdo aguda e cronica (LEE et al.,
2008).

1.5.2.4 Antioxidante

As algas pardas em geral sdo conhecidas por apresentarem
grande potencial antioxidante, relacionado principalmente & presenga de
compostos fendlicos (BALBOA et al.,, 2013). Dessa forma, varios
ensaios foram realizados com espécies de Dictyopteris.

Os extratos CHCI; e EtOAc de D. polipodioides coletada na
Tunisia apresentam atividade antioxidante no modelo de captacdo do
radical livre DPPH" (2,2-difenil-picril-hidrazila), com ICsy de 0,089 e
0,11 mg/mL, respectivamente, equivalente ao controle positivo Trolox,
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correlacionando-se este resultado ao conteddo de compostos fendlicos
(AOUN; SAID; FARHAT, 2010). O extrato CH,CIl, de D.
polypodioides coletada em Creta, Grécia, também apresentou atividade
antioxidante nos modelos de captacdo dos radicais livres DDPH" e
hidroxila (NAHAS et al., 2007). Adicionalmente, diferentes extratos de
D. polypodioides coletada no Egito também apresentaram capacidade de
captacdo do radical livre DPPH™ (ABOUTABL et al., 2010) e
recentemente Akremi e colaboradores (2017) demonstraram o alto
conteudo de compostos fendlicos, flavonoides e taninos nos extratos
acetonico e etandlico de D. polypodioides coletada da Tunisia.

O extrato MeOH de D. australis e D. delicatula coletadas na
india apresentaram atividade antioxidante com potente atividade
quelante de ferro quando comparadas a outras algas pardas testadas
(VINAYAK; SABU; CHATTERJI, 2011). A espécie D. divaricata
coletada na Coreia e na China também apresentou potencial de captacdo
de radicais livres, poder redutor, inibi¢do da liberacdo de NO, protecdo
contra a oxidagéo do B-caroteno, bem como efeitos sobre a acumulacdo
lipidica por meio a diminuicdo do dano oxidativo (KIM et al., 2008;
LEE e KIM, 2015; LEE et al., 2011; ZHANG et al., 2007).

Diferentes extratos de D. undulata coletada na costa de Taiwan
(LIN et al., 2012) e da Coreia (LEE e KIM, 2015; LEE et al., 2011)
apresentaram atividade antioxidante, com inibicdo significativa da
diferenciacdo de adipécitos e da producdo de espécies reativas de
oxigénio durante a diferenciacdo de pre-adipécitos 3T3-L1 (LEE et al.,
2011). Tal efeito pode proteger contra o estresse oxidativo ligado a
obesidade (LEE et al., 2011). O composto [126], isolado desta espécie,
apresentou atividade neuroprotetora em células HT-22 (neurbnios
hipocampais) com prote¢do contra o estresse oxidativo (SHIMIZU et al.,
2015).

As espécies D. prolifera e D. pacifica (Yendo) I. K. Hwang, H.
S. Kim & W. J. Lee, coletadas nas llhas Jeju, Coreia, apresentaram
atividade antioxidante em diferentes modelos, porém os resultados nao
foram tdo promissores como as espécies anteriormente descritas (LEE et
al., 2011; LEE e KIM, 2015). Fraca atividade antioxidante também foi
observada para a espécie D. plagiogramma coletada em Makai Pier,
Oahu, Havai (KELMAN et al., 2012).

1.5.2.5 Outras atividades de interesse clinico

Outras atividades também foram destacadas, como a inibicdo da
enzima a-glicosidase pelo extrato orgénico de D. divaricata (62,78 % de



81

inibicdo a 79,6 pug/mL), a qual é um importante alvo para o tratamento
de diabetes, hipercolesterolemia e obesidade (LI et al., 2005). Outro
estudo também demonstrou a capacidade de inibi¢do desta enzima para
0 extrato CH,Cl,:MeOH e EtOH de D. divaricata coletada no Mar
Amarelo, China, assim como os extratos EtOH e MeOH de D. prolifera
coletada nas Ilhas Jeju, Coreia (JEONG et al., 2012; XIANCUI et al.,
2005). Ja o extrato MeOH de D. prolifera e D. latiuscula coletadas no
Japdo apresentaram inibicdo da atividade da enzima lipase pancredtica,
sendo esta ultima de 90 % (BITOU et al., 1999).

Além do metabolismo secundario, alguns compostos do
metabolismo primario das algas também tem se mostrado promissores
com relacdo a algumas atividades bioldgicas (BARROS; TEIXEIRA;
PAIXAO, 2014). Neste sentido, destacam-se os polissacarideos sulfatos,
0s quais estdo localizados em sua parede celular formando uma matriz
mucilagenosa que parece estar relacionada a protecdo contra
desidratacdo e também a flexibilidade. No caso das algas pardas é
relatado um Gnico e caracteristico grupo de polissacarideos sulfatados,
denominado de fucanas, que apresentam uma grande variabilidade
estrutural (BERTEAU; MULLOY, 2003).

Dentre as atividades bioldgicas relatadas para os polissacarideos
deste género, destaca-se principalmente a atividade anticoagulante de
algumas espécies coletadas na costa brasileira, como D. delicatula
coletada em Natal (RN) (COSTA et al., 2010; MAGALHAES et al.,
2011) e D. justii coletada em Maracajad (RN), que apresentou resultado
semelhante ao observado para heparina (MELO et al., 2012). Além
disso, os polissacarideos de D. polypodioides, coletada na costa do
Libano, apresentaram atividade anticoagulante (TTPa) e antioxidante
(KARAKI et al., 2013). A atividade antioxidante apresentada pelo
extrato aquoso de D. delicatula coletada em Natal (RN) também foi
correlacionada com a presenca de polissacarideos fucanos, 0s quais
também apresentaram atividade antiproliferativa contra células HelLa
(COSTA et al., 2010; MAGALHAES et al., 2011). Potente atividade
contra esta linhagem celular também foi observada para o extrato
aquoso de D. polypodioides, rico em polissacarideos, com 1Csy = 9,83
ug/dL, que apresentou também atividade antibacteriana e antifingica
(ABOU ZEID et al., 2014).

Adicionalmente, como j& mencionado anteriormente, alguns
esteroides isolados de D. divaricata coletada no Japdo apresentaram
importante atividade sobre a inibicdo da proteina tirosina fosfatase 1B
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(PTP1B), em alguns casos compardvel ao controle positivo &cido
oleandlico (FENG et al., 2018; YANG et al., 2018).

1.5.2.6 Atividades relacionadas aos aspectos ecoldgicos

Muitos compostos sdo produzidos pelas algas como mecanismo
de defesa quimico contra herbivoros e micro-organismos marinhos, bem
como para a comunicacdo entre espécies (atuando como feroménios)
(COSTA-LOTUFO et al., 2009). Neste sentido, o Quadro 6 apresenta
uma revisdo sobre as atividades avaliadas em relacdo aos aspectos
ecoldgicos, incluindo preferéncias alimentares, antifouling e alelopatia.
Além da inibicdo da predacdo de herbivoros maiores, como peixes e
ouricos, algumas espécies demonstraram capacidade de inibir a
predagdo de herbivoros de menor porte, como as anfipodas (pequenos
crustaceos).
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Quadro 6. Estudos relacionados aos aspectos ecoldgicos realizados com
espécies de Dictyopteris.

Tipo de Compostos Atividade Referéncia
material ativos

D. acrostichoides

Extrato de - Anti-incrustante: o extrato de NYLUND et

superficie (4 % células inteiras inibiu o al., 2007

de CH,CIl, em incrustamento e desenvolvimento

hexano) e de Ulva australis, enquanto o

extrato de extrato de superficie ndo apresentou

células inteiras efeito. Nenhum dos extratos

(100 % CH,Cl,) apresentou efeito sobre esporos de
Polysiphonia.

D. delicatula

Alga inteira 16, 19 Anti-herbivoria: apresentou HAY etal,
preferéncia intermediaria na 1988
alimentacdo de peixes, enquanto
que as anfipodas consumiram esta
alga preferencialmente. Os
compostos 16 e 19 inibiram o
consumo pelos peixes, mas ndo
apresentaram qualquer efeito sobre
as anfipodas.

Ext. CH,CI, - Anti-incrustante: ndo houve MEDEIROS;
inibicdo da incrustracdo pelo GAMA,
mexilhdo Perna perna. GALLERANI,

2007

Ext. aquoso - Antiparasitaria: fraca atividade HUTSON et
sobre o ciclo de vida do al., 2012
ectoparasita Neobenedenia sp.
infectando o peixe barramundi
(Lates calcarifes).

D. divaricata

Ext. MeOH - Anti-herbivoria: inibicdo do SHIRAISHI et
consumo pelo ourigo-do-mar al., 1991
Strongylocentrotus nudus e do
abalone Haliotis discus hannai.

D. hoytii

Alga inteira - Anti-herbivoria: nfo houve ativagio ~ CETRULO;
das defesas quimicas da alga ap6s HAY, 2000
os danos por herbivoria.

Alga inteira - Anti-herbivoria: foi preferida pela SCHNITZLER

et al., 2001

anfipoda A. longimana em
comparacdo com D. polypodioides
(a qual possui compostos com
enxofre em sua constituicéo
quimica)
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Quadro 6. Estudos relacionados aos aspectos ecoldgicos realizados com
espécies de Dictyopteris (continuacgdo).

Tipo de Compostos Atividade Referéncia
material ativos
D. jamaicensis
Alga inteira - Anti-herbivoria; ndo representou MARQUES;
alimento de preferéncia por parte VILLACA;
dos peixes testados. PEREIRA,
2006
D. jolyana
Alga inteira Anti-herbivoria: apresentou menor LONGO et al.,
preferéncia de consumo pelos 2015
peixes em relacéo as outras algas
analisadas.
D. justii
Ext. 156 Anti-herbivoria: os extratos brutos TEIXEIRA et
CHCI,:MeCH foram inativos, mas a mistura de al., 2006
e MeOH. epimeros 156 apresentou atividade
contra a herbivoria pelo caranguejo
Pachygrapsus transversus.
D. plagiogramma
Alga inteira - Anti-herbivoria: baixa preferéncia MENDES;
de consumo pelos peixes. CORDEIRO;
FERREIRA,
2015
Alga inteira - Anti-herbivoria: baixa preferéncia LONGO etal.,
de consumo pelos peixes. 2015
D. polypodioides
Alga inteira 53 Anti-herbivoria: inibicdo do SCHNITZLER;
consumo pela anfipoda A. BOLAND;
longimana e auséncia de efeito HAY, 1998
sobre 0 consumo pelo ourigo
Arbacia punctulata.
Alga inteira - Anti-herbivoria: menor preferéncia ~ SCHNITZLER
de consumo pela anfipoda A. etal., 2001
longimana em relacéo a D. hoytii e
D. polypodioides (néo produtora de
compostos contendo enxofre).
Alga inteira - Anti-herbivoria: reducdo do YUNetal.,
CONSUMO em resposta ao ataque 2007
direto por anfipodas, mantendo a
palatabilidade.
Alga inteira - Anti-herbivoria: preferéncia de STERGIOU,
consumo por Siganus luridus. 1988
Ext. dietil - Anti-incrustante: atividade anti- HELLIO et al.,
éter incrustante e antimicrobiana 2001

variavel.




85

Quadro 6. Estudos relacionados aos aspectos ecoldgicos realizados com
espécies de Dictyopteris (continuacgdo).

Tipo de Compostos Atividade Referéncia
material ativos

D. undulata

Ext. etandlico  125-127, 129, Piscicida: o extrato e 0s DAVE et al.,

130, 135, 142  compostos isolados apresentaram 1984
toxicidade para peixes.

Fraces 125, 126, Anti-herbivoria: potente atividade =~ KURATA,
neutras e 129-131, 135 inibitdria contra os abalones TANIGUCHI
4cidas de jovens Haliotis discus hanai. 'fg’\‘g'g SUZUKI,
extrato

MeOH

Ext. MeOH 125, 126, Algicida: lise celular ISHIBASHI et

132,134-137  moderada/alta contra as espécies al., 2013
de microalgas da maré vermelha.
Ext. EtOH - Anti-incrustante: nenhuma BAKUS;
atividade contra Ciona intestinalis, KAWAGUCHI,

Bugula neritina, Spirorbis sp., 1984
com aumento da coloniagdo de
Ciona intestinalis.
Ext. MeOH 125, 126 Antiflngica: atividade moderada FENICAL;
contra Phytophthora cinnamomi, SIMS, 1973

Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum e Sclerotium rolfsii.

1.6 ATIVIDADE CITOTOXICA

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas
gue tém em comum o crescimento desordenado de células, que invadem
tecidos e o6rgdos (INCA, 2017). Em 2015, cerca de 8,8 milhdes de
pessoas morreram de cancer no mundo, e estima-se um aumento de 70
% de novos casos nas proximas duas décadas. As formas mais comuns
de cancer sdo: pulmdo, mama, coloretal, préstata, pele, e estdbmago
(WHO, 2018).

Diversos medicamentos para o tratamento do céncer foram
desenvolvidos nas Ultimas décadas, sendo que 0s mecanismos de agao
dos farmacos citostaticos sdo bastante variados, podendo interferir em
vias de sinalizagdo celular em baixas concentragdes. Podem atuar por
modulagdo de varios alvos moleculares que estdo frequentemente
desregulados no céancer, como por exemplo, fatores de transcricéo,
fatores de crescimento, citocinas, proteinas quinases e fatores de
angiogénese (LEE et al., 2016).
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Os produtos naturais ttém uma longa histéria na prevencéo e
tratamento do cancer, sendo que muitos medicamentos atualmente
utilizados na clinica se originaram a partir de produtos naturais, como
vincristina, vimblastina, paclitaxel e camptotecina (LEE et al., 2016).
No campo dos produtos naturais marinhos, estes também tém se
demonstrado como uma fonte promissora de novos farmacos para o
tratamento de cancer, sendo que o nimero de trabalhos neste campo
cresceu muito nos ultimos anos, conforme a recente revisdo realizada
por Ruiz-Torres e colaboradores (2017).

Atualmente, ha cinco farmacos no mercado derivados de fontes
marinhas: a citarabina, mesilato de eribulina (Halaven®), brentuximabe
vedotina (Adcetris®), plitidepsina (Aplidin®) e trabectedina (Yondelis®),
sendo que este Gltimo ndo sofreu qualquer modificagdo em sua estrutura
original (RUIZ-TORRES et al., 2017; DELGADO-CALLE et al., 2019).
A citarabina foi o primeiro a ser aprovado, em 1969, e ainda continua
sendo o farmaco de escolha para o tratamento de leucemia mieldide,
linfoma ndo-Hodgkin e leucemia meningea (MARTINS et al., 2014).
Além destes, diversos compostos estdo em testes de fase clinica, como a
tasidotina e soblidotina (fase I), briostatina-1 e hemiasterlina (fase II) e
plitidepsina (fase 1) (RUIZ-TORRES et al., 2017).

1.7 ATIVIDADE AMEBICIDA

O género Acanthamoeba pertence ao grupo das amebas de vida
livre patogénicas, que sdo protozoarios amplamente distribuidos na
natureza, causando doencas como ceratite amebiana e encefalite
amebiana granulomatosa. Estes protozodrios também tém sido
associados a lesbes cutdneas e sinusite em individuos
imunocomprometidos (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). As
diferentes espécies de Acanthamoeba apresentam distribuicdo
cosmopolita, podendo ser encontradas em diversos tipos de ambientes,
como rios, lagos, piscinas publicas, &gua do mar, sistemas de ventilacdo
e aguecimento de ar, solo, plantas, sedimentos marinhos, meios de
cultura para bactérias ou células, lentes de contato, dispositivos intra-
uterinos, etc. No ser humano, Acanthamoeba spp podem ser encontradas
COmo micro-organismos oportunistas, e também ha relatos do
isolamento destes protozoarios em individuos saudaveis, podendo
constituir parte da flora normal (LORENZO-MORALES et al., 2013).

Acanthamoeba spp apresentam dois estagios no seu ciclo de
vida: trofozoito e cisto. O primeiro é o estigio ativo, em que o
protozodrio é mdvel e pode se reproduzir. J& 0 segundo estagio ocorre
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guando as condi¢bes ambientais sdo adversas para a sobrevivéncia,
constituindo a forma resistente (LORENZO-MORALES et al., 2013).

No que se refere as infecgdes causadas por amebas do género
Acanthamoeba, a mais comum é a ceratite amebiana, uma infeccao
ocular grave de dificil tratamento. Os sinais e sintomas estdo ligados a
invasdo e a degradacdo dos componentes da coOrnea, resultando em
vermelhiddo, lacrimejamento excessivo, fotofobia, opacidade e edema
nas palpebras (NELSON; SINGH, 2018). Muitas espécies de
Acanthamoeba tém sido relacionadas a ceratite amebiana, tais como A.
castellanii, A. polyphaga, A. hachetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A.
griffini, A. lugdunensis, A. quina, A. lenticulata, e A. royreba (SCHEID,
2015).

Nos ultimos anos, houve um aumento notavel na incidéncia
destas infecgOes, 0 que pode ser explicado principalmente pelo aumento
do numero de usuérios de lentes de contato, bem como pelo melhor
diagndstico e conscientizacdo (LORENZO-MORALES et al., 2013). A
infeccdo é caracterizada por ser na maior parte dos casos, unilateral,
podendo causar fotofobia, lacrimejamento e dor. Em alguns casos, pode
evoluir para perda total da visdo (LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015).

A ceratite por Acanthamoeba é uma doenca relativamente
recente e 0 seu tratamento é ainda bastante complexo, sendo que até o
momento, nenhum agente foi descrito como tratamento Unico efetivo.
Como terapia de primeira escolha, tanto para cistos como trofozoitos,
recomenda-se utilizar as biguanidas, como a polihexametilbiguanida
(PHMB) e a clorexidina, e as diamidinas, como isotionato de
propamidina e hexamidina. Como adjuvantes, alguns farmacos
antifingicos topicos e sistémicos podem ser utilizados (ORTILLES et
al., 2017). Assim, numerosas combinagdes sdo necessarias, sendo que
nem sempre o tratamento é eficaz e varios destes farmacos podem ser
irritantes e toxicos para os pacientes (DERDA; HADAS; THIEM,
2008). Diante disto, surge a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos com atividade amebicida contra cistos e trofozoitos de
Acanthamoeba.

1.8 ATIVIDADE SOBRE A HEMOSTASIA

A coagulacdo e os processos fibrinoliticos sdo importantes
mecanismos fisioldgicos de protecdo do organismo que estdo finamente
interligados em um processo dindmico para garantir a homeostasia do
sistema vascular. Em condi¢Ges normais, os codgulos de sangue sao
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necessarios para a restauracdo de areas danificadas dos vasos, com
renovacao da superficie endotelial e posterior remocdo dos coagulos
insollveis pelo sistema fibrinolitico (VARDANYAN; HRUBY, 2006).

Este processo de formacdo e a subsequente lise do coagulo é
bastante complexo e envolve a atuacdo de muitas substancias, dentre
elas, os fatores de coagulagdo, como fibrinogénio, protrombina,
tromboplastina, célcio etc. Ja a agregacdo de trombdcitos e sua inibicao
é rigorosamente regulada pelo sistema tromboxano-prostaciclina. Neste
caso, 0 tromboxano A, fortalece a agregacdo, engquanto a prostaciclina
(prostaglandina I,) inibe a agregacdo (VARDANYAN; HRUBY, 2006).

Disturbios da hemostasia sdo bastante frequentes na pratica
médica e responséveis por inimeras condigdes patoldgicas. Por um lado,
0 excesso de coagulacdo pode levar a obstrucdo da circulagdo sanguinea,
levando a trombose e, posteriormente, a isquemia, acidente vascular
cerebral ou morte. Ja a deficiéncia do mecanismo de coagulacdo pode
levar a hemorragia. Dessa forma, ambas as anormalidades resultam em
problemas  clinicos que exigem  corregio  (GHOSHAL;
BHATTACHARYYA, 2014). Os anticoagulantes e antiagregantes sdo
farmacos que inibem a formacg&o do trombo e evitam a coagulacdo ou a
formacdo de novos coagulos de sangue (VARDANYAN; HRUBY,
2006).

Como exemplos de farmacos anticoagulantes, pode-se citar a
heparina, derivados da cumarina (dicumarol, biscumacetato de etila,
varfarina, femprocumona e acenocumarol) e indanona (fenindiona,
anisindiona). No entanto, o0s antitrombdticos disponiveis estdo
associados a desvantagens significativas que limitam seu uso. No caso
da heparina, por exemplo, ha dificuldade no controle da dosagem
durante o tratamento, podendo ocasionar sangramento e
trombocitopenia, além dos problemas relacionados a contaminagdo e
reacdes imunoldgicas, além de interagdes medicamentosas (LIU et al.,
2018; CORREIA-DA-SILVA et al., 2011; Ll et al., 2017).

No caso de farmacos antiagregantes, destacam-se o acido
acetilsalicilico (um anti-inflamatorio néo esteroidal que blogueia a ciclo-
oxigenase e previne a transformacdo de é&cido araquidbnico em
tromboxano A;), as tienopiridinas (ticlopidina, e clopidogrel),
dipiridamol, tirofibana, abciximabe, entre outros. Como no caso dos
anticoagulantes, nenhum destes farmacos é suficientemente potente,
seguro e ativo por via oral, apresentando limitagdes que incluem:
eficacia limitada, risco de hemorragias, irritabilidade gastrica,
resisténcia ao farmaco (com risco residual de eventos isquémicos,
devido a elevada reatividade das plaquetas) ou a via de administracao (ja
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qgue alguns tem alto peso molecular e sdo de uso exclusivamente
parenteral) (ANGIOLILLO; UENO; GOTO, 2010).

Apesar do surgimento de novos agentes anticoagulantes e
antiagregantes nos Ultimos anos, como a dabigatrana, rivaroxabana,
prasugrel, ticagrelor, ha ainda restri¢des especificas e riscos associados a
cada medicamento, que devem ser observados antes de sua utilizagdo.
Neste sentido, a busca por novos farmacos eficazes e com melhor perfil
de seguranca para o paciente é um desafio, e os produtos naturais tém se
mostrado uma importante fonte de novas moléculas bioativas. No que
concerne aos produtos naturais marinhos, os polissacarideos sulfatados
tém sido mais amplamente estudados (LI et al., 2008).

1.9 TRIAGEM VIRTUAL DE ALVOS MOLECULARES

A descoberta de novos farmacos inicia com a identificacdo de
substancias bioativas, que poderdo ser otimizadas com relacdo a sua
poténcia, seletividade, etc. Nesse contexto, técnicas computacionais
modernas (métodos in silico), como o screening virtual (triagem
virtual), podem ser utilizadas (KUMAR; ZHANG, 2015).
Considerando-se o expressivo nimero de alvos biolégicos promissores,
a técnica de screening virtual vem ocupando papel de destaque
(FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULDO, 2011).

Compostos identificados in silico como promissores, tanto do
ponto de vista farmacoférico, como do ponto de vista de suas
propriedades fisico-quimicas, podem ser investigados posteriormente
por ensaios biolégicos (RODRIGUES et al., 2012). Esta estratégia visa
acelerar o processo de identificacdo de ligantes (LIMA, 2007),
contribuindo também na redugdo dos custos, pois evita a realizacdo de
testes biolégicos de centenas de compostos, selecionando apenas
aqueles com a maior probabilidade de se ligar ao alvo molecular de
acordo com a avaliagdo in silico (CERETO-MASSAGUE et al., 2015).
Além disso, essa estratégia possibilita racionalizar o planejamento de
testes bioldgicos para substancias isoladas em pequenas quantidades,
maximizando as chances de detec¢do de atividades biolégicas.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a diversidade quimica e potenciais atividades
bioldgicas de algas pardas do género Dictyopteris, coletadas em ilhas
oceanicas brasileiras, com vistas a contribuicéo para o desenvolvimento
de novos farmacos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Realizar a analise comparativa dos perfis quimicos dos extratos
obtidos de espécies de Dictyopteris procedentes das diferentes
ilhas;

— Realizar o fracionamento de extratos selecionados, com vistas
ao isolamento de metabdlitos secundarios;

— ldentificar e/ou elucidar as estruturas dos compostos isolados;

— Avaliar o potencial biolégico dos extratos e compostos isolados
de Dictyopteris em modelos de atividade citotoxica, amebicida,
antiagregante plaquetaria e anticoagulante;

— A partir das estruturas dos metabolitos isolados, realizar triagem
virtual com vistas a identificar potenciais alvos moleculares
para avaliagfes posteriores in vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

A investigacdo fitoquimica foi desenvolvida em sua maior parte
no Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais do CIF/CCS/UFSC,
incluindo os experimentos de extragdo, fracionamento, isolamento e
purificagdo de compostos. Parte dos experimentos foi realizada durante
0 estagio de Doutorado-Sanduiche no laboratério do Prof. Vassilios
Roussis, na Universidade de Atenas, Grécia.

As avaliagfes das atividades bioldgicas foram realizadas no
laboratério de Protozoarios Emergentes e Oportunistas da UFSC
(atividade amebicida), sob responsabilidade da Profa. Dra. Karin
Caumo; no laboratério de Hematologia Clinica da UFSC (atividade
anticoagulante), sob responsabilidade da Profa. Dra. Ana Carolina R. de
Moraes; no Laboratorio de Bioprospeccdo e Biotecnologia Marinha, da
Universidade Federal do Ceara (atividade citotoxica), sob
responsabilidade do Prof. Dr. Diego Wilke; e no laboratério de Quimica
de Produtos Naturais da FURB (atividade anticolinesterasica), sob
responsabilidade da Profa. Michele Debiasi Alberton.

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
3.1.1 Material vegetal

A coleta das algas foi realizada por colaboradores do projeto
ProspecMar-llhas (CNPq 458548/2013-8), com equipamentos de
mergulho autbnomo, em profundidade de até 30 metros, dentro do
ambito das ilhas oceénicas brasileiras. As amostras frescas foram
congeladas e, previamente a extragdo, o material foi descongelado e
submetido a triagem para remocdo de epifitas e outros organismos.
Ap06s, o material foi seco sob ar frio.

Os materiais coletados foram encaminhados para identificagdo
boténica, a qual foi realizada pelo Prof. Dr. Paulo Horta (Departamento
de Botanica, CCB, UFSC) e as exsicatas depositadas no Herbario FLOR
(UFSC). A licenga para acesso a biodiversidade foi devidamente obtida
pela coordenacdo do projeto ProspecMar-1lhas.

A Tabela 1 apresenta as informacdes referentes as diferentes
espécies de algas coletadas e a Figura 9 apresenta os mapas das ilhas
oceanicas com os locais das coletas.



Tabela 1. Lista de algas do género Dictyopteris coletas em ilhas oceanicas brasileiras.
Codigo Local de coleta Data Exsicata Extrato (g)
D. jolyana
DJ-1 Arquipélago de Fernando de Noronha (Praia do Atalaia) 10/2014  FLORG66395 23,510
DJ- Arquipélago de Fernando de Noronha 01/2015 FLOR66396 0,117
DJ-111 Arquipélago de Fernando de Noronha (Costao esquerdo da Baia do Sueste) (1-3m)  04/2015 FLOR58617 0,022
DJ-IV Arquipélago de Fernando de Noronha (Laje Dois Irméos) 08/2013 FLOR66393 0,775
DJ-V Arquipélago de Fernando de Noronha (Porto) 08/2013 FLOR66393 0,150
DJ-VI Arquipélago de S&o Pedro e Sao Paulo (Enseada) (1-5 m) 10/2015 FLOR58616 3,052
DJ-VII Arquipélago de Fernando de Noronha (Praia do Sueste) 10/2016 FLORG64464 1,471
DJ-VIII Arquipélago de Fernando de Noronha (Porto) (7-10 m) 08/2018 FLOR66397 21,593
DJ-1X Arquipélago de Fernando de Noronha (Praia do Sueste) (1 m) 08/2018 FLOR66398 3,660
DJ-X Arquipélago de Fernando de Noronha (Praia do Sueste) (1 m) 08/2018 FLOR66400 6,881
D. plagiogramma
DP-I Arquipélago de Fernando de Noronha (Cabras) (18 m) 11/2014  FLORG66403 3,349
DP-11? Arquipélago de Fernando de Noronha (Cabras) (12 m) 11/2014  FLOR66401 0,157
DP-111 Ilha da Trindade (Calheta) 08/2014 FLORG66404 1,046
DP-1V? Arquipélago de Fernando de Noronha (Cabras) (12 m) 11/2014  FLOR66402 1,495
DP-V Arquipélago de Fernando de Noronha (Costédo esquerdo da Baia do Sueste) (1-3 m) 04/2015 FLOR58612 1,756
DP-VI  Arquipélago de Fernando de Noronha (Costéo direito da Praia da Conceicao) (0-5m)  10/2015 FLOR58611 1,490
DP-VII Atol das Rocas (Piscinas Cemitério) 05/2016 FLOR64463 4,439
DP-VI1II Ilha da Trindade (Ponto dos Farilhges) (15 m) 08/2017 FLOR64462 4,438
DP-1X Arquipélago de Fernando de Noronha (Porto) (7-10 m) 08/2018 FLOR66405 3,835

 Os extratos DP-I1 e DP-1V foram reunidos.

¥6
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Figura 9. Pontos de coleta de espécimes de Dictyopteris nas ilhas oceanicas
brasieiras.
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Fonte: Os mapas foram adaptados das seguintes fontes: Fernando de Noronha e
S&o Pedro e Sdo Paulo (https://pt.wikipedia.org ); Trindade
(https://www.folha.uol.com.br); Atol das Rocas (LONGO et al., 2015).

3.1.2 Solventes, adsorventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados para a extracdo, analise por
cromatografia em camada delgada (CCD) e para fracionamento
cromatografico foram de grau analitico, de procedéncia Synth® e
Vetec®.

Para cromatografia liquida a vacuo (CLV) e cromatografia em
coluna aberta (CCA), foi utilizado gel de silica 60 de procedéncia
Vetec®, com tamanho de particulas na faixa de 0,04-0,063 mm. Para
CCD foram utilizadas cromatoplacas de aluminio de gel de silica 60 F-
254, das marcas Macherey-Nagel® e Merck® Para a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram utilizados solventes de grau
HPLC e coluna Econosphere Silica 10 pm (250 x 10 mm; Grace®).


https://pt.wikipedia.org/
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Purificacdo por cromatografia de exclusdo em gel foi realizada
com resina de Sephadex® LH-20. Na extracio em fase sélida (EFS), foi
utilizado cartucho Supelclean™ 3 mL da marca Supelco e seringa
preenchida com gel de silica 60.

Os reagentes utilizados para revela¢do cromatografica em CCD
foram solucéo acidificada de anisaldeido (0,5 mL de anisaldeido; 10,0
mL de éacido acético glacial; 85,0 mL de etanol; 5,0 mL de H,SO,
concentrado) e solugdo de H,SO4 15 % em MeOH, preparados a partir
de reagentes de grau analitico. Para obtencdo dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi utilizado cloroférmio
deuterado (CDCIy). Para obtencdo dos espectros de massas por CG-EM
e EMAR foram utilizados solventes de grau HPLC.

3.1.3 Equipamentos

Os extratos e as fracdes obtidas nos procedimentos
cromatograficos foram concentrados em rotaevaporador da marca
Biichi®. As placas de CCD foram reveladas sob luz ultravioleta (254 nm
e 366 nm) em camara de revelagdo modelo Prodicil® VA 50.

Procedimentos de purificagdo foram realizados por CLAE,
utilizando-se um cromatégrafo equipado com bomba Pharmacia® LKB
2248 e detector de indice de refracdo Shodex® RI-201 (Departamento de
Farmacognosia e Quimica de Produtos Naturais, Universidade de
Atenas).

Os espectros de RMN foram obtidos em equipamento Bruker,
modelos Fourier 300 (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFSC),
DRX 400 (Departamento de Farmacognosia e Quimica de Produtos
Naturais, Universidade de Atenas), e Bruker Avance [11-600
(Departamento de Quimica, UFPR).

As analises por espectrometria de massas de alta resolucdo
(EMAR) foram realizadas em equipamento Xevo G2-S Qtof MS
(Waters) (Laboratério CentralCrom, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, UFSC), UFLC Prominence (Shimadzu) acoplado ao
micrOTOF-Q focus Il (Bruker) (Laboratério Multiusuario de
Espectrometria de Massas do CEBIME).

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) foram realizadas em equipamento Perkin-Elmer
GC Clarus 680® (Laborat6rio CentralCrom, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, UFSC).
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3.2 METODOS
3.2.1 Obtencao dos extratos e avaliacdo de atividades bioldgicas

O material vegetal seco foi rasurado, e os extratos brutos
obtidos por sucessivas maceraces de todas as partes da alga com
mistura de CH,Cl,:MeOH na proporcdo 2:1, em temperatura ambiente,
por um periodo de sete dias. Os extratos obtidos foram concentrados em
rotaevaporador, sob pressdo reduzida, em temperatura de cerca de 38
°C. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes. Os rendimentos
de cada um dos extratos estdo apresentados na Tabela 1.

Os extratos brutos obtidos foram (ou estdo sendo) avaliados nos
modelos de atividade citotoxica, amebicida e anticoagulante e
antiagregante plaquetaria, conforme descrito nos itens subsequentes. Os
extratos mais ativos e com maiores rendimentos foram selecionados
para a realizacdo de fracionamento cromatografico, e, quando possivel,
suas fracdes também foram avaliadas.

3.2.2 Procedimentos de fracionamento

Os extratos brutos com quantidades superiores a 1,0 g, bem
como suas fragdes, foram submetidos a procedimentos de separacéo
cromatogréafica por adsorcdo em cromatografia liquida a vacuo (CLV) e
cromatografia em coluna aberta (CCA), utilizando-se gel de silica 60.
Para algumas fragcBes a separacdo cromatografica foi realizada por
exclusdo, utilizando-se a resina Sephadex® LH-20 em cromatografia em
coluna aberta (CCA). Em alguns casos a purificagdo final foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Todas as fracfes
obtidas foram nomeadas Xy-z, onde X corresponde ac nome da coluna,
e “y” e “x” aos limites do intervalo de fragdes reunidas. As analises em
CCD foram realizadas sob luz ultravioleta, em 254 e 366 nm, sendo
utilizado como revelador uma solucéo acidificada de anisaldeido.

Informacdes referentes aos procedimentos cromatograficos
adotados em cada uma das colunas estdo descritas no Apéndice A.

3.2.3 ldentificacdo ou elucidagdo estrutural

A identificacdo ou elucidagdo estrutural dos metabdlitos
isolados foi realizada através da obtencdo e analise de espectros de
RMN de *H e RMN de 8C, em experimentos uni- e bidimensionais,
além da consulta a base de dados MarinLit® (Royal Society of
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Chemistry). Quando possivel, também foram obtidos espectros de
massas e os dados obtidos foram comparados com os de compostos
semelhantes, publicados na literatura.

3.2.3.1 Anélises por Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear
(RMN)

As andlises por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) foram realizadas nos equipamentos Bruker Fourier 300,
DRX 400 e Bruker Avance 111-600, obtendo-se espectros de RMN de 'H
e ¥C, além dos mapas de correlacio ‘H-'H COSY (Correlation
Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) e
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Os espectros foram
calibrados através do sinal do tetrametilsilano (TMS), ou do solvente,
guando este ndo continha TMS. Os dados adquiridos (FID — decaimento
de inducdo livre) foram processados no programa TopSpin versdo 3.5 pl
7 (Bruker).

3.2.3.2 Analises diretas em Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo
(EMAR)

As andlises por espectrometria de massas de alta resolucdo
(EMAR) foram realizadas em equipamento Xevo G25 Qtof MS
(Waters) e micrOTOF focus 1l (Bruker), ambos com fonte de ionizacéo
por Electrospray (ESI). Os parametros utilizados para o equipamento
Xevo G25 Qtof MS (Waters) foram: voltagem do capilar de 2 kV;
temperatura do cone e de dessolvatagdo de 80 e 120 °C,
respectivamente; fluxo do gas N, utilizado para controlar as
temperaturas do cone e de dessolvatacdo foram de 100 e 400 L/h,
respectivamente; leucina encefalina e formiato de sédio foram utilizados
como referéncia. Os dados adquiridos foram processados no programa
MassLynx versdo 4.1 (Waters).

Os parametros utilizados para o equipamento micrOTOF focus
Il (Bruker) foram: voltagem do capilar de 4,5 kV; pressdo do gas de
nebulizacdo de 0,4-2 bar; fluxo dos géas de secagem de 40-80 L/min;
temperatura da fonte de ionizacdo de 200 °C. Formiato de sédio foi
utilizado como referéncia. Os dados adquiridos foram processados no
programa DataAnalyses versdo 3.4 (Bruker).
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3.2.3.3 Andlises por Cromatografia Liquida Ultra Rapida acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (UFLC-ESI-MS)

As andlises de UFLC-ESI-MS empregadas para comparacdo do
perfil quimico dos extratos de Dictyopteris foram realizadas no
laboratério Laboratério Multiusuario de Espectrometria de Massas do
CEBIME (UFSC), sob responsabilidade técnica do servidor Mauro
Henrique Dartora Dutra. Os experimentos foram realizados em um
UFLC Prominence (Shimadzu) acoplado a um espectrdmetro de massas
micrOTOF-Q focus Il (Bruker) com ionizacdo por Electrospray (ESI) e
analisador do tipo QqTOF.

Os extratos e compostos puros foram solubilizados em
ACN:MeOH (1:1), na concentracdo de 1,0 mg/mL, e filtrados com uma
membrana filtrante de nailon com poro de 0,22 um. Uma aliquota de 2
uL dos extratos foi injetada e a separagdo cromatografica realizada em
uma coluna cromatografica de fase reversa Acquity UPLC BEH Cy5 (2,1
mm x 50 mm; 1,7 um). O método cromatografico empregado foi
desenvolvido e otimizado com compostos isolados de extratos de
Dictyopteris deste mesmo trabalho de tese. Como fase mdvel foi
utilizado um gradiente composto por acetonitrila (ACN) (bomba A) e
H,0 com &cido férmico (0,1%) (v/v) (bomba B), conforme o seguinte
programa de eluigdo: 40% de A durante 1 minuto; aumento de 40% para
60% de A em 1 minuto; aumento de 60% para 95% de A em 12
minutos, e entdo matendo-se esta propogdo durante 1 minuto; aumento
de 5% para 60% de B em 1 minuto e entdo matendo-se esta proporcao
até 21 minutos. A vazéo da fase mével foi de 0,3 mL/min. As amostras
foram analisadas em sequéncia iniciando-se pelo branco (ACN:MeOH,
1:1), o qual foi reinjetado ap6s cada uma das amostras.

Os espectros de massas foram adquiridos no modo de ionizagédo
positivo, na faixa de varredura de 150 — 800 m/z, com voltagem no spray
de 4,5 kV. A calibragdo do aparelho foi realizada empregando-se
formiato de sédio.

Os dados foram processados e armazenados utilizando o
software DataAnalyses versdo 3.4 (Bruker). A andlise dos perfis
quimicos foi realizada por comparagdo dos tempos de retencdo e dos
dados de perfil de fragmentacdo de alguns compostos puros isolados no
ambito desta tese, além dos dados tedricos de outros compostos
reportados para o género Dictyopteris.
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3.2.3.4 Andlises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM)

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) foram realizadas em equipamento Perkin-Elmer
GC Clarus 680® acoplando ao espectrometro Clarus SQ8® com detector
quadrupolo, coluna capilar apolar Elite-5mS (30 m x 0,25 mm, 0,25
pum). As amostras (1 pL) foram injetadas no modo split (5,0 mL/min),
utilizando-se como gas de arraste hélio, com fluxo constante de 1
mL/minuto. Usou-se temperatura programada de 60 °C (1 min), seguida
do aumento de 10 °C/min até 190 °C e, ap6s, 10 °C/min até 300 °C (10
min). A temperatura do injetor de foi de 250 °C e foi utilizado um feixe
elétrons padrdo de 70 eV. Os dados adquiridos foram processados no
programa TurboMass versao 6.1.0.1963 (Perkin-Elmer).

3.2.4 Avaliacédo das atividades bioldgicas

3.2.4.1 Avaliagdo da atividade citotoxica

O ensaio de avaliagdo da atividade citotoxica das amostras
(extratos, fragdes e compostos isolados) se baseou na mensuragdo da
absorbancia da formazana formada apés a metabolizacdo do sal de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) pelas
células tumorais vidveis (MOSMANN, 1983).

A linhagem de células tumorais utilizadas para realizacdo
da triagem inicial dos extratos brutos e fracdes foi HCT-116
(adenocarcinoma de colon). Posteriormente, outras linhagens celulares
foram utilizadas para avaliacdo dos compostos: B16-F10 (melanoma
metastatico murino), PC3-M (carcinoma de prostata metastatico
humano) e 293A (célula de rim embrionéario - linhagem normal). As
células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado
com 10 % de soro fetal bovino, plaqueadas em placas de 96 pocos e
expostas as amostras por 72 horas. Trés horas antes do término do
tempo de incubacdo, o sal de MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado e a
absorbancia mensurada a 595 nm. A triagem inicial foi realizada
utilizando-se a concentragdo de 50 pg/mL das amostras para avaliar a
porcentagem de inibicdo do crescimento da célula tumoral.
Posteriormente, o valor de Cls, (concentracdo inibitoria 50 %) foi
calculado por regressao nédo linear utilizando o GraphPad Prism, verséo
4.0. Como controle positivo foi utilizado o farmaco doxorrubicina.
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3.2.4.2 Avaliacéo da atividade amebicida

A avaliacdo da atividade amebicida foi realizada utilizando-se
trofozoitos de Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010), cultivados em
meio liquido PYG (proteose peptona, extrato de levedo e glicose),
acrescido de penicilina-estreptomicina (40 pL/mL) (estufa 30 °C). A
cultura experimental padréo utilizada nos ensaios foi preparada de forma
a apresentar uma concentracéo final de 8 x 10° trofozoitos/mL (contados
em camara). Para a inducdo do encistamento, cerca de 5 x 10° de
trofozoitos na fase de crescimento exponencial foram incubados com 10
mL de meio de encistamento (95 mM NaCl, 5 mM KCI, 8 mM MgSQ,,
0,4 mM CaCly, 1 mM NaHCO3z, 20 mM Tris-HCI, pH 9,0) durante 72
horas. As alteracbes morfoldgicas foram observadas utilizando
microscépio e ao final foi adicionando o detergente sarkosyl (Sigma
61747; Sigma-Aldrich Co), possibilitando a lise dos trofozoitos
remanescentes.

O extrato bruto DJ-I, algumas de suas fracGes e a substancia
Dj1 foram preparados em solucao estéril de tampéo fosfato contendo 5
% de Tween 20, filtrando-se a solugdo final em membranas estéreis de
acetato de celulose (poros de 0,22 um). Foram preparados também
controle positivo (biguanida 0,02% e clorexidina 0,02%) e negativo
(solucéo estéril de tampdo fosfato contendo 5 % de Tween 20).

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 micropogos
utilizando-se diferentes concentragcbes das amostras (0,625 a 15
mg/mL). As placas foram seladas e incubadas em estufa a 30 °C. Os
danos celulares sobre A. castellanii foram observados em microscépio
invertido ap6s 48 horas, e a contagem dos trofozoitos em camara de
Fuchs-Rosenthal. O percentual de mortalidade de cada amostra testada
foi obtido comparando-se o nimero de células encontradas no teste ao
nimero de células encontradas no controle negativo no tempo
determinado. O valor da Clsg (concentracdo da amostra necessaria para
inibir 50 % do crescimento amebiano) foi determinado por meio da
andlise de regressdo linear com os limites de confianca de 95 %,
utilizando o programa GraphPad Prism, versdo 5.0.

3.24.3 Avaliagdo da atividade anticoagulante e antiagregante
plaquetéria

O estudo de coagulacdo foi realizado de acordo com Triplett,
Harms e Koepke (1978) utilizando-se coaguldmetro semi-automatizado
(CLOTimer, Quick Timer). Para os ensaios de coagulagao, foi utilizado
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um pool de plasma pobre em plaquetas (PPP). Para a obtencdo do pool
de PPP, as amostras de sangue anticoagulado com citrato de sédio 0,38
% foram centrifugadas a 1.107 g por 15 minutos a temperatura de 8 °C.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante (PPP) de todos os tubos foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Para a realizacdo dos
ensaios, 100 puL do pool de PPP foram incubados a 37 °C por 5 minutos
com 10 pL de extrato bruto de alga ou de veiculo de dissolugdo (DMSO
0,7 % concentracdo final) e, em seguida, foram realizados o0s testes de
tempo de protrombina (TP) ou de tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) conforme a bula do kit HemosIL® (Instrumentation
Laboratory, Massachusetts, EUA).

A agregacdo plaquetaria foi avaliada de acordo com Born e
Cross (1963), utilizando-se um agregdmetro semi-automatizado
(AgreGO, Qualiterm). Depois de coletadas as amostras de sangue total,
as plaquetas foram isoladas através de centrifugacéo do sangue citratado
a 123 g por 10 minutos a temperatura ambiente para a obtencdo do pool
de plasma rico em plaquetas (PRP). As plaquetas foram contadas em
cdmara de Neubauer e reajustadas com PBS para 250.000
plaquetas/mm? e foi utilizada a epinefrina ou 0 ADP (Hipolabor, Minas
Gerais, BR) como agonista. Para avaliar os efeitos dos extratos brutos,
fraces e compostos sobre a agregacdo plaquetaria, 400 pL do pool de
PRP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 pL de extrato
bruto, de fracdes de extrato bruto, de composto ou de veiculo de
dissolugcdo (DMSO 0,6 % concentragdo final). A seguir, as amostras
foram estimuladas individualmente com epinefrina ou ADP e a
agregacao foi acompanhada por 5 minutos. Para acertar a linha de base
de turbidez da amostra, utilizou-se o PPP obtido pela centrifugacdo das
amostras de sangue citratado a 1.107 g por 15 minutos a temperatura de
8 °C. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e dentro de
um periodo de trés horas ap6s a coleta da amostra de sangue.

3.2.4.4 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

A inibicho da atividade da enzima acetilcolinesterase foi
determinada apenas para o composto Dj13, o qual foi selecionado
durante a etapa de triagem virtual descrita na sequéncia. Para isso, foram
incubadas, inicialmente, 100 uL de diferentes concentragbes do
composto selecionado, com 325 pL de tamp&o Tris-HCI (pH 8) e 25 L
de uma solugdo de enzima contendo 0,28 U/mL, durante 15 minutos.
Subsequentemente, 75 YL de uma solugdo de AChl 0,023 mg/mL e 475
uL de reagente de Ellman 3mM (ou DTNB, &cido 5,5’-ditiobis-2-
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nitrobenzdico) foram adicionados. A mistura final foi incubada durante
30 min a temperatura ambiente. A absorbancia da mistura foi medida a
405 nm (MATA et al., 2007). Foi preparado um controle negativo com o
solvente utilizado para dissolver a amostra (metanol) e um controle
positivo com galantamina. A inibicdo foi calculada através da formula
abaixo:

I (%) = 100 — (Aamostral Acontrote) X 100

Onde, Aamostra € @ absorbancia da amostra e Aconrole € @ absorbancia do
controle negativo. Os testes foram realizados em triplicata e um gréfico
relacionando o percentual de inibicdo com a concentracdo da amostra
foi gerado.

3.2.5 Triagem virtual de alvos moleculares

A busca de possiveis alvos moleculares para os derivados Cq;
contendo enxofre isolados neste trabalho foi realizada por meio da
plataforma on-line desenvolvida pelo Instituto Sui¢o de Bioinformética
(SIB Swiss Institute of Bioinformatics) utilizando-se a ferramenta
SwissTargetPrediction  (http://www.swisstargetprediction.ch). Dessa
forma, os compostos foram inicialmente desenhados na interface do
website para obtencdo do cddigo SMILES, e, posteriormente, foi
selecionado o tipo de organismo para realizar a predi¢do (neste caso, foi
utilizado como padrdo “humanos”). Ap6s a submissdo dos dados, foi
gerada uma tabela com possiveis alvos moleculares, ranqueados de
acordo com o score de similaridade 2D e 3D obtido por comparacéo
com ligantes conhecidos. O valor de score é transformado e exibido na
forma de probabilidade (chance das previsGes serem corretas), a qual
leva também em conta resultados de validacGes cruzadas (GFELLER et
al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta tese foram organizados de forma a
apresentar e discutir inicialmente o perfil quimico geral das amostras de
Dictyopteris coletas nas ilhas oceénicas brasileiras. Na sequéncia, 0s
dados de isolamento e caracterizacdo estrutural de metabolitos
secundarios estdo descritos separadamente para cada espécie estudada.
Por fim, serdo apresentados os resultados das avaliagbes das atividades
bioldgicas realizadas por meio de parcerias, assim como a triagem
virtual de alvos moleculares para os compostos isolados.

4.1 ANALISE GERAL DOS EXTRATOS

Foram coletadas 19 amostras de algas, sendo 10 amostras de D.
jolyana e 9 de D. plagiogramma, provenientes de diferentes locais dos
Arquipélagos de Fernando de Noronha e S&o Pedro e S&o Paulo, llha da
Trindade e Atol das Rocas, conforme Tabela 1. Os diferentes extratos
foram comparados por meio de CCD (Figuras 10 e 11), espectros de
RMN de *H e em UFLC-ESI-MS (modo positivo) (Figuras 12 e 13).

Diversas classes de compostos foram identificadas e
posteriormente alguns destes compostos também foram isolados,
incluindo &cidos graxos, triglicerideos, tocoferdis, fucosterol, derivados
de acido ftalico, e compostos contendo enxofre. De maneira geral, foi
observado grande quantidade de acidos graxos e triglicerideos, os quais
sdo bastante comuns em algas pardas e importantes do ponto de vista
nutricional, visto que inOmeras algas sdo  comestiveis
(EICHENBERGER; ARAKI; MULLER, 1993). Varios estudos ja
demonstraram a presenca destes compostos no género Dictyopteris,
como em D. polypodioides (KARAKI et al., 2013; HOFMANN;
EICHENBERGER, 1997; HOFMANN; EICHENBERGER, 1998;
EICHENBERGER; ARAKI; MULLER, 1993), D. australis (GOSCH et
al., 2015; VALEEM; SHAMEEL et al., 2012), D. delicatula (FLEURY
etal., 1994; KUMARI et al., 2014), D. justii (FERREIRA et al., 2012) e
D. plagiogramma (FLEURY et al., 1994).

Dentre os compostos identificados, destacam-se 0s compostos
contendo enxofre, os quais sdo incomuns em algas, além de derivados
de &cido ftalico, que podem ser provenientes de diferentes fontes,
inclusive da poluicdo ambiental. Por conta disso, estas classes de
compostos foram discutidas separadamente nos itens subsequentes.
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Figura 10. Cromatografia em camada delgada dos extratos de D. jolyana.

Hex:AcOEt (95:5) Hex:AcOEt (8:2)

“ Cromatografia realizada com placas de silica gel 60 e reveladas com solucdo
acidificada de anisaldeido seguido de aquecimento.

Figura 11. Cromatografia em camada delgada dos extratos de D. plagiogramma.
Hex:AcOEt (95:5) Hex:AcOEt (8:2)

B vV o mw
" Cromatografia realizada com placas de silica gel 60 e reveladas com solugo
acidificada de anisaldeido seguido de aquecimento.




Figura 12. Perfil quimico dos extratos de D. jolyana em UFLC-ESI-MS obtido no modo de ionizagdo positivo, com destaque para
a identificagdo de compostos contendo enxofre e derivados de 4cido ftalico.
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Figura 13. Perfil quimico dos extratos de D. plagiogramma em UFLC-ESI-MS obtido no modo de ionizagdo positivo, com
destaque para a identificagdo de compostos contendo enxofre e derivados de 4cido ftalico.
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4.1.1 Caracterizacdo da presenca de compostos contendo enxofre

Compostos contendo enxofre foram caracterizados nos extratos
em RMN de 'H por meio da visualizacdo de sinais caracteristicos dos
compostos ja relatados para Dictyopteris e isolados no presente trabalho
(dados descritos nos itens subsequentes): multipleto entre oy 2,85 e oy
3,00 (correspondente aos metilenos desblindados vicinais ao enxofre e a
carbonila), dupleto em regibes proximas de &4 6,08 e duplo tripleto em
dy 6,89, correspondentes aos hidrogénios da dupla ligacdo. Em CCD os
compostos foram identificados pela presenca de manchas que, apds
revelacdo com solugdo acidificada de anisaldeido, adquirem cor
marrom. J& em UFLC-ESI-MS, foram utilizados compostos isolados no
ambito deste trabalho que serviram como padrdes de tempo de retencéo
e perfil de fragmentacéo.

Dessa forma, oito compostos contendo enxofre (Dj1, Dj5, Dj7,
Dj9, Dj11, Dj13, Dj17, Dj18) (Figura 16) foram identificados nos
extratos DJ-1, DP-I, DP-ll, DP-IV e DP-VII, conforme pode ser
visualizado nos cromatogramas apresentados nas Figuras 12 e 13. Além
disso, foi possivel detectar a presenca de outros compostos similares,
porém ainda ndo identificados, possivelvente por tratar-se de estruturas
novas. No cromatograma do extrato DJ-1 verificou-se um pico em 12,6
min (1) com ions de m/z 421,2255 e m/z 399,2433. Os mesmos ions
foram observados no extrato DP-I1 em um pico com tempo de retencdo
de 11,9 min. Estes dados sugerem tratar-se de algum isdémero do
composto Dj1.

Compostos contendo enxofre somente foram identificados em
materiais coletados em Fernando de Noronha e Atol das Rocas. Este fato
é interessante do ponto de vista geografico, uma vez que estas ilhas sdo
bastante proximas (cerca de 100 km de distancia), pertencendo inclusive
a mesma cadeia de montanhas vulcanicas e compartilnando condic6es
climaticas e espécies semelhantes (CLAUDINO-SALES, 2018;
FLOETER et al. 2001; FLOETER et al. 2008).

Varios trabalhos tém descrito a producdo de metabdlitos
secundarios como mecanismo de defesa quimica contra a herbivoria.
Silva (2016) demonstrou que estas ilhas apresentam similaridade com
relacdo aos peixes herbivoros, responsaveis pela pressdo alimentar sobre
0s bentos. Constatou-se que a espécie Acanthurus chirurgus foi
responsavel por exercer a maior pressdo alimentar em ambas as ilhas,
principalmente em locais com maior cobertura de espécies de
Dictyopteris, enquanto na ilha da Trindade verificou-se inexisténcia
deste herbivoro.
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Longo et al. (2019) verificaram maior interacdo bidtica,
especialmente interagdes planta-herbivoro, nas regiGes tropicais,
ocorrendo diminuicdo da pressdo de herbivoria com o aumento da
latitude em ambos os hemisférios. Tal fato pode explicar, de certa
forma, os achados neste trabalho para a ilha da Trindade, em cujas
amostras nao foram detectados compostos contendo enxofre. Além
disso, de acordo com Floeter et al. (2008) a biodiversidade marinha na
ilha da Trindade é marcadamente baixa, sendo considerada uma das
mais pobres dentre as ilhas tropicais no mundo. Isto pode estar
associado ao tamanho relativamente pequeno e ao maior distanciamento
do continente (1.160 km) (PEREIRA-FILHO et al., 2011; SERAFINI et
al., 2010). Adicionalmente, a abundancia do género Dictyopteris em
Trindade é menor, sendo que a maior parte das espécies de algas
correspondem aos géneros Caulerpa, Dictyota e Canistrocarpus
(PEREIRA-FILHO et al., 2011), o que dificulta a propria etapa de coleta
e reflete no nimero de amostras disponiveis.

Da mesma forma, o Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo é
caracterizado pelo maior isolamento em relagcdo a costa (945 km de
distancia), verificando-se um alto nivel de endemismo de peixes,
acompanhado de menor diversidade em comparagdo com outras ilhas
oceanicas (QUIMBAYO et al., 2019). Tal caracteristica pode contribuir
para menor pressdo de herbivoria, justificando a ndo producdo de
metabdlitos de defesa, como foi observado para o extrato DJ-VI. Ha de
se destacar, no entanto, que o posicionamento geografico estratégico
entre os dois hemisférios e entre os continentes sulamericano e africano,
torna esta uma importante zona de alimentagdo, reproducéo e abrigo de
varias espécies migratdrias, como peixes e crustaceos (BURGOS et al.,
2009), o que pode levar a variagdes sazonais na producdo de tais
metabdlitos.

Com relacdo a época da coleta, esta ndo parece ser um fator
determinante Unico na producdo de compostos contendo enxofre nas
espécies analisadas. No caso de Fernando de Noronha, os extratos que
apresentaram tais compostos (DJ-I, DP-1, DP-Il e DP-IV) correspondem
a amostras coletadas nos meses de outubro e novembro de 2014. No
entanto, em outras amostras coletadas na mesma época, porém em
outros anos e em localidades diferentes (DJ-VII, DP-VI e DP-III), ndo
foi possivel detectar a presenca destes compostos. Adicionalmente, a
presenca destes metabdlitos no extrato DP-VII (Atol das Rocas, maio de
2016) reforca esta hipotese, sugerindo-se uma combinacdo de fatores
influenciando na biossintese dos mesmaos.
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Com relacdo a profundidade do material coletado, ndo é
possivel estabelecer se este foi um fator determinante na producdo de
compostos contendo enxofre, visto que ndo ha dados de profundidade
disponiveis para todas as amostras. No entanto, com base apenas nas
informac®es disponiveis, variagdes com relacdo a profundidade parecem
ndo exercer forte influéncia sobre a producdo destes metabdlitos. Tal
fato é interessante, uma vez que a profundidade é considerada uma das
variaveis mais importantes que afetam a estrutura das assembleias de
peixes, 0s quais exercem um papel importante nas interagdes bidticas
(PEREIRA-FILHO et al., 2011).

Além desta analise geral das amostras, os dados apontam
também para variagdes na producdo de metabdlitos contendo enxofre
entre as espécies (variacdo interespecifica), bem como para a mesma
espécie em épocas e locais diferentes (variacdo intraespecifica). Neste
sentido, observou-se que D. plagiogramma apresentou maior nimero de
amostras contendo estes metabdlitos de interesse (4 extratos de 10
analisados) quando comparada a D. jolyana (1 extrato de 11 analisados).

Diversos fatores podem explicar este achado, sendo que a
susceptibilidade a herbivoria poderia exercer um papel fundamental na
determinacdo da producdo destes metabdlitos secundéarios. Neste caso,
alguns fatores intrinsecos de cada espécie, como a composicdo de
nutrientes e os atributos morfolégicos dos talos (tamanho e textura, por
exemplo) podem influenciar na escolha pelos herbivoros, o que poderia
desencadear a producdo de metabdlitos secundarios como forma de
defesa. Isto se torna mais evidente quando se observa que a espécie D.
jolyana apresenta talos maiores e mais resistentes do que D.
plagiogramma, a qual apresenta talos mais delicados, conforme pode ser
observado na Figura 2. Tal caracteristica poderia contribuir para uma
maior rejeicdo da espécie D. jolyana por parte dos peixes herbivoros.
Adicionalmente, outras questdes relacionadas a palatilidade e qualidade
nutricional podem influenciar a escolha.

As variacdes intraespecificas podem estar relacionadas a
adaptacOes fisiologicas e morfoldgicas das algas como reflexos de
estratégias de sobrevivéncia em termos de capacidade de crescimento,
reproducdo, tolerancia ambiental, resisténcia a predagdo, competi¢do
(por nutrientes, espaco e luz), condi¢bes ambientais, como a
profundidade e a exposicdo as ondas, entre outros. Estas estratégias
podem mudar ao longo da vida de determinadas espécies, alterando
também a susceptibilidade a herbivoria (LITTLER; LITTLER, 1980).

Neste contexto, a ocorréncia de um fendmeno anormal de
invasdo de uma grande biomassa de Sargassum flutuante na regido norte



111

do Brasil entre os anos de 2014 e 2015 poderia também estar
relacionada com o perfil quimico diferenciado destas algas coletadas em
Fernando de Noronha no ano de 2014. Este fendmemo foi relacionado
as temperaturas anormais registradas na época (acima da média em
comparagao a outros anos), além de um aumento de nutrientes na agua,
provocado pelo despejo de residuos. Considerando a enorme biomassa
destas ilhas flutuantes de Sargassum, sua presenca pode ser uma fonte
adicional de estresse ambiental, jA que elas podem produzir impactos
similares como as marés vermelhas e verdes em Aaguas eutroficas,
dificultado penetragdo de radicdo solar, aumentando a demanda de
oxigénio e eventualmente também sintetizar e liberar compostos
guimicos com propriedades alelopaticas (SISSINI et al., 2017; VAZ-
PINTO et al., 2014). Além disso, como demonstrado por Sissini et al.
(2017), este Sargassum flutuante estava associado a diversos outros
organismos, como epifitas, invertebrados e peixes, 0s quais poderiam
comprometer o equilibrio do ecossistema local por serem exdticos para
aquela regido.

Com relacdo & amostra de D. plagiogramma coletada em Atol
das Rocas (extrato DP-VII), a presenca destes compostos contendo
enxofre certamente configura um mecanismo de defesa quimico contra a
herbivoria. O local de coleta (piscina do Cemitério) caracteriza-se por
ser uma piscina fechada (Figura 14). De acordo com Longo et al.
(2015), estes ambientes funcionam como refligio para os peixes recifais
durante a maré baixa, onde os mesmos conseguem se alimentar mais
facilmente, uma vez que ha protecdo contra a acdo das ondas e das
correntes, 0 que ndo ocorre em regides abertas. Dessa forma, em
trabalho pelos mesmos autores, foi observado que as espécies D. jolyana
e D. plagiogramma eram relativamente mais abundantes nas piscinas
abertas em comparacdo com as fechadas; nestas Ultimas, a herbivoria
demonstrou ter um efeito importante, sendo cerca de dez vezes maior
nestes locais em comparagdo com as primeiras.

De forma semelhante ao verificado para a amostra de D.
plagiogramma coletada em Atol das Rocas, a presenca de compostos
contendo enxofre apenas no extrato DJ-1 (entre os demais da espécie D.
jolyana), pode estar relacionado as caracteristicas do préprio local de
coleta. Diferentemente dos demais pontos de coleta, a praia do Atalaia
em Fernando de Noronha apresenta recifes formando piscinas naturais
de baixa profundidade durante os periodo de maré baixa (Figura 14-A).
Esta caracteristica confere certas particularidades a este local, em
relagdo as areas de mar aberto, favorecendo maior pressdo por parte dos
peixes herbivoros, temperaturas mais elevadas durante a maré baixa,
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maior exposi¢do ao sol e soterramento por areia com mar mais revolto.
Em fotografias retiradas neste local (Figura 14-B) é possivel observar a
presenca da espécie D. jolyana junto a diversos peixes herbivoros se
alimentando de outras espécies de algas.

Figura 14. Praia do Atalaia em Fernando de Noronha (A e B) e piscina do
Cemitério em Atol das Rocas (C e D).

Fonte: Imagens cedldas pelo Prof. Serglo Floeter (UFSC) e Marina Sissini
(UFSC).

Diferentemente dos dois pontos de coleta ja discutidos (Atalaia
em Fernando de Noronha e Piscinas Cemitério em Atol das Rocas),
Cabras (Fernando de Noronha) apresenta caracteristicas bastante
diversas, caracterizada pela maior profundidade (amostras coletadas em
torno de 12 e 18 metros) e hidrodinamismo. Em teoria, tais
caracterististicas contribuiriam para menor pressdo de herbivoria. No
entanto, a deteccdo destes compostos sugere a existéncia de algum fator
exercendo influéncia sobre a producdo dos mesmos. De acordo com
relatos de pesquisadores que estiveram naquele local, hd uma grande
quantidade do peixe herbivoro Kyphosus (pirajica), o qual poderia estar
contribuindo para a producdo destes compostos.
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4.1.2 Caracterizacéo da presenca de derivados de acido ftalico

Por meio da analise dos espectros de RMN de 'H, UFLC-ESI-
EM e CCD, foi possivel observar a presenca de ftalatos em todos os
extratos de D. jolyana e D. plagiogramma. Em CCD, estes compostos
foram caracterizados pela coloracdo roxa-azulada apos revelacdo com
solucdo acidificada de anisaldeido, com extincdo de fluorescéncia em
254 nm. Em RMN de 'H estes compostos foram detectados por meio
dos sinais caracteristicos de hidrogénios de anel aromético pertencentes
a um sistema 1,2 dissubstituido, exibindo duplos dupletos em &y 7,71 e
dn 7,53, além de sinais de O-CH- (multipleto em dy 4,23 ou dupleto em
oy 4,09) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Ja em UFLC-
ESI-EM, estes compostos foram caracterizados por meio do perfil de
fragmentacdo e/ou utilizagdo de compostos isolados neste trabalho como
padroes.

Por meio dos cromatogramas apresentados nas Figuras 12 e 13,
pode-se observar a presenca dos compostos Dj12 e/ou Dj14 em todos 0s
extratos analisados. Além disso, foi possivel detectar a existéncia de
picos em 7,3 min (2) (DJ-1V, DJ-VI, DJ-VII, DJ-VIII, DJ-1X e DJ-X),
14,0 min (3) (DP-VIII e DP-IX) e 14,2 min (4) (DP-V) com massas de
279,1570 m/z, 391,2838 m/z e 391,3008 m/z, indicando tratar-se de
isbmeros dos compostos Dj12 e Dj14. Por meio da busca na literatura,
pode-se sugerir que os dois primeiros picos tratam-se do ftalato de
dibutila (C1H»30,4, massa calculada de m/z 279,1596) e ftalato de di-n-
octila (Cy4H3904, massa calculada de m/z 391,2848) (Figura 15).
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Figura 15. Derivados de acido ftélico identificados e sugeridos nos extrados de
Dictyopteris.
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Na literatura ha diversas discussdes quanto a origem de ftalatos
em produtos naturais, especialmente em algas marinhas. Vrios estudos
tém demonstrado a presenca de ftalatos em extratos de algas verdes,
vermelhas e pardas. Lhullier (2005) isolou da alga vermelha
Pterocladiella capilacea coletada no litoral catarinense o ftalato de di(2-
etil) hexila. Lira (2013) isolou o ftalato de di-isobutila da alga vermelha
Bryothamnion triquetrum coletada no litoral da Paraiba. Outro estudo
identificou diversos ftalatos (ftalato de dietila, ftalato de dibutila, ftalato
de bis(2-etil-hexila), ftalato de diciclo-hexila e ftalato de diisobutila) nas
algas vermelhas Laurencia filiformis, L. intricata, Plocamium
brasiliense e Ochtodes secundiramea coletadas no litoral do Espirito
Santo (GRESSLER et al.,, 2010). O ftalato de bis(2-etil-nonila) foi
isolado da alga vermelha Acanthophora spicifera (WAHIDULLA,;
D’SOUZA; GOVENKER, 1998). Ftalato de dioctila foi isolado da alga
parda Sargassum wightii, sendo considerado o responsavel pela
atividade antibacteriana do extrato (SASTRY; RAO, 1995). Ftalatos de
dibutila e di-isobutila foram isolados da alga Chaetomorpha basiretorsa
(SHI et al., 2005).

Na industria quimica, os ésteres do tipo ftalato sdo amplamente
empregados como plastificantes ou solventes, e comumente encontrados
como poluentes no solo, sedimentos, 4gua do mar e em organismos
vivos (NAMIKOSHI et al., 2006). Dessa forma, alguns estudos tém sido
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realizados para determinar se estes compostos: a) seriam produzidos
pelo prdprio organismo; b) seriam resultado de produtos de
contaminacdo adquiridos durante a extracdo ou o fracionamento; ou c)
se encontram acumulados no organismo devido a contaminagdo da agua
do mar.

No presente trabalho, a presenca de ftalatos em todos os
extratos (e considerando que o solvente utilizado para preparacdo da
maioria dos mesmos foi destilado) indica fortemente que tais
substancias possam ser originadas do metabolismo destas algas ou da
contaminagdo ambiental. Considerando a primeira hip6tese, alguns
estudos ja demonstraram a capacidade destes organismos de produzir
ftalatos, porém ainda ndo se sabe exatamente o papel fisiolégico dos
mesmos. Ha indicios de que eles sdo armazenados na membrana celular
e afetam a flexibilidade da célula (NAMIKOSHI et al., 2006).

Chen (2004) cultivou, em laboratério, filamentos da alga
vermelha Bangia atropurpurea em dois ambientes; agua do mar
artificial (livre de contaminacdo) e agua do mar natural, em meio
enriquecido com 'C (na forma de NaH'“CO;). Os resultados dos
ensaios demonstraram que a alga foi capaz de sintetizar ftalato de di-(2-
etil)-hexila e di-n-butila a partir da utilizacdo do **C do meio e nio
seriam, portanto, provenientes de contaminacdo (ftalatos de origem
industrial possuem baixissimas quantidades de **C, as quais ndo podem
ser detectadas mesmo com a utilizacdo de métodos bastante sensiveis).
Outro estudo, realizado com as algas pardas Undaria pinnatifida e
Laminaria japonica e a alga verde Ulva sp., revelou a capacidade destas
em produzir o ftalato de di-(2-etil-hexila), baseado também na analise da
abundancia de **C (NAMIKOSHI et al., 2006).

Estudos também tém apontado para a capacidade de
microplasticos serem adsorvidos na superficie das algas. Sundbaek et al.
(2018) demonstraram a adsorcdo de microplastico fluorescente de
poliestireno a superficie da macroalga comestivel Fucus vesiculosus. De
acordo com Bhattacharya et al. (2010), esta adsor¢do pode causar
impactos na fotossintese, possivelvente pelo bloqueio fisico da luz e do
fluxo de ar, levando a produgéo de espécies reativas de oxigénio. Dessa
forma, a identificagdo de ftalatos em Dictyopteris pode ser indicativa de
uma grave situacdo ambiental nestas ilhas, a qual se reflete no ambito
ecoldgico. Recentemete, um artigo de revido publicado por Monteiro,
Ivar do Sul e Costa (2018) mostrou o panorama da poluicdo por
plasticos em ilhas no oceano Atlantico. Os dados demostraram que todas
as ilhas oceénicas brasileiras pesquisadas (Fernando de Noronha, Séo
Pedro e S&o Paulo e Trindade) apresentavam contaminagao por micro- e
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macroplasticos, sendo a ilha da Trindade e Sdo Pedro e Sdo Paulo as
mais afetadas. Especificamente em relacdo a Fernando de Noronha, o
trabalho realizado por Ivar do Sul, Spengler e Costa (2009) demonstrou
a presenca de fragmentos de plastico e granulos plasticos virgens em
varias praias do arquipélago, como, por exemplo, Atalaia, Sueste e
Porto, que foram pontos de coleta de algas para esta tese. O Atol das
Rocas também foi alvo de contaminacdo por plasticos, conforme estudo
publicado por Soares et al. (2011).

A origem destes plasticos ainda é incerta, no entanto, algumas
hipoteses foram elaboradas. A existéncia de granulos plasticos virgens
aponta principalmente para a acdo das correntes maritmas no transporte
destes detritos a longas distancias, uma vez que ndo ha inddstria de
plastico nestes locais e, com excecdo de Fernando de Noronha, as
demais ilhas ndo sdo habitadas. Além disso, a presenca de grandes
guantidades de detritos plasticos em Trindade e Sdo Pedro e Sdo Paulo
pode ser relacionada as atividades de pesca bastante comuns nestes
locais ou outras atividades maritimas, como cruzeiros (MONTEIRO;
IVAR DO SUL; COSTA, 2018; IVAR DO SUL; SPENGLER; COSTA,
2009; IVAR DO SUL; COSTA; FILLMANN, 2014).

Com a finalidade de associar a contaminacdo do mar e a
presenca de ftalatos em extratos de algas, Gezgin, Guven e Akgin (2001)
demonstraram que a presenca de alguns tipos de ftalatos (ftalato de
dietila, dibutila, di-isobutila e dietilhexila) em algas marinhas coletadas
no estreito de Bosforo (Turquia) era devida a contaminagéo da agua do
mar naquele local.

4.2 ESTUDO QUIMICO DO EXTRATO DJ-I

O extrato DJ-I foi o primeiro a ser fracionado, devido a maior
guantidade de material disponivel (23,51 g). Inicialmente o extrato foi
submetido a um fracionamento que resultou no isolamento de alguns
compostos, conforme Figuras 17 e 18. Objetivando reisolar alguns
compostos minoritarios, bem como purificar novos, algumas fracdes nao
puras resultantes do fracionamento inicial foram reunidas e submetidas a
um novo esquema cromatografico, conforme apresentado na Figura 19.
A descricdo detalhada dos procedimentos cromatograficos adotados em
cada uma das etapas pode ser encontrada no Apéndice A.

A partir do fracionamento do extrato DJ-1 foram isoladas 26
substancias, denominadas de Djl a Dj26 (Tabela 2). Destas, 17
substancias tiveram sua estrutura determinada (Figura 16), sendo dez
identificadas como compostos derivados de C;; contendo enxofre em
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sua estrutura (Dj1, Dj5, Dj7, Dj9, Dj11, Dj13, Dj16, Dj17, Dj18, Dj26);
além de dois tocoferdis: a-tocoferol (Dj15) e y-tocoferol (Dj20), bem
como o derivado oxidado a-tocoferol quinona (Dj25); o esteroide
fucosterol (Dj9); o diterpeno fitol (Dj21); dois ftalatos: ftalato de bis(2-
etil-hexila) (Dj12) e ftalato de di-isobutila (Djl14). Todos estes
compostos foram isolados pela primeira vez desta espécie, uma vez que
ndo ha estudos quimicos envolvendo a mesma. O composto Dj15 foi
isolado pela primeira vez no género, enquanto o composto Dj18 foi
relatado pela primeira vez como produto natural e os compostos Dj7,
Dj9, Dj11 e Dj26 sdo inéditos na literatura.

A estrutura dos compostos Dj22 e Dj23 ainda ndo foi
totalmente elucidada, no entanto, os dados sugeriram tratar-se de outros
dois novos compostos do tipo Cy; contendo enxofre, conforme descrito
ao longo do texto. O composto Dj6 apresentou um perfil muito
semelhante aos tocoferdis, no entanto sua estrutura também nédo foi
totalmente determinada. Os compostos Dj3, Dj4 e Dj8 foram
identificados como &cidos graxos insaturados, e 0 composto Dj10 como
triglicerideo. Os compostos Dj2 e Dj24 ndo foram identificados. Em
alguns casos, é necessaria ainda purificacdo adicional e/ou obtencéo de
maior quantidade de material para aquisicdo de espectros
complementares.
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Tabela 2. Compostos isolados do extrato DJ-I.

Substancia Identificacdo Quantidade
(mg)
Dj1 bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)dissulfeto 92,0
Dj2 N.1. 3,8
Dj3 Acido graxo insaturado 6,8
Dj4 Acido graxo insaturado 48,0
Dj5 (E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil)dissulfanilundec-4-en- 21,3
3-ona
Dj6 N.I. 8,5
Dj7 (E)-1-(metildissulfanil)undec-4-en-3-ona 6,1
Dj8 Acido graxo insaturado 13,1
Dj9" bis(E)-(3-oxo0-undec-4-enil)trissulfeto 4,0
Dj10 Triglicerideo 13,9
Dj11 (4E)-1-[(3-0x0-1-{[(4E)-3-0xoundec-4-en-1- 5,7
il]disulfanil}undecan-5-il)disulfanilJundec-4-en-3-ona
Dj12 Ftalato de bis(2-etil-hexila) 79
Dj13 3-hexil-4,5-ditiacicloheptanona 46,1
Dj14 Ftalato de di-isobutila 9,2
Dj15 a-tocoferol 7,3
Dj16 2-hexil-tetrahidrotiopiran-4-ona 1,2
Dj17 (E)-1-(3-oxo-undecil)-dissulfanilundec-4-en-3-ona 9,4
Dj18" (E)-1-(metiltio)undec-4-en-3-ona 0,6
Dj19 Fucosterol 15,8
Dj20 y-tocoferol 4,9
Dj21" Fitol 8,1
Dj22 Cy; contendo enxofre N.I. 3,3
Dj23 Cy; contendo enxofre N.I. 2,5
Dj24 N.1. 34
Dj25 a-tocoferol quinona 2,1
Dj26" 1-(metildissulfanil)-5-(metiltio)undecan-3-ona 5,9

N.1. = Nao identificado.
Composto néo puro.
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Figura 16. Estrutura dos compostos isolados e identificados do extrato DJ-1.
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Figura 17. Fluxograma do fracionamento da fra¢do D do extrato DJ-I.
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Figura 18. Fluxograma do fracionamento da fracdo E do extrato DJ-I.
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Figura 19. Fluxograma do fracionamento das fragfes reunidas do extrato DJ-I.
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4.2.1 Substancias isoladas
4.2.1.1 Compostos do tipo C,; contendo enxofre
4.2.1.1.1 Substancia Dj1

Dj1 foi obtida como um 6leo de coloragdo levemente amarelada
das fracdes J1C5-44-45, J1C6-4-9, J1C8-11-12, J1C9-50-75, JIES2-7-9,
J1ES8-4-5, JICL3-2 e J1C17-150-153, com rendimento total de 92,0
mg, conforme esquema apresentado na Figura 17.

Apresenta-se na CCD como uma mancha com Rf 0,3 em n-
Hex:AcOEt (97:3, v/v), com extingdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelacdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

O espectro de RMN de 'H (Figura 24 e Tabela 3) indicou a
presenca de metila com ressonancia em &y 0,86 (3H, t, J = 6,6 Hz),
caracteristica de grupo terminal de cadeia alifatica. Foi verificada
também a presenca de trés metilenos sobrepostos, ressonando entre 8y
1,28 — 1,29 (6H, m), um metileno em &4 1,44 (2H, m), um metileno em
dn 2,20 (2H, pg, J = 6,9 Hz) e dois metilenos mais desblindados, com
deslocamento de 64 2,93 (2H, m) e &4 2,95 (2H, m). Adicionalmente,
dois sinais mais desprotegidos ressonando em 64 6,08 (1H, dt, J = 16,0,
1,6 Hz) e 84 6,86 (1H, dt, J = 16,0, 6,9 Hz), indicativos de hidrogénios
olefinicos. O valor de constante de acoplamento de 16,0 Hz é coerente
com configuracdo geométrica trans (SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2007).

O espectro de RMN de **C (Figura 25) apresentou 11 sinais de
carbono. De acordo com o experimento de DEPT 135 (Figura 26), estes
sinais podem ser atribuidos a uma metila (6¢c 14,0), sete metilenos (8¢
22,5, 8¢ 27,9, d¢c 28,8, ¢ 31,5, d¢c 32,0, 6¢ 32,5 e d¢c 39,2), dois metinos
olefinicos (8¢ 130,0 e 8¢ 148,5) e um carbono quaternario (8¢ 198,2),
sendo este Ultimo caracteristico de carbonila de grupamento cetona.

Os mapas de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 27) e
HMBC (Figura 28), e homonuclear COSY *H-'H (Figura 29) também
foram obtidos para esta substancia, auxiliando na determinacéo da sua
estrutura e atribuicdo dos sinais. Por meio do mapa de correlagdo HSQC
foi possivel determinar que os hidrogénios em &4 6,86 (1H, dt, J = 16,0,
6,9 Hz, H-5,5") e 8y 6,08 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-4,4") estdo ligados
diretamente aos carbonos em &y 148,5 (C-5,57) e 64 130,0 (C-4,4),
respectivamente. Os mapas de HMBC e COSY *H-'H indicaram que
estes hidrogénios apresentam correlagdo entre si e com o carbono
correspondente a carbonila em 8¢ 198,2 (C-3,3"), indicando tratar-se de



124

carbonila a,pB-insaturada, conforme Figura 20. Neste caso, por conta do
efeito de ressonéncia, o hidrogénio e o carbono em posi¢do B se
encontram mais desblindados (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007).

Figura 20. Primeira estrutura parcial referente a carbonila o,B-insaturada da
substancia Dj1 com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC e COSY 'H-
1
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—» HMBC
<= - ‘% COSY "H-"H

Adicionalmente, por meio da observacdo dos mapas de HMBC
e COSY 'H-H, verificou-se que estes hidrogénios olefinicos em &, 6,86
e oy 6,08 apresentam correlagdo com os hidrogénios em &y 2,20 (2H,
pg, J = 6,9 Hz), os quais estdo ligados diretamente ao carbono
ressonando em §¢ 32,5 (C-2,2"), segundo o mapa de HSQC. Dessa
forma, foi possivel propor a continuidade da cadeia alifafica, composta
pelo metileno em 8y 1,44 (2H, m, H-7,77), pelos hidrogénios metilénicos
sobrepostos ressonando entre 8y 1,28 — 8y 1,29 (6H, m, H-8,8"a H-
10,10") e a metila terminal em &y 0,86 (3H, t, 6,6 Hz, H-11,11")
conforme Figura 21.

Figura 21. Segunda estrutura parcial referente a cadeia alifatica da substancia
Dj1 com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC e COSY 'H-'H.
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Os hidrogénios dos metilenos em 6y 2,93 (2H, m, H-1,1") e 3y
2,95 (2H, m, H-2,2") apresentam correlacdo direta com 0s carbonos em
dc 32,0 (C-1,17) e 8¢ 39,2 (C-2,2") pelo mapa de HSQC, bem como
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correlagdo entre si e com o carbono da carbonila em 8¢ 198,2 (C-3,3")
no mapa de HMBC. No entanto, os deslocamentos quimicos
apresentados por estes metilenos, aliados a inexisténcia de outras
correlacdes nos mapas de HMIBC e COSY 'H-'H, sugeriram a presenca
de heterodtomo menos eletronegativo que o oxigénio (x = 3,5), como,
por exemplo, o enxofre (y = 2,5). Neste caso, o efeito sobre a nuvem
eletrénica destes metilenos serd reduzida, ndo produzindo grande
incremento sobre o deslocamento quimico (Figura 22) (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Figura 22. Terceira estrutura parcial referente a ligagdo ao enxofre da substancia
Dj1 com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC.
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Com base nestas estruturas parciais propostas, foi realizada uma
busca na literatura para compostos com perfis espectroscépicos
semelhantes, encontrando-se grande similaridade com um grupo
singular de dissulfetos, notadamente para a substancia bis(E)-(3-oxo-
undec-4-enil)dissulfeto (Figura 23) (DIMOU et al., 2016). A presenca
de dois atomos de enxofre na estrutura esta de acordo com o0s
deslocamentos quimicos observados, uma vez que o efeito de
desblindagem provocado por dois atomos de enxofre na forma de
dissulfeto ¢ maior quando comparado a apenas um atomo de enxofre
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

O espectro de massas (Figura 30) também foi obtido para a
substancia Dj1, e apresentou um ion de m/z 399,2387, referente ao pico
do ion molecular [M+H]", outro ion de m/z 421,2134, referente ao aduto
de sddio [M+Na]", e outro ion de m/z 819,4715, referente ao respectivo
agregado ibnico (ion cluster) [2M+Na]*. O primeiro fon apresentou
massa compativel com a férmula molecular C,,H390,S; (calculado m/z
399,2391), e indice de insaturacdo igual 4, correspondente as duas
ligacOes duplas e as duas carbonilas.
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Figura 23. Estrutura da substancia Dj1 (bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)dissulfeto).

Até 0 momento, esta substancia somente foi reportada para a
espécie D. polypodioides (DIMOU et al., 2016). Neste trabalho
publicado por Dimou e colaboradores (2016), esta substancia (composto
1) foi avaliada contra cepas de Staphylococcus aureus multirresistente a
medicamentos (SA1199B) e resistente & meticilina (EMRSA-15), porém
mostrou-se inativa e também ndo apresentou capacidade de inibir a
producdo de NO em modelo utilizando macrofagos estimulados por
LPS.



Tabela 3. Dados espectrais de RMN da substancia Dj1 obtidos no presente trabalho, em comparagdo com a literatura para a
substancia bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)dissulfeto.

Dj1 Composto 1, Dimou et al., 2016
(300/75 MHz, CDCl5) (400/100 MHz, CDCI,)

Posicéo 8y (mult., J Hz) S HMBC COSY H-H 8y (mult., J Hz) ¢
1,1 2,93 (2H, m) 32,0 39,2; 198,2 - 2,90 (2H, m) 32,2
2,2 2,95 (2H, m) 39,2 32,0;198,2 - 2,96 (2H, m) 39,3
3,3 - 198,2 - - - 198,2
4,4 6,08 (1H, dt, 16,0;1,6)  130,0 32,5;198,2 6,86; 2,20 6,09 (1H, d, 15,8) 130,1
5,5 6,86 (1H,dt16,0;6,9) 1485  27,9;32,5;198,2 2,20; 6,08 6,86 (1H, dt, 15,8; 7,1) 148,5
6,6 2,20 (2H, pq, 6,9) 325  279;130,0; 1485 6,86; 1,44; 6,08 2,20 (2H, g, 7,1) 32,5
7,7 1,44 (2H, m) 27,9 28,8 2,20 1,44 (2H, m) 28,0
8,8 1,29 (2H, m) 28,8 27,9;31,5 - 1,27 (2H, m) 28,9
9,9 1,28 (2H, m) 315 22,5 - 1,26 (2H, m) 31,6
10, 10° 1,29 (2H, m) 225 14,0; 31,5 0,86 1,28 (2H, m) 22,5
11,11 0,86 (3H, 1, 6,6) 14,0 22,5; 31,5 1,28 0,87 (3H,1,6,7) 14,0

LZT
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Figura 26. Espectro de RMN DEPT 135 (75 MHz, CDClIs) de Dj1.
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Figura 27. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDClI,) de Dj1.
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Figura 28. Mapa de correlagdo HMBC (300/75 MHz, CDClI,) de Dj1.
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Figura 29. Mapa de correlagio COSY "H-'H (300 MHz, CDCls) de Dj1.
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Figura 30. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto Djl obtido por
[ESI(+)-EMAR].

[M+Na]* 1: TOF MS ES+
1004 4212218 5.3006{
[M+H]
390.2387
[2M-+Na]*
& 810.4550
422.2253 8204574
821.4537
423.2219
617.3205
18.3311
Ll L " r ) mz
ab0" 355 B0 375 400 425 230 415 500 555 560 575 BL0 6r5 650 6/5 700 755 750 745 800 €25 850

4.2.1.1.2 Substancia Dj5

Dj5 foi obtida como um 6leo de coloracdo levemente amarelada
das fragBes J1C4-12-19 e J1C5-35-38, com rendimento total de 21,3 mg,
conforme esquema apresentado na Figura 17.

Apresenta-se ha CCD em CH,Cl, (100 %) como uma mancha com
Rf 0,8 que exingue a fluorescéncia em 254 nm; apds revelagdo com
solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

O espectro de RMN de 'H (Figura 36 e Tabela 4) apresentou sinais
semelhantes aos da substancia Dj1, sugerindo a possibilidade de tratar-se de
outro dissulfeto. No entanto, o espectro de RMN de *3C apresentou (Figura
37) 23 sinais de carbono, indicando a auséncia de simetria na molécula e
um carbono a mais em sua estrutura. A comparacao dos dados entre as duas
substancias possibilitou concluir que uma das partes do dissulfeto era
idéntica a do “mon6mero” da substancia Dj1, conforme estrutura parcial
apresentada na Figura 31.
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Figura 31. Primeira estrutura parcial referente ao primeiro monémero da substancia
Dj5 com as correlacdes verificadas no mapa de HMBC.
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A determinacdo da segunda parte do dissulfeto foi realizada
levando-se em conta a presenca de sinais correspondentes a um metino
desblindado em &y 3,02 (1H, m); uma metila em 84 2,05 (3H, s); uma
carbonila ressonando em 8¢ 207,0, indicando a auséncia de ligacdo dupla
em posi¢do o, (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007); e a
presenca de um atomo de enxofre adicional, sugerido pelo espectro de
massas (Figura 40). Este, por sua vez, apresentou um ion de m/z 469,2242,
referente ao aduto de sédio [M+Na]" e outro fon de m/z 915,4590, referente
ao respectivo agregado idnico (ion cluster) [2M+Na]’. O primeiro ion
apresentou massa compativel com a férmula molecular CyH;,0,SsNa
(calculado m/z 469,2245), e indice de insaturagdo igual 3 (uma ligagéo
dupla e duas carbonilas).

Estes dados permitiram concluir que a diferenca em relacdo a Djl
incluia a presenca de um grupamento —SCHs, 0 qual, segundo 0 mapa de
HMBC (Figura 39), esta ligado diretamente ao carbono em §¢ 41,5 (C-5").
De acordo com o mapa de HSQC (Figura 38), o hidrogénio ligado a este
carbono apresenta deslocamento de 8y 3,02 (1H, m, H-57), correlacionando-
se com os carbonos em &¢ 48,2 (C-47), 6¢c 34,3 (C-6") e 6¢ 26,8 (C-7") no
mapa de HMBC. Ainda, conforme o mapa de HSQC, o carbono em 6¢ 48,2
esta diretamente ligado a dois hidrogénios ndo equivalentes
(diastereotdpicos), 0s quais ressonam em 6y 2,68 (1H, dd, 16,5, 6,4 Hz, H-
4) e 8y 2,70 (1H, dd, 16,5, 7,6 Hz, H-4"). A constante de acoplamento de
16,5 Hz ¢ indicativa do acoplamento geminal entre estes dois hidrogénios.
Observa-se também que ambos correlacionam com a carbonila em &¢ 207,0
(C-3") no mapa de HMBC. A estrutura parcial proposta esta apresentada na
Figura 32.
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Figura 32. Segunda estrutura parcial referente ao segundo monémero da substancia
Dj5 com as correlacdes verificadas no mapa de HMBC.
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Segundo o mapa de correlagio HSQC, os carbonos com
deslocamentos em d¢ 31,3 e &¢ 42,8 estdo ligados a hidrogénios ressonando
em 6y 2,89 (4H, m, C-1" e C-27), os quais apresentam também correlacéo
no mapa de HMBC com o carbono em &¢ 207,0 (C-3"). Da mesma forma ja
reportada para o composto Djl, é possivel concluir que o carbono em d¢
31,3 esta diretamente ligado ao enxofre, uma vez que sofre menor efeito de
desblindagem da carbonila, conforme Figura 33.

Figura 33. Terceira estrutura parcial referente ao segundo monémero da substancia
Dj5 com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC.
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A determinacdo do restante da cadeia lateral foi realizada com base
nas correlagbes observadas nos mapas de HSQC e HMBC, conforme Figura
34,

Figura 34. Quarta estrutura parcial referente ao segundo mondémero da substancia
Dj5 com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC.
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Os dados espectroscépicos foram comparados com aqueles da
literatura, sendo possivel identificar a substancia como o composto (E)-1-
(5-metiltio-3-oxo-undecil)dissulfanilundec-4-en-3-ona (Figura 35). Tal
como a substancia Dj1, esta substancia foi isolada apenas recentemente da
espécie D. polypodioides (DIMOU et al., 2016), sendo que ndo ha relatos
do seu isolamento em outras espécies. Este constitui, portanto, o segundo
relato para este composto.

Figura  35. Estrutura da substancia Dj5  ((E)-1-(5-metiltio-3-oxo-
undecil)dissulfanilundec-4-en-3-ona).

Com relagdo as atividades bioldgicas, Dimou e colaboradores
(2016) avaliaram a atividade antibacteriana do composto 6 contra cepas de
S. aureus multirresistente a medicamentos (SA1199B) e resistente a
meticilina (EMRSA-15), mas ele foi inativo. Além disso, 0 composto 6 nédo
inibiu a producéo de NO em modelo utilizando macréfagos estimulados por
LPS. Nenhum outro relato de avaliagdo de atividade biolégica foi
encontrado na literatura pesquisada.



Tabela 4. Dados espectrais de RMN da substancia Dj5 obtidos no presente trabalho e em comparagdo com a literatura
para a substancia (E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil)dissulfanilundec-4-en-3-ona.

Dj5 Composto 6, Dimou et al., 2016
(300/75 MHz, CDCl5) (400/100 MHz, CDCl5)
Posicao Oy (mult., J Hz) dc HMBC &y (mult., J Hz) dc
1 2,91 (2H, m) 32,0 39,2 2,90 (2H, m) 32,2
2 2,95 (2H, m) 39,2 32,0 2,96 (2H, m) 39,3
3 - 198,2 - - 198,1
4 6,11 (1H, dt, 16,0; 1,6) 130,0 32,5; 198,2 6,09 (1H, d, 15,8) 130,1
5 6,89 (1H, dt 16,0; 6,9) 148,6 28,0; 32,5; 198,2 6,86 (1H, dt, 15,8; 7,1) 148,5
6 2,23 (2H, pg, 7,2) 32,5 28,0; 130,0; 148,6 2,20 (2H,q,7,1) 32,5
7 1,47 (2H, m) 28,0 31,5; 148,6 1,44 (2H, m) 28,0
8 1,29 (2H, m) 28,8 31,5 1,27 (2H, m) 28,9
9 1,28 (2H, m) 315 - 1,26 (2H, m) 31,6
10 1,30 (2H, m) 22,5 - 1,28 (2H, m) 22,5
11 0,89 (3H,t,6,7) 14,0 22,5;31,5 0,87 (3H,t,6,7) 14,0
1 2,89 (2H, m) 31,3 42,8; 207,0 2,84 (2H, m) 31,5
2 2,89 (2H, m) 42,8 31,3; 207,0 2,83 (2H, m) 42,8
3 - 207,0 - - 206,9
4 2,70 (1H, dd, 16,5; 7,6) 48,4 31,3; 34,3; 41,5; 207,0 2,71 (1H, dd, 16,5; 7,5) 48,5
2,68 (1H, dd, 16,5; 6,4) 2,62 (1H, dd, 16,5; 6,3)
5 3,02 (1H, m) 41,5 13,2; 26,8; 48,4; 34,3 3,00 (1H, m) 41,6
6 1,54 (2H, m) 34,4 26,8; 41,5; 48,4 1,50 (2H, m) 345
7 1,42 (2H, m) 26,8 29,0; 34,3 1,39 (2H, m) 26,8
8 1,26 (2H, m) 29,0 31,7 1,24 (2H, m) 29,1
9 1,28 (2H, m) 31,7 22,6 1,26 (2H, m) 31,7
107 1,27 (2H, m) 22,6 31,7 1,25 (2H, m) 22,6
11’ 0,89 (3H,t,6,7) 14,1 22,6; 31,7 0,86 (3H,t,6,7) 14,1
SMe 2,05 (3H, s) 13,2 41,5 2,03 (3H, s) 13,3

GET
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Figura 36. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de Dj5.
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Figura 38. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDCl;) de Dj5.
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Figura 40. Espectro de massas de alta resolucdo do composto Dj5 obtido por
[ESI(+)-EMAR].
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4.2.1.1.3 Substancia Dj7

Dj7 foi obtida como um 6leo de coloracdo levemente amarelada
das fracdes JIES19-6, JIES18-5-7 e J1C17-14-21, com rendimento total de
6,1 mg, e na forma impura das fracbes JICL15 e J1ES17, conforme
esquema apresentado nas Figuras 17 e 19.

Apresenta-se ha CCD como uma mancha com Rf 0,5 em n-
Hex:AcOEt (95:5, v/v), com extingdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelacdo com solucéo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 44 e Tabela 5) e **C (Figura
45) apresentaram sinais bastante semelhantes aos dissulfetos ja descritos
anteriormente, sugerindo a possibilidade de tratar-se de outro composto de
mesma natureza. Por meio da comparacgdo destes dados, juntamente com 0s
mapas de correlacdo HSQC (Figura 46), HMBC (Figura 47) e COSY 'H-'H
(Figura 48), foi possivel determinar que parte da estrutura corresponde
exatamente a um mondmero da substancia Djl, conforme ilustrado na
Figura 41.
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Figura 41. Estrutura parcial da substancia Dj7 com as correla¢des verificadas no
mapa de HMBC e COSY 'H-'H.
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No entanto, no espectro de RMN de **C observou-se a presenca de
12 carbonos, com um sinal a mais ressonando em &¢ 22,9. Adicionalmente,
no espectro de RMN de 'H verificou-se a existéncia de uma metila
desblindada em 3y 2,40 (3H, s), a qual possui correlacdo direta com o
carbono em 8¢ 22,9 no mapa de HSQC. Os deslocamentos quimicos
apresentandos sugerem a proximidade a um atomo eletronegativo. Segundo
a literatura, estes valores sdo caracteristicos para metilas vicinais a atomos
de enxofre, especialmente aqueles formando ligagbes dissulfeto
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Adicionalmente, esta
metila ndo apresentou nenhuma correlagdo a longa distancia no mapa de
HMBC. Dessa forma, o conjunto dos dados sugeriu que o presente
composto trata-se de um mondmero do composto Djl ligado a um
grupamento -SCHa.

A hipétese estrutural foi confirmada por meio da obtencdo dos
espectros de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR) (Figura 49), em que
foi possivel observar um ion de m/z 247,1217, referente ao pico do ion
molecular [M+H]", e outro ion de m/z 269,1049, referente ao pico do ion
molecular [M+Na]". A massa de m/z 247,1190 é compativel com a formula
molecular C;,H»30S, (calculado m/z 247,1190), e apresenta indice de
insaturacdo igual 2, correspondente a ligagdo dupla e a carbonila. O perfil
de fragmentacdo foi observado no espectro obtido por CG-EM (IE, 70 eV)
(Figura 50), identificando-se alguns ions: m/z 246 (31), m/z 198 (28), m/z
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167 (32), m/z 139 (100), m/z 115 (23), m/z 93 (22), m/z 83 (66) e m/z 69
(69). O esquema de fragmentacdo proposto esta apresentado na Figura 43.

Dessa forma, a substdncia Dj7 foi identificada como (E)-1-
(metildissulfanil)undec-4-en-3-ona (Figura 42), considerada inédita na
literatura.

Figura 42. Estrutura da substancia Dj7 ((E)-1-(metildissulfanil)undec-4-en-3-ona).
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Figura 43. Proposta de fragmentacdo do composto Dj7 (IE-EM, 70 eV).
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Tabela 5. Dados espectrais de RMN da substancia Dj7 obtidos no presente trabalho e em comparagdo com os dados da

substancia Dj1.

Dj7 Dj1
(300/75 MHz, CDCI5) (300/75 MHz, CDCl5)
Posicdo 8y (mult., J Hz) dc HMBC COSY 'H-'H 8y (mult., J Hz) dc
1 2,97 (2H, m) 31,3 39,2 - 2,93 (2H, m) 32,0
2 2,97 (2H, m) 39,3 31,3; 1984 - 2,95 (2H, m) 39,2
3 - 198,4 - - - 198,2
4 6,11 (1H, dt, 15,8;1,5)  130,1 32,5; 198,4 6,90 6,08 (1H, d, 16,0) 130,0
5 6,90 (1H, dt 15,8;6,7) 1485  27,9;32,5; 198,4 2,22; 6,11 6,86 (1H, dt 16,0;6,9) 1485
6 2,22 (2H, pq, 6,7) 325  27,9;130,1; 1485 1,47 2,20 (2H, pq, 6,9) 325
7 1,47 (2H, m) 27,9 28,8 2,22 1,44 (2H, m) 27,9
8 1,29 (2H, m) 28,8 - - 1,29 (2H, m) 28,8
9 1,27 (2H, m) 31,5 - - 1,28 (2H, m) 31,5
10 1,28 (2H, m) 22,5 - 0,88 1,29 (2H, m) 22,5
11 0,88 (3H, 1, 6,6) 14,0 22,5; 31,5 1,28 0,86 (3H, t, 6,6) 14,0
S-CH;4 2,40 (3H, 9) 22,9 - - - -

" Os deslocamentos quimicos (8 e 8c) diferentes estdo destacados em negrito.

144"
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Figura 44. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de Dj7.
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Figura 45. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl,) de Dj7.
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Figura 46. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDCl,) de Dj7.
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Figura 48. Mapa de correlagdo COSY "H-'H (300 MHz, CDCls) de Dj7.
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Figura 49. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto Dj7 obtido por
ESI(+)-EMAR.
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Figura 50. Espectro de massas do composto Dj7 obtido por CG-EM (EI, 70 eV).
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4.2.1.1.4 Substancia Dj9

Dj9 foi obtido como um 6leo de coloracdo levemente amarelada
das fragcdes JICL16-2 e J1ICL16-3, com rendimento total de 0,8 mg; na
forma impura também foi obtido da fracdo J1ES23-3-4, conforme esquema
apresentado na Figura 17.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (9:1, v/v) como uma
mancha com Rf 0,5, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelacdo com solugdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

No espectro de RMN de *H (Figura 53 e Tabela 6), os sinais em 5y
6,86 (1H, dt, J = 16,0, 6,9 Hz, H-5,57), &4 6,08 (1H, dt, J = 16,0, 1,6 Hz, H-
4,4 eem 8y 2,20 (2H, pg, J = 6,9 Hz, H-6,6"), juntamente com o sinal em
8¢ 197,9 (C-3,3") no espectro de RMN de *C (Figura 54), indicam tratar-se
de estrutura semelhante aos compostos do tipo Ci; ja reportados
anteriormente, ou seja, contendo uma carbonila a,f-insaturada.

No entanto, no lugar do multipleto ressonando na regido em torno
de 34 2,90 no espectro de RMN de 'H, foram observados dois tripletos em
oy 3,11 (2H, t, J = 6,4 Hz, H-1,1") e &y 3,04 (2H, t, J = 6,4 Hz, H-2,2").
Este incremento no deslocamento quimico sugere um maior efeito de
desblindagem sobre estes metilenos.
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Em trabalho realizado por Moore (1971) com compostos do tipo
C11, foi demonstrado o efeito do aumento do nimero de a&tomos de enxofre
sobre o deslocamento quimico dos hidrogénios metilénicos vicinais,
observando-se um incremento dos valores, o que pode ser explicado pelo
efeito anisotropico dos 4&tomos enxofre. Além disso, observou-se que ndo ha
alteragdo na ressonancia dos demais metilenos da molécula ao longo da
cadeia Cy;.

A confirmagdo da existéncia de mais &omos de enxofre foi
realizada por meio da espectrometria de massas de alta resolucéo
(ESI(+)EMAR) (Figura 58), em que foi possivel observar um ion de m/z
431,2122, referente ao pico do ion molecular [M+H]". Esta massa é
compativel com a formula molecular C,,H390,S; (calculado m/z 431,2112),
e apresenta indice de insaturacédo igual 4, correspondente a dois grupos C=C
e duas carbonilas. Além disso, foram observados os ions de m/z 453,1942,
referente ao aduto de sédio [M+Na]" e outro fon de m/z 883,3986, referente
ao respectivo agregado idnico (ion cluster) [2M+Na]".

Devido a pequena quantidade da amostra pura de Dj9 contida nas
fragGes puras de Dj9 (J1CL16-2 e J1CL16-3), ndo foi possivel obter os
espectros de RMN de **C, bem como os espectros bidimensionais. No
entanto, estes experimentos foram realizados com a fracdo contendo a
mistura de Dj9 e Dj1, permitindo atribuir os sinais ao longo da cadeia Cy;.
Destacam-se as correlacdes no mapa de HSQC (Figura 56) dos hidrogénios
em 8y 3,11 (H-1,1") e 84 3,04 (H-2,2") com os carbonos ressonando em 8¢
325 (C-1,1) e &¢ 38,9 (C-1,17), respectivamente. No mapa de HMBC
(Figura 57) é possivel verificar as correlacdes entre ambos os metilenos,
bem como com o carbono quaternario da carbonila em §¢ 197,9, conforme
apresentado na Figura 51.

Figura 51. Estrutura parcial da substancia Dj9 com as correlagbes observadas no
mapa de HMBC.
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Desta forma, a substancia Dj9 foi identificada como bis(E)-(3-oxo-
undec-4-enil)trissulfeto (Figura 52), considerada inédita na literatura.
Anteriormente Moore (1971) havia isolado da mistura das algas D.
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plagiogramma e D. australis um trissulfeto semelhante, porém com
auséncia das duplas liga¢tes entre C-4 e C-5.

Figura 52. Estrutura na substancia Dj9 (bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)trissulfeto).
O

Tabela 6. Dados espectrais de RMN da substancia Dj9 obtidos no presente trabalho.

Dj9
(300/75 MHz, CDCl,)

Posicdo oy (mult., J Hz) dc HMBC
1,1 3,11 (2H, t, 6,4) 32,5 1979
2,2 3,04 (2H, 1, 6,4) 38,9 32,4
3,3 - 197,9 38,9; 197,9
4,4 6,08 (1H, dt, 16,0;1,6)  130,1 32,4;197,9
55 6,86 (1H, dt 16,0; 6,9)  148,7  148,7;130,1; 27,9
6, 6 2,20 (2H, pq, 6,9) 32,4 28,9
7,7 1,44 (2H, m) 27,9 -

8,8 1,28 (2H, m) 28,9 -
9,9 1,24 (2H, m) 31,6 -
10, 10 1,27 (2H, m) 22,5 -
11,11 0,86 (3H, t, 6,6) 14,1 22,5; 31,6
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Figura 53. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) de Dj9.
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Figura 54. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl,) de Dj9.
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Figura 55. Espectro de RMN DEPT 135 (75 MHz, CDCI;) de Dj9.
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Figura 57. Mapa de correlagdo HMBC (300/75 MHz, CDCI;) de Dj9.
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ESI(+)-EMAR.
Djdc_241018_FastDDA 309 (12.342) [M+Na] 1: TOF MS ES+
453.1942 1.44e6
100
[M+HI
4312122
=
l454 2003
4551946
| 167.1413 2310874 [2M+Na]*
’ 265.0750 400.3463 738.6270 883.3986
T e L T e el 17
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900




151

4.2.1.1.5 Substancia Dj11

Dj11 foi obtido como um 6leo de coloragdo levemente amarelada
da fracdo J1ES14-3, com rendimento total de 5,7 mg, conforme esquema
apresentado na Figura 17.

Apresenta-se na CCD em Hex/AcOEt (9:1, v/v) como uma mancha
com Rf 0,4, com extinc¢éo de fluorescéncia em 254 nm; apos revelacdo com
solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

O espectro de RMN de 'H (Figura 65 e Tabela 8) apresentou sinais
semelhantes aos compostos do tipo C;; reportados anteriormente, sugerindo
a possibilidade de tratar-se de outro dissulfeto. No entanto, o espectro de
RMN de C (Figura 66) apresentou 25 sinais de carbono, indicando a
auséncia de simetria na molécula. A comparagdo dos dados entre Djl e
Dj11 (Tabela 7) possibilitou concluir que uma das partes de Djll era
idéntica a do mondmero da substancia Dj1, conforme Figura 59.

Figura 59. Primeira estrutura parcial da substancia Djl1 referente ao primeiro
mondmero com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC e COSY 'H-'H.

0, 90 1,29 1,48 21295 2 04
Q 31,4 (‘28 0 198 1 32,1 /

1,31 1,32 222 6,11 297
22,5 29,0 32,6 130,1 39,3

0,90 1,29 1,48 7 > 164295 2,94
f 14,0 31,4 280 4 .
\
1,31 1,32 2,22 6,11 2,97 S
~ ’ N 5
-~ ¥ 25 20.0 W% _ 41301 39,3

——» HMBC
<« - % COSY 'H-"H



152

Tabela 7. Comparacdo dos dados espectrais de RMN da estrutura parcial referentes
a um dos mondmeros da substancia Dj11 com o composto Dj1.

Dj11 (primeiro mondmero) Dj1
(300/75 MHz, CDCl3) (300/75 MHz, CDCl3)
Posicao &y (mult., J H2) dc &y (mult., J H2) dc
1 2,94 (2H, m) 32,1 2,93 (2H, m) 32,0
2 2,97 (2H, m) 39,3 2,95 (2H, m) 39,2
3 - 198,1 - 198,2
4 6,11 (1H, dt, 16,0;1,4) 130,1 6,08 (1H, dt, 16,0; 1,6) 130,0
5 6,89 (1H, dt 16,0;6,9) 1485 6,86 (1H, dt, 16,0; 6,9) 148,5
6 2,22 (2H, pq, 6,9) 32,6 2,20 (2H, pq, 7,2) 32,5
7 1,48 (2H, m) 28,0 1,44 (2H, m) 27,9
8 1,32 (2H, m) 29,0 1,29 (2H, m) 28,8
9 1,29 (2H, m) 31,4 1,28 (2H, m) 31,5
10 1,31 (2H, m) 22,5 1,29 (2H, m) 22,5
11 0,90 (3H, t, 6,7) 14,0 0,86 (3H, t, 6,6) 14,0

A determinacdo da estrutura da segunda parte do dissulfeto foi
realizada levando-se em conta a presenca dos sinais ressonando em &y, 2,65
(1H, dd, J = 17,3, 6,5 Hz, H-4"), 6 2,95 (1H, dd, J = 17,3, 6,5 Hz, H-4") e
dy 3,25 (1H, m, H-5"). No mapa de correlacdo de HSQC (Figura 67)
verificou-se que os dois primeiros hidrogénios apresentam correlacdo direta
com o carbono em &¢ 47,9 (C-4"), tratando-se, portanto, de um metino com
hidrogénios nédo equivalentes. Ja o sinal em &y 3,25 apresentou correlacdo
direta com o carbono em ¢ 45,8 (C-57), sugerindo tratar-se de um metino
desblindado. Estes grupos apresentam correlagcdo entre si no mapa de
HMBC (Figura 68), bem como com o sinal em &c 206,5 (C-3),
correspondente a uma carbonila o,B-insaturada, e com os carbonos em dc
34,1 (C-6") e 6c 26,9 (C-7). Padrdao semelhante foi verificado
anteriormente para o composto Dj5 (Tabela 4). Nota-se, ainda, que 0s sinais
de Djll apresentam-se mais desblindados em comparacdo a Djb5,
verificando-se também nesta Gltima a presenga de hidrogénios geminais ndo
equivalentes em &y 2,65 e 8y 2,95, indicando a existéncia de um centro
mais eletronegativo proximo, conforme estrutura parcial apresentada na
Figura 60.
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Figura 60. Segunda estrutura parcial da substancia Djll referente ao segundo
mondmero com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC e COSY "H-H.
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A determinacdo do restante da cadeia lateral deste segundo
mondmero foi realizada com base nas correlagdes observadas nos mapas de
HSQC e HMBC, conforme apresentado na Figura 61.

Figura 61. Estrutura parcial da substancia Dj11 referente ao segundo mondmero
com as demais correlages verificadas no mapa de HMBC.
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No entanto, o substituinte da posi¢do 5  (posi¢do B em relagdo a
carbonila) ainda ndo havia sido determinado. A compara¢do com os dados
da literatura remeteu inicialmente ao segundo monémero do composto 5-
hidroxitio-1-(3-oxo-undecil)-dissulfanilundecan-3-ona,  reportado  por
Dimou et al. (2016), o qual apresentava uma hidroxila como substituinte
nesta posicdo. Apesar dos deslocamentos quimicos serem praticamente
idénticos aos encontrados para Djll, os valores de integracdo para oS
hidrogénios do metino em 5™ (34 3,25) e do metileno em 4 (34 2,65) eram
de apenas 0,5, considerando o valor de 1,0 para os hidrogénios olefinicos.
Além disso, no espectro de RMN de 13¢C havia carbonos excedentes com
deslocamentos quimicos em &c 33,1, 8¢ 39,2 e 8¢ 130,0, ainda nao
assignados na estrutura.

Por meio do espectro de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR)
(Figura 70), foi possivel observar um ion de m/z 653,3200, referente ao pico
do ion molecular [M+Na]". Esta massa é compativel com a formula
molecular Ca3Hss03S4Na (calculado m/z 653,3166), e apresenta indice de
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insaturacdo igual 5. Além disso, foram observados os ions de m/z 487,1834
e m/z 421,2239. O primeiro é compativel com a foérmula molecular
CaH00,S4Na (calculado m/z 487,1809) e o segundo com a férmula
molecular C»,H330,S,Na (calculado m/z 421,2211). Com base nestes dados,
pode-se sugerir que 0 substituinte ligado na posicdo 5°do segundo
mondmero corresponde a outro mondmero idéntico ao primeiro, conforme
proposta de fragmentacédo apresentada na Figura 62.

Figura 62. Proposta de fragmentac&o para a substancia Dj11 (ESI-EM).
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Apesar da estrutura ndo ser simétrica, por tratar-se de dois
monodmeros idénticos, espera-se que os deslocamentos quimicos sejam
bastante parecidos. As principais diferencas correspondem aos carbonos
vicinais a ponte dissulfeto (8¢ 33,1 € 8¢ 39,2) e ao carbono olefinico em 8¢
130,0, conforme estrutura parcial apresentada na Figura 63.
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Figura 63. Estrutura parcial da substancia Dj11 referente ao terceiro mondmero com
as correlag@es verificadas no mapa de HMBC e 'H-'H COSY.
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Dessa forma, o conjunto dos dados permitiu a identificacdo da
substancia como (4E)-1-[(3-0x0-1-{[(4E)-3-0xoundec-4-en-1-
ildisulfanil}undecan-5-il)disulfanilJundec-4-en-3-ona (Figura 64),
considerada inédita na literatura.

Figura 64. Estrutura da substancia Dj11 ((4E)-1-[(3-oxo-1-{[(4E)-3-0xoundec-4-en-
1-il]disulfanil}undecan-5-il)disulfanilJundec-4-en-3-ona).
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Tabela 8. Dados espectrais de RMN da substancia Dj11 obtidos no presente

trabalho.
Dj11
(300/75 MHz, CDCl.)
Posicio 8y (mult., J Hz) dc HMBC COSY H-H
1 2,94 (2H, m) 32,1 39,3;198,1 -
2 2,97 (2H, m) 39,3 32,1;198,1 -
3 - 198,1 - -
4 6,11 (1H, dt, 16,0; 1,4) 130,1 32,6;198,1 2,22
5 6,89 (1H, dt 16,0; 6,9) 1485  28,0;32,6;198,1 2,22
6 2,22 (2H, pa, 6,9) 326  28,0;130,1; 148,5 1,48; 6,11
7 1,48 (2H, m) 28,0 29,0; 148,5 2,22
8 1,32 (2H, m) 29,0 - -
9 1,29 (2H, m) 31,4 - -
10 1,31 (2H, m) 22,5 14,0 0,90
11 0,90 (3H, 1, 6,7) 14,0 22,5; 31,4 1,31
1 2,90 (2H, m) 31,6 42,7; 206,5 -
2 2,89 (2H, m) 42,7 31,6; 206,5 -
3 - 206,5 - -
& 2,95 (1H, dd, 17,3; 6,5) 47,9 34,1; 45,8; 206,5 2,65; 3,25
2,65 (1H, dd, 17,3; 6,5) 2,95; 3,25
5 3,25 (1H, m) 45,8 26,9; 34,1; 47,9; 1,58; 2,65;
206,5 2,95
6 1,58 (2H, m) 34,1 26,9; 45,8 3,25
7 1,39 (2H, m) 26,9 - -
8 1,22 (2H, m) 29,7 - -
9 1,25 (2H, m) 31,7 29,7 -
10° 1,24 (2H, m) 22,6 14,0 -
11° 0,90 (3H, 1, 6,7) 14,0 22,6; 31,7 -
17 2,94 (2H, m) 33,1 39,2;198,1 -
2 2,97 (2H, m) 39,2 33,1;198,1 -
3 - 198,1 - -
4 6,11 (1H, dt, 16,0; 1,4) 130,0 32,6;198,1 2,22
5" 6,89 (1H, dt 16,0; 6,9) 1485  28,0;32,6;198,1 2,22
6" 2,22 (2H, pa, 6,9) 326  28,0;130,0; 148,5 1,48; 6,11
7 1,48 (2H, m) 28,0 29,0; 148,5 2,22
8" 1,32 (2H, m) 29,0 - -
9” 1,29 (2H, m) 31,4 - -
10~ 1,31 (2H, m) 22,5 14,0 0,90
117 0,90 (3H, 1, 6,7) 14,0 22,5; 31,4 1,31
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Figura 65. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de Dj11.
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Figura 66. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl5) de Dj11.
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Figura 67

. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDClI,) de Dj11.
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Figura 68. Mapa de correlacdo HMBC (300/75 MHz, CDClI,) de Dj11.

JJLLJWAUL_J_ -

tqe

L °
W e

o
L)
@
»
B
@
k]
i
g X 3

r 20

[ 40

r 60

[ 80

[~ 100

120

140

160

[~ 180

[~ 200

75

7.0

6.5

6.0

5.5

ppm




159

Figura 69. Mapa de correlacdo COSY 'H-'H (300 MHz, CDCI;) de Dj11.
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Figura 70. Espectro de massas de alta resolucéo
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4.2.1.1.6 Substancia Dj13

Dj13 foi obtida como um 6leo de coloracdo levemente amarelada
das fracbes J1CL12-3, J1CL8-51-52 e J1C17-50-62, com rendimento total
de 46,1 mg, e na forma impura na fracdo J1C17-63-68, conforme esquema
apresentado nas Figuras 17, 18 e 19.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:EtOAc (94:6, v/v) como uma
mancha com Rf 0,35, que ndo extingue a fluorescéncia em 254 nm; apo6s
revelacdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

O espectro de RMN de 'H (Figura 72 e Tabela 9) apresentou
poucos sinais de hidrogénio, sendo caracterizado pela presenca de um
multipleto na regido entre oy 2,7-2,9 (7H), sugerindo que estes hidrogénios
estariam proximos a atomo eletronegativo. Um multipleto na regido entre
dn 1,2-1,4 integrando para 8H sugeriu também a presenga de uma cadeia
metilénica na estrutura, com uma metila terminal correspondente ao tripleto
em &y 0,88 (3H, t, J = 6,8 Hz, H-13). O espectro de RMN de **C (Figura
73) apresentou 10 sinais, sendo um deles com ressonancia em &y 208,4 (C-
5), indicativo de grupamento cetona sem insaturagdo em posigéo a.,p.

O espectro de massas de alta resolucéo (ESI(+)EMAR) (Figura 77)
também foi obtido para a substancia Dj13 e apresentou um ion de m/z
233,1047, referente ao pico do ion molecular [M+H]*, compativel com a
férmula molecular C;;H,;0S; (calculado m/z 233,1034), indicando um
carbono a mais na estrutura (ndo observado no espectro de RMN de *C).
O indice de insaturacéo calculado foi igual 2, sendo um correspondente a
carbonila e outro sugestivo de um ciclo, ja que ndo foram observados sinais
nos espectros de RMN de *H e de *C indicativos de dupla ligagéo.

Os dados espectroscopicos foram comparados com aqueles da
literatura, apresentando grande similaridade com o dissulfeto heptaciclico
3-hexil-4,5-ditiacicloheptanona (Figura 71) (ROLLER; AU; MOORE,
1971; SCHNITZLER; BOLAND; HAY, 1998; DIMOU et al., 2016). Dessa
forma, os deslocamentos quimicos foram atribuidos de acordo com 0s
verificados na literatura para este composto. No entanto, algumas
divergéncias foram observadas. Primeiramente, os trabalhos anteriores ndo
atribuiram deslocamento quimico para o carbono na posicdo 3. Neste
trabalho, com base no mapa de correlacdo de HSQC (Figura 74), foi
possivel atribuir o deslocamento de dc 33,1 (CH,) para o carbono desta
posicdo. Também com base no mapa de correlagdo de HSQC, foram
atribuidos os deslocamentos de &c 31,7 (CH) para o carbono em C-7
(sobreposto ao carbono referente a C-9), o qual esta ligado ao hidrogénio
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com deslocamento de &y 1,35 (1H, m, H-7), e de ¢ 35,2 ao carbono em C-
8 (CHy), o qual esta ligado ao hidrogénio com deslocamento de 6y 1,55
(2H, m, H-8).

Esta substéncia ja havia sido isolada da espécie D. plagiogramma
(ROLLER; AU; MOORE, 1971), bem como de D. polypodioides
(SCHNITZLER; BOLAND; HAY, 1998; SCHNITZLER et al., 2001,
HATTAB et al.,, 2007b; MAYER et al., 1993; DIMOU et al., 2016).
Também foi reportada para a espécie de alga parda Hormophysa
cuneiformes (HATTAB et al., 2007a).

Como ja mencionado na introducéo, este composto isolado de D.
polypodioides apresentou atividade anti-inflamatéria, sendo capaz de
reduzir a producdo de NO em macro6fagos estimulados com LPS, com Clsg
de 14,2 uM. Além disso, apresentou atividade citostatica em células da
linhagem RAW 264.7 apenas em concentra¢des acima de 85 pM (DIMOU
et al., 2016). Segundo esse mesmo trabalho, o composto ndo apresentou
atividade antibacteriana contra cepas de S. aureus multirresistente a
medicamentos (SA1199B) e resistente & meticilina (EMRSA-15). Além
disso, ndo inibiu significativamente a fosfolipase A, (apenas 29 % de
inibicdo enzimatica) (MAYER et al., 1993)

Com relagdo aos efeitos ecoldgicos, este composto apresentou
atividade bastante interessante, demonstrando capacidade de diminuir a
herbivoria pela anfipoda Ampithoe longimana, porém néo pelo ourico A.
punctulata (SCHNITZLER et al., 1998 e 2001). De maneira geral, em
investigagdes anteriores, uma variedade de algas demonstrou capacidade de
defesa contra a herbivoria por peixes e ouri¢os, mas com pouco efeito sobre
pequenos herbivoros invertebrados, como as anfipodas (HAY, 1997; HAY;
RENAUD; FENICAL, 1988; STENECK; BELLWOOD; HAY, 2017).

Figura 71. Estrutura da substancia Dj13 (3-hexil-4,5-ditiacicloheptanona).




Tabela 9. Dados espectrais de RMN da substancia Dj13 obtidos no presente trabalho e em comparagdo com dados da
literatura para a substancia 3-hexil-4,5-ditiacicloheptanona.

Dj13 Composto 4 Composto 8
(300/75 MHz, CDCl,) Schnitzler, Boland e Hay, 1998  Roller, Au e Moore, 1971
(400/100 MHz, CDCIy) (CgDg)?
Posicdo &y (mult., J Hz) dc oy (mult., J Hz) dc oy (mult., J Hz)
3 2,7-29(2H,m) 331 2,7-2,9 (2H, m) - 237 (4H)
4 2,7-29(2H, m) 453 2,7-2,9 (2H, m) 45,30 ’
5 - 208,4 - 208,30 -
6 2,7-29 (2H,m) 50,3 2,7-2,9 (2H, m) 50,32 2,45 (2H)
7 1,35 (1H, m) 31,7 2,7-2,9 (1H, m) 35,19 2,70 (1H, m)
8 1,55 (2H, m) 35,2 1,5(2H, m) 33,63
9 1,2-1,4(2H,m) 316 1,2-1,4 (2H, m) 31,64
10 1,2-1,4(2H, m) 289 1,2-1,4 (2H, m) 28,89 1,0-1,4 (10H, m)
11 1,2-14 (2H, m) 271 1,2-1,4 (2H, m) 27,11
12 1,2-1,4(2H,m) 225 1,2-1,4 (2H, m) 21,93
13 0,88 (3H,1,6,8) 140 0,85 (3H, 1) 14,08 0,86 (3H, 1)

4 A frequéncia em MHz néo foi especificada pelos autores.
® Este sinal ndo foi descrito no trabalho de Schnitzler, Boland e Hay (1998).

91
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Figura 72. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de Dj13.
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Figura 74. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDCl,) de Dj13.
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Figura 75. Mapa de correlagdo HMBC (300/75 MHz, CDClI,) de Dj13.
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Figura 76. Mapa de correlacdo COSY 'H- *H (300 MHz, CDCl5) de Dj13.
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4.2.1.1.7 Substancia Dj16

Dj16 foi obtida como um dleo de coloragcdo levemente amarelada
da fracdo J1CL13-2, com rendimento total de 1,2 mg, conforme esquema
apresentado na Figura 17. Em CLAE apresentou-se com tempo de retencdo
de 20,8 min em um sistema de fase movel composto por Hex:AcOEt (95:5)
e fluxo de 1,5 mL/min.

O espectro de RMN de *C (Figura 83 e Tabela 10) apresentou 11
sinais de carbonos, indicando tratar-se de outro composto do tipo Cy;, com
um padrdo de sinais bastante semelhante ao verificado para a substancia
Dj13 descrita anteriormente. A presenca de um carbono ressonando em &¢
208,9, indicativo de grupamento cetona sem insatura¢do na posi¢do a.p,
além de oito metilenos (6¢ 50,7, d¢c 43,4, d¢ 35,6, ¢ 31,6, oc 28,9, d¢ 28,2,
d¢c 26,8 e d¢c 22,5), um metino (d¢c 44,8) ¢ uma metila (6¢c 14,0), que
puderam ser caracterizados com o auxilio do mapa de HSQC editado
(Figura 84).

No espectro de RMN de H (Figura 82) também foi possivel
observar certa similaridade entre as duas substancias, com diversos sinais
na regido de oy 2,5 a 6y 3,0, bem como hidrogénios mais blindados entre oy
0,8 e 1,6, sugerindo tratar-se de uma estrutura ciclica ligada a uma cadeia
alifatica. Na regido espectral contendo os sinais mais desblindados, é
possivel observar a presenca de trés multipletos ressonando em &y 3,00
(1H, m, H-6), 64 2,86 (2H, m, H-2) e 64 2,58 (2H, m, H-3). Estes dois
ultimos sinais apresentaram correlagdo direta no mapa de HSQC com os
carbonos em 8¢ 28,2 (C-2) e dc 43,4 (C-3), respectivamente, além de
apresentarem correlacBes entre si e com o carbono em ¢ 208,9 (C-4) no
mapa de HMBC (Figura 85) e 'H-'H-COSY (Figura 86), conforme
estrutura parcial apresentada na Figura 78.
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Figura 78. Primeira estrutura parcial da substancia Dj16 com as correlagdes
verificadas no mapa de HMBC e COSY 'H-'H.
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Ainda no espectro de RMN de *H e no mapa de HSQC foi
observada a presenca de dois hidrogénios diastereotdpicos na forma de
duplos dupletos em 64 2,68 (1H, dd, 14,1 e 3,2 Hz, H-5a) e &4 2,38 (1H, dd,
14,1 e 13,4 Hz, H-5b), formando um sistema de spins ABX; é possivel
observar um acoplamento geminal (14,1 Hz), bem como acoplamento
vicinal para cada um dos hidrogénios. No caso do hidrogénio em &y 2,68, 0
valor de J = 3,2 Hz ¢ indicativo da posicdo equatorial, enquanto para o
hidrogénio em &y 2,38, 0 valor de J = 13,4 Hz indica posicéo axial. Por
meio do mapa de HSQC foi possivel observar que estes hidrogénios estdo
ligados diretamente a um carbono ressonando em d¢ 50,7 (C-5), e, por meio
do mapa de HMBC, observou-se a correlagdo entre estes hidrogénios com o
carbono em &c 208,9 (C-4). Além disso, o hidrogénio em &y 2,38
apresentou correlacdo com o carbono em Sc 44,8 (C-6) e seu hidrogénio em
8y 3,00 (H-6) nos mapas de HMBC e *H-'H COSY Este Gltimo, por sua
vez, apresentou correlagdes nos mapas de HMBC e 'H-'H COSY com sinal
em dy 1,52 (H-7) e 6¢ 35,6 (C-7), correspondentes ao metileno diretamente
ligado ao anel, conforme estrutura parcial apresentada na Figura 79.
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Figura 79. Segunda estrutura parcial da substdncia Dj16 com as correla¢des
verificadas no mapa de HMBC e COSY *H-'H.
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A determinacdo da cadeira lateral alquilica se deu em
conformidade com as correlages observadas nos espectros bidimensionais,
conforme Figura 80.

Figura 80. Terceira estrutura parcial da substancia Dj16 com as correlagcdes
verificadas no mapa de HMBC e COSY ‘H-'H.
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Dessa forma, a anélise conjunta dos espectros permitiu identificar a
existéncia de dois sistemas de spins da molécula, sendo um deles
representado na primeira estrutura parcial (Figura 78) e o outro na segunda
e terceira estruturas paciais (Figuras 79 e 80). O isolamento destes dois
sistemas se dé, essencialmente, pela carbonila na posicdo 4 e pela presenca
de outro atomo eletronegativo na posicao 1.

A comparagdo com dados da literatura permitiu confirmar a
substancia Dj16 como sendo 2-hexil-tetrahidrotiopiran-4-ona (Figura 81),
reportada como produto natural para D. membranacea, porém o0 Sseu
isolamento ndo foi descrito na literatura (dados ndo publicados, segundo
Hay et al., 1998). O mesmo grupo de pesquisa procedeu a sintese desta
substancia com vistas a avaliagdo da atividade bioldgica (inibicdo da
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herbivoria). De forma semelhante ao verificado para Dj13, os resultados
indicaram que esta substancia apresentou maior inibicdo da herbivoria pela
anfipoda Ampithoe longimana do que pelo ourico Arbacia punctulata
(HAY etal., 1998; SCHNITZLER et al., 2001).

Figura 81. Estrutura da substancia Dj16 (2-hexil-tetrahidrotiopiran-4-ona).




Tabela 10. Dados espectrais de RMN da substincia Dj16 obtidos no presente trabalho e em comparagcdo com dados da
literatura para a substancia 2-hexil-tetrahidrotiopiran-4-ona.

0LT

Dj16 2-hexil-tetrahidrotiopiran-4-ona®
(300/75 MHz, CDCl5) Schnitzler, Pohnert e Hay, 2001
Posicdo oy (mult., J Hz) dc HMBC COSY 'H-'H 8y (mult., J Hz2) dc
2 2,86 (2H, m) 28,2 208,9; 434 2,68 2,9 (2H, m) 28,08
3 2,58 (2H, m) 43,4 208,9 2,86 2,9 (2H, m) 43,36
4 - 208,9 - - - 208,80
5 2,68 (1H, dd, 14,1; 3,2) 50,7 208,9; 44,8 3,00; 2,68; 2,9 (2H, m) 50,65
2,38 (1H, dd, 14,1; 13,4) 2,38
6 3,00 (1H, m) 44.8 - 2,38; 1,52 2,9 (1H, m) 44,73
7 1,52 (2H, m) 35,6 50,7 44,8; 28,9 3,00; 1,34 1,6 (2H, m) 35,55
8 1,34 (2H, m) 26,8 31,6 1,52 1,3 (2H, m) 26,72
9 1,21 (2H, m) 28,9 31,6 - 1,3 (2H, m) b
10 1,20 (2H, m) 31,6 28,9 - 1,3 (2H, m) 31,55
11 1,22 (2H, m) 22,5 - 0,82 1,3 (2H, m) 22,50
12 0,82 (3H, t, 6,7) 14,0 31,6; 22,5 1,22 0,9 (3H, 1) 14,01

4 A frequéncia em MHz e o solvente utilizado n&o foram especificados pelos autores.
® Este sinal ndo foi descrito no trabalho de Schnitzler, Pohnert e Hay, 2001.



Figura 82. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCly)

de Dj16.
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Figura 84. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDCI,) de Dj16.
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Figura 85. Mapa de correlagdo HMBC (600/150 MHz, CDCI,) de Dj16.
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Figura 86. Mapa de correlacdo COSY 'H- *H (300 MHz, CDCl,) de Dj16.
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4.2.1.1.8 Substancia Dj17

Dj17 foi obtida como um 6leo de coloragdo levemente amarelada
das fracGes J1ICL10-3 e J1ES22-3, com rendimento total de 9,4 mg,
conforme esquema apresentado na Figura 17.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (9:1, v/v) como uma
mancha com Rf 0,3, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelacdo com solucéo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

O espectro de RMN de 'H (Figura 91 e Tabela 11) apresentou
sinais semelhantes aos dissulfetos descritos anteriormente, sendo que o
espectro de RMN de *C (Figura 92) apresentou 22 sinais de carbono,
indicando a auséncia de simetria na molécula. A presenca de apenas dois
carbonos olefinicos em 8¢ 130,0 (C-4) e 6c 148,6 (C-5) e 0s sinais em &
6,11 (1H, dt, J = 15,9, 1,6, H-4) e 3y 6,89 (1H, dt, J = 15,9, 7,0 Hz, H-5) no
espectro de RMN de *H integrando para 1H indicam apenas uma ligacéo
dupla na moléula. A comparacdo dos dados espectrais com substancias
anteriormente descritas possibilitou estabelecer a estrutura parcial
apresentada na Figura 87, idéntica ao monémero do composto Dj1.
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Figura 87. Primeira estrutura parcial da substancia Dj17 referente ao primeiro
mondmero com as correla¢des verificadas no mapa de HMBC e COSY 'H-'H.
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A segunda porgdo da estrutura (Figura 88) foi determinada
observando-se o sinal de um tripleto em &y 2,43 (2H, J = 7,5 Hz, H-4") e do
multipleto em &y 1,58 (2H, m, H-57). Segundo o mapa de correlacdo HSQC
(Figura 93), os hidrogénios em 6y 2,43 (H-5") estdo ligados diretamente ao
carbono com deslocamento de 6¢ 43,2 (C-57). Estes hidrogénios apresentam
correlacdo no mapa de HMBC (Figura 94) com o carbono em 6¢ 209,1 (C-
3"), correspondente a carbonila de cetona sem ligagdo dupla conjugada na
posi¢do a,p (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Da mesma
forma, apresentam correlagdo com os carbonos em &¢ 23,8 (C-57) e 8¢ 29,1
(C-6"), ligados aos hidrogénios com deslocamentos de &y 1,58 (2H, m, H-
5) e &4 1,25 (2H, m, H-6"), respectivamente. A correlagdo entre 0s
hidrogénios em &y 2,43 (H-4") e 64 1,58 (H-5") também foi observada no
mapa de correlagdo COSY 'H- 'H (Figura 95).

Figura 88. Segunda estrutura parcial da substancia Djl17 referente ao segundo
mondmero com as correlacdes verificadas no mapa de HMBC e COSY *H-'H.

2, 43 1,25 2,43

)jaj\ 432 29,1 fefe 432 29 1
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De forma semelhante ao composto Djl, segundo o mapa de
correlagdo HSQC, os carbonos com deslocamentos em 6¢ 31,6 (C-17) e 3¢
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41,9 (C-27) estéo ligados a hidrogénios com deslocamento em &y 2,86 (2H,
m, H-1") e 64 2,81 (2H, m, H-2"), sendo que o primeiro apresenta também
correlagdo no mapa de HMBC com o carbono em &c 209,1 (C-3"),
conforme estrutura parcial apresentada na Figura 89.

Figura 89. Estrutura parcial da substancia Dj17 referente ao segundo mondmero
com as correlagdes verificadas no mapa de HMBC.
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o

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR) (Figura 96)
da substancia Dj17 apresentou um ion de m/z 401,2564, referente ao pico
do fon molecular [M+H]", outro ion de m/z 423,2361, referente ao aduto de
sodio [M+Na]", e outro fon de m/z 823,4859, referente ao respectivo
agregado i6nico (ion cluster) [2M+Na]*. O primeiro ion apresentou massa
compativel com a férmula molecular C»,H;;0,S, (calculado m/z 401,2548),
e indice de insaturacéo igual a 3, correspondente & ligacdo dupla e as duas
carbonilas.

Os dados espectroscopicos foram comparados com aqueles da
literatura, sendo possivel identificar a substancia como sendo a (E)-1-(3-
oxo-undecil)-dissulfanilundec-4-en-3-ona (Figura 90). Assim como 0s
compostos Djl e Dj5, esta substancia foi relatada apenas recentemente para
a espécie D. polypodioides (composto 4, segundo DIMOU et al., 2016),
ndo havendo relatos do seu isolamento de outras espécies.

A substdncia mostrou-se inativa contra cepas de S. aureus
multirresistente a medicamentos (SA1199B) e resistente & meticilina
(EMRSA-15), e ndo inibiu a producdo de NO em modelo utilizando
macréfagos estimulados por LPS (DIMOU et al., 2016)

Figura 90. Estrutura da substancia Dj17 (E)-1-(3-oxo-undecil)-dissulfanilundec-4-
en-3-ona.




Tabela 11. Dados espectrais de RMN da substancia Dj17 obtidos no presente trabalho e em comparagéo com a literatura para

a substancia (E)-1-(3-oxo-undecil)-dissulfanilundec-4-en-3-ona.

Dj17 Composto 4, Dimou et al., 2016
(300/75 MHz, CDCl5) (400/100 MHz, CDCI,)
Posicio 8y (mult., J Hz) dc HMBC COSY H-H 8y (mult., J Hz) dc

1 2,92 (2H, m) 32,0 39,2; 198,2 - 2,90 (2H, m) 32,2
2 2,98 (2H, m) 39,2 32,0;198,2 - 2,96 (2H, m) 39,3
3 - 198,2 - - - 198,2
4 6,11 (1H, dt, 15,9; 1,6) 130,0 32,5;198,2 6,89 6,09 (1H, d, 15,8) 130,1
5 6,89 (1H, dt, 15,9; 7,0) 148,6 28,0; 32,5; 198,2 6,11; 2,23 6,86 (1H, dt, 15,8; 7,1) 148,5
6 2,23 (2H, pa, 6,9) 325 28,0; 130,0; 148,6 1,47; 6,89 2,20 (2H, g, 7,1) 32,5
7 1,47 (2H, m) 28,0 28,9; 148,6 2,23;1,28 1,44 (2H, m) 28,0
8 1,29 (2H, m) 28,9 28,0 - 1,27 (2H, m) 28,9
9 1,28 (2H, m) 31,6 28,9 1,47 1,26 (2H, m) 31,6
10 1,30 (2H, m) 225 14,0; 31,6 0,88 1,28 (2H, m) 22,5
11 0,88 (3H, 1, 6,6) 14,0 22,5; 31,6 1,30 0,87 (3H, 1, 6,7) 14,0
1 2,86 (2H, m) 31,6 41,9; 209,1 - 2,84 (2H, m) 31,7
2 2,81 (2H, m) 41,9 31,6 - 2,79 (2H, m) 41,9
3 - 209,1 - - - 209,0
& 2,43 (2H, 1,7,5) 43,2 23,8;29,1; 209,1 1,58 2,41 (2H,t,7,5) 43,2
5 1,58 (2H, m) 238 29,1; 43,2; 209,1 2,43 1,55 (2H, m) 238
6 1,25 (2H, m) 29,1 - - 1,23 (2H, m) 29,1
7 1,25 (2H, m) 29,2 - - 1,23 (2H, m) 29,2
8 1,25 (2H, m) 29,3 - - 1,23 (2H, m) 29,3
9 1,24 (2H, m) 31,8 - - 1,22 (2H, m) 31,8
10° 1,27 (2H, m) 22,6 - 0,87 1,25 (2H, m) 22,6
117 0,87 (3H, 1, 6,6) 14,1 - 1,27 0,85 (3H, 1, 6,7) 14,1

H
~
o
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Figura 91. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de Dj17.
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Figura 92. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl5) de Dj17.
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Figura 93. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDClI;) de Dj17.
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Figura 94. Mapa de correlagdo HMBC (300/75 MHz, CDCl;) de Dj17.
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Figura 95. Mapa de correlacdo COSY 'H-'H (300 MHz, CDClI;) de Dj17.
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Figura 96. Espectro de massas de alta resolucdo do composto Dj17 obtido por
[ESI(+)-EMAR].

4.5 3.5

ppm

Dj17¢c_241018_MSe 289 (11.094) Cm (289-(243:284+291:319)) 1: TOF MS ES+
100 4232361 2.02e6
[M-+Na]*
=
[M+H]
401.2564 [424.2422 [2M+Na]*
217.1078 823.4859
1425.2368
167.1439 | 233.1031 24.4897
4392114 825.4883
0 T ! T T 1 T T T T T T T T T T T  m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000




180

4.2.1.1.9 Substancia Dj18

Dj18 foi obtido na forma impura como um o6leo de coloragdo
levemente amarelada da fragdo J1CL14-3, com rendimento total de 0,6 mg,
conforme esquema apresentado na Figura 17. Na analise por CLAE
apresentou tempo de retencdo de 17,8 min (n-Hex:AcOEt 955 vlv, 1
mL/min).

O espectro de RMN de *H (Figura 100 e Tabela 12) apresentou
sinais bastante semelhantes aos dissulfetos ja descritos anteriormente. No
entanto, foi possivel verificar que a substancia ndo esta totalmente pura, o
que foi confirmado pela analise por cromatografia gasosa. Conforme o
cromatograma apresentado na Figura 101, a presente substancia
corresponde ao pico majoritario com Rf de 15,78 min. E possivel verificar a
existéncia de pelo menos outras duas sustancias eluindo em 23,06 min e
35,36 min, as quais foram identificadas como um derivado de &cido ftalico
e a-tocoferol, respectivamente, por meio da comparacdo dos espectros de
fragmentacdo com a biblioteca da base de dados NIST. Dessa forma,
devido a pequena quantidade de amostra e a presenca de outros
constituintes, ndo foi possivel obter espectros de RMN de °C, nem
espectros bidimensionais para esta substancia.

A analise do espectro de RMN de *H permitiu excluir alguns sinais
correspondentes as impurezas identificadas. O sinal em &4 6,84 (1H, dt, J =
15,8, 6,7 Hz, H-5) e 6y 6,11 (1H, dt, J = 15,8, 1,4 Hz, H-4), bem como em
dn 2,20 (2H, pq, J = 7,7 Hz, H-6) indicam tratar-se de estrutura semelhante
aos compostos do tipo Cy; ja reportados anteriormente, ou seja, contendo
uma carbonila a,f-insaturada, conforme estrutura parcial apresentada na
Figura 97.

Figura 97. Estrutura parcial da substancia Dj18 referente a carbonila o,B-insaturada.

O

O

No entanto, os metilenos em &y 2,75 (2H, t, J = 6,4 Hz, H-1) e 64
2,83 (2H, t, J = 6,4 Hz, H-2) apresentam-se mais blindados, sugerindo um
ambiente quimico com menor efeito retirador de elétrons. Além disso,
observa-se a presenca de uma metila ressonando em &y 2,09 (3H, s, SCHy),
a qual ndo apresenta acoplamento com outros hidrogénios da estrutura,
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semelhante ao verificado anteriormente para a substancia Dj7 (6 2,40, 3H,
s), porém menos deslocada no espectro que esta.

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR) (Figura
103) da substancia Dj18 apresentou um ion de m/z 215,1487, referente ao
pico do ion molecular [M+H]" e outro ion de m/z 237,1306, referente ao
aduto de sodio [M+Na]". O primeiro ion apresentou massa compativel com
a férmula molecular C,H»0S (calculado m/z 215,1470), e indice de
insaturacdo igual a 2, correspondente a ligacdo dupla e & carbonila. A
presenca de apenas um atomo de enxofre na estrutura confere menor efeito
de desblindagem sobre o grupamento metila em 2,09 (SCHj3) e os metilenos
em oy 2,75 (H-1) e 8y 2,83 (H-2), justificando as diferencas espectrais
observadas em relagdo ao composto Dj7.

O perfil de fragmentagéo observado no espectro de CG-EM (IE, 70
eV) (Figura 102) auxiliou na confirmacdo da estrutura proposta,
identificando-se alguns ions caracteristicos: m/z 214 (29), m/z 198 (0,1), m/z
167 (32), m/z 139 (37), e m/z 129 (79). O esquema de fragmentacdo
proposto esta apresentado na Figura 99.

A comparagdo com os dados na literatura permitiu confirmar a
identificacdo do composto como (E)-1-(metiltio)undec-4-en-3-ona. Esta
substancia foi apenas relatada como produto de sintese por Lenden et al.
(2011), sendo este o primeiro registro como produto natural.

Figura 98. Estrutura do composto Dj18 ((E)-1-(metiltio)undec-4-en-3-ona).

O
1TN09\8 65%3218/
Figura 99. Proposta de fragmentagdo do composto Dj18 (IE-EM, 70 eV).
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Tabela 12. Dados espectrais de RMN da substancia Dj18 obtidos no presente
trabalho e em comparagdo com a literatura para a substancia (E)-1-(metiltio)undec-
4-en-3-ona.

DJ18 (E)-1-(metiltio)undec-4-en-3-
(400/100 MHz, CDCly) ona (Lenden et al., 2011)
(400 MHz, CDCl5)

oy (mult., J Hz)

Posicdo &y (mult., J Hz)

Boovwouorwnr

2,75 (2H, t, 6,4)
2,83 (2H, t, 6,4)

6,08 (1H, dt, 15,8; 1,4)
6,84 (1H, dt 15,8; 6,7)

2,20 (2H, pg, 7,0)

2,73-2,69 (2H, m)
2,82-2,78 (2H, m)

6,05 (1H, d, 15,9)

6,81 (1H, dt, 15,9; 6,9)

2,21-2,14 (2H, m)

1,44 (2H, m) 1,45-1,38 (2H, m)
1,2-1,4 (2H, m) 1,31-1,28 (2H, m)
1,2-1,4 (2H, m) 1,31-1,28 (2H, m)
1,2-1,4 (2H, m) 1,31-1,28 (2H, m)
11 0,83 0,85-0,81 (2H, m)
SCH; 2,09 (3H, s) 2,07 (3H, s)
Figura 100. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de Dj18.
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Figura 101. Cromatograma da fragdo J1CL14-3 obtido por CG-EM.
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Figura 102. Espectro de massas do composto Dj18 obtido por CG-EM (EI, 70 eV).
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Figura 103. Espectro de massas de alta resolucdo do composto Dj18 obtido por
[ESI(+)-EMAR].
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4.2.1.1.10 Substancia Dj22

Dj22 foi obtida como um éleo de coloracdo levemente amarelada
das fragbes JIES21-6, com rendimento total de 3,3 mg, e na forma impura
da fragdo J1IES20-5, conforme esquema apresentado na Figura 19.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (7:3, v/v) como uma
mancha com Rf 0,3, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelagdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor amarela
escura.

O espectro de RMN de 'H (Figura 107 e Tabela 13) apresentou
sinais semelhantes aos dissulfetos ja reportados, sugerindo tratar-se de
estrutura similar. Por meio do espectro de RMN de *H foi possivel observar
os sinais correspondentes a carbonila a,B-insaturada, com hidrogénios
olefinicos ressonando em &y 6,13 (1H, dt, J = 15,8, 1,5 Hz, H-4) e 4 6,95
(1H, dt, J = 15,8, 6,9 Hz, H-5), os quais estdo diretamente ligados aos
carbonos em &¢ 129,3 e 3¢ 150,0, segundo o mapa de HSQC (Figura 109).
Estes metinos apresentam correlacdo entre si no mapa de HMBC (Figura
110), bem como com o sinal em &¢ 195,5 (C-3), correspondente ao carbono
da carbonila o,p-insaturada. Nota-se que 0s sinais correspondentes aos
carbonos olefinicos estdo levemente mais desblindados quando comparados
aos espectros dos compostos descritos anteriormente, indicando a existéncia
de algum sistema retirador de elétrons.
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Adicionalmennte, no espectro de RMN de *H é possivel observar a
presenca do metileno ressonando em &y 2,25 (2H, pqg, J = 6,9 Hz, H-6), 0
qual correlaciona com os metinos olefinicos no mapa de HMBC e COSY
'H-'H (Figura 111), bem como com o metileno em &y 1,47 (2H, m, H-7),
diretamente ligado ao carbono em &c 27,9 (C-7). Os demais sinais
correspondentes ao restante da cadeia alifatica também foram observados,
possibilitando sugerir a estrutura parcial apresentada nas Figuras 104.

Figura 104. Primeira estrutura parcial da substancia Dj22 com as correlagdes
verificadas no mapa de HMBC e COSY *H-'H.

090 127 147‘ ’ 165350—\‘
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Ainda no espectro de RMN de 'H observa-se a presenca de dois
tripletos ressonando em 64 3,16 (2H, t, J = 7,1 Hz, H-1) e 84 3,38 (2H, t, J
= 7,1 Hz, H-2), os quais apresentam acoplamento vicinal entre si, e estdo
ligados diretamente aos carbonos ressonando em &¢ 31,9 e 8¢ 49,1, segundo
0 mapa de HSQC. Adicionalmente, verifica-se que estes metilenos estéo
vicinais a carbonila, uma vez que ambos possuem correlagdo com o sinal
em d¢ 195,5 (C-3), conforme estrutura parcial apresentada na Figura 105.

Figura 105. Segunda estrutura parcial da substdncia Dj22 com as correlagdes
verificadas no mapa de HMBC e COSY 'H-'H.
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A estrutura proposta é semelhante as reportadas anteriormente, no
entanto, verifica-se que estes metilenos apresentam-se mais desblindados,
indicando a presenca de um sistema retirador de elétrons mais intenso.
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No espectro do RMN de *H observou-se a presenca de um simpleto
ressonando em &y 2,95 (3H, s), o qual apresentou correla¢do direta com o
carbono em 8¢ 42,0, e nenhuma correlagio no mapa de HMBC e COSY 'H-
'H. Os dados indicam tratar-se de uma metila mais desprotegida,
possivelmente devido a presenca de mais de atomos de enxofre (> 4) ou a
ligagdo a um atomo mais eletronegativo que o enxofre (Figura 106). Dessa
forma, o espectro de massas ainda é necessario para confirmacdo da
estrutura.

Figura 106. Estrutura parcial proposta para o composto Dj22.

111098765/4321X\
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Tabela 13. Dados espectrais de RMN da substancia Dj22 obtidos no presente
trabalho.

Dj22
(300/75 MHz, CDCl5)
Posicio 8y (mult., J Hz) dc HMBC COSY 'H-'H
1 3,16 (2H, t, 7,1) 31,9 49,1; 1955 3,38
2 3,38 (2H, t, 7,1) 49,1 31,9; 1955 3,16
3 - 195,5 - -
4 6,13 (1H, dt, 15,8;1,5)  129,3 - 2,25; 6,95
5 6,95 (1H, dt, 15,8;6,9)  150,0 195,5 2,25; 6,13
6 2,25 (2H, pa, 6,9) 32,6 27,9;129,3;150,0 1,47;6,13;6,95
7 1,47 (2H, m) 27,9 28,8 2,25
8 1,30 (2H, m) 28,8 - -
9 1,27 (2H, m) 31,5 - 0,90
10 1,31 (2H, m) 22,5 - -
11 0,90 (3H, t, 6,7) 14,1 22,5:31,5 1,27

X-CH, 2,95 (3H, s) 42,0 - -
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Figura 107. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCI;) de Dj22.
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Figura 109. Mapa de correlacdo HSQC (400/100 MHz, CDCI;) de Dj22.
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Figura 110. Mapa de correlacdo HMBC (400/100 MHz, CDCls;) de Dj22.
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Figura 111. Mapa de correlagdo COSY *H-"H (400 MHz, CDCls) de Dj22.
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4.2.1.1.11 Substancia Dj23

Dj23 foi obtido como um 6leo de coloracdo levemente amarelada
da fracdo J1IES21-4, com rendimento total de 2,5 mg, conforme esquema
apresentado na Figura 19.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (7:3, v/v) como uma
mancha com Rf 0,6, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelagdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor amarela
escura.

O espectro de RMN de *H (Figura 115 e Tabela 14) apresentou um
padrdo de sinais bastante semelhante ao composto Dj22. Dessa forma, é
possivel observar os metinos olefinicos ressonando em &y 6,13 (1H, dt, J =
15,8, 1,4 Hz, H-4) e 64 6,94 (1H, dt, J = 15,8, 6,7 Hz, H-5), os quais estdo
ligados diretamente aos carbonos que ressonam em 8¢ 130,5 (C-4) e 8¢
149,9 (C-5), segundo o mapa de HSQC (Figura 117). O metino mais
desblindado apresenta correlagdo no mapa de HMBC (Figura 118) com o
sinal em 8¢ 195,4 (C-3), correspondente a carbonila a,fB-insaturada. Vicinal
ao sistema olefinico, é possivel observar a presenca dos hidrogénios
metilénicos ressonando em 6y 2,25 (2H, pg, J = 7,0 Hz, H-6), os quais
correlacionam com os hidrogénios olefinicos no mapa de HMBC. Os
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demais sinais correspondentes ao restante da cadeia alifatica também foram
observados, concluindo-se tratar da mesma estrutura parcial reportada para
0 composto Dj22, conforme Figura 112.

Figura 112. Primeira estrutura parcial da substdncia Dj23 com correlagdes
observadas no mapa de HMBC.
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Da mesma forma que em Dj22, observou-se a presenca de tripletos
ressonando em &y 3,16 (2H, t, J = 6,9 Hz, H-1) e 6, 3,36 (2H, t, J = 6,9 Hz,
H-2), os quais estdo ligados diretamente aos carbonos em &¢ 31,5 (C-1) e 8¢
47,8 (C-2), segundo o mapa de HSQC. Ambos possuem correlagdo com a
carbonila em &¢ 195,4 (C-3) no mapa de HMBC, conforme estrutura parcial
apresentada na Figura 113.

Figura 113. Segunda estrutura parcial da substancia Dj23 com correlacdes
observadas no mapa de HMBC.
@)
3,16

hery

Dessa forma, por conta dos deslocamentos quimicos, acredita-se
que ha mais de trés atomos de enxofre na estrutura ligando dois mondmeros
(Figura 114), porém, o espectro de massas de alta resolucdo ainda é
necessario para confirmacéo da estrutura.

Figura 114. Estrutura parcial proposta para 0 composto Dj23.
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Tabela 14. Dados espectrais de RMN da substancia Dj23 obtidos no presente
trabalho.

Dj23
(300/75 MHz, CDCl5)

Posicdo &y (mult., J Hz) dc HMBC
1 3,16 (2H,1, 6,9) 315 47,8;195,4
2 3,36 (2H, t, 6,9) 47,8 31,5;195,4
3 - 195,4 -

4 6,13 (1H, dt, 15,8; 1,4)  130,5 -

5 6,94 (1H, dt, 15,8; 6,7)  150,0 195,4

6 2,25 (2H, pq, 7,0) 32,6 130,5; 149,9
7 1,48 (2H, m) 27,9 -

8 1,31 (2H, m) 29,7 -

9 1,30 (2H, m) 31,6 -

10 1,31 (2H, m) 22,5 -

11 0,90 (3H, 1, 6,7) 14,1 22,6; 31,6

Figura 115. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de Dj23.
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Figura 116. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDClIs) de Dj23.
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Figura 117. Mapa de correlacdo HSQC (400/100 MHz, CDCls;) de Dj23.
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Figura 118. Mapa de correlacdo HMBC (400/100 MHz, CDCI;) de Dj23.
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Figura 119. Mapa de correlagdo COSY ‘H-"H (400 MHz, CDCI,) de Dj23.
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4.2.1.1.12 Substancia Dj26

Dj26 foi obtido como composto minoritario em mistura com Dj7
como um Gleo de coloracdo levemente amarelada da fracdo J1IES17-4-5,
com rendimento total de 5,9 mg, conforme esquema apresentado na Figura
19.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (95:5, v/v) como uma
mancha com Rf 0,6, que ndo extingue a fluorescéncia em 254 nm; apo6s
revelacdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

Além dos sinais atribuidos para o composto Dj7, o espectro de
RMN de 'H (Figura 122 e Tabela 16) apresenta sinais ja observados
anteriormente para o composto Dj5, destacando-se 0s sinais ressonando em
dn 2,69 (1H, dd, J = 16,5, 7,6, H-4) e &4 2,70 (1H, dd, J = 16,5, 7,6, H-4),
correspondentes aos hidrogénios ndo equivalentes na posi¢do H-4, bem
como o grupamento tiometila em 6y 2,05 (3H, s, SCHs). No entanto, por
conta da diferenca de Rf entre Dj26 e Dj5 observada por cromatografia em
camada delgada, os dados sugeriram tratar-se de algum derivado,
possivelmente apenas o mondmero, o que foi confirmado posteriormente
pelos espectros de RMN de *3C e bidimensionais.

No espectro de RMN de *C (Figura 123) verificou-se a presenca
de 24 sinais de carbonos, sendo 12 sinais de maior intensidade, atribuidos
ao composto Dj7 (Tabela 15). Como pode ser visualizado na Tabela 15, 0s
demais sinais do espectro apresentam deslocamentos quimicos praticamente
idénticos a0 mondmero saturado do composto Dj5, com excecdo dos sinais
em &c 22,8 e &: 30,8, este Ultimo correspondente a posicdo C-1,
apresentando-se levemente mais blindado em relacdo a Dj5 (64 31,3). Esta
caracteristica também foi observada para o composto Dj7, com uma
diferenca de 0,6 ppm em relagdo ao mondmero de Dj1.

A estrutura parcial proposta, juntamente com as correlagbes
observadas nos mapas de HSQC (Figura 125), HMBC (Figura 126) e
COSY 'H-'H (Figura 127), esté apresentada na Figura 120.
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Figura 120. Estrutura parcial da substancia Dj26 com as correlagdes observadas nos
mapas de HMBC e COSY H-'H.
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De maneira similar ao também observado para Dj7, o sinal
ressonando em dc 22,8 (SCH3) apresentou correlagdo direta com um
simpleto em &4 2,40 (3H, s, SCHs) no mapa de HSQC, indicando tratar-se
de uma metila desprotegida. Adicionalmente, nenhuma correlacdo a longa
distancia foi observada no mapa de HMBC.

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR) (Figura
128) da substancia Dj26 apresentou um ion de m/z 317,1036, referente ao
aduto de sodio [M+Na]’. Este fon apresentou massa compativel com a
formula molecular Cy3H»0S3Na (calculado m/z 317,1043), e indice de
insaturacdo igual a 1, correspondente a carbonila.

Dessa forma, o conjunto dos dados permitiu identificar a substancia
como  1-(metildissulfanil)-5-(metiltio)undecan-3-ona  (Figura  121),
considerada inédita na literatura.
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Tabela 15. Dados espectrais de RMN de **C obtidos para a fracdo JIES17-4-5 e sua
comparagdo com 0 mondmero saturado do composto Dj5.

Fracdo JIES17-4-5 Dj5
(75 MHz, CDCls) (75 MHz, CDCl5)
Dj26 (6c) Dj7 (6¢c) Monémero saturado (6¢)

207,1 - 207,1 (C-3)
198,3 198,4 (C-3) -
148,4 148,5 (C-5) -
130,1 130,1 (C-4) -

48,5 - 48,5 (C-4)
42,9 - 42,9 (C-2)
41,6 - 41,6 (C-5)
39,4 39,3(C-2) -

34,5 - 34,5 (C-6)
32,5 32,5 (C-6) -

31,7 - 31,7 (C-9)
31,6 31,5 (C-9) -

314 31,3 (C-1) -

30,8 - 30,8 (C-1)
29,1 - 29,1 (C-8)
28,8 28,9 (C-8) -

28,0 27,9 (C-7) -

26,8 - 26,8 (C-7)
22,9 22,9 (SSCHy) -

22,8 - 22,8 (SSCHs,)
22,6 22,5 (C-10) -

22,5 - 22,5 (C-10)
14,0 14,0 (C-11) -

14,0 - 14,0 (C-11)
13,3 - 13,3 (SCH,)

Figura 121. Estrutura da substancia Dj26 (1-(metildissulfanil)-5-(metiltio)undecan-
3-0na).
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Tabela 16. Dados espectrais de RMN da substancia Dj26 obtidos no presente
trabalho.
Dj26
(300/75 MHz, CDClI5)
Posicao 8y (mult., J Hz) dc HMBC COSY 'H-'H
1 2,90 (2H, m) 30,8 42,9;207,0 -
2 2,89 (2H, m) 42,9  30,8; 207,0 -
3 - 207,0 - -
4 2,70 (1H, dd, 16,5; 7,6) 48,5 41,6;207,0 -
2,68 (1H, dd, 16,5; 6,4)
5 3,04 (1H, m) 41,6 - 1,52; 2,05;
2,70/2,68
6 1,52 (2H, m) 34,5 41,6 3,04
7 1,41 (2H, m) 26,8 34,5 -
8 1,30 (2H, m) 29,1 - -
9 1,28 (2H, m) 31,7 - -
10 1,29 (2H, m) 22,5 - -
11 0,89 (3H, t, 6,7) 14,0 - -
S-CH;s 2,05 (3H, s) 13,3 41,6 3,04
S-S-CHj; 2,40 (3H, s) 22,8 - -
Figura 122. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de Dj26.
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Figura 123. Espectro de RMN

3C (75 MHz, CDCls) de Dj26.
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Figura 125. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDCIg) de Dj26.
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Figura 126. Mapa de correlacdo HMBC (300/75 MHz, CDCls) de Dj26.
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Figura 127. Mapa de correlagido COSY *H-'H (300 MHz, CDCl5) de Dj26.
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Figura 128. Espectro de massas de alta resolu¢do (modo varredura) do composto
Dj26 obtido por [ESI(+)-EMAR].
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4.2.1.2 Compostos derivados de tocoferol
4.2.1.2.1 Substancia Dj15

Dj15 foi obtida como um 6leo de coloragdo levemente amarelada
da fragdo J1C11-53-69, com rendimento total de 7,3 mg, conforme
esquema apresentado na Figura 17.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:EtOAc (98:2, v/v) como uma
mancha com Rf 0,35, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelacdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire coloracéo roxa.

Por meio da comparacéo entre o espectro de *C (Figura 133 e
Tabela 17) e o espectro de DEPT 135 (Figura 134), foi possivel constatar a
presenga de sete carbonos quaternarios com deslocamentos entre d¢c 74,5 €
dc 145,5. A andlise dos dados permitiu concluir que destes sinais, seis
correspondem a carbonos aromaticos: ¢ 117,4 (C-10), d¢c 118,5 (C-5), 6¢
121,0 (C-7), 8¢ 122,6 (C-8), 8¢ 144,5 (C-6) e 8¢ 145,5 (C-9). Além disso, 0
deslocamento dos carbonos em 6c 144,5 (C-6) e &c 1455 (C-9) sdo
indicativos de que 0s mesmos estdo diretamente ligados a atomo
eletronegativo. Segundo o mapa de correlagdo HMBC (Figura 136), estes
seis carbonos somente possuem correlagdo com um metileno em 3y 2,60
(2H, t, J = 6,8 Hz, H-4) e outros trés grupos metila desblindados em 64 2,11
(6H, s, 5-CH3 e 8-CH3) e 8y 2,16 (3H, s, 7-CHj3), indicando que 0os mesmos
estdo ligados diretamente a carbonos do anel aromatico.

O sinal do carbono quaternario em d¢ 74,5 (C-2) é caracteristico de
carbono sp® oxigenado. O mapa de correlagdo HMBC apontou interacdes
de longa distdncia com o hidrogénio em &y 2,60 (H-4) mencionado
anteriormente, bem como com os hidrogénios em &y 1,77 (2H, m, H-3), 84
1,51 (2H, m, C-1") e 64 1,23 (3H, s, 2-CH3), indicando que 0s mesmos
estavam conectados. Além disso, foi observada correlagcdo dos hidrogénios
em &y 2,60 (H-4) com o carbono quaternario em &¢ 117,4 (C-10). Estes
hidrogénios também apresentavam acoplamento vicinal (J = 6,8 Hz) com os
hidrogénios em 1,77 ppm (H-3).

Os dados descritos acima sdo bastante caracteristicos de nicleo
benzopiranico (um anel benzeno fundido a um anel pirano com diversos
substituintes), presente em um namero significativo de moléculas naturais,
tais como: chalconas, cumarinas, flavonas, tocoferois, entre outras (TANG
et al., 2010). Com base nisso, foi possivel determinar a estrutura parcial
apontada na Figura 129.
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Figura 129. Estrutura parcial da substancia Dj15 com as correlac@es verificadas no
mapa de HMBC.

Os sinais de hidrogénios blindados no espectro RMN de *H (Figura
132) eram indicativos da presenca de grupamentos metilenos formando
uma cadeia alquilica, com a presenca de quatro grupos CHjz; com
deslocamentos entre oy 0,84 e 64 0,85.

A comparagdo com os dados da literatura permitiu identificar a
substincia como sendo o a-tocoferol (Figura 130), uma substancia da
familia da vitamina E. Dessa forma, os demais deslocamentos quimicos
correspondentes a cadeia alquilica foram atribuidos de acordo com os dados
espectroscopicos obtidos para o composto Dj15 e os dados da literatura
para o a- tocoferol (Tabela 17).

Figura 130. Estrutura da substancia Dj15 (a-tocoferol).

Este constitui o primeiro relato do isolamento desta substancia de
algas do género Dictyopteris, havendo na literatura apenas um trabalho
relatando a identificacdo e quantificacdo de a-tocoferol por meio de CLAE
na espécie D. delicatula (SOUSA et al., 2008). Nesse caso, a quantificacdo
indicou a presenca de 26,562 + 3,627 pg/g de a-tocoferol por peso fresco de
alga. Ainda nesse mesmo trabalho, foi demonstrada a presenca de a-
tocoferol em vérias outras espécies de algas pardas, como Dictyota
dichotoma, Lobophora variegata, Padina gymnospora e Sargassum
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cymosum, além de algas verdes (como dos géneros Caulerpa, Cladophora,
Codium e Ulva) e vermelhas (como dos géneros Acanthophora, Gracilaria,
Hypnea e Osmundea).

H& muitos trabalhos na literatura relatando a identificacéo,
isolamento ou quantificagdo de a-tocoferol (bem como tocoferois em geral)
em algas marinhas, principalmente relacionando a presenca deste composto
com as propriedades nutricionais de algas comestiveis (ORTIZ et al., 2006).
Além das algas, os tocoferois ja foram descritos em inimeros organismos,
como bactérias, fungos, plantas e animais (MUNNE-BOSCH, 2007), sendo,
portanto, amplamente encontrado em organismos vivos em geral.

A classe dos tocoferdis apresenta oito moléculas caracterizadas
pela presenca de um anel cromanol e uma cadeia alifatica lateral. Dentro
desta classe, tem-se a divisdo em dois grupos: tocoferois (cadeia lateral
saturada) e tocotrienois (cadeia lateral insaturada), cada um com quatro
isoformas: a, B, v, e 8, nomeadas de acordo com as substitui¢des por CHs
nas posicdes 5, 7 e 8 do anel cromanol (Figura 131). Os tocoferois possuem
trés centros quirais, e a isoforma naturalmente encontrada apresenta
configuragdo 2R,4'R,8'R (ZINGG; AZZI, 2004; TUCKER; TOWNSEND,
2005).

De acordo com a biossintese, o anel cromanol é derivado do acido
homogentisico, biossintetizado a partir do metabolismo dos aminoécidos
aromaticos (via do acido chiquimico), enquanto a cadeia lateral é derivada
do difosfato de geranilgeranila, biossintetizada pela via do metileritriol-
fosfato (SAINI; KEUM, 2016).

Figura 131. Estrutura da porcédo do ndcleo benzopiranico dos diferentes tipos de
tocoferdis e tocotrienois.

GZR1=R2=R3=CH3

BZR1=R3=CH3,R2=H
52R1=R2=H,R3=CH3
’YZR1=H,R2=R3=CH3
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Os tocoferois sdo importantes componentes das membranas
biol6gicas, onde atuam como antioxidantes e contribuem para a
estabilizacdo das mesmas (WITKOWSKI; WALEJKO; WAWER, 1998).
Neste contexto, a isoforma a-tocoferol € a forma natural mais potente como
captadora de radicais livres de oxigénio e nitrogénio, sendo apenas
superada por compostos sintéticos (WIJTMANS et al., 2003).

A revisdo realizada por Tucker e Townsend (2005) relne diversas
atividades biologicas ja relatadas para o a-tocoferol, destacando o seu papel
como antioxidante (exercendo, por exemplo, papel na prevencdo da
peroxidacdo lipidica e aterosclerose), mas também como pro-oxidante,
participando da sinalizacdo celular e fungBes regulatérias no organismo.
Além disso, inumeros estudos clinicos e pré-clinicos apontaram o0s
beneficios desta substancia na prevencdo e tratamento de doencas do
coracdo, cancer e doenca de Alzheimer.



Tabela 17. Dados espectrais de RMN da substancia Dj15 obtidos no presente trabalho e em comparacéo com a literatura para
a-tocoferol.

DJ15 Composto 3, Ayres et al., 2009 Baker e Myers, 1991
(300/75 MHz, CDCl5) (500/125 MHz, CDCl5) (300 MHz, CDClI3)

Posicdo &y (mult., J Hz) dc HMBC &y (mult., J Hz) dc &y (mult., J Hz) dc
2 - 74,5 - - 74,5 - 74,5
3 1,77 (2H, m) 31,5 20,7; 23,7, 39,8; 74,5; 117,4 - 31,6 ~18 31,5
4 2,60 (2H, t, 6,8) 20,7 31,5; 74,5; 117,4; 1455 6,62 (2H,t,6,7) 20,8 2,60 20,8
5 - 118,5 - - 118,5 - 118,5
6 - 144,5 - - 1445 - 144,5
7 - 121,0 - - 121,0 - 121,0
8 - 122,6 - - 122,6 - 122,6
9 - 1455 - - 1455 - 145,6
10 - 117,4 - - 117,4 - 117,3
1 1,51 (2H, m) 39,8 - - 39,8 ~1,5 39,8
2 ~1,3 21,0 - - 21,0 ~1,3 21,1
3 ~1,3 37,4 - - 37,5 ~1,4 37,6
4 ~1,4 32,8 - - 32,8 ~1,4 32,7
5 ~1,3 37,2 - - 375 ~14 374
6 ~1,3 24,4 - - 24,4 ~13 245
7 ~1,1 37,4 - - 375 ~1,1 37,3
8 ~14 32,7 - - 32,8 ~14 32,8
9 ~1,3 37,4 - - 37,5 ~14 37,5
10 ~1,3 24,8 - - 24,8 ~1,3 24,8
117 ~1,2 39,4 - - 39,4 ~1,2 39,4
12 ~15 27,9 - - 28,0 ~1,5 28,0
13 0,85 (3H, d, 6,6) 22,6 - - 22,7 0,85 22,6
2-CH3 1,23 (3H, s) 23,7 31,5; 39,8; 31,5 - 23,8 1,22 23,8
5-CHjs 2,11 (3H, s) 11,3 117,4; 118,8; 1445 2,13 (3H, s) 11,3 211 113
7-CHs 2,16 (3H, s) 12,2 121,0; 1445 2,17 (3H, s) 12,2 2,15 12,2
8-CH; 2,11 (3H, s) 11,8 121,0; 122,6; 145,5 2,13 (3H, s) 11,8 2,11 11,8
4"-CHjs 0,84 (3H, d, 6,6) 19,7 - - 19,7 0,84 ~19,7
8-CHjs 0,84 (3H, d, 6,6) 19,6 - - 19,7 0,83 ~19,7
12°-CH3 0,88 (3H, d, 6,6) 22,7 - - 22,7 0,88 22,7

OH 4,19 (s, 1H) - - - - - -

“0s valores podem estar invertidos.
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Figura 133. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl5) de Dj15.
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Figura 134. Espectro de DEPT 135 (75 MHz, CDCIs) de Dj15.
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Figura 135. Mapa de correlagcdo HSQC (300/75 MHz, CDCls5) de Dj15.
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Figura 136. Mapa de correlacdo HMBC (300/75 MHz, CDCI,) de Dj1.
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4.2.1.2.2 Substancia Dj20

Dj20 foi obtida como um 6leo de coloracdo amarelada da fracdo
J1C19-16-24, com rendimento total de 4,9 mg, e na forma impura na fracdo
J1ES18-9-10, conforme esquema apresentado na Figura 19.

Apresenta-se ha CCD em n-Hex:AcOEt (9:1, v/v) como uma
mancha com Rf 0,35, com extin¢do de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelagdo com solucéo acidificada de anisaldeido, adquire cor roxa clara.

O espectro de RMN de 'H (Figura 139 e Tabela 18) indicou que a
amostra ndo se encontra completamente pura. No entanto, foi possivel
observar um padréo de sinais bastante semelhante ao do composto Dj15
anteriormente descrito. A principal diferenca é a presenca de um hidrogénio
aromatico em dy 6,35 (1H, s, H-5). Dessa forma, a comparacdo com 0s
dados de outros compostos pertencentes a familia da vitamina E sugeriu
tratar-se de B- ou y-tocoferol, os quais diferem entre si apenas com relacdo
ao padrio de substituigdo do anel aromatico. No caso do f-tocoferol, este
apresenta a posicdo C-7 sem substituinte, enquanto o y-tocoferol apresenta
a posigdo C-5 sem substituinte (Figura 131).
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A confirmacéo da identidade da presente substancia foi realizada
por meio da comparacdo dos deslocamentos observados nos espectros de
RMN de 'H e de *C (Figura 140) com aqueles reportados para as duas
substancias (Tabela 18). Pode-se obervar que os dados obtidos para a
substancia Dj20 estdo de acordo com aqueles apresentados para o y-
tocoferol, destacando-se as posicbes 4, 5, 7-CH3 e 8-CHs. Além disso, as
correlacdo observadas no mapa de HMBC (Figura 142) corroboram a
estrutura proposta, notadamente as correlagbes observadas entre 0s
hidrogénios em 6y 6,35 (H-5) e o carbono ressonando em o¢ 22,3 (C-4),
além da correlagdo entre os hidrogénios em oy 2,11 (3H, s, 7-CH3) e 0
carbono ressonando em §¢ 125,8 (C-8), e dos hidrogénios em 6y 2,09 (3H,
s, CH3-8) com o carbono ressonando em d¢ 121,6 (C-7). A estrutura parcial
contendo estas correlagdes esta apresentada na Figura 137.

Figura 137. Estrutura parcial da substancia Dj20 com as correlagdes verificadas no
mapa de HMBC.

Dessa forma, a substincia Dj20 foi identificada como y-tocoferol
(Figura 138). No género Dictyopteris, este composto somente foi isolado da
espécie D. polypodioides coletada na Baia Gerolimenas, Grécia (DIMOU et
al., 2016). No entanto, y-tocoferol é amplamente encontrado em algas
marinhas, principalmente algas pardas, muitas das quais apresentam
propriedades nutricionais, como espécies de Laminaria, Fucus,
Ascophyllum e Ulva (HOLDT; KRAAN, 2011; SKROVANKOQOV; 2011)
Além disso, este composto esta presente também em plantas, notadamente
encontrado em Oleos vegetais, como o Gleo de soja, além do milho,
amendoim e canola, constituindo uma das principais fontes de vitamina E
para o ser humano (SAINI; KEUM; 2016; DIETRICH et al., 2006).

Dentre os isdbmeros da vitamina E, y-tocoferol é considerado o mais
eficiente em remover radicais livres de nitrogénio, além de apresentar
potente atividade anti-inflamatéria e de inibicdo da carcinogénese
(DIETRICH et al., 2006; GRILO et al., 2014).
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Figura 138. Estrutura da substancia Dj20 (y-tocoferol).




Tabela 18. Dados espectrais de RMN da substancia Dj20 obtidos no presente trabalho, em comparagéo com a literatura para as substancias B-
tocoferol e y-tocoferol.

Dj20 Baker e Myers, 1991 Soares et al., 2014
(300/75 MHz, CDCls) (300 MHz, CDCl3) (300 MHz, CDCl3)
y-tocoferol B-tocoferol y-tocoferol y-tocoferol

Posicdo &y (mult., J Hz) dc HMBC &y (mult., J Hz) dc Sy (mult., J Hz) dc &y (mult., J Hz) dc
2 - 75,4 - - 74,5 - 75,5 - 75,5
3 1,74 (2H, m) 31,3 - ~1,8 31,4 ~1,8 31,4 1,66 (m) 31,5
4 2,65 (2H,t, 6,3) 22,3 31,3; 75,4;112,1; 118,3; 145,7 2,60 20,8 2,67 22,3 2,65 (t,7,3) 223
5 6,35 (1H, s) 112,1 22,3;121,6; 125,8; 145,7 - 119,2 6,37 112,1 6,35 () 112,1
6 - 146,2 - - 1457 - 146,2 - 146,2
7 - 121,6 - 6,46 115,3 - 121,6 - 121,6
8 - 125,8 - - 124,0 - 1258 - 125,8
9 - 145,7 - - 146,0 - 145,8 - 145,8
1 - 118,3 - - 120,3 - 118,3 - 118,3
1 1,54 (2H, m) 40,0 - ~15 39,7 ~15 40,1 - 40,0
2 ~1,3 21,0 - ~1,3 21,0 ~1,3 21,0 - 21,0
3 ~1,4 37,4 - ~14 375 ~1,4 375 - 375
4 ~1,4 32,7 - ~14 32,7 ~1,4 32,7 - 32,7
5 ~14 37,4 - ~14 37,4 ~14 37,3 - 37,3
6 ~1,3 24,4 - ~1,3 24,5 ~1,3 24,5 - 24,5
7 ~1,1 37,3 - ~1,1 37,3 ~1,1 37,3 - 37,3
8 ~14 32,8 - ~14 32,8 ~14 32,8 - 32,8
9 ~14 37,4 - ~14 37,5 ~14 37,4 - 37,4
10 ~1,3 24,8 - ~1,3 24,8 ~1,3 24,8 - 24,8
11’ ~1,2 39,4 - ~1,2 39,4 ~1,2 39,4 1,23-1,28 (m) 39,4
12 ~15 28,0 - ~15 28,0 ~15 28,0 - 28,0
13 0,85 (3H, d, 6,6) 22,6 - 0,85 22,6 0,85 22,6 0,84 (d, 6,7) 22,6
2-CHs 1,23 (3H, s) 241 40,0; 75,4 1,22 238 1,24 24,1 1,22 (s) 24,1

5-CH3 - - - 2,08 11,0 - - - -
7-CH; 2,11 (3H, s) 119 125,8; 146,2 - - 2,13 11,9 2,11 (5) 11,9
8-CH3 2,09 (3H, s) 11,9 121,6 2,09 15,8 2,11 11,9 2,09 (s) 11,9
4’-CHjs 0,82 (3H, d, 6,6) 19,6 - 0,84 19,7 0,84 19,7 0,84 (d, 6,7) 19,6
8-CHj3 0,82 (3H, d, 6,6) 19,7 - 0,83 19,8 0,83 19,8 0,82 (d, 6,7) 19,8
12-CH; 0,85 (3H, d, 6,6) 22,7 - 0,88 22,7 0,88 22,7 0,84 (d,6,7) 22,7

OH - - - 4,35 - 4,25 - 4,21 (s) -

1T¢
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Figura 139. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClI;) de Dj20.
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Figura 141. Mapa de correlacdo HSQC (300/75 MHz, CDCls3) de Dj20.

213

b I B A_MAJ\MJUUM L

it

“-

4

- 10

- 20

- 30

- 40

- 50

- 60

- 70

- 80

- 90

- 100

- 110

- 120

- 130

T T T T T T T T T T

T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

0.0 ppm

" Sinais em azul correspondem a CH,, sinais em vermelho correspondem a CH ou

CHs,.

Figura 142. Mapa de correlagdo HMBC (300/75 MHz, CDCl;) de Dj20.

—3
_‘3
—

|

|

L.

WLM}LL ppm
vy
o L]

q .
: RUTRY 'Y B
., 8 9
y o ‘! - a0
60
® ' b
- 80
100
L] e . (] L
@ wed
120
a . 1’ p
@
%98 140
o ' e K-
T T T T T T T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm




214

4.2.1.2.3 Substancia Dj25

Dj25 foi obtido como um dleo de coloracdo amarelada da fracdo
J1C22-24-28, com rendimento total de 2,2 mg, conforme esquema
apresentado na Figura 19.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (85:15, v/v) como uma
mancha com Rf 0,3, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; apos
revelagdo com solucéo acidificada de anisaldeido, adquire cor roxa.

Os espectros de RMN de *H (Figura 145 e Tabela 19) e de **C
(Figura 146) apresentaram-se bastante semelhantes aos espectros dos
tocoferois, especialmente o a-tocoferol (Djl15). No entanto, algumas
particularidades foram observadas, como a presenga de um multipleto em
oy 2,55 (2H, m), ao invés de um tripleto como observado em Djl15 (&4
2,60), assim como as metilas levemente mais blindadas ressonando em oy
2,01 (6H, s) e oy 2,04 (3H, s,). Verificou-se também a auséncia dos demais
sinais correspondentes ao anel pirano no espectro de RMN de *H (54 1,77)
e de *C (8¢ 31,5 e 8¢ 74,5), sugerindo a inexisténcia deste segundo anel.

Por meio do espetro de RMN de *3C e das correlagdes observadas
no mapa de HMBC (Figura 148) foi possivel estabelecer a presenca de 29
carbonos, sendo sete destes quaternarios: d¢c 187,8, 6c 187,6, dc 144,4, d¢
140,6, d¢c 140,4, d¢c 140,2 e d¢c 72,6. A ressonancia na regido de 6c 187,8 e
dc 187,6 ¢ indicativa da existéncia de carbonila o,B-insaturada
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007) e, juntamente com o0s
demais sinais na regido de dc 140 a dc 145, sugere tratar-se de uma
benzoquinona totalmente substituida ligada a uma cadeia terpénica. A busca
na literatura sobre derivados de tocoferois apontou a forma oxidada do a-
tocoferol, o-tocoferol-quinona (também denominado de a-tocoferil-
quinona).

Dessa forma, a atribuicdo dos sinais foi feita com base nas
correlagdes observadas nos mapas de HSQC (Figura 147), HMBC e COSY
'H-'H (Figura 149). As duas metilas ressonando em &y 2,01 (6H, s, 2-CH; e
3-CH3) apresentaram correlagao direta com os carbonos em d¢ 12,3 (CH3-3)
e dc 12,4 (CHs-2) no mapa de HSQC, e correlagdes a longa distancia com
0s carbonos quaternarios em 6¢ 140,6 (C-3), d¢c 187,6 (C-1) e d¢c 187,8 (C-
4) no mapa de HMBC. O carbono em C-4 também apresentou correlacdo a
longa distincia com a metila em 6y 2,04 (3H, s, 5-CHy), indicando que
ambas as metilas estdo em posicdo orto em relacdo a esta carbonila.
Adicionalmente, a metila em 8y 2,04 (5-CHj3) apresentou correlacéo direta
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com o carbono em d¢c 11,9 (C-5) e correlacdes a longa distdncia com os
carbonos em 6¢ 140,4 (C-5) e d¢c 144,4 (C-6).

Diretamente ligado ao anel benzoquindnico encontra-se 0 metileno
mais desblindado ressonando em &y 2,55 (2H, m, H-1"), o qual apresenta
correlacdo a longa distancia com o carbono em C-6 do anel, bem como com
o carbono ressonando em ¢ 40,3 (C-27), vicinal ao carbono quaternario
hidroxilado em 8¢ 72,7 (C-3).

A metila ressonando em &y 1,24 (3H, s, CH3-3) apresenta-se mais
desblindada pela proximidade ao grupamento hidroxila e apresentou
correlagdes com os metilenos nas posicbes C-4" e C-5. A Figura 143
apresenta a estrutura parcial da substdncia Dj25 com as correlaghes
observadas no mapa de HMBC e COSY *H-'H.

Figura 143. Estrutura parcial da substancia Dj25 com correlacfes observadas no
mapa de HMBC e COSY 'H-'H.

o OHuss .

40,3 42,3 N
\

—— HMBC 266 W __-
< - % COSY 'H-H

As atribuicdes dos sinais para o restante da cadeia fitilica se deu
em conformidade com o observado na literatura para o a-tocoferol-quinona
(Figura 144). Este constitui o primeiro relato do isolamento desta
substancia para o género Dictyopteris.

Figura 144. Estrutura da substancia Dj25 (a-tocoferil-quinona).
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A o-tocoferil-quinona ocorre amplamente em organismos
fotossintetizantes, também podendo ser encontrada em tecidos animais e
bactérias. Evidéncias indicam a participacdo desta substancia na cadeia de
transporte de elétrons, e a sua forma reduzida (o-tocoferil-hidroquinona)
atua como antioxidante. Nas plantas, esta quinona é encontrada
principalmente nos cloroplastos, onde € sintetizada juntamente com outras
quinonas preniladas. Outra possivel fonte de a-tocoferil-quinona é a partir
da oxida¢do do o-tocoferol (KRUK e STRZALKA, 1995; NOWICKA e
KRUK, 2010).

Diversas atividades bioldgicas ja foram avaliadas, muitas delas
relacionadas ao seu potencial antioxidante, apresentando efeitos
promissores em doencas neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer
(DA) e Ataxia de Friedreich. Yang e colaboradores (2010 e 2016)
demonstraram o potencial desta substancia in vitro e in vivo em diversos
ensaios relacionados a patogenia da Doenca de Alzheimer, incluindo
inibicdo da agregacdo da proteina beta-amiloide e sua neurocitotoxicidade,
diminui¢do da formacdo de espécies reativas de oxigénio, NO e citocinas
inflamatorias em células microgliais e também em ratos transgénicos, nos
quais houve reducdo da perda de meméria. Shrader et al. (2012)
demonstraram que esta substancia protege os fibroblastos de pacientes
diagnosticados com Ataxia de Friedreich contra o estresse oxidativo de
maneira dose-dependente. A substancia também ndo apresentou efeito
mutagénico no teste de Ames, nem no teste de micronucleo.

Além disso, a-tocoferol-quinona apresentou efeitos benéficos em
estudos clinicos de doencas isquémicas do coracdo e infarto, relacionados
ao seu potencial anticoagulante e antiagregante. A atividade anticoagulante
K, por meio, por exemplo, da ligagdo aos grupos tiois do sitio ativo da
enzima (DOWN e ZHENG, 1995). Além disso, estudos tém demonstrado
maior potencial de inibicdo da agregacdo plaquetaria quando comparado ao
a-tocoferol (COX et al., 1980).



Tabela 19. Dados espectrais de RMN da substincia Dj25 e em comparagdo com a literatura para a-tocoferil-quinona.

Dj25

(300/75 MHz, CDCls)

Pascual Tereza et al., 1987
(200 MHz, CDCls)

Cho et al., 2009
(400 MHz, CDCls)

Posicdo 3y (mult., J Hz) 3¢ HMBC COSY *H-'H 8y (mult., J Hz) dc 3y (mult., J Hz) dc
1 - 187,6 - - - 187,24 - 187,07
2 - 140,2 - - - 140,23 - 140,29
3 - 140,6 - - - 140,49 - 140,05
4 - 187,8 - - - 187,68 - 187,51
5 - 140,4 - - - 140,58 - 140,40
6 - 144,4 - - - 144,55 - 144,27
N 2,55 (2H, m) 21,4 40,3; 144,4 1,49 2,55 (2H, m) 21,46 2,51 (2H, m) 21,35
2’ 1,49 (2H, m) 40,3 21,4 2,55 - 40,35 - 40,23
3 - 72,7 - - - 72,69 - 72,65
4 1,45 (2H, m) 42,3 26,6 - - 42,39 - 42,27
5 1,30 (2H, m) 21,3 72,7 - - 21,39 - 21,45
6 ~1,2 37,6 - - - 37,69 - 37,60
7 ~1,4 32,8 - - - - - 32,80
8’ ~1,2 37,4 - - - - - 37,44
9 ~1,2 24,5 - - - 24,54 - 24,54
10° ~1,2 37,4 - - - 37,50 - 37,44
1’ ~1,4 32,8 - - - 32,84 - 32,83
12 ~1,2 37,3 - - - 37,35 - 37,29
13° ~1,2 24.8 - - - 24,83 - 24,84
14 1,11 (2H, m) 39,4 - - - 39,44 - 39,37
15° 1,49 (1H, m) 28,0 - - - 28,01 - 28,01
16 0,83 (3H, d, 6,7) 22,6 - - 0,88(3H,d, 6,35 22,64  0,83(3H,d,6,8) 22,78
2-CH; 2,01 (3H, 9) 12,4 140,6; 187,6 - 1,98 (3H, s) 12,35 1,98 (3H, s) 12,47
3-CH; 2,01 (3H, 9) 12,3 187,8 - 1,98 (3H, 9) 12,27 1,98 (3H, 9) 12,39
5-CHs 2,04 (3H, s) 11,9 140,4; 144,4; 187,8 - 2,03 (3H, 9) 11,95 2,00 (3H, 5) 12,06
3’-CHs 1,24 (3H, s) 26,6 - - 1,2 (3H, s) 26,64 1,20 (3H, 5) 26,59
7°-CHj 0,83 (3H, d, 6,7) 19,7 - - 0,88 (3H,d,6,35) 19,74 0,83 (d, 6,8) 19,81
11°-CH;, 0,83 (3H,d, 6,7) 19,8 - - 0,88(3H,d, 6,35 19,79 0,83 (d, 6,8) 12,47
15°-CHs 0,84 (3H, d, 6,7) 22,7 - - 0,86 (3H,d,5:86) 22,73 0,81 (d, 6,8) 22,68

LT¢
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Figura 145. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI;) de Dj25.
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Figura 147. Mapa de correlagdo HSQC (300/75 MHz, CDCls) de Dj25.
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Figura 149. Mapa de correlagido COSY *H-'H (300 MHz, CDCl5) de Dj25.
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4.2.1.3 Compostos terpénicos
4.2.1.3.1 Substancia Dj21

Dj21 foi obtida como substancia minoritaria na fracdo JIES18-9-
10, da qual foi possivel identificar o composto y-tocoferol reportado
anteriormente. O rendimento total daquela fragcdo foi de 8,1 mg, conforme
esquema apresentado na Figura 19.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (9:1, v/v) como uma
mancha com Rf 0,4, que ndo extingue a fluorescéncia em 254 nm; apds
revelagdo com solucéo acidificada de anisaldeido, adquire cor roxa.

Por meio da andlise por CG-EM verificou-se a presenca de dois
picos principais eluindo em 20,96 min e 34,40 min (Figura 154). A busca
na biblioteca da base de dados NIST sugeriu tratar-se de fitol e y-tocoferol,
respectivamente. O espectro de massas para o pico em 20,96 min (Figura
155) apresentou um ion de m/z 296,0061 (CoH400), referente ao pico do
jon molecular [M]". Observa-se que o pico correspondente ao ion molecular
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apresenta baixa intensidade, o que é esperado por conta da desidratacdo
sofrida pelos alcoois.

O perfil de fragmentacdo observado no espectro de massas
apresentou alguns ions caracteristicos: m/z 278 (2, M*-H,0), m/z 123 (38),
m/z 109 (11), m/z 95 (26), m/z 81 (49), m/z 71 (100), m/z 69 (35), m/z 57
(47). Dessa forma, com base na literatura (BYJU et al., 2013; ALTOE,
2014), foi proposto o esquema de fragmentacgdo apresentado na Figura 150.

Figura 150. Esquema de fragmentagdo da substancia Dj21 (fitol) com base no
espectro de CG-EM (IE, 70 eV).
A C

Y\//w//\/w/\/Y\/OH
\
/ B m/z 296 \ -H,0
* OH
A Y /Y\/Y\/Y\/ Y\W+
m/z 57 m/z 278
l - CqqHa2s

K\/\K\+
m/z 71

(o] w/\/+ .WOH m/z123
- C4H8 / \- CH2
m/z 85
+ +
/ /
m/z 69 m/z 109

Fonte: adaptado de Byju et al., 2013 e Altoé, 2014.

No espectro de RMN de *H (Figura 153) foi possivel observar o y-
tocoferol como substancia majoritaria. No entanto, observam-se alguns
sinais menos intensos correspondentes a cadeia fitilica ressonando em 3y
5,41 (1H, t, J = 7,1 Hz, H-2), caracteristico dos hidrogénios olefinicos em
H-2, e 64 4,14 (2H, d, J = 7,1 Hz, H-1), caracteristico do hidrogénio
oximetilénico em H-1. Ambos apresentam constante de acoplamento
caracteristica de acoplamento vicinal. Adicionalmente, € possivel observar
um multipleto em 6y 1,99 (2H, m, H-4), correspondente ao metileno
desblindado em H-4, conforme apresentado na Figura 151.
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Figura 151. Estrutura parcial proposta para a substancia Dj21.
1,99 541

@H,m)  (1H,t7.1Hz) OH
/ 4,14

(2H,d, 7,1 Hz)

Os demais sinais espectrais ndo foram identificados claramente,
uma vez que se encontram sobrepostos aos sinais do composto majoritario
y-tocoferol.

Os demais espectros de RMN de **C e bidimensionais néo foram
obtidos. No entanto, o conjunto dos dados sugere a identificagdo deste
composto minoritario como o fitol (Figura 152), um diterpeno pertencente
ao grupo dos alcoois aciclicos insaturados de cadeia longa e ramificada.
Apesar de ser amplamente encontrado na natureza, este é o primeiro relato
para o género Dictyopteris.

Figura 152. Estrutura da substancia Dj21 (fitol).

O fitol é um dos constituintes da molécula de clorofila, sendo,
portanto, produzido por praticamente todos 0s  organismos
fotossintetizantes, incluindo algas, plantas e bactérias (cianobactérias).
Além de ser utilizado para a sintese de clorofila, também entra na
composicdo dos tocoferois, filoquinona (vitamina K) e ésteres de acidos
graxos fitilicos. O fitol é derivado do geranilgeraniol por meio da reducéio
de trés ligacdes duplas (GUTBROD et al., 2019).

Atualmente, esta substdncia € utilizada principalmente como
constituinte de cosméticos, como xampus, sabonetes, além de detergentes
(ISLAM et al., 2015). No entanto, recentemente tém-se dado maior atencdo
as suas propriedades bioldgicas. Neste sentido, Islam et al. (2018)
publicaram recentemente uma revisdo sobre as principais atividades
bioldgicas reportadas para este composto, destacando-se as atividades
citotdxica, antimicrobiana, antioxidante, ansiolitica, antinociceptiva, anti-
inflamatoria, imunomoduladora, inducdo da antofagia e apoptose,
modulacdo do metabolismo, entre outras.
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Figura 153. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl,) da fracéo contendo de Dj21.
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Figura 154. Cromatograma obtido por CG-EM da frac8o contendo a substancia
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Figura 155. Espectro de massas da substancia Dj21 obtido por CG-EM (El, 70 eV).
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4.2.1.4 Esteroides
4.2.1.4.1 Substancia Dj19

Dj19 foi obtida como um sélido branco da fracdo J1C22-34-39,
com rendimento total de 15,8 mg, conforme esquema apresentado na Figura
19.

Apresenta-se ha CCD em n-Hex:AcOEt (9:1, v/v) como uma
mancha com Rf 0,2, que ndo extingue a fluorescéncia em 254 nm; apds
revelagdo com solucéo acidificada de anisaldeido, adquire cor roxa.

A anlise dos espectros de RMN de *H (Figura 160 e Tabela 21) e
de C (Figura 160) npossibilitou identificar um padrdo bastante
caracteristico de esqueleto esteroidal. O espectro de RMN de **C revelou a
presenca de 29 sinais de carbonos, os quais, segundo o espectro de DEPT
135 (Figura 162), correspondem a quatro carbonos quaternarios (6¢ 36,5, dc
42,3, dc 140,7, dc 147,0), nove carbonos metinicos (dc 31,9, dc 34,8, o¢c
36,6, d¢c 50,1, ¢ 55,7, d¢c 56,7, 6¢c 71,8, dc 115,5, 6c 121,7), dez carbonos
metilénicos (5(: 21,0, 5(: 24,3, 5(: 25,6, SC 28,2, 5(: 31,6, 5(: 31,9, 8(; 35,2, 5(:
37,2, 6¢c 39,7, &¢c 42,2) e seis carbonos metilicos (6¢ 11,8, ¢ 13,2, d¢ 18,7,
dc 19,4, 6¢c 22,1, dc 22,2). Os sinais dos carbonos quaternarios em ¢ 147,0
e O¢c 140,7, e dos carbonos metinicos em ¢ 121,7 e d¢ 115,5 apontam para
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um esqueleto do tipo estigmastano, caracterizados pela presenca de duas
insaturagGes com deslocamentos quimicos similares.

No espectro de RMN de *H destaca-se um dupleto em & 5,33 (1H,
d, J = 5,2 Hz, H-6), caracteristico do hidrogénio metinico H-6 desblindado
devido a ligagdo olefinica, apresentando correlagdo direta com o carbono
em o¢c 121,7 no mapa de HSQC (Figura 163), e correlacbes a longa
distancia com o carbono quaternario em d¢ 140,7 (C-5) e metilénico em d¢
31,9 (C-7) no mapa de HMBC (Figura 164). Esta configuragdo também foi
observada no mapa de COSY 'H-'H (Figura 165) por meio da correlagdo
entre o hidrogénio em 6y 5,33 (H-6) e os hidrogénios de metileno em dy
1,99 (H-7), os quais estdo ligados diretamente ao carbono em 8¢ 31,9 (C-7).

Verifica-se também um multipleto em 8y 3,51 (1H, m, H-3), tipico
para o hidrogénio metinico H-3 devido a desblindagem da hidroxila, o que
¢ confirmado pela correlacdo direta entre este hidrogénio e o carbono em d¢
71,8 (C-3) no mapa de HSQC. A localizagdo desta hidroxila no anel A é
confirmada pelas correlacdes observadas no mapa de HMBC e COSY 'H-
'H, conforme estrutura parcial apresentada na Figura 156.

Figura 156. Primeira estrutura parcial da substdncia Dj19 com correlagdes
observadas para os aneis A e B nos mapas de HMBC e COSY 'H-'H.

1,85/1,08

——» HMBC
<« - -» COSY 'H-'H

Adicionalmente, o quadrupleto em &4 5,17 (1H, g, J = 6,9 Hz, H-
28) refere-se ao hidrogénio olefinico em H-28, o qual apresenta correlacéo
direta com o carbono em d¢ 115,5 no mapa de HSQC e acoplamento vicinal
(SJ) com os hidrogénios metilicos desblindados em 6y 1,55 (3H, d, J = 6,9
Hz, H-29) no mapa de HMBC. Esta correlagdo também pode ser observada
espacialmente no mapa de COSY 'H-'H. Correlacdes a longa distancias
também foram observadas com o carbono quaternario em d¢ 147,0 (H-24),
o carbono metinico em dc 34,8 (H-25) e metilico em 3¢ 25,6 (H-23), as
quais contribuiram para confirmar a conectividade da cadeia lateral,
sugerindo a presenca da insaturacdo entre C-24 e C-28 (Figura 157).
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Figura 157. Segunda estrutura parcial da substancia Dj19 com correlagdes
observadas na cadeia lateral nos mapas de HMBC e COSY 'H-'H.
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Além da metila desblindada (H-29), o0s espectros uni e
bidimensionais obtidos permitiram evidenciar a presenca de outros cinco
grupamentos CHjs, sendo trés dupletos com deslocamentos em 6, 0,95 (3H,
d, J =6,8 Hz, H-26), 64 0,96 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-27) ¢ 64, 0,98 (3H, d, J =
6,5 Hz, H-21), e dois simpletos com deslocamentos de &y 0,67 (3H, s, H-
18) e oy 0,99 (3H, s, H-19), os quais correlacionam diretamente com 0s
carbonos em 6¢c 22,2 (H-26), d¢c 22,1 (H-27), 6c 18,7 (H-21), 6¢ 11,8 (H-
18), e dc 19,4 (H-19), respectivamente. As correlagBes a longa distancias
verificadas no mapa de HMBC possibilitaram determinar as posi¢des destas
metilas dentro do nucleo esteroidal. Estas correlagbes e as demais
observadas estdo representadas na Figura 158.
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Figura 158. Estrutura proposta para 0 composto Dj19 com destaque para as demais
correlagdes observadas no mapa de HMBC.
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Dessa forma, a comparacdo dos dados obtidos com a literatura para
esteroides permitiu sugerir que o presente composto trata-se do fucosterol
e/ou de seu diastereoisdmero isofucosterol, os quais diferem entre sim pela
configuragdo da porcdo isopropila da cadeia lateral (cis e trans,
respectivamente). Ambos diastereoisémeros ocorrem na natureza e estudos
demonstraram que a biossintese da cadeia lateral envolve reacOes
enzimaticas estereoespecificas, as quais levam a formacdo de apenas um
dos isdbmeros de C-24 etilideno (GIBBONS et al., 1968).

Mclnnes e colaboradores (1980) realizaram um estudo comparativo
entre esses dois compostos com base em seus espectros de *3C, permitindo
evidenciar algumas particularidades em relacdo aos deslocamentos
quimicos da cadeia lateral (Tabela 20). Verificou-se que os carbonos em C-
17, C-21, C-22, C-23 e C-28 do fucosterol apresentam-se mais blindados
em relacdo ao isofucosterol, enquanto os carbonos em C-20, C-24, C-25, C-
26, C-27 e C-29 apresentam-se mais desblindados. Assim, tendo como base
os dados apresentados (Tabela 20), o presente composto foi identificado
como fucosterol (Sa-estigmasta-5,24(28)-dien-3p-ol) (Figura 159).
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Tabela 20. Comparacéo dos dados espectroscépicos de RMN de **C entre Dj19,

fucosterol e isofucosterol.

Mclnnes et al. (1980)
Fucosterol (100 MHz, CDCls)

Meclnnes et al. (1980)
Isofucosterol (100 MHz, CDCls)

Dj19
(300 MHz,
CDCly)
Posicao & [
17 55,7 (55,71) 55,82 56,05
20 36,5 (36,47) 36,43 36,15
21 18,7 (18,71) 18,77 18,82
22 35,2 (35,19) 35,24 36,00
23 25,6 (25,63) 25,72 27,97
24 147,0 (146,96) 146,95 145,85
25 34,8 (34,77) 34,79 28,63
26 22,2 (22,20) 22,14 21,01
27 22,1 (22,10) 22,25 21,09
28 1155 (115,52) 115,56 116,49
29 13,2 (13,16) 13,18 12,76

O espectro de massas por CG-EM (IE, 70 eV) (Figura 166) foi

obtido para a substancia Dj19, porém ndo foi possivel observar o pico
correspondente ao ion molecular. Como pico base, registrou-se o ion com
m/z 313,5728 (M*-C;Hy,), resultante da perda de parte da cadeia lateral e
caracteristico para o nucleo A**@®-gsteroide (KOMURA et al., 1974). A
comparacgdo do perfil de fragmentacdo com a biblioteca da base de dados
NIST confirmou tratar-se do fucosterol.

Figura 159. Estrutura da substancia Dp19 (fucosterol).




Tabela 21. Dados espectrais de RMN da substancia Dj19 obtidos no presente trabalho, em comparagdo com dados da

literatura para o fucosterol.

Dj19 Khanavi et al., 2012 Ham et al., 2010
(300 MHz, CDCls) (500 MHz, CDCl5) (400 MHz, CDCl5)
Posicdo oy (mult., J Hz) dc HMBC COSY 'H-'H & (mult., J Hz) 5c o (mult., J Hz) dc
1 1,85 (1H, m); 1,08 (1H, m) 372 36,5; 71,8 - - 37,28 - 37,2
2 1,86 (1H, m); 157 (1H, m) 316 422;71,8 1,08 - 31,69 - 316
3 3,51 (1H, m) 718 - 1,57; 1,85; 2,30 3,52 (1H, m) 71,82 3,53 (1H, m) 718
4 2,30 (2H, m) 422 31,6; 71,8; 121,7; 140,7 - - N.D. - 422
5 - 140,7 - - - 140,78 - 140,7
6 5,33 (1H, d, 5,2) 121,7 31,9; 36;5; 42,2 1,99; 2,30 5,35 (1H, sl) 121,70 5,33 (1H, dI, 5,0) 121,7
7 1,99 (2H, m) 31,9 121,7; 140,7 - - 31,93 - 31,9
8 1,43 (1H, m) 31,9 31,9; 50,1 - - 31,9 - 31,9
9 0,96 (1H, m) 50,1 - - - 50,1 - 50,1
10 - 36,5 - - - 36,53 - 36,5
1 1,52 (2H, m) 21,0 39,7; 42,3; 50,1 - - 21,10 - 21,0
12 2,03 (1H, m); 1,19 (1H, m) 397 21,0;50,1 1,15 - 39,78 - 39,7
13 - 423 - - - 42,33 - 423
14 1,03 (1H, m) 56,7 - - - 56,78 - 56,7
15 1,61 (1H, m); 1,09 (1H, m) 243 42,3;56,7; 28,2 - - 2433 - 243
16 1,89 (1H, m); 1,29 (1H, m) 282 24,3,55,7 - - 28,24 - 28,2
17 1,15 (1H, m) 55,7 11,8423 - - 55,82 - 55,7
18 0,67 (3H, s) 11,8 39,7; 42,3 - 0,69 (3H, s) 11,58 0,66 (3H, s) 11,8
19 0,99 (3H, s) 19,4 37,2; 50,1; 55,7; 56,7 - 1,01 (3H, s) 19,40 0,98 (3H, s) 19,4
20 1,42 (1H, m) 36,4 55,7 - - 36,43 - 36,4
21 0,98 (3H, d, 6,5) 18,7 55,7 - 0,99 (3H, d) 18,7 0,97 (3H, sl) 18,7
22 1,41 (1H, m); 1,10 1H, m) 352 256 - - 35,2 - 35,2
23 2,09 (1H, m); 1,90 (1H, m) 256 34,8; 115,5; 147,0 - - 25,73 - 25,6
24 - 147,0 - - - 147,01 - 146,9
25 2,21 (1H, m) 348 147,0 - 2,2 (1H, sep) 34,78 - 347
26 0,95 (3H,d, 6,8) 222 - - 0,97 (3H, s) 22,13 0,95 (3H, d, 1,5) 222
27 0,96 (3H, d, 6,8) 221 147,0 - 0,98 (3H, d) 22,24 0,96 (3H, d, 1,2) 221
28 5,17 (1H, g, 6,9) 1155 13,2; 25,6; 34,8; 147,0 1,55 5,18 (1H, q) 1155 5,17 (1H, g, 6,5) 1155
29 1,55 (3H, d, 6,9) 13,2 115,5; 147,0 - 1,57 (3H, d) 13,17 1,55 (3H, d, 7,0) 13,1

N.D. = ndo determinado.

6¢¢
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Figura 160. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI;) de Dj19.
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Figura 161. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDClI;) de Dj19.
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Figura 162. Espectro de RMN DEPT 135 (75 MHz, CDCls) de Dj19.
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Figura 163. Mapa de correlagcdo HSQC (300/75 MHz, CDCls3) de Dj19.
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Figura 164. Mapa de correlacdo HMBC (300/75 MHz, CDCI,) de Dj19.
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)

A

AL

} el

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm




233

Figura 166. Espectro de massas do composto Dj19 obtido por CG-EM (El, 70 eV).
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O fucosterol ja foi reportado para a espécie D. plagiogramma
coletada na costa do Rio de Janeiro, sendo identificado e quantificado no
extrato bruto por CG-EM (FLEURY et al., 1994b) no extrato. Portanto, este
constitui o primeiro relato sobre o isolamento, propriamente dito, deste
composto na espécie. Este esterol ja foi relatado para diversas outras
espécies do género, como D. divaricata (SONG et al., 2004; SONG et al.,
2005a; SONG et al., 2006b; IKEKAWA et al.,, 1968), D. delicatula
(FLEURY et al., 1994b) e D. polypodioides (AMICO et al., 1976).

Como ja mencionado, o fucosterol é um esteroide caracteristico de
algas, especialmente de algas pardas. Foi um dos primeiros esteroides
marinhos conhecidos, sendo isolado pela primeira vez em 1934 a partir da
alga Fucus vesiculosus, por Heilbron e colaboradores. H& de se destacar
que o fucosterol € bastante reativo e pode sofrer um processo de degradacio
por oxidacdo ao ar, originando como artefato o saringosterol (FLEURY et
al., 1996).

O fucosterol ja& foi largamente estudado com relacdo as suas
propriedades biologicas. Em um trabalho de revisdo recente, Abdul e
colaboradores (2016) compilaram diversos estudos sobre os seus efeitos,
destacando-se atividades citotoxica, antidiabética, antioxidante, anti-
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inflamatoria, hepatoprotetora, antihiperlipidémica, antifangica,
antihistaminica, anticolinérgica, antiadipogénica, etc.

4.2.1.5 Derivados de acido ftalico
4.2.1.5.1 Substancia Dj12

Dj12 foi obtida como um o6leo incolor das fragdes J1CL5-3,
JICL7-3-4 e J1C17-31-49, com rendimento total de 7,9 mg, conforme
esquema apresentado nas Figuras 16 e 18.

Apresenta-se na CCD em Hex:AcOEt (96:4, v/v) como uma
mancha com Rf 0,4, com extingcdo de fluorescéncia em 254 nm; apds
revelacdo com solucdo acidificada de anisaldeido, adquire cor marrom.

O espectro de RMN *H (Figura 168 e Tabela 22) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios de anel aromatico pertencentes a um sistema
1,2-dissubstituido, exibindo um sinal em 8y 7,68 (2H, dd, J = 7,8 e 3,4 Hz,
H-1) ¢ 8y 7,51 (2H, dd, J = 7,8 e 3,4 Hz, H-2). As constantes de
acomplamento de 7,8 Hz e 3,4 Hz sdo caracteristicas para hidrogénios em
posicdo orto e meta, respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2007). Também foi possivel observar um multipleto em &y 4,20
(4H, m, H-3), sugerindo hidrogénios vicinais a um atomo eletronegativo.
Estas caracteristicas espectrais apresentaram similaridade com o padrdo de
ftalatos, porém a cadeia laterial apresenta grandes variagoes entre eles. Os
sinais ressonando entre &y 1,25-1,30 (12H, m, H-7, H-8, H-9) e &y 1,35-
1,39 (4H, m, H-11) sugeriram tratar-se de metilenos de cadeia alquilica,
enquanto o multipleto ressonando em 8y 1,67 (1H, m, H-6) indicou tratar-se
de um metino. Foi possivel também observar a presenca de duas metilas
em 6y 0,89 (6H, m, H-10, H-12). Portanto, os dados sugeriram um derivado
de &cido ftalico com cadeia alifatica ramificada.

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR) (Figura
169) da substancia Dj12 apresentou um ion de m/z 391,2893, referente ao
pico do ion molecular [M+H]", e outro ion de m/z 413,2717, referente ao
aduto de sodio [M+Na]". O primeiro ion apresentou massa compativel com
a férmula molecular C,4H390, (calculado m/z 391,2923).

A comparacdo com dados da literatura permitiu identificar a
presente substancia como sendo o ftalato de bis(2-etil-hexila) (Figura 167).
Este composto ja foi reportado para as algas pardas Undaria pinnatifida e
Laminaria japonica, a alga verde Ulva sp. (NAMIKOSHI et al., 2006), e a
alga vermelha Bangia atropurpurea (CHEN, 2004). Além disso, este
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composto ja foi isolado de fungos como Streptomyces bangladeshensis
(AL-BARI et al., 2005), e bacterias, como Brevibacterium mcbrellnerii
(RAJAMANIKYAM et al., 2017).

Figura 167. Estrutura da substancia Dj12 (ftalato de bis(2-etil-hexila).

Tabela 22. Dados espectrais de RMN da substancia Dj12 obtidos no presente
trabalho e em comparagdo com a literatura para a substancia ftalato de bis(2-etil-

hexila.
Sy (mult., J Hz)
Posicdo Dj12 Garg, Bisht e Ling Rajamanikyam et al.
(300 MHz, CDCly) (2014) (2017) (500 MHz,
(600 MHz, DMSO) CDCly)
2 7,68 (2H, dd, 7,8; 7,7 (2H, dd, 8,8; 3,1) 7,72-7,69 (2H, m)
3,4)
3 7,51 (2H, dd, 7,8; 7,5 (2H, dd, 8,8; 3,1) 7,53-7,50 (2H, m)
3,4)
5 4,20 (4H, m) 4,21-4,23 (4H, m) 4,24-4,21 (4H, m)
6 1,67 (2H, m) 1,61-1,65 (2H, m) -2
7 1,25-1,33 (4H, m) 1,23-1,32 (4H, m) 1,45-1,32 (4H, m)
8 1,25-1,33 (4H, m) 1,23-1,32 (4H, m) 1,45-1,32 (4H, m)
9 1,25-1,33 (4H, m) 1,23-1,32 (4H, m) 1,45-1,32 (4H, m)
10 0,89 (6H, t, 7,2) 0,85 (6H, t) 0,92 (t, 6H)
11 1,35-1,39 (4H, m) 1,32-1,34 (4H, q) 1,45-1,32 (4H, m)
12 0,89 (6H, m) 0,80 (6H, t) 0,92 (6H, t)

# Os autores ndo informaram o deslocamento quimico.
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Figura 168. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI;) de Dj12.
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4.2.1.5.2 Substancia Dj14

Dj14 foi obtido como um 6leo incolor das fragcGes J1C12-46-49 e
J1CL8-1, com rendimento total de 9,2 mg, e na forma impura na fragdo
J1C17-63-68, conforme esquema apresentado nas Figuras 16 e 18.

Apresenta-se na CCD em n-Hex:AcOEt (96:4, v/v) como uma
mancha com Rf 0,4, com extincdo de fluorescéncia em 254 nm; ap0s
revelagdo com solucdo acidificada de anisaldeido adquire cor roxa,
tornando-se rosada com o tempo.

O espectro de RMN de 'H (Figura 172 e Tabela 23) apresentou
grande similaridade com o espectro do composto Dj12, sugerindo tratar-se
de outro éster de 4cido ftalico. E possivel observar os sinais mais
desblindados em &y 7,73 (2H, dd, J =5,8 € 3,4 Hz, H-1) e 84 7,54 (2H, dd,
J = 58 e 3,4 Hz, H-2), caracteristicos dos hidrogénios aromaticos
pertencentes ao sistema 1,2-dissubstituido.

As principais diferencas encontradas se referem a presenca de um
dupleto em 64 4,09 (2H, J = 6,7 Hz, H-3) ligado diretamente a um carbono
ressonando em d¢c 71,7, e acoplando com um septeto em oy 2,04 (2H, J =
6,7 Hz, H-4), o qual possui correlagdo direta com o carbono em ¢ 27,6 no
mapa de HSQC (Figura 174). Estes dados indicaram a presenca de um
grupo isobutila ao invés de uma cadeia linear, como foi observado para a
substancia Dj12. Por meio do mapa de HMBC (Figura 175) foi possivel
observar algumas correlagfes importantes para esta cadeia lateral, as quais
estdo demonstradas na Figura 170.

Figura 170. Estrutura parcial da substancia Dj14 com correlagBes observadas na

cadeia lateral no mapa de HMBC.
o

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI(+)EMAR) (Figura
176) da substancia Dj14 apresentou um ion de m/z 279,1596, referente ao
pico do fon molecular [M+H]", e outro ion de m/z 301,1416, referente ao
aduto de sodio [M+Na]". O primeiro ion apresentou massa compativel com
a formula molecular C16H,304 (calculado m/z 279,1620).
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substancia Dj14 como ftalato de di-isobutila (Figura 171) (LIRA, 2013).

A comparacdo com os dados da literatura permitiu identificar a

Figura 171. Estrutura da substancia Dj14 (ftalato de di-isobutila).

Esta substancia ja foi relatada para outras algas, como as algas
vermelhas Bryothamnion triquetrum, coletada no litoral da Paraiba (Brasil)
(LIRA, 2013), Plocamium brasiliense e Ochtodes secundiramea, coletadas
no litoral do Espirito Santo (Brasil) (GRESSLER et al., 2010) e a alga
verde Chaetomorpha basiretorsa coletada na China (SHI et al., 2005).

Tabela 23. Dados espectrais de RMN da substancia Dj14 obtidos no presente
trabalho e em comparacdo com a literatura para a substancia ftalato de di-isobutila.

Dj14

(300 MHz, CDCls)

LIRA, 2013

(500 MHz, CDCl.)

Posicao &y (mult., J Hz) dc HMBC &y (mult., J Hz) dc
1 - 132,3 - - 132,4
2 7,73(2H, dd,5,8;3,4) 1288 130,9; 7,70 (2H, dd, 5,5; 3,5) 128,8

167,6; 132,3
3 7,54 (2H, dd, 5,8; 3,4) 1309 128,8; 7,51 (2H, dd, 5,5;3,5) 130,9
167,6; 132,3
4 - 167,6 - - 167,6
5 4,09 (4H, d, 6,7) 71,7 19,1; 27,6; 4,09 (4H, d, 6,5) 71,8
132,3; 167,6
6 2,04 (2H, sept, 6,7) 27,6 19,1; 71,7 2,02 (7H, sept, 7)° 27,7
7 0,99 (12H, d, 6,7) 19,1 19,1; 27,6; 0,97 (12H, d, 6,5) 19,1
71,7

? Valor da integragdo para 7H atribuido erroneamente pelo autor, haja vista que a
estrutura apresentada corresponde ao ftalato de di-isobutila.



Figura 172. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI;) de Dj14.
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Figura 174. Mapa de correlacdo HSQC (300/75 MHz, CDCI,) de Dj14.
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Figura 176. Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto Djl14 obtido por
[ESI(+)-EMAR].
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4.3 ESTUDO QUiMICO DO EXTRATO DP-VII
4.3.1 Substancias isoladas

Assim como ja referido para o extrato DJ-1, o extrato DP-VII foi
submetido a fracionamento cromatografico, o qual resultou no isolamento
de alguns compostos; posteriormente algumas fragdes impuras foram
reunidas e submetidas a um novo esquema cromatografico, conforme
apresentado na Figura 178. A descricdo detalhada dos procedimentos
cromatograficos adotados em cada uma das etapas pode ser encontrada no
Apéndice A.

A partir do fracionamento do extrato DP-VII foram isoladas oito
substancias, denominadas de Dpl a Dp8 (Figura 177 e Tabela 24). Todos
estes compostos jd foram descritos anteriormente para o extrato DJ-I,
correspondendo a seis compostos do tipo C;; contendo enxofre, além do y-
tocoferol (Dp1) e fucosterol (Dp7).

Com excec¢do do composto Dp2, o qual foi isolado de uma amostra
de D. plagiogramma coletada no Havai (ROLLER; AU; MOORE, 1971),
este € o primero relato do isolamento destes compostos para a espécie. O
composto Dp7 apenas foi identificado no extrato de D. plagiogramma por
CG-EM (FLEURY et al., 1994b). Além disso, como mencionado
anteriormente, os compostos Dp3, Dp6 e Dp8 sdo inéditos na literatura.
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Tabela 24. Compostos isolados do extrato DP-VII.

Substancia Identificagio Quantidade (mg)
Dp1 (Dj20) y-tocoferol 54
Dp2 (Dj13) 3-hexil-4,5-ditiaciclo-heptanona 55
Dp3 (Dj7) (E)-1-(metildissulfanil)undec-4-en-3-ona 6,5
Dp4 (Dj5)" (E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil)dissulfanilundec-4- 12,4
en-3-ona
Dp5 (Dj1) bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)dissulfeto 2,3
Dp6 (Dji1) (4E)-1-[(3-0x0-1-{[(4E)-3-0xoundec-4-en-1- 1,7
illdisulfanil}undecan-5-il)disulfanilJundec-4-en-3-ona
Dp7 (Dj19) Fucosterol 1,0
Dp8 (Dj26) 1-(metildissulfanil)-5-(metiltio)undecan-3-ona 3,8

N.1. = Nao identificado.
Composto néo puro.

Figura 177. Compostos isolados do extrato DP-VII.
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Figura 178. Fluxograma do fracionamento do extrato DP-VII.

D. plagiogramma (DP-VII)
45,27 g (seca)

Maceracéo
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CH,Cl:MeOH (2:1)

4.439,00 g

CLVA
|

Fr3 Fr4
794,3 mg 220,7 mg
P7C1 P7C2
I I_I—I
89-95 96-105 106 107 9-11 13
17,1 34,8 mg 21,1 mg 20,7 mg 17,3 mg 168,8 mg|
P7CL2 P7CL1 P7CL4 P7CL9 P7C3
waste 1 2 2 5 1 1 2 4 0 3 1-2
6,1mg | 44mg | 42mg 2,7mg (12,4 mg 1,3mg 4,7mg [ 42mg | 2,1 mg 13,2mg| 1,0 mg 42,1 mg
P7CL3 Dpl Dp2 Dp3 Dpl P7CL5 P7CL6 P7CL7 P7CL8 Dp7 Dp7

Dp4

Dpl Dp2

Dp6

D. plagiogramma (DP-VII)
45,27 g (seca)

Maceragéo

Extrato bruto
CH,Cl,:MeOH (2:1)
4.439,00 g

Fracdes reunidas (CLV A)
635,8 mg
P7C4

Dp7
Dp8

* A: Primeiro esquema de fracionamento; B: Segundo esquema de fracionamento (amostras das fracdes reunidas). P7C (rosa):
Cromatografia em coluna aberta; P7ES (azul): Extragcdo em fase soélida; P7CL (cinza): Cromatografia liquida de alta
eficiéncia; CLV (cinza): Cromatografia liquida a vacuo.
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4.4 AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS
4.4.1 Atividade citotoxica

A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada com base na
determinacdo da viabilidade celular pela técnica do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Figura 179). Células viaveis
realizam endocitose do MTT (um sal de coloracdo amarela e soldvel em
agua) convertendo o mesmo a formazana (de cor azul). O mecanismo exato
da transformacdo ainda nao é perfeitamente entendido, porém estudos tém
demonstrado o envolvimento de enzimas mitocondriais e de moléculas
como o NADH, ou moléculas redutoras semelhantes, que transferem
elétron para o MTT (RISS et al., 2016).

Figura 179. Representacdo da transformagdo do MTT em formazana no ensaio de
atividade citotoxica.

Br Q NADH NAD* Q

N—-N ’/\I‘NH
/ \ + S S
N CH, N CH,
OB r
CH3 CH3
MTT Formazana

Fonte: Riss et al., 2016.

Os resultados da avaliacdo da atividade citotdxica de extratos,
fracBes e alguns compostos estdo apresentados na Tabela 25. Tanto os
extratos como as fracdes foram avaliados utilizando-se células da linhagem
HCT-116 como método de triagem inicial. Os resultados foram expressos
na forma de Clso, ou seja, concentracdo da amostra capaz de reduzir a
viabilidade celular em 50 %. Por conta de mudancas no protocolo interno
do grupo parceiro, algumas amostras foram avaliadas na concentragdo de
100,0 pg/mL, enquanto outras na concentracao de 50,0 pg/mL.

De maneira geral, pode-se verificar que dos 21 extratos testados,
apenas quatro (DP-1, DP-II1, DP-IV, DP-VI) reduziram mais de 50 % da
viabilidade celular em concentra¢Ges abaixo de 50 pg/mL. Nota-se que 0s
extratos de D. plagiogramma foram os que apresentam maior potencial
citotdxico, com destaque para o extrato DP-VI (Clsg = 18,2 pug/mL). Com
relacdo aos extratos de D. jolyana, o extrato DJ-1 foi o que apresentou
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maior potencial citotdxico (Clsg= 57,5 pg/mL), porém nenhum dos extratos
apresentou Clgg abaixo de 50 pg/mL.

Por conta do perfil diferenciado do extrato DJ-I em relagdo aos
demais desta espécie, algumas de suas fraces e compostos também foram
avaliados. Os resultados apontaram que as fracbes DJ-1-D e DJ-I-I
apresentaram maior potencial citotoxico que o extrato original, com valores
de Clso de 23,7 e 18,6 pg/mL, respectivamente. Como ja descrito
anteriormente, a fracdo DJ-1-D mostrou-se rica em compostos contendo
enxofre, além de ftalatos e tocoferois. A composicao quimica da fracdo DJ-
I-1 ainda ndo foi determinada, no entanto, por meio de analises de RMN de
'H e CCD, foi observada a presenca de clorofilas, triglicerideos e do
composto Dj19 (fucosterol).

Quatro dissulfetos e dois ftalatos isolados da fracdo DJ-1-D foram
testados também. Apenas os dissulfetos Djl e Dj5, além do ftalato Dj14
apresentaram Clso abaixo de 50 pg/mL. Dessa forma, estes compostos
também foram avaliados para as demais linhagens B16-F10 (melanoma
metastatico murino), PC3-M (carcinoma de prostata metastatico humano), e
293A (linhagem normal de célula de rim embrionario). O composto Dj5
mostrou-se menos toxico para estas linhagens celulares, especialmente a
linhagem de células normais 293A, indicando assim uma maior seletividade
para células cancerigenas. Ja& o composto Djl apresentou maior toxicidade,
especialmente para a linhagem de células normais 293A (cerca de 10 vezes
maior que o composto Dj5).

Considerando os resultados obtidos para os compostos Dj1, Dj5 e
Dj17, pode-se sugerir que a maior toxicidade do composto Djl esta
relacionada a presenca da dupla ligacdo, sendo que sua auséncia ou
substituicdo parece diminuir significativamente a atividade citotdxica,
especialmente para células saudaveis.

Em estudo anterior o composto Dj13 foi avaliado frente a células
de linhagem normal RAW 264.7 (macrofagos murinos), demonstrando
atividade citostatica em concentragcdes acima de 85 puM (DIMOU et al.,
2016), corroborando os resultados encontrados nesta tese. Em relacdo aos
demais compostos contendo enxofre relatados para o género Dictyopteris,
ndo ha estudos de citotoxicidade. No entanto, extratos de outras espécies de
Dictyopteris ja demonstraram potencial citotoxico proeminente, conforme
descrito na revisdo bibliogragica.
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Tabela 25. Resultados da avaliagdo preliminar da atividade citotéxica (Cls, (CI 95

%) em pg/mL).

Clg (1C 95 %) em pg/mL

HCT-116 B16-F10 PC3-M 293A
Extratos
DJ-1 57,5 (50,6 a 65,4) - - -
DJ-l 89,2 (53,82 a 147,0) - - -
DJ-l1 74,4 (43,0 2 125,0) - - -
DJ-IV >100,0 - - -
DJ-V 81,1 (43,6 a 150,0) - - -
DJ-VI° >100,0 - - -
DJ-VIIIP >50,0 - - -
DJ-VII >50,0 - - -
DJ-1X" >50,0 - - -
DJ-X° >50,0 - - -
DP-1 32,7 (18,8 2 56,8) - - -
DP-11 51,0 (36,4 a 71,5) - - -
DP-I1I 44,8 (27,6 a 72,0) - - -
DP-IV 36,5 (26,0 2 49,7) - - -
DP-V 52,0 (38,0 2 70,0) - - -
DP-VI 18,2 (14,5 a 22,0) - - -
DP-VII° >50,0 - - -
DP-VIII° >50,0 - - -
DP-1X® > 50,0 - - -
Fracdes do extrato DJ-1
DJ-1-D 23,7 (18,6 a30,1) - - -
DJ-I-E 53,6 (42,9 a 66,9) - - -
DJ-I-F >100,0 - - -
DJ-I-G 70,9 (37,5a134,3) - - -
DJ-1-H 56,3 (40,32 78,7) - - -
DJ-I-1 18,6 (13,4 a 25,8) - - -
Compostos
Dj1 15,8 (6,4 a 38,8) 38,6 (34,7a243,0) 20,0(17,1a235) 8,11 (4,9a13,)
Dj5 16,4 (15,1 a17,8) 49,6 (35,7268,9) 588(37,7a916) 820 (70,5a95,3)
Dj12° >50,0 - - -
Dj13° >50,0 - - -
Dj14° 38,6 (33,0 245,1) - - -
Dj17° >50,0 - - -
Dox® 0,45 (0,35 a 0,58) 0,03(0,0220,04) 0,36(0,17a0,78) 0,16 (0,13a0,22)

" Os dados estdo apresentados na forma de concentracdo inibitéria média (Cls) e seu respectivo
intervalo de confianca 95 % (IC 95 %). Os experimentos foram realizados em triplicata. Linhagens:
HCT-116: carcinoma colorretal humano; B16-F10: melanoma metastatico murino; PC3-M:
carcinoma de prdstata metastatico humano; 293A: célula de rim embrionario (linhagem normal).

2 Controle positivo (doxorrubicina).
® Amostras avaliadas na concentragdo de 50 pg/mL. As demais amostras foram avaliadas na
concentracéo de 100 pg/mL.
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4.4.2 Atividade amebicida

A atividade contra trofozoitos de A. castellanii foi avaliada para o
extrato DJ-I, algumas de suas fracdes e 0 composto Djl. Os resultados na
forma de Cls (concentracdo da amostra necessaria para reduzir em 50 % a
viabilidade celular) ou % de morte celular podem ser visualizados na
Tabela 26. Como este ensaio demanda maior quantidade de amostra, optou-
se por escolher o extrato com maior rendimento em termos de massa,
possibilitando também a analise de algumas fracbes e um dos seus
Ccompostos majoritarios.

De maneira geral, observou-se uma diminuicdo do nimero de
trofozoitos viaveis de A. castellanii na presenca do extrato bruto DJ-I
durante o periodo experimental (48 horas), com Clsy de 2,34 + 0,38 mg/mL.
Os valores de Clsg de DJ-I-D (1,05 £ 4,21 mg/mL) e DJ-I-H (1,58 + 1,16
mg/mL) foram inferiores ao do extrato bruto. Foram observadas também
alteragdes morfoldgicas durante a incubacdo com o extrato e as fragdes,
incluindo alongamento e lise celular, mostrando notavel efeito amebicida,
porém nao induzindo o encistamento. Este fato é importante, uma vez que o
encistamento poderia levar a resisténcia por parte da ameba.

Diferentemente do extrato e das fragbes, o composto Djl
apresentou fraca atividade amebicida, causando menos de 35 % de morte
celular. Como este composto foi isolado da fracdo DJ-I-D (rica em
compostos contendo enxofre), acredita-se que o efeito observado para esta
fracdo é resultado de um efeito sinérgico entre os diversos compostos
contendo enxofre, bem como os demais compostos identificados, como 0s
ftalatos (que apresentaram certa toxicidade em estudos encotrados na
literatura).

A fragdo DJ-I-H também foi analisada por apresentar um perfil
guimico diferenciado das primeiras. O resultado apresentado por esta fracdo
foi considerado bastante promissor, no entanto, sua constituicdo quimica
ainda ndo foi determinada. Por meio da anélise do espectro de RMN de ‘H
observa-se apenas a auséncia de sinais correspondentes aos dissulfetos,
porém esta fragdo mostra-se rica em triglicerideos e fucosterol.

A atividade amebicida contra os cistos de A. castellanii foi avaliada
para as fracdes e 0 composto Dj1, porém nenhuma das amostras apresentou
resultado significativo em relacdo ao controle negativo, o que pode ser
explicado pelo fato de que os cistos sdo mais resistentes as condi¢Ges
adversas do meio e menos susceptiveis ao efeito dos compostos, em relacao
aos trofozoitos (HEREDERO-BERMEJO et al., 2016).
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Recentemente, Chiboub et al. (2017) relataram a atividade
amebicida de diferentes extratos (Hex, AcCOEt e MeOH) de algas coletadas
na Tunisia. Este foi o primeiro relato da avaliacdo desta atividade em algas
marinhas, incluindo as espécies de algas pardas Cladostephus spongiosum,
Cystoseira sedoides, Dictyota spiralis, Padina pavonica e Halopteris
scoparia, além da alga vermelha Peyssonelia squamaria e da alga verde
Ulva compressa. Os resultados de Clsy variaram de 52,3 + 1,8 pg/mL para o
extrato AcOEt de Peysonnelia squamaria até 134,6 + 0,7 pug/mL para o
extrato Hex desta mesma espécie. Esses resultados foram considerados
bastante promissores, no entanto, ndo é possivel comparar diretamente com
os resultados encontrados para Dictyopteris, uma vez que 0 tempo de
incubacdo dos parasitas com o0s extratos naquele trabalho foi de até 120
horas, bastante superior ao utilizado na presente tese (48 horas).

Outro estudo, realizado por Garcia-Davis et al. (2018), demonstrou
o potencial amebicida da alga marinha Laurencia johnstonii e diversos
metabdlitos halogenados. O extrato bruto apresentou um valor de Clg, de
125,14 + 45 pg/mL e seis compostos apresentaram atividade bastante
promissora, com Clsg variando de 90,674 + 1,529 a 18,804 + 0,198 pg/mL.
O tempo de incubacdo (96 horas) também foi superior ao utilizado na
presente tese.

Sifaoui e colaboradores (2014) testaram o0s extratos acetato de etila
e metanol de folhas de oliveira, os quais apresentaram Clg, de 5,11 £ 0,71 e
9,54 £ 0,33 ug/mL, respectivamente, frente a cepa de Acanthamoeba
castellanii Neff (ATCC 30010). O fracionamento bioguiado do extrato mais
promissor levou ao isolamento dos compostos bioativos: &cido oleanoico
(Clgg = 43,67 + 3,34 ug/mL), acido maslinico (Clsg = 30,88 = 1,33 pg/mL)
e oleuropeina (Clsg = 57,52 + 0,203 pg/mL). Observa-se que houve uma
diminuicdo da bioatividade dos compostos puros em relagcdo aos extratos,
sugerindo efeito sinérgico entre os compostos. Também nesse estudo, o
tempo de incubacéo foi superior (96 horas).

No estudo de Derda e colaboradores (2016) com extratos de
Artemisia annua, o extrato MeOH apresentou melhor resultado (Clsy de 8,1
mg/mL) frente a cepa Ac32 Acanthamoeba sp e Acanthamoeba castellanii.
Além disso, foi realizado estudo in vivo, em que houve aumento
consideravel do tempo de vida de ratos infectados (3 a 4 vezes maior).
Outros estudos também reportaram atividade amebicida na ordem de
mg/mL para extratos de prdpolis (TOPALKARA et al., 2007), espécies de
Teucrium (TEPE et al., 2011), Allium (POLAT et al., 2007), Peucedanum
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(MALATYALI et al., 2011), Salvia (GOZE et al., 2009), entre outras. No
entanto, mas sem reportar valores da Clsg.

Tabela 26. Resultados da avaliagdo da atividade amebicida sobre trofozoitos de A.
castellanii T4.

Clgo = DP (mg/mL) % morte celular
Extratos
DJ-1 2,34 +0,38 -
Fragdes
DJ-1-D 1,05 +4,21 -
DJ-I-H 1,58 +1,16 -
Compostos
Dj1? - 35,0
Controle positivo
Biguanida 0,02% - 90,0
Clorexidina 0,02% - 95,0

“ Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3).
® Testado na concentragdo de 1,05 mg/mL.

4.4.3 Atividade sobre a hemostasia

As atividades anticoagulante e antiagregante plaquetaria foram
avaliadas para alguns extratos (10), fragdes (6) e compostos isolados (7), e
os resultados preliminares podem ser visualizados na Tabela 27.

O estudo da atividade antiagregante plaquetaria pode ser realizado
utilizando-se diferentes ativadores (também chamandos de agonistas
plaquetarios), os quais diferem com relagdo ao sitio de ligacdo na
membrana plaquetaria, desencadeando a agregacdo plaquetaria por
diferentes vias (CASTRO et al., 2006). Durante este processo de ativacéo,
as plaquetas alteram sua forma, liberam o conteldo de seus granulos e
formam agregados por meio da adesdo gradual umas as outras (GHOSHAL,;
BHATTACHARYYA, 2014). Os ativadores mais conhecidos sdo ADP,
trombina, epinefrina, fator de ativacdo plaquetéaria (PAF), tromboxano e
colageno (KICKLER, 2006). No presente estudo, foram utilizados ADP e
epinefrina como ativadores. Ambos estdo envolvidos na fase de
amplificacdo do sinal por meio da ligacdo ao receptor P2Y, e P2Yy,, e B
adrenégico, respectivamente (GHOSHAL; BHATTACHARYYA, 2014).

Com relacdo a atividade antiagregante plaquetaria, observou-se
inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida por epinefrina e ADP para
Varios extratos, destacando-se os extratos DJ-1, DJ-VII, DP-VI e DP-VII. O
extrato DJ-I apresentou o maior percentual de inibicdo, com apenas 19,5 +
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3,5 % de agregacdo no modelo utilizando ADP e 67,0 = 2,8 % de agregacao
no modelo utilizando epinefrina.

Dessa forma, algumas fragbes do extrato DJ-I também foram
avaliadas, e, diferentemente do observado para o extrato, os resultados mais
significativos foram encontrados quando utilizada epinefrina como
agonista. Além disso, pode-se notar um padrdo de aumento do potencial
antiagregante com o aumento da polaridade das fracGes (com excecdo da
fracdo DJ-I-D), destacando-se a fragdo DJ-1-1, com agregacédo de 8,0 + 2,0
% (ADP) e 9,5 £ 0,5 % (epinefrina), seguida da fracdo DJ-1-D, com
agregacdo de 11,5 + 1,5 % (epinefrina).

Alguns compostos da fragdo DJ-I1-D foram analisados com relagéo
ao potencial antiagregante e, entre 0s mesmos, verificou-se que 0s
dissulfetos Dj1 e Dj5 apresentaram melhor perfil antiagregante. No entanto,
diferentemente da fragdo DJ-1-D, observou-se maior atividade quando
utilizado como agonista o ADP, com agregacdo de 61,5 + 0,5 e 63,0 £ 3,0
%, respectivamente. Outro compostos presentes nesta fracdo, como o o-
tocoferol (Dj20), ja demonstraram potencial antiagregante em estudos in
vitro e in vivo. Este composto é a principal forma da vitamina E no plasma
humano, e a diminuicédo dos seus niveis plasmaticos foi correlacionada com
0 aumento da agregagdo plaquetaria (CHANG et al., 2000). O seu
metabolito, a-tocoferol quinona (Dj25), isolado a partir das fragfes reunidas
de DJ-I-D e DJ-I-E, também é conhecido pelo seu potencial antitrombético,
apresentando efeitos superiores ao préprio composto de origem (COX et al.,
1980).

A fracdo DJ-1-1, assim como as fra¢bes DJ-I-F, DJ-I-G e DJ-I-H,
ndo foi submetida ao fracionamento cromatografico, no entanto, como ja
referido anteriormente, foi observada a presenca de clorofilas, triglicerideos
e do composto Dj19 (fucosterol), o qual apresentou fraca atividade
antiagregante quando utilizado ADP como indutor (74,0 £ 7,0 % de
agregacdo), e atividade moderada quando utilizada a epinefrina (58,0 + 2,8
% de agregacdo). Com relagdo as clorofilas, ha poucos estudos na literatura
referentes a avaliacdo da atividade antiagregante das mesmas. Lo et al.
(2003) demonstraram potencial antiagregante significativo de feofitina a
(derivado da clorofila a) quando utilizado o colesterol como indutor de
agregacdo, porém fraca atividade foi observada quando utilizado acido
araquidonico, fator de ativacdo plaquetario ou trombina como indutores.
Wu et al. (2001) também demonstraram inatividade de outros dois
derivados de clorofilas. Dessa forma, acredita-se que compostos
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minoritarios ainda néo identificados possam ser responsaveis pela atividade
observada nestas fracdes, especialmente na fragdo DJ-I-I.

Com relagdo a fragdo DJ-I-E, que apresentou o menor potencial
antiagregante, foram isolados apenas os ftalatos Dj12 e Djl4, além do
dissulfeto ciclico Dj13, os quais ndo apresentaram atividade antiagregante
significativa. Por meio da anélise do espectro de RMN de 'H desta fragdo
foi possivel observar que os dissulfetos lineares estavam presentes, porém
em concentragdes muito inferiores aquelas observadas para a fragdo DJ-1-D.

Embora este seja 0 primeiro estudo com espécies de Dictyopteris
analisando suas propriedades antiagregantes, estas ja foram avaliadas para
outras espécies de algas. Cinco extratos organicos de Dictyota menstrualis e
dois de Dictyota ciliolata coletadas em diferentes localidades, como
Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, Armacdo de Blzios e Angra dos
Reis, foram avaliados com relagdo as suas propriedades antiagregantes. Os
extratos foram capazes de reduzir a agregacéo induzida por ADP em até
cerca de 20 % (Dictyota ciliolata coletada em Angra dos Reis) utilizando
plasma rico em plaquetas de voluntérios, porém ndo apresentaram atividade
com a utilizagdo de colageno como ativador. Ja quando foram utilizadas
plaquetas humanas lavadas, a porcentagem de inibicao foi de até 85 % e 60
% quando utilizados como indutores a trombina e o0 colageno,
respectivamente, também para a espécie Dictyota ciliolata coletada em
Angra dos Reis (MOURA et al., 2011b). Posteriormente, trés diterpenos
foram isolados do extrato de Dictyota menstrualis, apresentando também
atividade antiagregante (MOURA et al., 2014). Além disso, a atividade
antiagregante também foi reportada para um diterpeno do tipo dolastano
isolado de Canistrocarpus cervicornis (MOURA et al., 2011a).

Ja com relagdo a atividade anticoagulante, avaliada por meio do TP
e TTPa, os resultados do extratos ndo foram promissores. Observou-se, de
maneira geral, que ndo houve aumento significativo no tempo de
coagulacdo para os extratos testados na concentracdo de 600 pg/mL.
Apenas os extratos DJ-11, DJ-IV e DJ-VII apresentam aumento no TTPa.
Por conta da fraca atividade, as fracfes e compostos isolados ndo foram
avaliados neste ensaio.

A atividade anticoagulante j& foi relatada para espécies do género
Dictyopteris, especialmente para fracfes ricas em polissacarideos sulfatados
de D. delicatula (COSTA et al., 2010; MAGALHAES et al., 2011) e D.
justii (MELO et al., 2012), apresentando resultados semelhantes aos da
heparina, como ja mencionado na introducdo. Estes compostos ja sdo
bastante conhecidos por suas propriedades sobre a coagulacdo sanguinea,
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principalmente aqueles isolados de algas pardas e vermelhas
(WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011). Como os extratos estudados
neste trabalho de tese sdo mais apolares (obtidos em CH,Cl;:MeOH 2:1),
possivelmente compostos mais polares como polissacarideos ndo estdo
presentes.

Tabela 27. Resultados da avaliagdo das atividades anticoagulante e antiagregante
plaquetéria.

Antiagregante plaguetaria Anticoagulante
% de agregacdo (média + DP) segundos (media + DP)
ADP EPI TP TTPa

Extratos (600 pug/mL)
DJ-I 195+£35 67,028 139+0,9 343+0,4
DJ-1l 73,7+£3,1 96,3 +3,1 143+0,8 437111
DJ-IV 77,0+5,3 90,5+7,0 15,8+0,7 39,9+2,0
DJ-v 93372 92,0+4,2 137+x11 305+£1,0
DJ-VI 71,7+5,0 725+4,8 13,0£0,9 30,5+0,6
DJ-VII 56,3+ 2,2 57,8 £6,6 16,7 £0,2 379+0,8
DP-I1/IV 93,3+25 75578 111+£1,2 27,4+0,1
DP-VI 41078 315+21 146 £0,0 29,820
DP-VII 39,3+2,1 88,7+ 8,7 13,8+0,4 27,8%0,2
Fracdes do extrato DJ1
DJ-1-D (596 pg/mL) 40,0 +2,0 115+15 N.A. N.A.
DJ-I-E (600 pg/mL) 775+35 62,0+7,0 N.A. N.A.
DJ-I-F (311 pg/mL) 433+58 485+45 N.A. N.A.
DJ-1-G (602 pg/mL) 32,0+3,0 305+2,5 N.A. N.A.
DJ-1-H (605 pg/mL) 39,0+2,0 155+0,5 N.A. N.A.
DJ-1-1 (602 pg/mL) 80+20 95+05 N.A. N.A.
Compostos isolados (100 uM)
Dj1 61,5+0,5 76,0 £3,0 128+12 293+11
Dj5 63,0 £3,0 74,0 £3,0 13,0+0,7 287+x11
Dj12 92,7+4,7 74,8 £6,3 N.A. N.A.
Dj13 86,3+ 3,1 79,0+4,0 N.A. N.A.
Dj14 93,3+5,1 94,3+4,0 N.A. N.A.
Dj17 775+45 83,4 +6,3 N.A. N.A.
Dj19 74070 58,0+2,8 N.A. N.A.
Controle? 950+2,7 92,0+4,0 - -
Controle® - - 12,8+0,9 28,6 0,7

" Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3). ADP: adenosina 5’ difosfato (6
uM); EPI: epinefrina (6 uM); TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de
tromboplastina parcial ativada.

¥ DMSO (dimetilsulfoxido 0,6 %).
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45 TRIAGEM VIRTUAL DE ALVOS MOLECULARES E
AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

A triagem virtual realizada por meio da ferramenta
SwissTargetPrediction permitiu a identificacdo de possiveis alvos
moleculares para os derivados C,; contendo enxofre isolados neste trabalho.
O composto Dj13 destacou-se por apresentar os maiores valores de
probabilidade em diversos alvos moleculares, principalmente enzimas,
como prostaglandina G/H sintase 1 e 2, tirosil-DNA-fosfodiesterase 1,
butirilcolinesterase e acetilcolinesterase (Figura 180). Prostaglandina G/H
sintase 1 e 2 sdo também conhecidas como ciclooxigenase (COX-1 e 2) e
estdo relacionadas a producdo de prostaglandinas a partir do acido
araquidénico, e, portanto, envolvidas em processos inflamatérios (OKADA
et al., 2000). A enzima tirosil-DNA-fosfodiesterase 1 esta envolvida na
reparacdo do DNA, hidrolisando a ligagéo fosfodiéster entre um residuo de
tirosina e 0 3"-fosfato do DNA no complexo DNA-TOP1 (topoisomerase |)
(HUANG et al.,, 2011). J& as enzimas butirilcolinesterase (BUChE) e
acetilcolinesterase  (AChE) sdo responsaveis pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina nas fendas sindpticas; apesar da grande
semelhanca, diferenciam-se quanto a distribuicdo nos tecidos, propriedades
cinéticas e especificidade para com os seus substratos. Enquanto a AChE é
mais abundante no sistema nervoso central, nos musculo esqueléticos e na
membrana dos eritrécitos, a BUChE encontra-se preferencialmente no
plasma sanguineo (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016).

Figura 180. Tabela gerada na triagem de possiveis alvos moleculares para o
composto Dj13, com a ferramenta SwissTargetPrediction

#sim.
UniprotiD  ChEMBL ID Probability* cmpds  Target Class
(3D 2D)

Commeon
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Target
ostaglandin G/H synthase 1 (by homology) | PTGS1

PTGS2

BCHE

Pre
=

ACHE

TDP1 CHEMBL1C

CHEMBL

Complex SAE1UBAZ Q! T2 CHEMBL2L

Cathepsin B CTSB CHEMBL4072
Glutamate carboxypeptidase 2 FOLH1 ) 9 1/
\.-; ceyy Ilqw \r;s:\.a; dic dipeptidase- |\ nx) ap) 1 QIuaQ l:l /1 . cas

* Qs dados selecionados referem-se aos dez primeiros alvos moleculares
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Com base nos dados obtidos na triagem virtual e considerando os
grupos parceiros para realizacdo de ensaios bioldgicos, optou-se por
encaminhar o composto Dj13 para ser testado in vitro com relagdo a sua
capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase. O composto foi
inicialmente testado na concentracdo de 1 mg/mL, apresentando 98,07 % de
inibicdo enzimatica. Posteriormente, foi realizada uma dilui¢do seriada e os
percentuais de inibicdo foram plotados em um grafico, conforme
apresentado na Figura 181. Pode-se observar que apés a primeira e segunda
diluicdes hove uma reducdo da atividade, porém o composto manteve a
atividade apo6s a terceira diluicdo, com um percentual de inibi¢do na faixa
de 65 %, até a concentracdo de 0,875 pg/mL. Novos ensaios devem ser
realizados com vistas a determinagdo do valor de Clgy, que ja se mostra
menor que o valor do controle positivo (ICsy = 2,17 + 0,04 pg/mL).

Figura 181. Perfil de inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelo composto Dj13.
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Considerando que a inibicdo da enzima acetilcolinesterase ¢ um
mecanismo importante da acdo de farmacos utilizados no tratamento da
doenca de Alzheimer, os resultados preliminares encontrados para 0
composto Dj13 séo bastante relevantes. Dessa forma, também foi realizada
uma analise das suas propriedades farmacocinéticas e propriedades
“farmaco-similar” por meio da ferramenta SwisSADME  (DAINA,;
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Os resultados indicaram que esta molécula
possui alta absorcdo gastrointestinal, bem como capacidade de permeacao
na barreira hematoencefalica (BHE), o que é considerada uma caracteristica
desejavel para farmacos anticolinesterasicos para tratamento de Alzheimer.
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Além disso, ndo ha indicativo de inibicdo das enzimas do citocromo P450
(CYP), com excecdo da enzima CYP2C9. O composto Djl3 também
atendeu as regras de Lipinski (0 violagdes), que é um dos filtros mais
utilizados na industria farmacéutica para a selecdo de compostos com
adequada biodisponibilidade oral (PICCIRILLO; AMARAL, 2018).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos fitoquimicos e biol6gicos com espécies de algas marinhas
provenientes das ilhas oceénicas brasileiras sdo ainda bastante escassos,
especialmente para o género Dictyopteris, o que motivou o
desenvolvimento deste trabalho. Os resultados obtidos nesta tese
evidenciam a riqueza de metabdlitos e o potencial bioldgico das espécies D.
jolyana e D. plagiogramma, as quais demonstraram variagdes inter e
intraespecificas de acordo com o local e periodo de coleta. Compostos de
diferentes classes quimicas foram isolados e/ou identificados nos extratos
analisados, compreendendo 4&cidos graxos, esteroides, terpenos,
meroditerpenos, derivados de &cido ftalico, e inUmeros compostos
derivados de Cy; contendo enxofre.

Muitos dos compostos relatados sdo relativamente comuns em
organismos marinhos, no entanto, alguns parecem restritos ao género
Dictyopteris, como é o caso dos derivados de C;; contendo enxofre. A
partir do fracionamento dos extratos DJ-1 e DP-VII foram isolados 12
compostos desta classe, sendo que destes, quatro sdo inéditos na literatura
(Dj7, Dj9, Djl11, e Dj26) e um foi reportado pela primeira vez como
produto natural (Dj18). Dois destes compostos (Dj22 e Dj23) ainda
necessitam de espectros de massas para confirmagdo da sua estrutura, uma
vez que possivelmente sejam compostos novos. O numero de atomos de
enxofre na estrutura variou de um até quatro, apresentando-se tanto na
forma de cadeias lineares, como em ciclos de seis e sete atomos.

A presenca destes metabolitos é interessante do ponto de vista
quimiossistematico, uma vez que foram identificados em apenas algumas
espécies de Dictyopteris. De acordo com a analise filogenética realizada por
Bittner e colaboradores (2008), o género Dictyopteris parece ser
polifilético. Qito espécies foram analisadas e separadas em dois clusters: o
primeiro constituido por D. undulata, D. divaricata e D. pacifica; o
segundo formado por D. delicatula, D. prolifera, D. latiuscula, D.
polypodioides e D. australis. Esta distribuicdo estaria também de acordo
com o observado do ponto de vista fitoquimico, uma vez que as espécies D.
undulata e D. divaricata produzem principalmente terpenos quando
comparadas as demais espécies, caracterizadas pela presenca majoritaria de
compostos do tipo Cy; e derivados (como aqueles contendo enxofre).
Apesar das espécies D. jolyana e D. plagiogramma ndo terem sido
incluidas neste estudo, considerando os dados de literatura e os obtidos
nesta tese, possivelmente estariam relacionadas ao segundo cluster.
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Embora a fun¢o como feromdnios sexuais e defesa quimica dos
hidrocarbonetos C,; de algas pardas ja tenha sido estudada extensivamente,
pouco se sabe sobre a origem e significancia ecoldgica dos derivados Cy;
contendo enxofre. Neste sentido, estudos de herbivoria realizados por
Schnitzler et al. (1998 e 2001) tém sugerido o seu papel de defesa quimica.
Por terem reduzido a herbivoria pela anfipoda Ampithoe longimana e nédo
demonstrarem a mesma efetividade contra ourigos-do-mar, tal fato sugere
gue estes metabdlitos possam ser ecologicamente importantes na defesa de
gametas, zigotos ou formas juvenis contra pequenos consumidores
(SCHNITZLER; BOLAND; HAY, 1998; SCHNITZLER et al., 2001).
Estudos com peixes envolvendo os derivados C;; contendo enxofre ainda
ndo foram desenvolvidos, porém permitiriam demonstrar se estes
compostos sdo 0s responsaveis pela menor preferéncia de peixes por
Dictyopteris, como observado em alguns trabalhos (LONGO et al., 2015).
Além disso, tais estudos poderiam demonstrar evental plausibilidade da
hipotese levantada quanto a maior pressdo de herbivoria como estimulo
ambiental para produgdo de compostos contendo enxofre em Dictyopteris.

Por conta da semelhanca estrutural, acredita-se que 0s compostos
Cy1 e os derivados Cy; contendo enxofre compartilhem da mesma rota
biossintética. Dessa maneira, pequenas modificacbes na rota metabdlica
utilizada para produgdo de feromonios C;; foram capazes de gerar uma
nova classe de metabdlitos para atuar como defesa quimica. Algumas
propostas sugerem que estes compostos sdo originados a partir de uma
cascata de reagOes oxidativas de eicosandides gerados a partir de
fosfolipideos (SCHNITZLER; BOLAND; HAY, 1998; BOLAND, 1995).
Neste sentido, a producdo de duas moléculas com papeis ecoldgicos
diferentes ou complementares (por ex. feromdnios sexuais e defesa
quimica) a partir do mesmo precursor, representa um exemplo de estratégia
de minimizacdo de custos (SCHNITZLER; BOLAND; HAY, 1998;
NEILSON et al., 2013).

Compostos organicos contendo enxofre j& foram relatados para
diversos organismos marinhos, incluindo alguns metabdlitos primarios
(como os polissacarideos sulfatados), aminacidos, alcalides, terpenos e
compostos alifaticos, apresentando-se em diversas formas, como sulfatos,
sulfetos, sulfénios, sulféxidos, entre outras (CHRISTOPHERSEN;
ANTHONI, 1986). Apesar disso, 0 nimero de compostos identificados ndo
é elevado em comparacao a outras classes de substancias, o que pode ser
reflexo da exclusividade da producdo em certos organismos, como parece
ser o caso dos sulfetos obtidos neste trabalho.
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Em relacdo a estes compostos, o primeiro sulfeto proveniente de
algas marinhas foi identificado em 1935 na alga vermelha Polysiphonia
fastigiataem como dimetilsulfeto (HAAS, 1935), composto também
presente nos Oleos essenciais de espécies de Dictyopteris. Verificou-se que
a producdo deste composto estava associada a injuria, morte ou o contato
das algas com o ar atmosférico. Posteriormente, diversos polissulfetos
ciclicos foram isolados da alga vermelha Chondria californica coletada no
México, e associados a forte atividade antibacteriana apresentada pelo seu
extrato bruto (WRATTEN; FAULKNER, 1976). A partir dai, seguiram-se
os trabalhos realizados por Moore e colaboradores, na década de 70, que
evidenciaram a producéo de diversos compostos Cy; contendo enxofre em
D. plagiogramma e D. australis coletadas no Havai (MOORE, 1978).
Sulfetos também foram relatados para animais aquaticos, como a poliqueta
Lumbriconereis heteropoda, conhecida pela producdo da nereistoxina,
prototipo para a sintese do inseticida Padan (BOORUGU; CHRISPAL,
2012).

Além dos derivados Cy; contendo enxofre, merece destaque a
caracterizagdo de derivados de &cido ftalico em todos os extratos. Como ja
referido ao longo do texto, tais compostos podem ser originarios do
metabolismo das algas, no entanto, por conta da poluicdo dos oceanos,
acredita-se que estes compostos possam ser provenientes da adsorcdo de
microplasticos a superficie das algas (SUNDBAEK et al., 2018). Tal
situacdo pode ter implicacdes na sustentabilidade da cadeia alimentar do
ambiente aquatico e p6r em risco a vida marinha, uma vez que 0s
organismos da fauna podem ingerir estes alimentos contaminados ou
fragmentos de plasticos (FOLEY et al.,, 2018). A possibilidade de
caracteriza¢do desta situacdo por meio da quimica de produtos naturais a
transforma em uma ferramenta de diagnoéstico, auxiliando a tomada de
decisdo com vistas a diminui¢do dos impactos ambientais e ecol6gicos.

Com relagdo as atividades biologicas avaliadas por meio de
parcerias, os resultados obtidos foram considerados bastante promissores.
As atividades citotéxica, amebicida, anticoagulante e antiagregante foram
selecionadas com base nos dados de literatura para organismos marinhos,
bem como disponibilidade dos grupos parceiros.

A atividade citotoxica é o principal eixo de pesquisa na area de
produtos naturais marinhos, onde se verifica 0 maior numero de trabalhos
cientificos e de farmacos no mercado (RUIZ-TORRES et al., 2017). De
maneira geral, apesar da reducdo da viabilidade celular, os extratos de D.
jolyana e D. plagiogramma ndo demonstraram grande potencial citotoxico,
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0 que também foi observado para os compostos analisados. Entretanto, uma
vez que cada linhagem celular possui suas particularidades, seria importante
também avaliar o potencial destes compostos sobre outros tipos de tumores,
como os hematoldgicos, os quais diferem dos tumores sélidos por
apresentarem origens histoldgicas, caracteristicas e comportamentos
clinicos diferentes (KRUG et al., 2011). Ainda, a baixa toxicidade pode ser
considerada um fator importante para outras aplicacBes dos extratos e
COMpOStOos.

Considerando as doencas cardiovasculares como principais causas
de morte no mundo na atualidade (NAMARA; ALZUBAIDI; JACKSON,
2019), os resultados obtidos nesta tese para a atividade antiagregante sao
interessantes, notadamente para o extrato DJ-1 em relagdo ao agonista ADP.
Entre os compostos avaliados, os dissulfetos Djl e Dj5 apresentaram 0s
melhores perfis com ADP. Com vistas a elucidar melhor o mecanismo de
acdo destes compostos, novos ensaios estdo sendo realizados utilizando-se
outros agonistas (como acido araquidénico, colageno e fator de ativacdo
plaquetaria). Estudos preliminares tém demonstrado que o efeito
plaquetaria, com reducdo da secrecdo de granulos contendo ativadores da
agregacdo, além da redugdo da expressdo de marcadores da ativacdo
plaquetaria, como o complexo GPIlb/llla e a proteina P-selectina.

Diferentemente do observado para a atividade citotoxica e sobre a
hemostasia, 0s produtos de origem marinha foram pouco investigados com
relacdo ao potencial amebicida. Neste contexto, este € um dos primeiros
estudos e os dados obtidos demonstraram reducdo da viabilidade dos
trofozoitos de A. castellanii pelo extrato DJ-1 e algumas de suas fraces. No
entanto, o composto investigado (Dj1) ndo foi capaz de reproduzir estes
efeitos, 0 que indica a existéncia de outros metabdlitos envolvidos nesta
atividade. Da mesma forma, a atividade sobre a forma cistica também néo
foi considerada promissora.

Por fim, a triagem virtual foi utilizada neste trabalho como uma
estratégia para a identificacdo de possiveis alvos moleculares dos
compostos derivados de Cy; contendo enxofre. Diante da vasta gama de
possibilidades de interagdes com alvos biol6gicos, por meio da triagem
virtual é possivel direcionar a avaliacdo in vitro de determinadas atividades
bioldgicas, com uma maior chance de resultado positivo. Dessa forma, os
estudos realizados neste trabalho revelaram a enzima acetilcolinesterase
como possivel alvo para o composto Dj13, o qual, posteriormente, se
mostrou mais potente que o controle positivo nos ensaios in vitro.
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6 CONCLUSOES

- Andlise quimica comparativa dos 19 extratos de Dictyopteris (D. jolyana e
D. plagiogramma) evidenciou diferengas importantes entre amostras
coletadas em diferentes locais e datas, principalmente com relacdo aos
compostos derivados de C,;; contendo enxofre. Alguns fatores, como a
pressdo por herbivoria (maior em locais rasos ou piscinas fechadas),
fendmenos naturais (mar de Sargassum) e morfologia da alga (talos mais
delicados sdo menos resistentes) podem ajudar a explicar esta variagéo.

- O fracionamento cromatografico do extrato DJ-I (D. jolyana, Fernando de
Noronha, 2014) levou ao isolamento de 26 substancias, e 17 tiveram sua
estrutura determinada: 12 foram identificadas como compostos derivados
de Cy; contendo enxofre (Dj1, Dj5, Dj7, Dj9, Djl11, Dj13, Dj16-18, Dj16),
além de trés tocoferois (Dj15 = a-tocoferol, Dj20 = y-tocoferol e Dj25 = a-
tocoferol quinona), um esteroide (Dj19 = fucosterol); um diterpeno (Dj21 =
fitol), e dois ftalatos (Dj12 = ftalato de bis(2-etil-hexila) e Dj14 = ftalato de
di-isobutila). Todos estes compostos sdo novos para a espécie D. jolyana;
Dj15 foi isolado pela primeira vez no género; Dj18 foi relatado pela
primeira vez como produto natural; e Dj7, Dj9, Dj11 e Dj26 sdo inéditos na
literatura. Outros dois compostos novos derivados de Cy; contendo enxofre
(Dj22-23) tiveram suas estruturas parciais propostas e necessitam ainda dos
espectros de massas para confirmagéo.

- O fracionamento cromatogréfico do extrato DP-VII (D. plagiogramma,
Atol das Rocas, 2016) resultou no isolamento de oito substancias, sendo
seis dissulfetos em comum com o extrato DJ-1 (Dp2-6, Dp8), além de vy-
tocoferol (Dpl) e fucosterol (Dp7). Com excecdo de Dp2 e Dp7, os demais
metabolitos sdo novos para a espécie.

- Com relagdo a atividade citotdxica, os valores de Clsp para 0s extratos
variaram de > 100 (DJ-1V e DJ-VI) até 18,21 pg/mL (DP-VI) utilizando-se
a linhagem de células HCT-116, sendo que D. plagiogramma apresentou
maior potencial citotdxico. Alguns compostos também foram avaliados,
inclusive utilizando-se outras linhagens celulares (B16-F10, PC3-M e
293A), sendo que Djl1, Dj5 e Dj14 foram os mais citotdxicos (Clsy variou
de 8,22 até 82,04 pug/mL).
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- O extrato DJ-I demonstrou potencial amebicida contra trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii (Clsy de 2,34 + 0,38 mg/mL). As fragdes DJ-I-D
e H também foram avaliadas, apresentando resultados de Clsyde 1,05 e 1,58
mg/mL, respectivamente, mas o composto Djl apresentou fraca atividade
amebicida, causando menos de 35 % de morte celular.

- Os extratos apresentaram atividade sobre a agregacdo plaquetéria, com
percentuais de agregagdo de 19,5 até 93,3 % (ADP) e 31,5 até 96,3 %
(epinefrina). Os resultados mais significativos foram reportados para o
extrato DJ-1 (19,5 £ 3,5 % para ADP) e DP-VI (31,5 £ 2,1 % para
epinefrina). Entre as fracdes avaliadas, DJ-I-1 apresentou o resultado mais
promissor, com percentuais de agregacéo de 8,0 + 2,0 % (ADP) € 9,5+ 0,5
% (epinefrina). Entre os compostos, Djl, Dj5 e Djl9 apresentaram
percentuais de agregacao de 61,5+ 0,5 %, 63,0 + 3,0 % e 74,0 + 7,0 (ADP),
e 76,0 + 3,0 %, 74,0 £ 3,0 % e 58,0 + 2,8 (epinefrina), respectivamente. A
atividade anticoagulante dos extratos ndo foi considerada clinicamente
significativa.

- A triagem virtual indicou a enzima acetilcolinesterase como possivel alvo
molecular para o composto Dj13, o qual, posteriormente, se mostrou mais
potente (Clso < 0,875 pg/mL) que o controle positivo (ICsy = 2,17 + 0,04
pg/mL) nos ensaios in vitro. Os resultados também indicaram que o
composto Djl13 apresenta propriedades farmacocinéticas adequadas e
atende as regras de Lipinski (0 violagdes).
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7 PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos com as diferentes amostras de
Dictyopteris coletadas nas ilhas oceénicas brasileiras, especialmente os
extratos DJ-1 e DP-VII, pode-se destacar para a continuidade dos estudos
algumas propostas:

- Finalizar a identificacdo/elucidacdo estrutural dos compostos Dj2, Dj6,
Dj22, Dj23 e Dj24.

- lIsolar ou identificar novos metabdlitos de extratos e/ou fracOes
consideradas promissoras nos ensaios de citotoxicidade e atividade sobre a
hemostasia.

- Encaminhar para avaliacdo da atividade sobre a hemostasia 0s compostos
C;1 contendo enxofre ainda ndo testados.

- Avaliar a atividade anti-herbivoria sobre peixes dos compostos Ci;
contendo enxofre majoritarios.

- Coletar novas amostras de D. jolyana e D. plagiogramma na llha da
Trindade, Arquipélago de S&o Pedro e Sao Paulo e Atol das Rocas, para
novas comparagdes entre estes locais, priorizando diferentes profundidades
e épocas do ano;

- Coletar e analisar quimicamente outras espécies de Dictyopteris existentes
nas ilhas oceénicas brasileiras, como D. delicatula, D. justii e D.
jamaicensis, além de espécimes na costa brasileira, permitindo realizar um
estudo comparativo entre estes dois ambientes;

- Coletar amostras de D. plagiogramma em piscinas abertas e fechadas no
Atol das Rocas, com vistas a determinar a influéncia da pressdo de
herbivoria sobre a producéo de metabolitos secundarios.

- Avaliar a atividade citotoxica dos extratos e compostos isolados sobre
outras linhagens celulares, como células de tumores hematoldgicos;

- Realizar estudos de docagem molecular com o receptor P2Y1 e P2Y12
(receptores do ADP) e os compostos Cy; contendo enxofre.
acetilcolinesterase e realizar o docking molecular para determinacdo da
relacdo estrutura-atividade.

- Comparar quimicamente 0s extratos por meio da técnica de molecular
networking, com vistas a identificar as principais diferencas entre 0s
mesmos, além de possiveis novos metabdlitos, os quais poderdo ser
purificados futuramente.
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APENDICE A - PROCEDI MENTOS CROMATOGRAFICOS
ADOTADOS PARA PURIFICACAO DOS COMPOSTOS
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Duas aliquotas do extrato DJ-I foram submetidas a cromatografia
liquida a vacuo (CLV A = 10,4611 g e CLV B = 11,0458 g) com gel de
silica 60, utilizando-se como fase modvel um gradiente de solventes,
conforme Tabela 1. Cada fragdo foi coletada em frasco separado, obtendo-
se um total de 16 fracdes de cada CLV, chamadas de Fr 1 a Fr 16. Cada
uma das fracdes foi analisada por meio de CCD e RMN de 'H, e aquelas
que apresentaram perfis quimicos semelhantes foram reunidas, conforme

Tabela 2.
Tabela 1. Esquema de solventes utilizados na CLV A e B do extrato DJ-I.
Fracoes Fase movel Volume (mL)

1 n-Hex 100 % 400
2 n-Hex 95:5 AcOEt 200
3 n-Hex 9:1 AcOEt 200
4 n-Hex 85:5 AcOEt 200
5 n-Hex 8:2 AcOEt 200
6 n-Hex 8:2 AcOEt 200
7 n-Hex 7:3 AcOEt 200
8 n-Hex 6:4 AcOEt 200
9 n-Hex 1:1 AcOEt 200
10 n-Hex 1:2 AcOEt 200
11 AcOEt 100 % 200
12 AcOEt 9:1 MeOH 200
13 AcOEt 1:1 MeOH 400
14 MeOH 100 % 400
15 MeOH 9:1 H,0 200
16 H,0 1000
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Tabela 2. FracOes reunidas da CLV A e B do extrato DJ-I.
Fraces reunidas FracGes CLV A FracGes CLV B

DJ-1-A Fr1,Fr3 Fr1-2
DJ-1-B Fr2 -
DJ-1-C - Fr3-4
DJ-1-D Fr 4-6 Fr5-6
DJ-I-E Fr7 Fr7
DJ-1-F Fr 8-9 Fr8-9
DJ-I-G Fr 10 Fr 10
DJ-1-H Fri11 Fri11
DJ-I-I - Fr12
DJ-1-J Fr 12-16 Fr 13-16

1.2 COLUNAS ABERTAS (J1C)
1.2.1 Coluna J1C1 (fracdo DJ-1-D)

A fracdo DJ-I-D (1.739,9 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 380 fracbes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatogréfica, em 30 fracdes,
chamadas de J1C1-1-17 a J1C1-356-380.

1.2.2 Coluna J1C2 (fracédo DJ-I-E)

A fracdo DJ-I-E (1.931,0 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 313 fracbes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 20 fracdes,
chamadas de J1C2-1-13 a J1C2-303-313.

1.2.3 Coluna J1C3 (fracdo J1C1-105-122)

A fragdo J1C1-105-122 (92,6 mg) foi submetida a separacéo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com propor¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 166 fracbes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 7 fracdes,
chamadas de J1C3-6-10 a J1C3-158-166.
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1.2.4 Coluna J1C4 (fracdo J1S1-14-29)

A fracdo J1S1-14-29 (77,4 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, um sistema isocratico de diclorometano.
Obtiveram-se 46 fracbes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanga cromatografica, em 8 fragcdes, chamadas de J1C4-1-3 a J1C4-
46.

1.2.5 Coluna J1C5 (fracdo J1C1-152-157)

A fracdo J1C1-152-157 (34,5 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase movel, um sistema isocratico de diclorometano.
Obtiveram-se 49 fracbes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatografica, em 11 fracdes, chamadas de J1C5-11 a J1C5-
49.

1.2.6 Coluna J1C6 (fracao J1C4-20-32)

A fragdo J1C4-20-32 (19,1 mg) foi submetida a separagdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, um sistema isocratico de diclorometano.
Obtiveram-se 16 fracbes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatografica, em 5 frag6es, chamadas de J1C6-1 a J1C6-10-
16.

1.2.7 Coluna J1C7 (fracdo J1C1-60-64)

A fracdo J1C1-60-64 (179,8 mg) foi submetida a separagdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 120 fracfes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 12 fracdes,
chamadas de J1C7-1-13 a J1C7-113-120.

1.2.8 Coluna J1C8 (fracao J1C1-233-269)

A fracdo J1C1-233-269 (54,5 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
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silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com propor¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 101 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 17 fracdes,
chamadas de J1C8-1-6 a J1C895-101.

1.2.9 Coluna J1C9 (fracdo J1C1-208-232)

A fracdo J1C1-208-232 (57,4 mg) foi submetida a separagdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 145 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 15 fracdes,
chamadas de J1C9-1-14 a J1C9-143-145.

1.2.10 Coluna J1C10 (fracdo J1C1-270-313)

A fracdo J1C1-270-313 (53,0 mg) foi submetida a separagdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 92 fragBes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 24 fracdes,
chamadas de J1C9-1-14 a J1C9-143-145.

1.2.11 Coluna J1C11 (fragdo J1C1-72-74)

A fracdo J1C1-72-74 (133,9 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 70 fragBes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanga cromatografica, em 5 fracdes,
chamadas de J1C11-1-29 a J1C11-70.

1.2.12 Coluna J1C12 (fragédo J1C2-33-45)

A fracdo J1C2-33-45 (28,0 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 52 fracdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanga cromatografica, em 8 fracdes,
chamadas de J1C12-1-36 a J1C12-53.
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1.2.13 Coluna J1C13 (fragdes J1C1-76-81 + J1C1-82-85 + J1C1-86-104
+J1C11-30-46)

As fracdes J1C1-76-81 (29,5 mg), J1C1-82-85 (41,6 mg), J1C1-86-
104 (295,9 mg) e J1C11-30-46 (62,5 mg) foram reunidas e submetidas a
separacdo cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase moével, misturas de c-hexano com
proporcBes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 90 fragBes que
foram agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 9
fragdes, chamadas de J1C13-1-36 a J1C13-80-90.

1.2.14 Coluna J1C14 (CLV-C-3)

A fracdo CLV-C-3 (337,8 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 50 fracBes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatogréfica, em 13 fragdes,
chamadas de J1C14-1-9 a J1C14-50.

1.2.15 Coluna J1C15 (J1C14-12-14)

A fracdo J1C14-12-14 (161,3 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 45 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanga cromatografica, em 8 fracdes,
chamadas de J1C15-1-14 a J1C15-45.

1.2.16 Coluna J1C16 (J1C14-20-27)

A fracdo J1C14-20-27 (22,5 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 24 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 5 fracdes,
chamadas de J1C16-1-6 a J1C16-20-24.
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1.2.17 Coluna J1C17 (CLV-C-4-5)

A fragdo CLV-C-4-5 (478,8 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com proporc¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 175 fragbes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 17 fragdes,
chamadas de J1C17-1-9 a J1C17-175.

1.2.18 Coluna J1C18 (J1C17-139-149)

A fracdo J1C17-139-149 (43,9 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 56 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 6 fracdes,
chamadas de J1C18-1-5 a J1C18-50-56.

1.2.19 Coluna J1C19 (J1C17-106-138)

A fragdo J1C17-106-138 (79,1 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 24 fragBes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 7 fracdes,
chamadas de J1C19-3-5 a J1C19-18-24.

1.2.20 Coluna J1C20 (J1C17-69-105)

A fragdo J1C17-69-105 (154,7 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 24 fragBes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanga cromatografica, em 3 fracdes,
chamadas de J1C20-1-9 a J1C20-16-24.
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1.2.21 Coluna J1C21 (CLV-C-6)

A fragdo CLV-C-6 (409,8 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 67 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatogréfica, em 16 fragdes,
chamadas de J1C21-1-2 a J1C21-60-67.

1.2.22 Coluna J1C22 (J1C21-26-29)

A fragdo J1C21-26-29 (94,5 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com propor¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 47 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 5 fracdes,
chamadas de J1C22-1-15 a J1C22-34-47.

1.3 COLUNAS COM RESINA SEPHADEX (J1S)
1.3.1 Coluna J1S1 (fragao J1C1-158-177)

A fragdo J1C1-158-177 (80,8 mg) foi submetida a cromatografia
de exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 30 fragGes, que foram agrupadas em funcéo
da sua semelhanca cromatografica em 2 fragdes, chamadas de J1S1-14-29 a
J1S1-30.

1.3.2 Coluna J1S2 (fracdo J1C1-68-71)

A fracdo J1C1-68-71 (56,7 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 29 fracGes, que foram agrupadas em funcéo
da sua semelhanca cromatografica em 13 frac6es, chamadas de J1S2-1-11 a
J1S2-28.

1.3.3 Coluna J1S3 (fracdo J1C3-36-69)

A fracdo J1C3-36-69 (14,2 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
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diclorometano. Obtiveram-se 21 fracBes, que foram agrupadas em funcéo
da sua semelhanca cromatografica em 3 fra¢fes, chamadas de J1S3-1-8 a
J1S314-21.

1.3.4 Coluna J1S4 (fragédo C3-70-78)

A fracdo J1C3-70-78 (7,5 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 12 fragGes, que foram agrupadas em funcdo
da sua semelhanca cromatografica em 4 fracGes, chamadas de J1S1-1 a
J1S1-5-12.

1.3.5 Coluna J1S5 (fragédo J1C3-79-99)

A fracdo J1C3-79-99 (12,3 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 15 fracfes, que foram agrupadas em funcéo
da sua semelhanca cromatografica em 6 fracGes, chamadas de J1S5-1-8 a
J1S5-14-15.

1.3.6 Coluna J1S6 (fracédo J1S2-16-17)

A fragdo J1S2-16-17 (21,0 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 34 fragGes, que foram agrupadas em funcéo
da sua semelhanga cromatografica em 6 fracbes, chamadas de J1S6-1-8 a
J1S6-32-34.

1.3.7 Coluna J1S7 (fragio J1S6-28-31)

A fracdo J1S6-28-31 (5,6 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 19 fracGes, que foram agrupadas em funcao
da sua semelhanca cromatogréafica em 2 fracdes, chamadas de J1S7-1-12 a
J1S7-13-19.

1.3.8 Coluna J1S8 (fragdo J1S2-15)

A fracdo J1S2-15 (9,6 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
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diclorometano. Obtiveram-se 27 fragBes, que foram agrupadas em funcdo
da sua semelhanca cromatografica em 3 fragGes, chamadas de J1S8-1-9 a
J158-23-27.

1.3.9 Coluna J1S9 (fracdo J1S2-18-19)

A fracdo J1S2-18-19 (9,0 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
diclorometano. Obtiveram-se 18 fragGes, que foram agrupadas em funcéo
da sua semelhanca cromatografica em 2 fragfes, chamadas de J1S9-1-9 a
J1S9-10-18.

1.3.10 Coluna J1S10 (fragdo J1C20-10-15)

A fragdo J1C20-10-15 (13,7 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
cloroférmio. Obtiveram-se 18 fragdes, que foram agrupadas em funcgéo da
sua semelhanca cromatografica em 4 fragfes, chamadas de J1S10-1-11 a
J1S10-16-18.

1.4 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (J1ES)
1.4.1 Coluna J1ESL1 (fracdo J1C1-75)

A fracdo J1C1-75 (13,4 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionéria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 11 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 3 fracdes,
chamadas de J1ES1-1-7 a JIES1-9-10.

1.4.2 Coluna J1ES2 (fracao J1C1-142-145)

A fracdo J1C1-142-145 (34,8 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mével, misturas de n-hexano com
propor¢Oes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 12 fracBes que
foram agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 3
fragdes, chamadas de J1IES2-7-9 a JIES2-11-12.
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1.4.3 Coluna J1ES3 (fracéo J1S2-14)

A fragdo J1S2-14 (10,4 mg) foi submetida a técnica de extracdo em
fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com proporc¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 11 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 6 fracdes,
chamadas de J1IES3-1-3 a JIES3-9-11.

1.4.4 Coluna J1ES4 (fragdo J1S2-22-23)

A fracdo J1S2-22-23 (2,6 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcoes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fragdes que foram agrupadas,
em funcdo da sua semelhanca cromatogréafica, em 3 fracdes, chamadas de
J1ES4-1-3 a J1IES4-6.

1.4.5 Coluna J1ESS (fragdo J1S2-21)

A fracdo J1S2-21(1,8 mg) foi submetida a técnica de extracdo em
fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 9 fragdes que foram agrupadas,
em funcdo da sua semelhanca cromatogréafica, em 3 fracdes, chamadas de
J1ES5-1 a J1IES5-3-9.

1.4.6 Coluna J1ES6 (fragbes J1S6-25-27 + J1S7-13-19)

As fragbes J1S6-25-27 (5,4 mg) e J1S7-13-19 (5,6 mg) foram
reunidas e submetidas a técnica de extracdo em fase sélida utilizando-se
cartuchos contendo como fase estacionaria gel de silica 60 e, como fase
mével, misturas de n-hexano com proporcdes crescentes de acetato de etila.
Obtiveram-se 5 fragdes que foram agrupadas, em funcéo da sua semelhanga
cromatografica, em 4 fracdes, chamadas de JIES6-1 a JIES6-4-5.
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1.4.7 Coluna J1ES7 (fracdo J1ES6-2)

As fracdes JIES6-2 (5,6 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 10 fragdes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 5 fracdes,
chamadas de J1ES7-1 a JIES7-5-10.

1.4.8 Coluna J1ES8 (fragéo J1C1-178-207)

A fracdo J1C1-178-207 (40,1 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com
proporcBes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fracdes,
chamadas de JIES8-1 a JIES8-6.

1.4.9 Coluna J1ES9 (fragdes J1S8-10-22 + J1S9-10-18)

As fracBes J1S8-10-22 (18,0 mg) e J1S9-10-18 (10,4 mg) foram
reunidas e submetidas a técnica de extracdo em fase sélida utilizando-se
cartuchos contendo como fase estacionaria gel de silica 60 e, como fase
movel, misturas de n-hexano com proporcdes crescentes de acetato de etila.
Obtiveram-se 6 fragdes, que foram agrupadas em fungdo da sua semelhanca
no espectro de  RMN de 'H em 2 fracdes, chamadas de JIES9-1-4 a
J1ES9-5-6.

1.4.10 Coluna J1ES10 (fracao J1C1-123-141)

A fracdo J1C1-123-141 (81,9 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mével, misturas de n-hexano com
proporcBes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 3 fragdes, que
foram agrupadas em funcéo da sua semelhanca no espectro de RMN de *H
em 2 fracGes, chamadas de JIES10-1-2 a JIES10-3.
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1.4.11 Coluna J1ES11 (frag¢do J1C1-314-322)

A fracdo J1C1-314-322 (8,2 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sdlida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com
proporcdes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fracdes,
chamadas de J1IES11-1 a JIES11-4.

1.4.12 Coluna J1ES12 (fracéo J1C1-65-67)

A fracdo J1C1-65-67 (11,7 mg) foi submetida a técnica de extragdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fragdes, chamadas de
JIES12-1 a JIES12-4.

1.4.13 Coluna J1ES13 (fragbes J1C8-18-20 + J1C9-105-115 + J1C10-
48-60)

As fragbes J1C8-18-20 (3,2 mg), J1C9-105-115 (6,4 mg) e J1C10-
48-60 (1,9 mg) foram reunidas e submetidas a técnica de extracdo em fase
s6lida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel de silica
60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes crescentes de
acetato de etila. Obtiveram-se 10 fragBes, denominadas J1ES13-1 a
J1ES13-10.

1.4.14 Coluna J1ES114 (fracdo J1ES13-8)

A fracdo J1ES13-8 (8,1 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionéria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcoes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fracdes, chamadas de
J1IES14-1 a JIES14-4.

1.4.15 Coluna J1ES15 (fracédo J1C2-14-32)
A fragdo J1C2-14-32 (12,2 mg) foi submetida a técnica de extragdo

em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com proporcées
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crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fragdes, chamadas de
J1ES15-1 a JIES15-4.

1.4.16 Coluna J1ES16 (fracdo J1C14-15-19)

A fracdo J1C14-15-19 (11,4 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com
propor¢cBes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 5 fragdes,
chamadas de JIES16-1 a JIES16-5.

1.4.17 Coluna J1ES17 (fracdo J1C15-34-35)

A fracdo J1C15-34-35 (17,1 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mével, misturas de n-hexano com
proporcBes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fracdes,
chamadas de J1IES17-1-3 a JIES17-6.

1.4.18 Coluna J1ES18 (fracao J1C16-10-19)

A fracdo J1C16-10-19 (11,0 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase mével, misturas de n-hexano com
propor¢cOes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 10 fragdes,
chamadas de J1ES18-1-4 a JIES18-8-10.

1.4.19 Coluna J1ES19 (fragio JIES16-4)

A fracdo J1ES16-4 (9,8 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionéria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de agua com proporcdes
crescentes de metanol. Obtiveram-se 6 fragdes, chamadas de JIES19-1-2 a
J1ES19-6.

1.4.20 Coluna J1ES20 (fracdo J1C17-175)

A fragdo J1C17-175 (11,5 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
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de silica 60 e, como fase movel, misturas de n-hexano com proporcGes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fracdes, chamadas de
J1ES20-1-4 a JIES20-6.

1.4.21 Coluna J1ES?21 (fragdo J1C17-174)

A fracdo J1C17-174 (16,9 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 7 fracdes, chamadas de
JIES21-1 a JIES21-7.

1.4.22 Coluna J1ES22 (fragédo J1C18-39-49)

A fracdo J1C18-39-49 (7,1 mg) foi submetida a técnica de extragdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcoes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 4 fragdes, chamadas de
J1ES22-1-2 a J1IES22-4.

1.4.23 Coluna J1ES23 (frag¢do J1C18-27-38)

A fracdo J1C18-27-38 (8,9 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcoes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 5 fracdes, chamadas de
J1IES23-1-2 a JIES23-5.

1.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (JicL)
1.5.1 Coluna J1CL1 (fragfes JIES7-2 + J1C4-4-6)

As fracdes JIES7-2 (1,8 mg) e J1C4-4-6 (2,9 mg) foram reunidas
para purificacdo por meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria
coluna de silica 10 um, sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e
acetato de etila na proporcdo de 95:5. Obtiveram-se 6 fracGes, denominadas
J1CL1-0 a J1ICL1-5.
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1.5.2 Coluna J1CL2 (fragbes J1C8-7-9 + J1C9-34-43 + J1C10-9-13)

As fragbes J1C8-7-9 (1,8 mg), J1C9-34-43 (2,4 mg) e J1C10-9-13
(1,4 mg) foram reunidas para purificacdo por meio de CLAE, utilizando-se
como fase estacionéria coluna de silica 10 um, sendo empregada mistura
dos solventes n-hexano e acetato de etila na proporcdo de 95:5. Obtiveram-
se 4 fragGes, denominadas J1CL2-0 a J1CL2-3.

1.5.3 Coluna J1CL3 (fragGes J1C1-146-148 + J1C1-149-151)

As fracbes J1C1-146-148 (16,5 mg) e J1C1-149-151 (18,9 mQ)
foram reunidas para purificagdo por meio de CLAE, utilizando-se como
fase estacionaria coluna de silica 10 um, sendo empregada mistura dos
solventes n-hexano e acetato de etila na propor¢do de 9:1. Obtiveram-se 4
fracBes, denominadas J1CL3-0 a J1CL3-3.

1.5.4 Coluna J1CL4 (fracdo J1ES10-1-2)

A fracdo J1ES10-1-2 (63,2 mg) foi submetida a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionéria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 92:8. Obtiveram-se 8 fragdes, denominadas J1CL4-0 a
J1CLA4-7.

1.5.5 Coluna J1CLS5 (fracdo J1ES9-1-4)

A fracdo J1ES9-1-4 (11,3 mg) foi submetida a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 96:4. Obtiveram-se 6 fracBes, denominadas J1CL5-0 a
J1CL5-5.

1.5.6 Coluna J1CL6 (fracdo J1ES12-3)
A fracdo J1IES12-3 (7,4 mg) foi submetida a purificacdo por meio

de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
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proporc¢do de 9:1. Obtiveram-se 5 fragdes, denominadas J1CL6-0 a J1CL6-
4,

1.5.7 Coluna J1CLY7 (fracdo J1ES13-2-3)

A fragdo J1ES13-2-3 (5,9 mg) foi submetida a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 93:7. Obtiveram-se 5 fragOes, denominadas J1CL7-0 a
J1CL6-4.

1.5.8 Coluna J1CLS8 (fragdo J1C12-51-52)

A fragdo J1C12-51-52 (13,6 mg) foi submetida a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 92:8. Obtiveram-se 2 fracfes, denominadas J1CL8-1 a
J1CL8-2.
1.5.9 Coluna J1CL9 (fracédo J1CL4-4)

A fragdo J1CL4-4 (7,5 mg) foi submetida a purificagdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 95:5. Obtiveram-se 3 fracfes, denominadas J1CL9-1 a
J1CL9-3.

1.5.10 Coluna J1CL10 (frac&o J1CL4-5)

A fracdo J1CL4-5 (6,1 mg) foi submetida a purificagdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 95:5. Obtiveram-se 2 fracGes, denominadas J1ICL10-1 a
J1CL10-2.

1.5.11 Coluna J1CL11 (fracdo J1C14-52-56)
A fragdo J1C14-52-56 (65,9 mg) foi submetida a purificacdo por

meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
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propor¢do de 96:4. Obtiveram-se 6 fracdes, denominadas J1CL11-0 a
J1CL11-5.

1.5.12 Coluna J1CL12 (fragio J1C14-57-58)

A fragdo J1C14-57-58 (26,7 mg) foi submetida a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 96:4. Obtiveram-se 5 fracdes, denominadas J1CL12-0 a
J1CL12-3.

1.5.13 Coluna J1CL13 (fracdo J1CL11-5)

A fracdo J1CL13-5 (2,9 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 95:5. Obtiveram-se 2 fragdes, denominadas J1CL13-1 a
J1CL13-2.

1.5.14 Coluna J1CL14 (fracdo J1CL11-4)

A fracdo J1CL11-4 (2,6 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 95:5. Obtiveram-se 3 fragdes, denominadas J1CL14-1 a
J1CL14-3.

1.5.15 Coluna J1CL15 (fragbes J1CL1-3-4 + JICL5-4 + JICL6-3 +
J1ES8-3)

As fragdes J1ICL1-3-4 (2,3 mg), JICL5-4 (3,4 mg), JICL6-3 (1,1
mg) e JIES8-3 (4,6 mg) foram reunidas e submetidas a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 96:4. Obtiveram-se 2 fracOes, denominadas J1CL15-1 a
J1CL15-2.



316

1.5.16 Coluna J1CL16 (fra¢bes J1CL2-3 + J1CL4-2 + J1CL-3 + J1C9-
15-19 + J1C10-5-6)

As fracbes J1CL2-3 (0,6 mg), J1CL4-2 (2,0 mg), JICL-3 (2,1 mg),
J1C9-15-19 (3,3 mg) e J1C10-5-6 (3,0 mg) foram reunidas e submetidas a
purificagdo por meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna
de silica 10 um, sendo empregada mistura dos solventes n-hexano e acetato
de etila na propor¢do de 96:4. Obtiveram-se 6 fragBes, denominadas
J1CL16-0 a JICL16-5.

1.5.17 Coluna J1CL17 (fracdo J1ES21-4)

A fracdo JIES21-4 (2,5 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 8:2. Obtiveram-se 3 fragGes, denominadas JICL17-1 a
J1CL17-3.

1.5.18 Coluna J1CL18 (fracdo J1IES21-6)

A fracdo J1IES21-6 (3,3 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 7:3. Obtiveram-se 2 fragdes, denominadas J1CL18-1 a
J1CL18-2.

2 CLV DO EXTRATO DP-VII -CLV A

O extrato DP-VII (4.439,00 mg) foi submetido a cromatografia
liquida a vacuo com gel de silica 60, utilizando-se como fase mével um
gradiente de solventes, conforme Tabela 3. Cada fracéo foi coletada em
frasco separado, obtendo-se um total de 13 fragBes de cada CLV, chamadas
de Fr1aFr13.
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Tabela 3. Esquema de solventes utilizados na CLV A do extrato DP-VII.

Fracoes Fase movel Volume (mL)
1 n-Hex 100 % 400
2 n-Hex 95:5 AcOEt 200
3 n-Hex 9:1 AcOEt 200
4 n-Hex 85:5 AcOEt 200
5 n-Hex 8:2 AcOEt 200
6 n-Hex 8:2 AcOEt 200
7 n-Hex 7:3 AcOEt 200
8 n-Hex 6:4 AcOEt 200
9 n-Hex 1:1 AcOEt 200
10 n-Hex 1:2 AcOEt 200
11 AcOEt 100 % 200
12 AcOEt 9:1 MeOH 200
13 MeOH 100 % 400

2.1 COLUNAS ABERTAS (P7C)
2.1.1 Coluna P7C1 (fracdo DP7-3)

A fracdo DP7-3 (794,3 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase modvel, misturas de c-hexano com proporcGes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 107 fragfes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 9 fracdes,
chamadas de P7C1-1-63 a P7C1-107.

2.1.2 Coluna P7C2 (fracdo DP7-4)

A fragdo DP7-4 (220,7 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de c-hexano com proporcdes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 13 fragBes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 4 fracdes,
chamadas de P7C2-1-8 a P7C2-13.

2.1.3 Coluna P7C3 (fracdo P7C2-13)
A fracdo P7C2-13 (168,8 mg) foi submetida a separacdo

cromatogréfica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionéria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de c-hexano com proporcdes
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crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 6 fracGes que foram agrupadas,
em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 4 fragdes, chamadas de
P7C3-1-2 a P7C3-6.

2.1.4 Coluna P7C4 (Fragdes reunidas do extrato DP-VII)

A amostra correspondente as fragbes reunidas do extrato DP-VII
(635,8 g) foi submetida a separacdo cromatografica em coluna aberta.
Utilizou-se como fase estacionaria gel de silica 60 e, como fase movel,
misturas de c-hexano com proporgGes crescentes de acetato de etila.
Obtiveram-se 58 fragBes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatogréafica, em 9 fragdes, chamadas de P7C4-1-17 a P7C4-
58.

2.2 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (P7ES)
2.2.1 Coluna P7ES1 (fragdo P7C1-107)

A fracdo P7C1-107 (20,7 mg) foi submetida a técnica de extracdo
em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com proporcoes
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 5 fragdes, chamadas de P7ES1-
1aP7ES1-4.

2.2.2 Coluna P7ES2 (fracdo P7C4-8-17)

A fragdo P7C4-8-17 (446,0 mg) foi submetida a técnica de
extracdo em fase sélida utilizando-se cartuchos contendo como fase
estacionaria gel de silica 60 e, como fase movel, misturas de 4gua com com
proporgdes crescentes de metanol. Obtiveram-se 4 fragdes, chamadas de
P7ES2-1 a P7E21-4. A amostra P7C4-8-17 foi dividida em quatro aliquota
e este procedimento foi realizado separadamente para cada uma delas,
sendo as amostras semelhantes reunidas ao final.

2.2.3 Coluna P7ES3 (fracdo P7ES2-1)
A fracdo P7ES2- 1(12,3 mg) foi submetida a técnica de extracdo

em fase solida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de agua com com proporcdes
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crescentes de metanol. Obtiveram-se 4 fracdes, chamadas de P7ES3-1 a
P7ES3-4.

2.2.4 Coluna P7ES4 (fragdo P7ES3-2)

A fracdo P7ES3- 2(6,3 mg) foi submetida a técnica de extragdo em
fase sdlida utilizando-se cartuchos contendo como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de agua com com proporcdes
crescentes de metanol. Obtiveram-se 4 fracdes, chamadas de P7ES4-1 a
P7ES4-4.

2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (J1CL)
2.3.1 Coluna P7CL1 (fragéo P7C1-96-105)

A fracdo P7C1-96-105 (34,8 mg) foi submetida a purificacdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionéria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 92:8. Obtiveram-se 6 fragdes, denominadas P7CL1-0 a
P7CL1-5.

2.3.2 Coluna P7CL2 (fragdo P7C1-89-95)

A fragcdo P7C1-89-95 (17,1 mg) foi submetida a purificacdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 92:8. Obtiveram-se 4 frages, denominadas P7CL2-0 a
P7CL2-2, incluindo o residuo.

2.3.3 Coluna P7CL3 (fragdo P7CL2-residuo)

O residuo da P7CL2 (6,1 mg) foi submetido a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 92:8. Obtiveram-se 5 fragdes, denominadas P7CL3-1 a
P7CL3-5.
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2.3.4 Coluna P7CL4 (fracdo P7C1-106)

A fracdo P7C1-106 (21,1 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 92:8. Obtiveram-se 5 fracdes, denominadas P7CL4-0 a
P7CL4-4.

2.3.5 Coluna P7CLS5 (fragdo P7CL4-1)

A fracdo P7CL4-1 (1,3 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 92:8. Obtiveram-se 2 fracdes, denominadas P7CL5-0 a
P7CL5-1.

2.3.6 Coluna P7CLS6 (fragcdo P7ES1-1)

A fracdo P7ES1-1 (4,7 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 85:15. Obtiveram-se 2 fracdes, denominadas P7CL6-0 a
P7CL6-1.

2.3.7 Coluna P7CLY7 (fragdo P7ES1-2)

A fragdo P7ES1-2 (4,2 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 um,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 85:15. Obtiveram-se 2 fragdes, denominadas P7CL7-1 a
P7CL7-2.

2.3.8 Coluna P7CL38 (fragdo P7ES1-3)

A fracdo P7ES1-3 (2,3 mg) foi submetida a purificagdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 85:15. Obtiveram-se 3 fracOes, denominadas P7CL8-1 a
P7CL8-3.
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2.3.9 Coluna P7CL9 (fragdo P7C2-9-12)

A fragdo P7C2-9-12 (25,1 mg) foi submetida a purificagdo por
meio de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10
um, sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 8:2. Obtiveram-se 4 fragdes, denominadas P7CL9-0 a P7CL9-
3.

2.3.10 Coluna P7CL10 (fragdo P7CL9-1)

A fragdo P7CL9-1 (5,8 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
proporcdo de 85:15. Obtiveram-se 3 fragdes, denominadas P7CL10-1 a
P7CL10-3.

2.3.11 Coluna P7CL11 (fragdo P7CL9-0)

A fragdo P7CL9-0 (13,2 mg) foi submetida a purificacdo por meio
de CLAE, utilizando-se como fase estacionaria coluna de silica 10 pm,
sendo empregada mistura dos solventes c-hexano e acetato de etila na
propor¢do de 9:1. Obtiveram-se 3 fragGes, denominadas P7CL11-1 a
P7CL11-2, incluindo o residuo.

3CLV DO EXTRATO DJ-VII -CLV A

O extrato DJ-VII (1.471,00 mg) foi submetido a cromatografia
liquida a vacuo com gel de silica 60, utilizando-se como fase mével um
gradiente de solventes, conforme Tabela 3. Cada fra¢do foi coletada em
frasco separado, obtendo-se um total de 13 fragdes de cada CLV, chamadas
de FrlakFr13.
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Tabela 3. Esquema de solventes utilizados na CLV A do extrato DJ-VII.

Fracbes Fase movel Volume (mL)
1 n-Hex 100 % 400
2 n-Hex 95:5 AcOEt 200
3 n-Hex 9:1 AcOEt 200
4 n-Hex 85:5 AcOEt 200
5 n-Hex 8:2 AcOEt 200
6 n-Hex 8:2 AcOEt 200
7 n-Hex 7:3 AcOEt 200
8 n-Hex 6:4 AcOEt 200
9 n-Hex 1:1 AcOEt 200
10 n-Hex 1:2 AcOEt 200
11 AcOEt 100 % 200
12 AcOEt 9:1 MeOH 200
13 MeOH 100 % 400

3.1 COLUNAS ABERTAS (J7C)
3.1.1 Coluna J7C1 (fragdo DJ-VII-7)

A fracdo DJ-VII-7 (66,6 mg) foi submetida a separacdo
cromatogréafica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estacionaria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de n-hexano com propor¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 60 fragfes que foram
agrupadas, em funcdo da sua semelhanca cromatografica, em 17 fracdes,
chamadas de J7C1-1 a P7C1-60.

3 CLV DOS EXTRATOS DJ-VI, DJ-VII, DJ-VIII, DJ-IX, DJ-X, DJ-XI,
DP-1, DP-11/1V, DP-I11, DP-V, DP-VI

O extratos DJ-VI (3,052 g), DJ-VII (1,471 g), DJ-VIII (21,593 g),
DJ-1X (3,660 g), DJ-X (7,923 g), DJ-XI (6,881 g), DP-I (3,349 g), DPII-IV
(1,652 g), DP-11l (1,046 g), DP-V (1,756 g), DP-VI (1,490 g), DP-IX
(4,438 g) e DP-X (3,835 g) foram submetidos a cromatografia liquida a
vacuo com gel de silica 60 separadamente, utilizando-se como fase movel
um gradiente de solventes, conforme Tabela 4. Cada fragdo foi coletada em
frasco separado, obtendo-se um total de 13 frages de cada CLV, chamadas
de Fr 1 a Fr 13. Cada uma das fra¢des foi analisada por meio de CCD e
RMN de 'H.
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Tabela 4. Esquema de solventes utilizados na CLV dos extratos DJ-VI, DJ-VII, DJ-

VI, DJ-IX, DJ-X, DJ-XI, DP-1, DP-11/1V, DP-111, DP-V, DP-VI.

Fracdes Fase movel Volume (mL)
Frl n-Hex 100 % 400
Fr2 n-Hex 95:5 AcOEt 200
Fr3 n-Hex 9:1 AcOEt 200
Fra n-Hex 85:5 AcOEt 200
Fr5 n-Hex 8:2 AcOEt 200
Fr6 n-Hex 8:2 AcOEt 200
Fr7 n-Hex 7:3 AcOEt 200
Fr8 n-Hex 6:4 AcOEt 200
Fr9 n-Hex 1:1 AcOEt 200
Fr 10 n-Hex 1:2 AcOEt 200
Fri1 AcOEt 100 % 200
Fr12 AcOEt 9:1 MeOH 200
Fr13 MeOH 100 % 400
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