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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar os extratos organicos das espécies
marinhas Stragulum bicolor (Octocorallia: Clavulariidae) e Ophionereis reticulata
(Ofiura: Ophionereididae), dois invertebrados marinhos endémicos do litoral brasileiro
com grande incidéncia na costa cearense. O extrato metandlico de S. bicolor foi
submetido a cromatografia gravitacional, utilizando gel de silica como fase estaciondria,
e teve como resultado o isolamento de dois compostos pertencentes a classe dos
anfidinolidos, o anfidinolido P (SB 2H) e seu andlogo metilado, 3-O-metil anfidinolido
P (SB 2F), o qual estd sendo descrito pela primeira vez. Posteriormente, por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram isolados mais quatro
anfidinolidos, um deles ja conhecido na literatura, denominado de anfidinolido T (SB
SE). Os demais anfidinolidos foram relatados pela primeira vez, e foram designados
como: anfidinolido B8 (SB 4E), anfidinolido B9 (SB 4D) e anfidinolido C4 (SB 4M). Ja
do extrato metandlico de O. reticulata, apés cromatografia utilizando como fase
estaciondria gel de dextrana Sephadex LH-20, resultou no isolamento de trés
sesquiterpenos pertencentes a classe dos chamigrano, sendo eles o elatol (OREDM2F),
isoobtusadieno (OREDM?2D) e acetil-isoobtusadieno (OREDM2B). Alguns dos
compostos isolados de S. bicolor foram testados contra a linhagem de célula
cancerigena HCT-116 (cancer de cdlon), apresentando atividade entre leve a moderada.
Para a caracterizacdo dos compostos isolados foram empregadas técnicas

espectroscépicas como RMN de 'H e '°C (1D e 2D), e espectrometria de massas.

Palavras chaves: Stragulum bicolor. Anfidinolidos. Ophionereis reticulate.
Sesquiterpenos. Elatol.



ABSTRACT

The goal of the present work was to investigate the organic extracts of the marine
species Stragulum bicolor (Octocorallia: Clavulariidae) and Ophionereis reticulata
(Ofiura: Ophionereididae), two endemic invertebrates of the Brasilian seas, widespread
in the coast of Ceara State. The methanolic extract of S. Bicolor was subjected to
successive chromatography columns on silica gel to yield two amphidinolides, the
amphidinolide P (SB 2H) and its methy ester derivative, 3-O-methyl amphidinolide P
(SB 2F), which is described for the first time. Posteriorly, using high performance
liquid cromatography (HPLC), was isolated four amphidinolides, three of which are
new, and the known amphidinolide T (SB 5E). The new compounds were designated as
amphidinolides B8 (SB 4E), B9 (SB 4D) and C4 (SB 4M). From the methanolic extract
of O. Reticulata, using chromatography on silica gel and Sephadex LH-20, were
isolated three sesquiterpenes of skeleton chamigrane: elatol (OREDMZ2F),
isoobtusadiene (OREDM?2D) and acetyl-isoobtusadiene (OREDM2B). All compounds
isolated from S. bicolor were assayed against the cancer cell line HCT-116 (colon)
showing weak or moderate activities. The structures of all compounds were
determinated by means of spectroscopic tecniques ('H and ?C NMR — 1D and 2D) and
HRESIMS.

Keywords:  Stragulum  bicolor. = Amphidinolides. = Ophionereis  reticulata.
Sesquiterpenes. Elatol.
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1 INTRODUCAO

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas ja
conhecidas, contribuindo de forma significativa para o fornecimento de metabdlitos
secunddrios, muitos destes de grande valor devido as suas intimeras aplicagdes nos mais
diversos setores industriais como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos

(PHILLIPSON; ANDERSON, 1989).

Os produtos naturais possuem uma rica histéria no desenvolvimento de
medicamentos. Muitas drogas sintéticas usadas na prética clinica foram desenvolvidas,
ao menos parcialmente, a partir de fontes naturais. Desde o inicio das primeiras
civilizagdes, compostos farmacologicamente ativos t€m auxiliado no tratamento de
doencas humanas, cujas propriedades terapeuticas variam desde antibidticos
(penicilina), analgésicos (aspirina, opioides), imunossupressivos (rapamicina), dentre
outras aplicagdes (CHERBLANC er al., 2013; NEWMAN; CRAGG; KINGSTON,
2008).

Os oceanos cobrem cerca de 70% da superficie terrestre e sdo habitados por
cerca de 200.000 espécies de plantas e invertebrados marinhos, € milhdes de
microorganismos. Além das plantas marinhas, esponjas, octocorais, ascideas e
briozodrios sdo organismos que se desenvolvem em condi¢des adversas, em virtude
disto, a evolucdo e sobrevivéncia dessas espécies resultam em organismos que
produzem substincias unicas com enorme diversidade nas suas fungdes ecoldgicas

(PINTO et al., 2002).

Os investimentos por parte das indudstrias farmacéuticas em produtos naturais
marinhos na busca por substincias bioativas vém crescendo desde a década de 1960. O
desenvolvimento de equipamentos e metodologias para coletas no ambiente marinho
sdo dois dos principais fatores que contribuem para o estudo de organismos marinhos.
Atrelado a isso, hd também a perspectiva de descoberta de substidncias novas com
caracteristicas peculiares e com grande potencial farmacoldgico, gragas ao ambiente
completamente distinto das plantas, as quais tém sido estudadas desde longas datas e
que podem ser utilizadas como um bom exemplo e incentivo aos estudos dos produtos

naturais marinhos.
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A descoberta de uma grande quantidade de prostaglandinas - substancias com
inimeras fung¢des no organismo, tais como: funcdo reprodutora (contragdo uterina,
transporte do sémen, dentre outras), vasodilatadora, broncodilatadora e no sistema
imunolégico a partir do octocoral Plexaura homomalla (SILVA, 2005), fez com que
houvesse um considerdvel aumento no interesse pelas pesquisas em produtos naturais
marinhos. Com isto, pesquisadores de diversos centros de estudos de diversas partes do
mundo passaram a ter um maior interesse pela prospeccdo dos organismos marinhos.
Particularmente interessante e envolvente é o fato de que uma grande parcela das
substancias isoladas e identificadas de fontes marinhas apresentam estruturas singulares,
altamente complexas e funcionalizadas, incomparaveis aos relatos de outras fontes de

origem terrestre.

Vale ressaltar, a importancia do estudo sobre as substancias quimicas produzidas
pelos organismos marinhos que também tem sido usado como fonte de conhecimento
para auxiliar na compreensdo no que diz respeito a evolucdo das espécies marinhas, bem
como na compreensdo da conservacdo e preservacdo das comunidades marinhas

(PINTO et al., 2002).

A quimica de produtos naturais marinhos no Brasil, cujo litoral é de cerca de
7.500 km de extensdo como mostrado na Figura 1, pagina 18 tem se desenvolvido
somente nos ultimos anos. Considerando sua extensao e que a fauna marinha do mesmo
¢ praticamente inexplorada, e ainda, que os organismos marinhos sdo promissoras
fontes de metabdlitos secunddrios potencialmente importantes do ponto de vista
farmacoldgico e bioldgico, a costa brasileira representa uma incontestivel fonte de

substancias ativas, a serem exploradas.
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Figura 1. Extensdo territorial do litoral brasileiro.
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Fonte: http://www.naval.com.br/blog/2010/10/16/poder-naval-no-seminario-da-amazonia-azul-na-escola-naval/

A espécie Stragulum bicolor (Figura 2) pertence ao Filo Cnidédrio, um grande,
diverso e ecologicamente importante grupo de invertebrados marinhos, € um octocoral
da familia Clavulariidae, que vive em coldnias sobre um substrato, e que, desde o ano

de 2002, tem relatos de sua presencga ao longo do litoral brasileiro.

De acordo com Altvater e Coutinho (2015) este octocoral apresenta crescimento
répido e com bastante frequéncia, cresce cobrindo outros invertebrados marinhos. E
uma espécie que ndo € endémica do Brasil, sendo possivelmente introduzida no pais,

através de sua incrustagdo em cascos de navios.

Figura 2. Imagem do Stragulum bicolor.
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Fonte: Altvater e Coutinho (2015).


http://www.naval.com.br/blog/2010/10/16/poder-naval-no-seminario-da-amazonia-azul-na-escola-naval/
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Ophionereis reticulata (Figura 3) € uma estrela do mar pertencente ao Filo
Echinodermata, da familia Ophionereididae. Possui um disco pentagonal e cinco bracos
alongados e estreitos. O disco pode crescer até um didmetro de 15 mm e os bragos com
crescimento até 120 mm. E um herbivoro que se alimenta principalmente de algas

verdes e vermelhas (YOKOYAMA; AMARAL, 2008).

Figura 3. Imagem de Ophionereis reticulata.

Fonte: http://echinoderms.myspecies.info/taxonomy/term/54822

Os objetivos do trabalho se concetrou em realizar um estudo quimico com os
invertebrados marinhos S. bicolor coletado na praia na Caponga, no municipio de
Cascavel e com o equinodermata O. reticulata, coletado na praia do Paracuru visando o
isolamento e caracterizacdo de metabdlitos secundérios, bem como a avaliacdo do

potencial citotéxico frente a linhagens tumorais HCT-116 (cancer de cdlon).


http://echinoderms.myspecies.info/taxonomy/term/54822
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2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Com o intuito de conhecer melhor a quimica dos Amphidinium, produtores em
potencial de anfidinolidos, realizou-se um levantamento bibliografico sobre as espécies
jé investigadas. A Tabela 1 mostra os anfidinolidos descritos na literatura até a data da
elaboragdo deste trabalho (Maio/2016), todos foram isolados da espécie Amphidinium
sp. Também sdo relatadas as referéncias relacionadas aos estudos de isolamento,

caracterizacdo, estereoquimica e atividade tumoral.

Tabela 1. Levantamento bibliografico sobre os relatos de anfidinolidos descritos na literatura.

ESTRUTURA / NOME ATIVIDADE REFERENCIAS
Antitumoral | Kobayashi et al.,
1986.
Kobayashi; Kubota,
2007.

Antitumoral | Ishibashi et al., 1987.
Ishibashi; Ishiyama;
Kobayashi, 1994a.
Kobayashi et al.,
1987.

Kobayashi et al.,
1989.

Kobayashi et al.,
2003.

Matsunaga et al.,
1999.

Shimbo et al., 2005.

Anfidinolido B
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Anfidinolido B5

Antitumoral Bauer et al., 1994.
Antitumoral Bauer et al., 1994.
Antitumoral | Kobayashi; Kubota,
2007.
Tsuda et al., 2005.
Antitumoral | Kobayashi; Kubota,

2007.
Tsuda et al., 2005.
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- Oguchi et al., 2007.

OH o

- Oguchi et al., 2007.

Anfidinolido B7

Antitumoral | Kobayashi et al.,
1988.

Kobayashi et al.,
2003.

Kubota; Tsuda, 2003.
Kubota et al., 2001a.

- Kubota et al., 2004.
Kobayashi; Kubota,
2007.

Anfidinolido C2
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Antitumoral Kubota et al., 2010.

Antitumoral | Kobayashi et al.,
1989.

Antitumoral | Kobayashi et al.,
1990.
Kubota et al., 2002.

Kobayashi et al.,

Anfidinolido E
Antitumoral
1991a.

Anfidinolido F
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Antitumoral

Kobayashi et al.,
1991b.

Kobayashi et al.,
2000.

Kobayashi et al.,
2003.

Kobayashi; Tsuda,
2005.

Antitumoral

Kobayashi et al.,
2002.
Kobayashi et al.,
2003.

Antitumoral

Kobayashi et al.,
2002.
Kobayashi et al.,
2003.

Anfidinolido H

Antitumoral

Kobayashi et al.,
1991b.

Kobayashi et al.,
2000.

Kobayashi et al.,
2003.

Kobayashi; Tsuda,
2005.

Kobayashi; Kubota,
2007.

Saito et al., 2004.
Shimbo et al., 2005.
Usui et al., 2004.
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Antitumoral

Kobayashi et al.,
2002.

Kobayashi et al.,
2003.

Shimbo, et al., 2005.

Antitumoral

Kobayashi et al.,
2002.
Kobayashi et al.,
2003.

Antitumoral

Kobayashi et al.,
2002.
Kobayashi et al.,
2003.

Anfidinolido H5

Antitumoral

Kobayashi et al.,
2002.
Kobayashi et al.,
2003.
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5 Antitumoral | Kobayashi et al.,

1993.
Kobayashi et al.,
2003.

Antitumoral | Ishibashi et al., 1993.

Antitumoral | Tsuda et al., 1994.

Anfidinolido L

Antitumoral | Kobayashi et al.,

1994.

Anfidinolido M
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Antitumoral | Ishibashi er al.,
1994b.
Anfidinolido N
Antitumoral | Ishibashi ef al., 1995.
Antitumoral | Ishibashi ef al., 1995.
e, ~ 1‘/1 N ;;.-
= :L'_ H T
- S [ H'_ w 8]
Anfidinolido P
Antitumoral | Kobayashi et al.,
1996.
Takahashi et al.,
2008.

[

Anfidinolido Q
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_ Antitumoral | Ishibashi; Takahashi;
: Kobayashi, 1997.
Anfidinolido R
Antitumoral | Ishibashi; Takahashi;

Kobayashi, 1997.

Kobayashi et al.,
2003.

Kubota et al., 2001a.
Tsuda; Endo;
Kobayashi, 2000.

Anfidinolido T2

Kobayashi et al.,
2001.
Kubota et al., 2001a.
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Kobayashi et al.,
2001.
Kubota et al., 2001a.

Kobayashi et al.,
2001.
Kubota et al., 2001a.

Kubota et al., 2001a.
Kubota et al., 2001b.

Tsuda et al., 1999.

Anfidinolido V

Antitumoral

Kubota; Tsuda;
Kobayashi, 2000.
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Antitumoral

Kobayashi et al.,
2003.
Shimbo et al., 2002.

Antitumoral

Kobayashi; Tsuda,
2005.
Tsuda et al., 2003a.

Anfidinolido Y

Antitumoral

Kobayashi; Tsuda,
2005.
Tsuda et al., 2003b.
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O gréfico 1 a seguir, representa a distribuicao de todos os artigos publicados que
possuem alguma relacio com a classe de compostos dos anfidinolidos. A fonte da
pesquisa foi o banco de dados Scifinder, e a busca foi realizada entre o periodo de abril

de 2014 a maio de 2016.

Grifico 1. Distribui¢@o de publicagdes cientificas sobre a classe de anfidinolidos.

H Sintese
M Isolamento e caracterizagdo
Biologia

M Estereoquimica

H Outros (Revisoes, biosintese,
catalise, etc.)

Os metabolitos secunddrios anfidinolidos sdo uma classe de compostos de grande
importancia, apresentando significativa atividade antitumoral, o que torna o estudo
dessa classe bastante interessante, tanto pela perspectiva de se obter novos compostos,
como pela possibilidade de base para sintese de compostos com a perspectiva de

aumento na atividade antitumoral.

Os anfidinolidos sdo um grupo de macrolideos que atualmente possuem cerca de
40 membros conhecidos. Apresentam uma grande variedade estrutural em seus
esqueletos e geralmente possuem um anel com 12 a 29 atomos, e mais da metade dos
anfidinolidos conhecidos possuem anéis macrolactonas com nimero impar de atomos,
grande parte dos anfidinolidos contém cadeias carbOnicas ramificadas e unidades
exometilénicas. Estudos de sintese organica tém crescido para obtengdo de anfidinolidos
devido sua grande complexidade, reconhecida importancia citotoxica e abundancia

natural baixa (KOBAYASHI, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado do desenvolvimento do projeto de pesquisa foi possivel isolar seis
substancias a partir do octocoral S. bicolor, todas pertencendo a classe dos
anfidinolidos, das quais somente duas tinham sido registradas na literatura, sendo elas,
os anfidinolidos P (SB 2H) e T (SB 5SE). As quatro novas substancias, cujas
determinagdes estruturais serdo descritas a seguir, foram codificadas como SB 2F, SB
4D, SB 4E, SB 4M. Até o momento nao ha relatos de anfidinolidos isolados de outros

organismos que ndo sejam de dinoflagelados do género Amphidinium sp.

Também foi realizado o estudo de uma espécie de ofiuroide, O. Reticulata a qual
¢ uma estrela marinha. Seu estudo permitiu o isolamento de trés substancias da classe
dos sesquiterpenos do tipo chamigrano, dois deles ja conhecidos na literatura, o elatol

(OREDM2F) e o isoobtusadieno (OREDM?2B) e seu derivado acetilado (OREDM2D).

3.1 Determinacao estrutural

3.1.1 SB 2H e SB 2F

O composto denominado como SB 2H (1), foi isolado a partir do fracionamento
cromatografico do extrato metanolico do octocoral S.bicolor conforme a metodologia

descrita no item 4.3.2.

O espectro de massas de alta resolucdo de 1 (Figura 7, pag. 36), apresentou um
pico correspondente ao aduto de sédio [M + Na]*em m/z 397,1980 (calculada 397,1991;
erro 2,26 ppm) indicando a férmula molecular C,;,H3pOsNa, a qual apresenta indice de

deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a oito.

O espectro de RMN °C (CDCl3, 150 MHz) (Figura 11, pag. 39) mostrou 22
linhas espectrais, destacando os sinais para o grupo carbonila em d¢ 172,3 e oito sinais
para carbonos olefinicos em Jc 146,5; 143,5; 142,7; 133,4; 128,8; 117,6; 111,9 e 109,5.
Além disso, foi possivel observar sinais caracteristicos de carbonos oxigenados em dc

99,0; 78,1; 73,3; 62,3 e 57,4, sendo os dois ultimos caracteristicos de anel epdxido.



33

O espectro de RMN 'H (C¢Dg, 600 MHz), (Figura 9, pag. 38) e HSQC (CgDs, 600
MHz) (Figura 10, pag. 38) revelaram oito sinais para hidrogénios ligados a carbonos
olefinicos em Jy 6,19 (d, 15,0 Hz); 5,59 (dd, 8,0 e 15,0 Hz); 4,93 (s); 4,80 (s); 4,81 (s);
4,76 (s); 4,88 (s) e 4,87 (s). No espectro HSQC, os sinais em dy 2,61 (dd, 2,0 e 8,0 Hz,
H-8) e 2,47 (dd, 2,0 e 8,0 Hz, H-9) mostraram correlacdo com os carbonos em d¢ 62,3
(C-8) e 57,4 (C-9) corroborando a presenca do anel epéxido. Também € importante citar
a presenca de trés sinais intensos correspondentes a hidrogénios metilicos em dy 1,66 (s,
H-20), 0,91 (d, 7,0 Hz, H-18) e 0,90 (d, 7,0 Hz, H-21). Os dados de deslocamento
quimico de hidrogénio e carbono para o composto 1 podem ser observados na Tabela 2,

pagina 35.

Os espectros bidimensionais homonucleares 'H,"H TOCSY (Figura 12, pag. 39) e
COSY (Figura 13, pag. 40) do composto 1 mostraram correlacdes que possibilitaram
elaborar quatro fragmentos estruturais como visto na Figura 4, construidos de acordo
com os sistemas de spins a seguir: (i) do hidrogénio da hidroxila OH-3 (dy 4,3) para os
hidrogénios metilénicos H,-19 (dy 4,76 e 4,81); (ii) dos hidrogé€nios metilénicos H,-6
(O 2,09 e 2,51) para os hidrogénios metilénicos H,-10 (dy 2,17 e 2,64); (iii) do
hidrogénio olefinico H-12 (Jy 6,19) para os hidrogénios metilicos H3-20 (Jdn 1,66) e por
fim, (iv) dos hidrogénios olefinicos H,-17 (dy 4,87 e 4,88) para os hidrogénios metilicos

H3-21 (0 0,90).

figura 4. T:ragmentos estruturais construidos a pértir deiacoplamenios observados nos espectros
homonucleares '"H-'H TOCSY ¢ COSY do composto 1.
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As conectividades dessas quatro subunidades estruturais foram estabelecidas
através do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 15, pdg. 41), conforme
mostrado na Figura 5.

As unidades i e ii foram conectadas através das correlagdes dos hidrogénios
metilénicos H,-6 (dy 2,09 e 2,51) com os carbonos da dupla C-5 (d¢ 143,5) e C-19 (d¢
109,5). As correlacdes dos hidrogénios metilénicos H,-2 (dy 2,27 e 2,36) e metinico H-
14 (dy 5,29) com o carbono carbonilico C-1 (¢ 172,3) permitiu interligar as unidades i
e iii. J4 as correlacdes dos hidrogénios metilénicos H»-10 (dg 2,17 e 2,64) e H-12 (du
6,19) com o carbono olefinico C-11 (¢ 142,7) foram determinantes para ligar as
unidades ii e iii, enquanto o grupo propenil (iv), foi posicionado em C-15 (d¢ 45,0)
através das correlacdes de H3-20 (dy 1,66) com C-16 (d¢ 146,5) e de H3-21 (oy 0,90)
com C-15 (¢ 45,0).

Figura 5. Principais correlagdes observadas nos espectros de RMN 2D 'H,'"H COSY, TOCSY e
'H,"*C HMBC apresentadas pelo composto 1.

= (0SY e TOCSY
7~ ™\ HVBC



Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H ,BC HSQC para o composto 1 (C¢Dg, 600
MH?z) e anfidinolido P“ (C¢Ds).

N° (1) Anfidinolido P*
Ou (J em Hz) oc On (J em Hz) oc
1 - 172,3 - 172,4
2 2,27 (d; 12,0) 447 2,31 (d; 12,0) 45,01
2,36 (d; 12,0) 2,41 (d; 12,0)
3 4,30 99,0 4,31 99,2
4 1,94 (m) 45,1 1,99 (ql; 6,9) 452
5 - 143,5 - 1437
6 2,09 (dd; 12,0; 12,0) 38,9 2,14 (t; 11,7) 39,4
2,51 (dd; 2,5; 12,0) 2,56 (dd; 2,5e 11,7)
7 3,46 (m) 73,3 3,51(ddd; 2,5:83;11,7) 73,5
8 2,61 (dd; 2,0; 8,0) 62,3 2,66 (dd; 1,4; 8,3) 62,8
9 2,47 (dd; 2,0; 8,0) 57,4 2,52 (d;9,5) 58,2
10 2,17 (dd; 8,0; 14,0) 36,2 2,21 (dd; 9,5; 13,9) 36,4
2,64 (d; 14,0) 2,72 (d; 13,9)
11 - 142,7 - 142,3
12 6,19 (d; 15,0) 1334 6,24 (d; 16,2) 133,6
13 5,59 (dd; 8,0; 15,00  128,8 5,64 (dd; 7,5; 16,2) 129,1
14 5,29 (t; 8,0) 78,1 5,34 (dd; 7,5, 9,3) 78,5
15 2,42 (m) 45,0 2,47 (qd; 7.3; 9,3) 45,04
16 - 146,5 - 146,5
17 4,87 (s) 111,9 4,92 (s) 112,3
4,88 (s) 4,93 (s)
18 0,91 (d; 7,0) 11,4 0,95 (d; 7,3) 11,8
19 4,76 (s) 109,5 4,81 (s) 110,0
4,81 (s) 4,82 (s)
20 1,66 (s) 19,4 1,71 (s) 19,5
21 0,90 (d; 7,0) 16,0 0,96 (d; 6.9) 16,1
22 4,80 (s) 117.,6 4,85 (s) 118,1
4,93 (s) 4,98 (s)

“TIshibashi et al, 1995;

Figura 6. Estrutura do composto SB 2H (1).

22
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Figura 7. Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-ESI) de SB 2H (1).
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Com base no espectro de massas de alta resolucdo (Figura 7, pag. 36) e no
espectro de massas sequencial MS/MS (Figura 8, pdg. 36) para o pico correspondente a
razdo m/z 397,22 foram propostas as seguintes fragmentacdes confirmando a estrutura

proposta para o composto 1.

m/z =397,5 miz = 311,4

LEGENDA:
A1 = Rearranjo

A, = Eliminacdo de
H,O (-18)

m/z = 335,4 m/z = 335,4

Dessa maneira, o composto 1 foi definido como sendo o anfidinolido P,
previamente descrito por Ishibashi et al, 1995.

Anfidinolido P: 6leo incolor, [0]*p +12,8 (¢ 0,04; MeOH); UV (MeOH) Amax (€)
225 nm (g 26,452), 231 nm (¢ 28,101), 239 nm (18,095), C2,H3Os.



Figura 9. Espectro de RMN "H (C¢Ds, 600 MHz) do composto SB 2H (1).
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Figura 11. Espectro de RMN 3C (CDCl5, 150 MHz) do composto SB 2H (1).
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Figura 13. Espectro de correlacio homonuclear "H,"H COSY do composto 1 (C¢De, 600 MHz).
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Figura 15. Espectro de correlagio heteronuclear 'H,"”"C HMBC do composto 1 (C¢Ds, 600
MHz).
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O composto SB 2F (2) também apresentou um aspecto oleoso e incolor. Seu
espectro de massa de alta resolug¢do apresentou um pico referente ao aduto de sédio [M
+ Na]® em m/z 4112134 (Figura 19, pag. 44) indicando a férmula molecular
Co3H3,05Na’.

Os espectros de RMN de 'H dos compostos anfidinolido P (2) e (1) (Figura 17,
pag. 43) se mostraram semelhantes conforme pode ser observado na Tabela 3. Exceto
pelo surgimento, em (2), de um singleto intenso em Jy 3,20 referente a um grupo
metoxila, aliado aos valores de massa, cuja diferenca de 14 unidades de massa atdmica,
nos induziu a propor a substituicdo do hidrogénio da hidroxila por um grupo metila. Isso
foi evidenciado pelas correlacdes dos hidrogénios metilicos (dy 3,20) com o0s
hidrogénios metilénicos H,-2 (dy 2,44 e 2,57) conforme mostrado no espectro de

correlagdo homonuclear TOCSY (Figura 18, pag. 44).

Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e “C (HSQC) para os compostos 1 e 2

(C¢Ds, 600 MHz), € anfidinolido P* (C¢Dg).

N° (1) (2) Anfidinolido P*
On (J em Hz) oc On (J em Hz) oc On (J em Hz) oc
1 - 172,3 - 168,7 - 172,4
2 2,27 (d; 12,0) 447 2,44 (d; 12,5) 449 2,31 (d; 12,0) 45,01
2,36 (d; 12,0) 2,57 (d; 12,5) 2,41 (d; 12,0)
3 - 99,0 - 100,7 - 99,2
4 1,94 (m) 45,1 1,98 (m) 47,7 1,99 (ql; 6,9) 45,2
5 - 143,5 - 143,8 - 143,7
6 2,09 (dd; 12,0; 12,0) 38,9 2,11 (dd; 12,0; 12,6) 39,1 2,14 (t; 11,7) 39,4
2,51 (dd; 2,5; 12,0) 2,51 (dd; 2,5; 12,0) 2,56 (dd; 2,5 e 11,7)
7 3,46 (m) 73,3  3,13(ddd; 2,5;3,0;8,0) 74,1 3,51 (ddd; 2,5; 8,3; 11,7) 73,5
8 2,61 (dd; 2,0; 8,0) 62,3 2,71 (dd; 2,0; 8,0) 63,2 2,66 (dd; 1,4; 8,3) 62,8
9 2,47 (dd; 2,0; 8,00 574 2,57 56,7 2,52 (d; 9,5) 58,2
10 2,17 (dd; 8,0; 14,0) 36,2 2,19 (dd; 9,0; 14,0) 36,0 2,21 (dd; 9,5; 13,9) 36,4
2,64 (d; 14,0) 2,74 (d; 14,0) 2,72 (d; 13,9)
11 - 142,7 - 140,8 - 142,3
12 6,19 (d; 15,0) 133,4 6,33 (d; 15,0) 134,8 6,24 (d; 16,2) 133,6
13 5,59 (dd; 8,0; 15,00  128,8 5,57 (dd; 8,0; 15,0) 129,1 5,64 (dd; 7,5; 16,2) 129,1
14 5,29 (t; 8,0) 78,1 5,33 (t; 8,0) 78,1 5,34 (dd; 7,5; 9,3) 78,5
15 2,42 (m) 45,0 2,47 (m) 44.6 2,47 (qd; 7.3; 9,3) 45,04
16 - 146,5 - 146,8 - 146,5
17 4,87 (s) 111,9 4,87 (s) 111,7 4,92 (s) 112,3
4,88 (s) 4,90 (s) 4,93 (s)
18 0,91 (d; 7,0) 114 0,84 (d; 7,0) 10,7 0,95 (d; 7,3) 11,8
19 4,76 (s) 109,5 4,69 (s) 108,6 4,81 (s) 110,0
4,81 (s) 4,77 (s) 4,82 (s)
20 1,66 (s) 19,4 1,71 (s) 19,1 1,71 (s) 19,5
21 0,90 (d; 7,0) 16,0 0,93 (d; 7,0) 16,2 0,96 (d; 6,9) 16,1
22 4,80 (s) 117,6 4,86 (s) 119,0 4,85 (s) 118,1
4,93 (s) 491 (s) 4,98 (s)
OMe - 3,20 (s) 49,5 - -

“Ishibashi et al.,

1995; * Sobreposicido de sinal
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Figura 17. Espectro de RMN 'H (C¢Dg, 600 MHz) do composto 1 (superior) e do composto 2
(inferior).
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Figura 18. Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H,'H TOCSY do composto 2
(C(,D6, 600 MHZ)
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Com a compilagdo de todos os dados apresentados observa-se as seguintes
estruturas para os compostos 1 e 2.

Hite

) @

O composto 2 € portanto o derivado metoxilado do anfidinolido P, denominado 3-

O-metilanfidinolido P, segundo Sousa et al., 2015.

3-O-metilanfidinolido P: 6leo incolor, UV (MeOH) Ansix (€) 225 nm (¢ 16,452), 231
nm (¢ 18,101), 239 nm (12,095), C,3H3,0s.

3.1.2SB4E e SB 4D

A substancia SB 4E (3) foi isolada a partir do extrato metanélico de S. bicolor por
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) segundo a metodologia descrita no
item 4.3.3. O espectro de massas de alta resolucdo de 3 revelou o pico do aduto de sédio
[M + Na]* com m/z 603,34999 (Figura 22, pdg. 50) indicando a férmula molecular
CsHs,09Na™ (Calculado 603,35040, erro 0,67 ppm).

O espectro de RMN 'H (Figura 23, pag. 50) revelou seis sinais para hidrogénios
ligados a carbonos olefinicos em oy 6,73 (tl; 5,5 Hz); 6,00 (s); 5,71 (dt; 5,7 e 15,0 Hz);
5,58 (dd; 7,5 e 15,0 Hz); 5,04 (s) e 4,82 (s), cinco sinais referentes a hidrogénios
metilicos em Jy 1,82 (s); 1,40 (s); 1,28 (d; 6,0 Hz); 1,02 (d; 6,5 Hz) e 0,82 (d; 6,5 Hz).

Vale destacar que o sinal em &y 1,82 mostrou correla¢do, no espectro de HSQC (Figura
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24, pag. 51), com os sinais em 0¢ 12,7 e 14,7 indicando, portanto que sao hidrogénios

de dois grupos metilicos distintos, totalizando com isso seis grupos metilas.

A combinacdo dos espectros de HSQC (Figura 24, pag. 51) e HMBC (Figura 28,
pag. 54) permitiu definir dois sinais para carbonilas, uma em J¢ 213,0 atribuido a cetona
e a outra em oc 167,0 relativo a éster, oito sinais para carbonos olefinicos em d¢ 144,5;
143,0; 140,7; 133,7; 129,3; 128,0; 124,0 e 114,9; seis sinais para carbonos metinicos
oxigenados em d¢c 77,1; 76,3; 74,8; 71,5; 68,4 e 66,0. Além de um sinal de carbono
oxigenado ndo hidrogenado em oJ¢ 75,4. Também foi observado sinais para sete
carbonos metilénicos em Jc 46,0; 45,0; 40,0; 39,6; 30,4 e 26,7; sinais para carbonos
metinicos em d¢ 32,8 e 28,1 e por fim cinco sinais referentes a seis carbonos metilicos

com oc 28,4; 20,8; 18,3; 15,6; 14,7 e 12,7.

Os valores de deslocamento quimico das metilas em Jc 12,7 (C-27) e 14,7 (C-30)
sdo compativéis com metilas ligadas a dupla ligacdo, enquanto a constante de
acoplamento para os prétons H-6 e H-7 (J = 15,0 Hz) sugere a configuracdo E para a

dupla ligacao C-6/C-7.

Os espectros bidimensionais homonucleares COSY (Figura 25, pag. 52) e TOCSY
(Figura 26, pag. 53) exibiram correlagdes entre alguns sistemas de spins que permitiram
elaborar os fragmentos estruturais representados na Figura 20 a seguir: (i) correlagdo
dos hidrogénios metilicos H3-27 (oy 1,82) para os hidrogénios metilénicos H>-12 (dy
2,14 e 1,98), (ii)) dos hidrogénios metilicos H3-31 (dy 1,40) para os hidrogénios
metilénicos Hp-17 (dy 1,95 e 1,75) e (iii) do hidrogénio metinico H-21 (dy 4,36) para os
hidrogénios metilicos H3-26 (oy 1,28).

Figura 20. Fragmentos estruturais dos principais acoplamentos observados nos espectros
homonucleares 'H,"H TOCSY e COSY do composto 3.
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O espectro HMBC (Figura 28, pag. 54) foi fundamental para determinar a
conectividade entre as estruturas parciais propostas, por exemplo, a correlagdo dos
hidrogénios metilénicos H,-12 (oy 2,14 e 1,98) com os carbonos olefinicos C-13 (d¢
144,5) e C-14 (oc 124,5), e do hidrogénio olefinico H-14 (oyg 6,00) com o carbono
oxigenado ndo hidrogenado C-16 (Joc 75,4) foram importantes para conectar a
subestrutura i a ii. De maneira semelhante, a correlacdo dos hidrogénios metilénicos H,-
19 (0 2,90 e 2,79) com o carbono da carbonila de cetona C-20 (dc 213,0) e do
hidrogénio metinico oxigenado H-21 (g 4,36) com o carbono C-20 (d¢ 213,0) foram
essenciais para ligar as subestruturas ii e iii. J4 as subunidades i e iii foram conectadas
através das correlacdes dos hidrogé€nios metilicos H3-27 (dy 1,82) e do hidrogénio
metinico H-25 (dy 5,07) com C-21 (o¢c 77,1).

Com isso chegou-se a estrutura do composto 3 (Figura 21, pag. 49) cujos sistemas
de spin sugeridos pelo COSY (Figura 25, pag. 52) e TOCSY (Figura 26, pag 53) e as
correlagdes a longa distancia apresentadas pelo espectro de HMBC (Figura 28, pag.

54), estdao também representadas.
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos de 'He BC (HSQC) para o composto 3 (CDCl;, 600 MHz)
e RMN "C (CDCls, 150 MHz) do seu andlogo anfidinolido B

N° 3 Anfidinolido B
On (J em Hz) Jc dc
1 - 167,4 167,7
2 - 128,0 1283
3 6,73 (tl; 5,5) 140,7 139,9
4 227" 26,7 26,8
2,36"
5 2,28" 30,4 30,8
6 5,71 (dt; 5,7; 15,0) 133,7 1354
7 5,58 (dd; 7,5; 15,0) 129,3 128.,5
8 3,82 (dd; 5,0; 7,5) 76,3 60,0
9 3,63 (m) 71,5 59,3
10 1,25 40,0 394
1,30
11 1,67° 28,1 29.1
12 1,98 46,0 46,7
2,14 (dd; 5,0; 13,5)
13 - 144,5 144.4
14 6,00 (s) 124,5 1243
15 - 143,0 143,1
16 - 75,4 75,9
17 1,75 (dd; 5,1; 14,5) 45,0 452
1,95°
18 4,22 (m) 66,0 66,5
19 2,79 (dd; 8,8; 15,5) 46,0 45,9
2,90 (d1;15,5)
20 - 213,0 212.4
21 4,36 (s) 77,1 77,7
22 3,72 (dl; 7,2) 74,8 75,5
23 1,88° 32,8 33,2
24 1,93° 39,6 39,3
25 5,07 (m) 68,4 68,3
26 1,28(d; 6.0) 20,8 21,0
27 1,82 (s) 12,7 12,4
28 0,82 (d; 6,5) 18,3 18,2
29 4,82 (s) 114,9 114,8
5,04 (s)
30 1,82 (s) 14,7 15,6
31 1,40 (s) 28.4 28.3
32 1,02 (d; 6,5) 15,6 15,0

“Bauer et al., 1994.

b - x .
Sobreposicdo de sinais.



49

Figura 21. Correlagdes observadas em RMN 2D 'H,'H COSY, TOCSY e 'H,”C HMBC
apresentadas pelo composto 3.

— HHOOSY & TOCSY
—> HMVBC

Os dados espectroscopicos mostrados na Tabela 4, pigina 48, bem como as
correlacOes observadas nos espectros bidimensionais COSY (Figura 25, pag. 52),
TOCSY (Figura 26, pag. 53) e HMBC (Figura 28, pag 54), indicam uma grande
similaridade com o anfidinolido B descrito por Bauer et al., 1994; tendo com principal
diferenca a presenca do sistema 1,2 diol para o composto 3 em substitui¢do ao epdéxido
em C-8 e C-9 no anfidinolido B. Niao ha relatos na literatura de algum composto com

essa estrutura determinada.

Os dados de RMN °C e de IH, incluindo os valores das constantes de
acoplamento nos leva a considerar que a configuracdo relativa do segmento entre os

carbonos C-16 a C-26 seja igual ao do anfidinolido B.
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Figura 22. Espectro de massa de alta resolu¢cdo do composto 3.
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Figura 24. Espectro de RMN 'H,"*C (HSQC) do composto 3 (CDCl;, 600 MHz).
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Figura 25. Espectro de correlacio homonuclear '"H,'H COSY do composto 3 (CDCl;, 600
MHZ7).
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Figura 26. Espectro de correlacio homonuclear '"H,'"H TOCSY do composto 3 (CDCls, 600
MHz).
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Figura 28. Espectro de correlacio heteronuclear 'H,""C HMBC do composto 3 (CDCls, 600

MHz).
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A substancia SB 4D (4) apresentou o mesmo valor de m/z que o composto 3 no
espectro de alta resolugdo EMAR, Figura 30, logo também sugere-se a férmula

molecular C32H5209.

Figura 30. Espectro de massa de alta resolu¢ido do composto 4.
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Os dados de RMN 'H (Figura 32, pag. 57) e °C HSQC (Figura 33, pg. 58)
mostrados na Tabela 5, pagina 56, sdo muito similares ao do composto 3.

Os valores de deslocamento quimico e constante de acoplamento, bem como a
andlise dos espectros bidimensionais de COSY (Figura 34, pag. 58), TOCSY (Figura
36, pag. 59) e HMBC (Figura 37, pag. 60), mostram que a dupla ligagdo antes existente
nos carbonos C-6 (d¢c 133,7) e C-7 (d¢c 129,3) no composto 3, passa a estar presente
agora nos carbonos C-7 (oc 133,4) e C-8 (oc 134,2) no composto 4. Além disso, a
hidroxila até entdo no carbono C-8 (d¢ 76,3) no composto 3, agora estd no carbono C-6
(0c 71,7) no composto 4.

O grupo metileno de C-10 (d¢ 43,8) mostra acoplamento escalar com o préton
oxigenado H-9 (oy 4,19), assim como correlacdo com o préton olefinico H-8 (dy 5,6).
Como também o préton olefinico H-7 (dy 5,7) se correlaciona com H-6 (dy 4,12)
carbindlico e com o grupo metilénico em carbono C-5 (J¢ 35,4), corroborando para a
estrutura proposta para o composto 4, apresentada a seguir (Figura 31, pag. 57) com as

correlagdes observadas nos espectros bidimensionais.



56

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de 'H e “C (HSQC) para o composto 3 ¢ composto 4
(CDCls, 600 MHz) e RMN "*C (CDCls, 150 MHz) do seu analogo anfidinolido B.

N° 3) 4) Anfidinolido B
On (J em Hz) Jc o (J em Hz) dc ¢
1 - 167,4 - 1683 167,7
2 - 128,0 - 128,0 1283
3 6,73 (1l; 5,5) 140,7 6,8 (t; 7,0) 143,0 139,9
4 227° 26,7 229" 243 26,8
2,36"
5 2.28° 30,4 1,74" 35,4 30,8
1,82°
6 5,71 (dt; 5,7; 15,0) 133,7 4,12° 71,7 1354
7 5,58 (dd; 7.5; 15,0) 129,3 5,7 (m) 133,4 128.,5
8 3,82 (dd; 5,0; 7,5) 76,3 5,6 (dd;6.4; 14,0) 134,2 60,0
9 3,63 (m) 71,5 4,19° 70,2 59,3
10 1,25° 40,0 1,52° 43,8 394
1,30 1,24°
11 1,67° 28,1 1,64° 27,7 29.1
12 1,98° 46,0 1,90” 45,6 46,7
2,14 (dd; 5,0; 13,5) 2,14 (dd; 5,0; 13,5)
13 B, 144.,5 - 1442 144.,4
14 6,00 (s) 124,5 5,95 (s) 123,9 124,3
15 - 143,0 - 143,0 143,1
16 - 75,4 - 75,9 75,9
17 1,75 (dd; 5,1; 14,5) 45,0 1,79° 45,0 452
1,95
18 4,22 (m) 66,0 4,33 (m) 66,1 66,5
19 2,79 (dd; 8.8; 15,5) 46,0 2,68(dd; 3,6; 15.5) 45,5 45,9
2,90 (d1;15,5) 2,88 (dd; 7,8; 15,5)
20 - 213.,0 - 211,9 212.4
21 4,36 (s) 77,1 4,29 (s) 78,1 77,7
22 3,72 (dl; 7,2) 74,8 3,78 (dl; 6,4) 74,7 75,5
23 1,88° 32,8 1,82° 34,7 33,2
24 1,93 39,6 1,39 40,3 39,3
1.88”
25 5,07 (m) 68,4 5,10 (m) 69,3 68,3
26 1,28(d; 6.0) 20,8 1,29 (d; 6,0) 20,7 21,0
27 1,82 (s) 12,7 1,82 (s) 12,3 12,4
28 0,82 (d; 6,5) 18,3 0,85 (d; 6,5) 19,2 18,2
29 4,82 (s) 114,9 4,80 (s) 114,7 114,8
5,04 (s) 5,00 (s)
30 1,82 (s) 14,7 1,80 (s) 14,8 15,6
31 1,40 (s) 28.4 1,39 (s) 28,5 28,3
32 1,02 (d; 6,5) 15,6 1,05 (d; 6,5) 16,0 15,0

“Bauer et al., 1994.
» Sobreposicio de sinais.
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Figura 31. Correlagdes observadas em RMN 2D '"H,'H COSY, TOCSY e 'H,°C HMBC
apresentadas pelo composto 4.
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Figura 32. Espectro de RMN 'H do composto 4 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 33. Espectro de RMN 'H,"*C (HSQC) do composto 4 (CDCl;, 600 MHz).
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Figura 34. Espectro de correlacio homonuclear 'H,'"H COSY do composto 4 (CDCls;, 600
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Figura 35. Correlacdo apresentada no 'H,'H CcOSY (CDCl3, 600 MHz) do composto 4 que o
diferencia do composto 3.

Figura 36. Espectro de correlagio homonuclear 'H,'"H TOCSY do composto 4 (CDCls, 600
MHz).
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Figura 37. Espectro de correlacio heteronuclear 'H,"””"C HMBC do composto 4 (CDCls, 600
MHz).
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Figura 38. Correlacio apresentada no 'H,"*C HMBC (CDCl,, 600 MHz) do composto 4 que o
diferencia do composto 3.
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A figura 39 mostra as substancias SB 4E denominada de composto 3 e a SB 4D
denominada de composto 4 como andlogos do anfidinolido B descrito por Bauer et
al.,1994. As mesmas receberam a nomenclatura de anfidinolido B8 e B9
respectivamente, sendo até o momento descrito pela primeira vez, estes nomes seguem a
proposta por Prof. J. Kobayashi um dos pioneiros nas descobertas sobre essa classe de

compostos como visto em Kobayashi e Tsuda, 2004; Kobayashi, 2008.

Figura 39. Estruturas dos anfidinolido B8 (3) e anfidinolido B9 (4).

26 28

&) 4

Anfidinolido B8: s6lido amorfo branco, [0]*’p -21,2 (¢ 0,2; CH2CL); UV (MeOH) Amax
() 205 nm (g 2323), 221 nm (& 2612). C3,Hs5,00

Anfidinolido BY: s6lido amorfo branco, [0]*p -16,3 (¢ 0,5; CH2CL); UV (MeOH) Amax
(€) 206 nm (g 5065), 221 nm (g 6380). C3,Hs,0o,

3.1.3 SB 4M

A substancia SB 4M (5) foi isolada a partir do extrato metandlico do S. bicolor
por CLAE, segundo metodologia descrita no item 4.3.3. O espectro de massa de alta
resolucio EMAR (Figura 43, pag. 67) de S apresentou um pico de m/z 707,41522 para o
aduto de sédio [M + Na]' indicando a férmula molecular CsoHgO9Na® (calculada

707,41295; erro 3,20 ppm) com indice de deficiéncia de hidrogénios igual a onze.

O espectro de RMN 'H (Figura 44, pdg. 67) revelou a presenca de oito sinais de
hidrogénios olefinicos em Jy 6,71 (dd; 10,9 e 14,9 Hz); 6,20 (d; 11,4 Hz); 5,88 (s); 5,58
(dd; 7,1 e 14,9 Hz); 5,18 (s); 5,03 (s); 4,90 (s) e 4,89 (s), seis sinais para hidrogénios
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metilicos em oy 1,81 (s); 1,60 (s); 1,04 (d; 7,0 Hz); 1,00 (d; 7,0 Hz); 0,8 (t; 7,3 Hz) ¢ 0,7
(d; 6,6 Hz).

A andlise do espectro de RMN 'H,"*C HMBC (Figura 48, pag. 71) destaca trés
sinais de carbonilas em dc 214,8 € 207,4 atribuidos a cetonas € dc 171,1 de éster, dez
sinais para carbonos olefinicos em Jc 150,0; 143,9; 140,4; 139,8; 130,3; 128,1; 127,8;
125,2; 114,9; 110,0; oito sinais para carbonos metinicos oxigenados em d¢ 82,0; 81,2;
80,0; 79,6; 76,8; 75,6; 71,6 e 71,0. Ha também trés sinais para carbonos metinicos nao
oxigenados com o¢c 49,0; 43,3 e 40,4; nove sinais em oc 48,5; 45,6; 42,2; 40,5; 34,2;
33,2; 32,4; 28,40; 21,3 para dez carbonos metilénicos e por fim seis sinais para

carbonos metilicos em Jc 16,0; 15,9; 15,5; 15,4; 14,3 ¢ 12,8.

Todos estes sinais contabilizados levam a dez das onze insaturacdes sugeridas
pela formula molecular proposta. Tomando como base a estrutura de um anfidinolido
em virtude dos compostos isolados até entdo do extrato metandlico do S. bicolor a

ultima insaturagdo foi associada a um anel lactona de um macrolideo.

As correlagdes exibidas nos espectros bidimensionais COSY (Figura 46, pag. 69)
e TOCSY (Figura 47, pag. 70) possibilitou a formagdo de cinco sistemas de spins
representados pelos fragmentos estruturais mostrados na Figura 40: (i) correlacdo dos
hidrogénios metilénicos H,-2 de (dy 2,43 e 2,30) para os metilénicos H,-8 em (dy 2,26 e
2,12); (ii) dos hidrogénios metilicos H3-37 em (dy 1,04) para os metilénicos H,-14 em
(0u 2,39 e 2,71); (iii) dos hidrogénios metilicos H3-38 em (dg 1,00) para os metilénicos
H,-17 (6 2,33 e 2,92); (iv) dos hidrogénios metilénicos H»-19 (dy 2,16 e 2,49) para o
hidrogénio olefinico H-27 (dy 6,20) e (v) dos hidrogénios metilénicos H,-31 (oy 1,80 e
1,89) para os metilicos H3-33 em (dy 0,8).
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Figura 40. Fragmentos estruturais dos principais acoplamentos observados nos espectros
homonucleares 'H,'"H TOCSY e COSY do composto 5.
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As correlagdes mostradas no espectro HMBC (Figura 48, pag. 71) e nos espectros
bidimensionais COSY (Figura 46, pidg. 69) e TOCSY (Figura 47, pag. 70) permitiram
determinar a conectividade entre as estruturas parciais propostas, como por exemplo, as
correlacdes entre os hidrogénios metilénicos H,-8 (dy 2,12 e 2,26) com o carbono
olefinico C-9 (d¢c 143,9) e os hidrogénios metilicos H3-37 (dg 1,04) com o carbono
olefinico C-11 em (J¢ 139,8) possibilitando a conectividade entre a subestrutura i e ii; ja
as correlagdes entre os hidrogénios metilénicos Hp-14 (02,39 e 2,71) e os hidrogénios
metilicos H3-38 (dg 1,00) com a carbonila C-15 em (d¢ 214,8) permite a conectividade
das subsestruturas ii e iii; ja a conectividade entre as subestruturas iii € iv deve-se a
correlagdo entre os hidrogénios metilénicos H,-17 (oy 2,33 € 2,92) e H,-19 (0y 2,16 e
2,49) com a carbonila de cetona C-18 em (dc 207,4), esta andlise ainda permite a
conectividade entre as subestruturas iv e v devido as correlagdes entre os hidrogénios
metilicos H3-39 (dy 1,60) com os carbonos olefinicos C-27 em (d¢ 125,2) bem como a
correlagdo entre os hidrogénios metilénicos H,-31 (dy 1,80 e 1,89) com os carbonos
olefinicos C-30 em (Jc 150,0) e C-40 (oc 110,0) e por fim as correlagdes entre os

hidrogénios metilénicos H>-2 em (dy 2,30 e 2,43) e do hidrogénio metinico H-24 em (du
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5,74) com a carbonila de éster C-1 em (dc 171,1) permite conectar as subestruturas i e
iv.

Todas as correlacdes apresentadas pelo espectro de HMBC (Figura 48, pag. 71)
bem como os sistemas de spins sugeridos pela interpretacdo dos espectros de COSY
(Figura 46, pag. 69) e TOCSY (Figura 47, pag. 70) leva a elaboracdo da estrutura

descrita na Figura 41.

Figura 41. Sistemas de spins e correlacdes para o composto 5.

= 'H-'H COSY & TOCSY
— IH.13C HMBC

A estrutura resultante observada na Figura 41 € bastante similar ao anfidinolido
C2 (Figura 42, pag. 65) mostrado a seguir descrito por Kubota et al, 2004; um
macrolideo de 25 membros que se diferem pela cadeia alquila lateral do segmento C31-
C33, auséncia do 1,2 diol no anel da lactona, pela falta da hidroxila no carbono C-8 e
por fim, pela hidroxila no carbono C-29 ao invés do grupo acetila (COCHj3) apresentado
no anfidinolido C2. Os dados de deslocamento quimico dos dois compostos, (5) € o

anfidinolido C2, podem ser comparados ao observar a Tabela 6, pagina 66.
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Figura 42. Estrutura do anfidinolido C2 segundo Kubota et al., 2004.
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de 'He BC (HSQC) para o composto 5§ (C¢Dg, 600 MHz) e
RMN 'H e "C (C4Ds, 600 MHz) do seu analogo anfidinolido C2.

(5) Anfidinolido C2
N° on (J em Hz) Jc on (J em Hz) oc
1 - 171,1 - 171,13
2,30 (dd; 2,6; 15,9) 40,5 2,50 (dd; 8,2; 14,9) 48,72
2,43 (dd; 6,8; 15.,6) 3,00 (dd; 8,5; 17,6)
3 3,98 (m) 82,0 3,89 (dt; 2,5; 9.4) 81,73
4 1,43 (m) 40,4 1,53 (m) 40,12
5 1,57 (m) 33,2 1,45 (m) 37,06
1,61 (m) 1,86 (m)
6 3,73 (m) 81,2 4,09 (m) 79,28
7 4,05 71,0 3,62 (tl; 4,5) 76,64
8 2,12 (dd; 5,4; 13,6) 4272 4,32 (d; 4,5) 77,67
2,26 (m)
9 - 143,9 - 140,35
10 5,88 (s) 128,1 6,30 (s) 125,42
11 - 139,8 - 146,07
12 2,21 (m) 49,0 2,29 (m) 4938
13 4,18 71,6 4,10 71,03
14 2,39 (dd; 2,2; 14,4) 45,6 2,35 (m) 39,13
2,71 (dd; 10,4; 14,7) 2,59 (dd; 9,5; 15,7)
15 - 214,8 - 213,27
16 3,10 433 3,14 42,57
17 2,33 (dd; 4,3; 17.,3) 45,6 2,17 (m) 46,25
2,92 (dd; 9,0; 17.,3)
18 - 2074 - 207,38
19 2,16 (m) 48,5 2,35 (m) 45,83
2,49 (dd; 7,6; 15,4) 2,75 (dd; 9,5; 15,7)
20 4,20 (m) 75,6 4,30 (m) 75,60
21 1,05 (m) 32,4 1,13 (m) 32,18
1,74 (m) 1,75 (m)
22 1,31 (m) 28,40 1,36 (m) 28,40
1,50 (m) 1,56 (m)
23 3,95 (m) 80,0 4,0 (m) 80,02
24 5,47 (t;7,1) 76,8 5,47 (t; 8,0) 77,13
25 5,58 (dd; 7,1; 14,9) 127,8 5,64 (dd; 8,0; 15,1) 130,46
26 6,71 (dd; 10,9; 14,9) 130,3 6,74 (dd; 10,9; 15,1) 129,44
27 6,20 (d; 11,4) 1252 6,30 (d; 10,9) 127,46
28 - 140,4 - 136,67
29 4,28 79,6 5,89 (s) 80,34
30 - 150,0 - 146,15
31 1,80 (m) 34,2 1,95 (m) 32,38
1,89 (m) 1,99 (m)
32 1,38 21,3 1,56 30,10
33 0,8 (t; 7,3) 14,3 1,64 (m) 22,64
34 - - 0,86 (t; 7,4) 14,07
34/35" 0,7 (d; 6,6) 16,0 0,72 (d; 6,4) 15,71
35/36" 4,90 (s) 114,9 5,00 (s) 115,27
5,03 (s) 5,19 (s)
36/37" 1,81 (s) 15,9 1,77 (sl 15,09
37/38* 1,04 (d; 7,0) 15,4 1,00 (d; 7,0) 15,39
38/39* 1,00 (d; 7,0) 15,5 1,00 (d; 7,0) 16,27
39/40* 1,60 (s) 12,8 1,72 (sD) 13,6
40/41 4,89 (s) 110,0 4,97 (s) 111,36
5,18(s) 5,19 (s)
- /42% - - - 168,91
- /43" - - 1,74 (s) 20,59

* O anfidinolido C2 possui um carbono a mais na cadeia alquilica lateral no respectivo segmento C31-
C34 em relagdo ao composto 5.

# . . . ~ . . P
Devido esse carbono a mais, a partir da numeracio 34 ocorre o seguinte ajuste nas posi¢cdes para manter

a comparacio dos mesmos grupos, Composto 5/Anfidinolido C2.
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Figura 43. Espectro de massa de alta resolu¢cdo do composto 5.
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Figura 44. Espectro de RMN 'H do composto 5 (C¢Ds, 600 MHz).
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Figura 45. Espectro de RMN 'H,"*C (HSQC) do composto 5 (C¢Dg, 600 MHz).
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Figura 46. Espectro de correlagdo homonuclear 'H,'H COSY do composto 5 (C¢Dg, 600 MHz).
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Figura 47. Espectro de correlagio homonuclear 'H,'"H TOCSY do composto 5 (C¢Ds, 600

MHz).
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Figura 48. Espectro de correlagdo heteronuclear '"H,"C HMBC do composto § (C¢Dg, 600

MHz).
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A substancia SB 4M denominada composto S (Figura 49, pag. 72) foi determinada

como andloga do anfidinolido C descrito por Kobayashi et al., 1988, e recebeu a

nomenclatura de anfidinolido C4, sendo até o momento descrito pela primeira vez, este

nome também segue a proposta do Prof. J. Kobayashi, como relatado em Kobayashi e

Tsuda, 2004; Kobayashi, 2008.
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Figura 49. Estrutura do anfidinolido C4 (5).

Anfidinolido C4: sélido amorfo branco, [0]*’p-53,6 (¢ 0,7; CH,ClL); UV (MeOH) Améx
(S) 242,5 nm (8 2345) C40H6009.

3.1.4 SB SE

A substancia SB 5E (6) foi isolada do extrato metandlico do octocoral S. bicolor
por meio de andlise por CLAE, segundo a metodologia descrita no item 4.3.3. O
espectro de massa de alta resolucdo EMAR (Figura 51, pag. 75) de 6 apresentou um
pico em m/z 445,2932 referente ao aduto de sédio [M + Na]" indicando a férmula

molecular de C,5sH40sNa* e um valor de IDH igual a cinco.

O espectro de RMN 'H (Figura 52, pag. 75) revelou dois sinais para hidrogénios
ligados a carbonos olefinicos em dy 5,10 (s) e 4,90 (s) e quatro sinais para hidrogénios

metilicos em oy 1,07 (d; 7,0 Hz); 0,91 (d; 6,5 Hz); 0,85 (t; 7,0 Hz) ¢ 0,61 (d; 7,0 Hz).

Ja o espectro de RMN 'H,"*C HSQC (Figura 53, pag. 76) traz como caracteristica
a presenca de dois sinais para carbonos de carbonila em d¢c 212,1 e 175,0 associados a
cetona e éster respectivamente, dois sinais de carbonos olefinicos dc 143,5 e 115,7,
quatro sinais para carbonos metinicos oxigenados em d¢c 78,24; 77,74; 73,5 e 71,3, trés
sinais para carbonos metinicos ndo oxigenados oc 41,99; 36,26 e 31,66; dez sinais para
carbonos metilénicos em dc 44,75; 40,39; 40,0; 39,51; 35,21; 34,88; 29,54; 26,28; 25,79

e 18,79. Por fim, trés sinais para quatro carbonos metilicos com J¢ 17,58; 13,56 e 13,23.
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Os espectros bidimensionais COSY (Figura 54, pag. 77) e TOCSY (Figura 55,
pag. 78) apresentaram correlacdes que permitiram desenvolver trés sistemas de spins: (i)
correlacdo entre os hidrogénios metilénicos Hp-11 (dy 2,45 e 1,90) com os hidrogénios
metilicos H3-22 (og 1,07); (ii)) do hidrogénio metinico H-13 (dg 4,28) para os
hidrogénios metilénicos H,-15 (on 2,52 e 2,27); (iii) entre os hidrogénios metilénicos
H,-17 (dg 2,27) e os hidrogénios metilicos H3-21 (dy 0,85). Esses sistemas de spins

estdo representados por fragmentos estruturais observados na Figura 50.

Figura 50. Fragmentos estruturais dos principais acoplamentos observados nos espectros
homonucleares 'H,"H TOCSY e COSY do composto 6.
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O espectro bidimensional de RMN 'H,"°C HMBC (Figura 56, pag. 79) foi muito
importante para determinar a conectividade dos sistemas de spins sugeridos por COSY
(Fig. 54, pag. 77) e TOCSY (Fig. 55, pag. 78) devido as seguintes correlagdes, entre 0s
hidrogénios metilénicos Hy-11 (g 2,45 e 1,90) e o hidrogénio metinico H-13 (dy 4,28)
com o carbono da carbonila de cetona C-12 em (Jc 212,1) permitindo a conec¢ao das
subestruturas i e ii; ja as correlagdes entre os hidrogénios olefinicos H,-25 em (dyg 5,10 e
4,90) com os carbonos metilénicos C-15 em (J¢ 40,39) e C-17 em (d¢ 40,0) possibilitam
a ligacdo entre as subestruturas ii e iii. Por fim as correlacdes entre os hidrogénios
metilénicos Hp-3 (g 1,55 e 1,23), os hidrogénios metilicos H3-22 (dy 1,07) e o
hidrogénio metinico oxigenado H-18 (dyg 5,33) com o carbono da carbolina de éster C-1

em (dc 175,0) permite ligar as subestruturas i e iii.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H (Figura 52, pag. 75) e Bc
através do RMN 2D 'H,"*C HSQC (Figura 53, pag. 76) se encontram na Tabela 7,
pagina 74. Todos os sistemas de spins sugeridos e correlacOes existentes e descritas

anteriormente sdo apresentadas na Figura 57, pagina 79.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de 'He BC (HSQC) para o composto 6 (CsDg, 600 MHz) e

RMN 'H e °C de anfidinolido T (C¢Ds, 500 MHz).

(6) Anfidinolido T
N° ou (J em Hz) dc on (J em Hz) dc

1 - 175,0 - 174,9

2 2,43 41,99 2,49 (m) 41,7

3 1,55" 34,88 1,62 (m) 35,1
1,23 1,29 (m)

4 1,48° 26,28 1,55 (m) 26,8
1,13 1,18 (m)

5 1,27 25,79 1,53 (m) 26,2
1,34 (m)

6 1,40" 29,54 1,47 (m) 29,7
1,04 1,10 (m)

7 3,64(ddd;2,5;4,0e10,7) 7824 3,69 (ddd;2,6;4,1;10,7) 78,6

8 1,68 (m) 36,26 1,73 (m) 36,5

9 1,31° 39,51 1,36 (m) 39,7

10 4,46 (m) 73,5 4,53 (m) 73,6

11 2,45 (dd; 9,0 e 14,0) 44,75 2,50 (dd; 9,2; 14,2) 45,0

1,90 (dd; 2,5 e 14,0) 1,95 (dd; 2,7; 14,2)

12 - 212,1 - 212,0

13 4,28 (dd; 1,3 ¢ 5.,5) 77,74 4,34 (d; 5.,5) 78,2

14 2,42 31,66 2,47 (m) 32,0

15 2,52 (dd; 10,4 e 13.5) 40,39 2,57 (dd; 10,3; 13,5) 41,2

2,27 (m)

16 - 143,5 - 143,5

17 2,27 40,0 2,33 (m) 40,1

18 5,33 (m) 71,3 5,38 (m) 71,7

19 1,52° 35,21 1,58 (m) 35,7
1,40" 1,44 (m)

20 1,29" 18,79 1,35 (m) 19,1
1,32 (m)

21 0,85 (t; 7,0) 13,23 0,91 (t; 7,3) 13,9

22 1,07 (d; 7,0) 17,58 1,12 (d; 6,9) 18,0

23 0,61 (d; 7,0) 13,56 0,67 (d; 7,1) 14,0

24 0,91 (d; 6,5) 13,23 0,97 (d; 6,6) 13,7

25 5,10 (s) 115,7 5,17 (s) 116,1
4,90 (s) 4,96 (s)

“Tsuda et al., 2000.
b Sobreposi¢do de sinais.



Figura 51. Espectro de massa de alta resolu¢cdo do composto 6.
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Figura 53. Espectro de RMN 'H,"*C HSQC do composto 6 (CsDs, 600 MHz).
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Figura 54. Espectro de correlagdo homonuclear 'H,"H COSY do composto 6 (C¢Dg, 600 MHz).
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Figura 55. Espectro de correlacio homonuclear '"H,'"H TOCSY do composto 6 (C¢Dg, 600

MHz).
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Figura 56. Espectro de correlacdo heteronuclear '"H,"C HMBC do composto 6 (C¢Dg, 600
MHz).
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Os dados de RMN 'H (Figura 52, pag. 75), e "*C por HSQC (Figura 53, pag. 76)
representados na Tabela 7, pdgina 74, apontam para uma grande similaridade com o
anfidinolido T descrito por Tsuda et al, 2000. As interpretacdes dos espectros
bidimensionais de COSY (Figura 54, pag. 77) e TOCSY (Figura 55, pag. 78) junto com
as correlagdes observadas pelo espectro de HMBC (Figura 56, pag. 79), confirmam que

o composto 6 realmente trata-se do anfidinolido T.

A seguir € apresentada a estrutura do anfidinolido T ja com sua configuracdo

relativa definida, como propde Tsuda et al., 2000.

Figura 58. Estrutura do anfidinolido T, descrito por Tsuda et al., 2000.

OH

21

23

Anfidinolido T: 6leo incolor; [a]*p+ 18° (¢ 0,3; CHCI3); IV (KBr) vmax 3490, 2935 e
1720 cm‘l. C25H4205.

3.1.5 OREDM2F

O composto denominado OREDM?2F (7), foi isolado do extrato metandlico obtido

da estrela do mar O. reticulata segundo a metodologia descrita no item 4.3.4.
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O espectro de RMN 'H (Figura 62, pag. 85) revelou dois sinais para hidrogénios
olefinicos em dy 5,13 (s) e 4,80 (s), dois sinais para hidrogénios metinicos em Jy 4,65
(d; 2,5 Hz) e 4,15 (ddd; 1,6; 2,5 e 6,0), trés sinais para hidrogénios metilicos com
valores de deslocamento quimico em oy 1,70 (s); 1,08 (s) e 1,07 (s), além de uma série

de sinais para hidrogénios metilénicos como visto na Tabela 8, pdgina 84.

A andlise do espectro bidimensional de RMN 'H,"*C HSQC (Figura 63, pag. 86)
mostrou quatro sinais para carbonos olefinicos em d¢ 140,5; 128,0; 124,3 e 116,5; dois
sinais para carbonos metinicos, sendo um deles oxigenado em Jc 72,9 e o outro
bromado em J¢ 71,8; quatro sinais para carbonos metilénicos em d¢ 39,7; 38,9; 30,4;
26,8; trés sinais para carbonos metilicos em oJc¢ 25,2; 21,7 e 20,4; e por fim, sinais para
cinco carbonos ndo hidrogenados, sendo trés sp> em dc 140,5; 128,0; 124,3 os quais jd

foram citados acima, e dois sp3 em oc 48,9 e 42,3.

A andlise dos espectros bidimensionais COSY (Figura 64, pag. 87) e TOCSY
(Figura 65, pag. 88) permitiu construir os sistemas de spins conforme as seguintes
correlagdes: (i) do hidrogénio metinico bromado H-10 (dy 4,65) com o hidrogénio
metinico oxigenado H-9 (dy 4,15) e H»-8 (dug 2,63 e 2,52); (ii) entre o hidrogénio H-9
(0u 4,15) com H,-8 em (dy 2,63 e 2,52); (iii) dos hidrogénios olefinicos Hp-14 (dg 5,13 e
4,80) com H,-8 (dy 2,63 e 2,52); (iv) entre os hidrogénios metilénicos Hy-5 (dy 2,59 e
2,37) e Hy-2 em (oy 1,96 e 1,81) e com os hidrogénios metilicos H3-15 (oy 1,70). Essas

correlacOes sdo observadas na Figura 59.

Figura 59. Sistema de spins observados nos espectros de COSY e TOCSY para o composto 7.
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O espectro bidimensional de RMN 'H,"*C HMBC (Figura 66, pag. 89) permitiu
realizar a conectividade dos sistemas de spins propostos pelo COSY (Figura 64, pag.
87) e TOCSY (Figura 65, pag. 88) conforme segue: (i) dos hidrogénios olefinicos H,-14
(0u 5,13 € 4,80) com C-6 (oc 48,9) e C-8 (d¢ 38.9); (ii) dos hidrogénios metilicos Hz-15
(J0u 1,70) com C-2 (J¢ 30,4), C-5 (dc 39,7), C-3 (d¢c 128,0) e C-4 (d¢ 124,3); (iii) do
hidrogénio metinico H-10 (dy 4,65) com C-11 (¢ 42,3) e C-12 (¢ 21,7); (iv) dos
hidrogénios metilénicos H,-8 (g 2,63 e 2,52) com C-6 (d¢ 48,9), C-9 (d¢ 72,9), C-10
(0c 71,8), C-7 (oc 140,5) e C-14 (6c 116,5); (v) dos hidrogénios metilénicos H»-5 (dn
2,59 e 2,37) com C-4 (6¢c 124,3), C-6 (oc 48,9) e C-13 (J¢ 25,2); (vi) dos hidrogénios
metilénicos Hy-2 (dy 1,96 e 1,81) com C-6 (d¢ 48,9); (vii) dos hidrogénios metilénicos
H-1 (6g 1,83 e 1,62) com C-3 (d¢ 128,0); (viii) dos hidrogénios metilicos H3-12 (dyg
1,07) com C-6 (¢ 48,9), C-11 (oc 42,3), C-10 (oc 71,8) e C13 (dc 25,2); (ix) dos
hidrogénios metilicos H3-13 (dy 1,08) com C-12 (d¢ 21,7), C-6 (¢ 48,9), C-11 (6c 42,3)
e C-10 (oc 71,8). Essas conectividades podem ser observadas através das correlacdes

descritas na Figura 60.

Figura 60. Correlagdes apresentadas pelo espectro de RMN “C HMBC do composto 7.

@) (i); (iv) @i1); (v)
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Ap6s as andlises dos espectros de RMN de 'H (Figura 62, pag. 85) e HSQC

(Figura 63, pag. 86), de seus dados de deslocamento quimico na Tabela 8, pagina 84 e

juntamente com as correlagdes apresentadas pelo espectro HMBC (Figura 66, pag. 89) e

a comparagdo com os dados da literatura, foi possivel concluir que a substincia

OREDMZ2F (7) se trata do sesquiterpeno ja descrito na literatura, designado como elatol

(LHULLIER et al., 2009) observada na Figura 67, pagina 90.

O espectro de massas, obtido pela técnica de ionizacdo por eletrospray, nao

forneceu o pico do ion molecular. Dessa maneira, foi analisado por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas CG-EM (Figura 61, pag. 85).
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Tabela 8. Dados de RMN 'H e RMN "°C do composto 7 e do elatol (LHULLIER ez al., 2009).

OREDM2F (7) Elatol
N Oy (multi, J em Hz) dc Oy (multi, J em Hz) ¢
1 1,83 (dd; 12,0 € 2,0) 1,82 (m)
1,62 (dd; 12,0 € 5,0) 26,8 1,63 (m) 256
2 1,96(m) 1,95 (m)
1,81(m) 30,4 1,81(m) 294
- 128,0 ; 128,1
4 - 124,3 - 1242
5 2,59 (d; 17,0) 2,59 (d; 17,0)
237 (d: 17.0) 39,7 238 (d: 17.0) 38,6
6 - 48,9 ; 492
7 - 140,5 - 140,8
8 2,63 (dd; 1,6 ¢ 14,0) 189 2,63 (d; 14,6) 380
2,52 (dd; 2,0 e 14,0) ’ 2,50 (dd; 14,6 € 2,5) ’
9 4,15 (ddd; 1,6; 2,5 € 6,0) 72,9 4,15 (d1; 3.4) 72,2
10 4,65 (d; 2.,5) 71,8 4,61 (d; 2,6) 70,9
11 - 42,3 _ 43,1
12 1,07 (s) 21,7 1,07 (5) 20,8
13 1,08 (s) 252 1,08 (s) 24,3
14 4,80 (s) 5,12 (s)
5,13 (s) 16,5 4,79 (s) 15,9
15 1,70 (s) 20,4 1,70 (s) 19,5
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Figura 61. Espectro de massas do composto 7.
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Figura 62. Espectro de RMN 'H (CDCl;, 600 MHz) do composto 7.
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Figura 63. Espectro de correlacio heteronuclear 'H,"*C HSQC do composto 7.
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Figura 64. Espectro de correlagio homonuclear 'H,"H COSY do composto 7.

L l]ll 1 »\LU_A-LU prm




88

Figura 65. Espectro de correlagio homonuclear 'H,"H TOCSY do composto 7.
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Figura 66. Espectro de correlacio heteronuclear 'H,"?C HMBC do composto 7.
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Figura 67. Estrutura da substancia OREDM?2F (7).

OREDMZ2F (7): Sélido branco; [oc]D =+21,0 (¢ 0.02 em CH,Cl,); Férmula molecular:
C5sH2,OCIBr; Massa molar 332,00 g/mol.

3.1.6 OREDM2D

A substancia OREDM2D (8) foi isolada do extrato metandlico da estrela do mar

O. reticulata segundo a metodologia descrita no item 4.3.4.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) (Figura 71, pag. 94) de 8 revelou seis
sinais para hidrogénios olefinicos em dy 6,26 (d; 10,0 Hz); 5,84 (d; 10,0 Hz); 5,12 (s);
4,87 (s); 4,81 (s) e 4,79 (s), dois sinais para hidrogénios metilicos em dy 1,23 (s) e 1,02
(s), assim como uma série de sinais para hidrogénios metilénicos como pode ser visto na

Tabela 9, pagina 93.

A andlise do espectro de RMN 'H,"*C HSQC (Figura 72, pig. 95) mostrou seis
sinais para carbonos olefinicos em d¢ 143,5; 142.,4; 133,6; 132,5; 118,1; 112,0; dois
sinais para carbonos metinicos, sendo um deles oxigenado em oJ¢ 73,1 e o outro
bromado em J¢ 71,6; trés sinais para carbonos metilénicos com d¢ 38.,9; 27,7 e 27,3;
dois sinais para carbonos metilicos com d¢ 27,6 e 22,3; e por fim, sinais para carbonos
nao hidrogenados em d¢ 51,1 e 42,6, além dos olefinicos j4 mencionados em o¢c 143,5;

142,4; 118,1 e 112,0.
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A andlise dos espectros bidimensionais COSY (Figura 73, pag. 96) e TOCSY
(Figura 75, pag. 97) permitiu construir os seguintes sistemas de spins conforme as
seguintes correlacdes: (i) do hidrogénio metinico bromado H-10 (dy 4,65) com o
hidrogénio metinico oxigenado H-9 (dg 4,16) e com os hidrogénios metilénicos H;-8
(0u 2,72 € 2,58); (ii) do H-9 (dg 4,16) com os hidrogénios H»-8 (o 2,72 e 2,58); (iii) dos
hidrogénios metilénicos Hy-2 (dyg 2,20) com H-1 (g 1,76); (iv) dos hidrogénios
olefinicos H,-14 (dy 5,12) com H-8 (dy 2,72 e 2,58) e com H-9 (dy 4,16); (v) dos
hidrogénios olefinicos Hy-15 (dg 4,81 e 4,79) com H,-2 em (dy 2,27 e 2,20), Hy-1 (0n
1,93 e 1,76), H-5 (ou 5,84) e H-4 (0u 6,26); (vi) do hidrogénio H-4 (Jy 6,26) com H-5
(0u 5,84); (vii) dos hidrogénios metilicos H3-13 (dy 1,23) com o H-10 (dy 4,65), e (viii)
dos hidrogénios metilicos H3-12 (dy 1,02) com H-9 (dy 4,16).

Figura 68. Sistema de spins observados nos espectros de COSY e TOCSY para OREDM2D (8).

O espectro bidimensional de RMN C HMBC (Figura 76, pag. 98) do composto
8 possibilitou realizar a conectividade dos sistemas de spins propostos pelo COSY
(Figura 73, pag. 96) e TOCSY (Figura 75, pag. 97), como: (i) do hidrogénio olefinico
H-4 (dy 6,26) com C-6 (d¢ 51,1); (ii) do hidrogénio olefinico H-5 (dy 5,84) com C-3 (d¢
142,4); (iii) dos hidrogénios metilénicos H,-8 (02,72 e 2,58) com C-14 (d¢ 118,1), C-7
(dc 143,5), C-9 (oc 73,1) e C-6 (¢ 51,1); (iv) dos hidrogénios metilicos H3-12 (oy 1,02)
e H3-13 (o 1,23) com C-10 (oc 71,6), C-6 (oc 51,1) e C-11 (oc 42,6); (v) dos
hidrogénios olefinicos H,-14 (g 5,12 e 4,87) com C-6 (¢ 51,1) e C-8 (d¢ 38.,9); e por
fim, (vi) dos hidrogénios olefinicos H»-15 em (dy 4,81 e 4,79) com C-4 (d¢c 132,5) e C-2

(dc 27,7). Estas correlacdes sdao observadas na figura 69, pagina 92.
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Figura 69. Correlacdes apresentadas pelo espectro de RMN "*C HMBC do composto 8.

(@), (ii) e (vi) (iii) (iv) e (v)

Apo6s as andlises dos espectros e a comparagdo com os dados da literatura, é
possivel concluir que a substancia OREDM2D (8), se trata do isoobtsusadieno,

previamente relatado por Gerwick et al., 1987.

A diferenca existente entre o composto 8 e o isoobtusadieno descrito na literatura,
sdo a inversdo de certos valores de deslocamentos quimicos em alguns sinais de carbono
e hidrogénio, como pode ser observado na Tabela 9, pagina 93. Algumas correlacdes

observadas no espectro de COSY (Figura 73, pag. 96) e HMBC (Figura 76, pag. 98).

A exemplo de 7, o composto 8 tambem foi analisado por CG-EM (Figura 70, pag.
94). Vale ressaltar que o isoobtusadieno foi isolado primeiramente da alga vermelha

Laurencia obtusa (GERWICK et al., 1987).
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Tabela 9. Dados de RMN 'H e RMN "C do composto 8 e do isoobtusadieno por Gerwick et al.,

1987.
OREDM2D (8) Isoobtusadieno
N oy (multi, J em Hz) Jdc oy (multi, J/ em Hz) Jdc
1 1,93 (m) ] .
1,76(ddd: 13.0:13.0 & 4.0) 27,3 1,98-2,64 (m) 26,5
2 2,27 (dt; 15,0 € 3,6) ) ‘
2,50 () 277 1,98-2,64 (m) 26,8
3 - 142.4 - 143,7°
. b
4 6,26 (d; 10,0) 132,5 5,84 (d; 10,2) 131,5
5 5,84 (d; 10,0) 133,6 6,27 (d; 10,2)" 132,7
6 - 51,1 - 51,5
7 - 143,5 - 142,3
] 2,72 (dd; 15,5 ¢ 1,6) ) ‘
2,58 (dd: 15.5 6 2.0) 38,9 1,98-2,64 (m) 37.9
9 4,16 (ddd; 2,6; 2,0 e 1,6) 73,1 4,15 (m) 72,1
10 4,65 (d; 2,6) 71,6 4,65 (d; 3,1) 70,6
11 - 42,6 - 42,8
12 1,02 (s) 27.6 1,23 (s)° } 21,5¢
13 1,23 (s) 223 1,02 (s)° 26,52
14 4,87 (s) 4,80 (s)*
5129 118,1 117,6
15 4,79 (s) 5,12 (s)°
4,81 (s) 12,0 4,86 (s)° 11,3

“ Sobreposicdo de sinais.

bede Sinais com valores de deslocamento quimico invertidos.
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Figura 70. Espectro de massas do composto 8.
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Figura 71. Espectro de RMN 'H (CDCl;, 600 MHz) do composto 8.
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Figura 72. Espectro de correlacio heteronuclear 'H,"*C HSQC do composto 8.
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Figura 73. Espectro de correlagio homonuclear 'H,"H COSY do composto 8.
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A correlagdo apresentada pelo hidrogénio metilénico (H»-2) de oy 2,27 com os
hidrogénios ligados a carbono olefinicos (H»-15) oy 4,81, € utilizada para explicar a
inversio de valores de deslocamento quimico (6) dos hidrogénios e carbonos
localizados nas posicdes 14 e 15, pois se os valores de & permanecessem como Gerwick
et al., relata, ndo haveria a possibilidade dessa correlacdo, pois o sinal em oy 4,81 seria
atribuido aos hidrogénios na posicdo 14, sendo impossivel a correlacdo desses
hidrogénios na posicao 2 (H-2) com os hidrogénios na posi¢ao 14 (H,-14), como pode

ser representado pela Figura 74, pagina 97.
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Figura 74. Correlacdo apresentada no espectro de COSY que justifica a inversdo de valores
entre o composto 8 e o isoobtusadieno segundo Gerwick et al., 1987.
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Figura 76. Espectro de correlacio heteronuclear 'H,"?C HMBC do composto 8.
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As correlagdes entre Hy-14 (0 4,87 e 5,12) com os C8 (d¢ 38,9) e C6 (0¢51,1)
bem como entre Hy-15 (854,79 e 4,81) com os C2 (6¢ 27,7) e C4 (132,5) corroboram
para considerar realmente as inversdes dos valores de deslocamento quimico destacadas
na tabela 9, pagina 93, quando comparados os compostos 8 e o isoobtusadieno descrito
por Gerwick et al., 1987. A estrutura do composto 8 estd representada pela Figura 77,

pagina 99.
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Figura 77. Estrutura da substancia OREDM2D (8).

Br

OREDM2D (8): Sélido branco, [OL]D = -2,5 (¢ 0.007 em CH,Cl,), féormula molecular
Ci5H,;0Br, massa molar 296,00 g/mol.

4.1.7 OREDM2B

A substancia OREDM2B (9) foi isolada do extrato metandlico da estrela do mar

O. reticulata segundo a metodologia descrita no item 4.3.4.

O espectro de RMN 'H (CDCl3, 600 MHz) do composto 9 (Figura 80, pag. 102)
mostrou-se semalhante ao do isoobtusadieno (8), sendo a diferenca, o acréscimo de um
singleto intenso em Jy 2,08, correspondente a uma metila de um grupo acila, Tabela 10,

pagina 100.

Os espectros bidimensionais de RMN 'H,"*C HMBC (Figura 84, pag.106) e
HSQC (Figura 81, pag. 103) mostraram sinais para uma carbonila de éster em oc 170,0
e uma metila em Jdc 22,9 em adicao aos seis sinais para carbonos olefinicos em o¢ 143,2;
141,9; 135,3; 134,2; 119,4 e 113,6; dois sinais para carbonos metinicos, um deles
oxigenado em J¢ 73,2 e o outro bromado em Jc 63,5, trés sinais para carbonos
metilénicos em d¢ 37,0; 29,5 e 29,0, trés sinais para carbonos metilicos em Jc¢ 28,4; 22,9
e 22,6; e por fim, dois sinais para carbonos sp3 nao hidrogenados em d¢ 50,7 e 42,4

evidenciando a estrutura do isoobtusadieno acetilado.

A analise dos espectros bidimensionais COSY (Figura 82, pag. 104) e TOCSY

(Figura 83, pag. 105) permitiu organizar os mesmos sistemas de spins (Figura 78, pag.
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101) encontrados para o composto 8 (item 3.1.6), incluindo a correlacdo do sinal dos
hidrogénios metilicos em (dy 2,08) com o hidrogénio metinico H-9 (dy 5,29). O
grupamento acetila também foi confirmado através do espectro HMBC (Figura 84, pag.
106) com a correlacdo do sinal dos hidrogénios metilicos (og 2,08) com o carbono da

carbonila em (J¢ 170,0).

O espectro de massas de 9 foi obtido por CG-EM (Figura 79, pdgina 101),
confirmando a estrutura do isoobtusadieno acetilado, o qual ainda ndo havia sido

registrado na literatura.

Tabela 10. Dados de RMN 'H e "*C para os compostos 8 e 9.

OREDM2D (8) OREDM2B (9)
N Oy (multi, J em Hz) Jc Oy (multi, J em Hz) dc
1 1,93 (m) 1,01 (m)
1.76(ddd: 13.0:13.0e 40) 273 178 (ddd: 13.0: 13.0 e 4.0) 29,0
2 2,27 (dt; 15,0 € 3,6) 2,28 (dt; 15,0 € 3,7)
2,20 (m) 21,7 2,20 (m) 29,5
3 - 142.4 - 141,9
4 6,26 (d; 10,0) 1325 6,28 (d; 10,5) 1342
5 5,84 (d; 10,0) 133.6 5,84 (d; 10,5) 1353
6 - 51,1 - 50,7
7 - 143,5 - 1432
] 2,72 (dd: 15,5 ¢ 1,6) 189 2,72 (dd: 15,5 ¢ 1,6) 370
2,58 (dd: 15,5 ¢ 2,0) ’ 2,46 (dd: 15,5 ¢ 2,0) ’
9 4,16 (ddd; 2,6: 2,0 e 1,6) 73.1 5,29 (ddd; 3,3; 2,0 ¢ 1,6) 732
10 4,65 (d; 2,6) 71,6 4,55 (d; 3,3) 63,5
11 - 42,6 _ 404
12 1,02 (s) 27,6 1,03 (s) 28,4
13 1,23 (s) 223 1,22 (s) 22,6
14 4,87 (s) 4,85 (s)
5128 1181 S01© 1194
15 4,79 (s) 4,80 (s)
481 (s) 12,0 4.82 (s) 13,6

CH;COO- ) ] - 1700
CH;COO- ] i [ 2,08 (s) 22,9 ]
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Figura 78. Sistema de spins observados nos espectros de COSY e TOCSY para OREDM2B (9).

Figura 79. Espectro de massas do composto 9.
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Figura 80. Comparacio entre os espectros de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) para o composto 8
(superior) e composto 9 (inferior).
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Figura 81. Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H,"’C HSQC para o composto

9.
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Figura 82. Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H,"H COSY do composto 9.
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Figura 83. Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H,"H TOCSY do composto 9.
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Figura 84. Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H,"*C HMBC para o composto
9.
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Diante de todas as andlises espectrais e comparacdes com os valores de
deslocamento quimico, o composto 9 trata-se realmente do derivado acetilado do
composto 8 denominado de Isoobtusadieno, sendo assim o acetilisoobtusadieno visto na

Figura 85 a seguir.

Figura 85. Estrutura da substincia OREDM2B (9).

OREDMZ2B (9): Solido branco, [oc]D = -27,0 (¢ 0.007 em CH,Cl,); féormula molecular
C17H230,Br; massa molar 338,00 g/mol.



108

3.2 Atividade Citotoxica

A atividade citotéxica dos compostos isolados (1, 2, 3, S e 6) com quantidades
suficientes para o teste foi realizada como descrito na experimental, item 4.3.5, pdgina

116, cujos resultados estdo expressos na Tabela 11, a seguir.

Tabela 11. Atividade citotéxica dos compostos 1,2, 3,5 e 6.

Compostos ICsy (uM)
SB 2H (1) 10,2
SB 2F (2) 12,15
SB 4E (3) 10,0
SB 4M (5) 10,0
SB 5E (6) 9,8
DOXORUBICINA 0,02 - 0,03

A linhagem de célula cancerigena testada foi a HCT-116 (cancer de c6lon), e

como controle positivo foi utilizada a doxorubicina.

Este estudo de atividade citotdxica visou incrementar dados e investigar mais a
respeito dessa classe de substincias, os anfidinolidos, j& que a mesma apresenta
inimeros relatos na literatura como sendo bons agentes antitumorais, Bauer et al., 1994;
Ishibashi et al., 1987; Ishibashi et al., 1994, dentre outros. Em Ishibashi et al., 1987, é
relatado o anfidinolido B como um potente agente citotéxico, porém seu andlago
isolado e testado nesse trabalho, SB 4E (3) definido como anfidinolido B8 nio
apresentou uma grande atividade citotoxica, podendo ser devido a diferenca existente
entre os dois, no que se trata do anel epdxido presente entre os carbonos 9 e 8 no
anfidinolido B ao invés do dialcool vicinal existente no anfidinolido B8. Os estudos de
atividade biologica sdo de grande importancia para a descoberta de novos metabdlitos
bioativos e dos estudos da relacdo estrutura-atividade, podendo levar a elucidacdo da
ineficiéncia das substancias e indicando caminhos para o aumento da bioatividade das

mesmas.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Material de estudo

Os materiais estudados foram o octocoral Stragulum bicolor (Octocorallia:
Clavulariidae) que foi coletado em zona de maré baixa na praia da Caponga (04°02°S
38°11°W) no municipio de Cascavel, Ceard, Brasil e a estrela marinha Ophionereis
reticulata, a qual foi coletada em zona de maré baixa na praia do Paracuru (03°25°30”S
e 39°01°28”W), Ceard, Brasil. A identificacdo da espécie S. bicolor foi conduzida pelo
Prof. Dr. Tito Monteiro da Cruz Lotufo da Universidade de Sao Paulo, € um exemplar
estd depositado no Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo. J4 a identificacdo
do O. reticulata foi conduzida pelo Prof. Ms. Felipe Monteiro do Instituto Federal de
Educacgdo do Ceard, e um exemplar do mesmo encontra-se depositado no Laboratorio de

Invertebrados Marinhos, na Universidade Federal do Ceara.

4.2 Materiais e equipamentos utilizados

Todas as analises deste trabalho foram realizadas na central analitica do Istituto di
Chimica Biomoleculare, localizado na cidade de Pozzuoli, Néapoles, Itdlia, com a

supervisao do Dr. Angelo Fontana, Dra. Adele Cutignano e Dra. Genoveffa Nuzzo.

Os dados espectroscépicos foram obtidos em um espectrometro Bruker DRX 600
equipado com uma criosonda inversa. Os valores de deslocamentos foram reportados
em PPM e referenciados aos sinais internos dos protons residuais (C6D61H 6 7,25; Bcs

128,0 ppm; CDCI3'H 8 7,26; "*C 77,0 ppm).

Os espectros de massa de alta resolucao foram adquiridos num Espectrometro de

Massa hibrido Quadrupolar-Orbitrap Thermo Scientific'™ Q-Exactive .
As rotagdes Opticas foram medidas no polarimetro digital Jasco modelo P2000.

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas em um

HPLC Jasco (PU-2089) equipado com detector (MD-2018) de arranjo de diodo.

O sistema de extracdo em fase sélida foi uma resina de poliestireno-divinil

benzeno (CHROMABOND® HR-X, Macherey-Nagel, Diiren, Germany).



110

A silica utilizada na cromatografia de camada delgada (CCD) foi da marca Merck

do tipo F254.

Nas analises de CCD foram utilizados solventes de grau de pureza HPLC. E todos

os solventes eram da marca SIGMA-ALDRICH.

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Preparacao dos extratos metandlicos de S. bicolor e O. reticulata.

ApOs a coleta, o invertebrado S. bicolor foi submetido a extragdo com metanol
(3 x 300mL) resultando em um extrato em fase organica que apds seco para a remog¢ao
total de metanol teve como massa 936,0 mg.

O S. bicolor (material biolégico remanescente) apds a extragdo e toda a
evaporacao de solvente e dgua residuais teve como massa 4,1 g.

Também apos a coleta, O. reticulata foi submetido a0 mesmo processo de
extracdo com metanol (3 x 300mL), resultando em um extrato que apds seco teve como
massa 81,2 mg.

O. reticulata (material biol6gico remanescente) apds toda a evaporagcdao de

solvente e dgua residuais apresentou massa de 876,0 mg.

4.3.2 Isolamento de SB 2H (1) e SB 2F (2)

Uma pequena parte do extrato metandlico de S. bicolor (250,0 mg) foi suspensa
em 1,0 mL de dgua destilada e submetido a extra¢do na resina CHROMABOND® HR-

X (2,5 g) utilizando os solventes mostrados na Tabela 12.
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Tabela 12. Solventes utilizados no processo de extracdo em fase sélida do extrato metandlico
de Stragulum bicolor para isolamento de SB 2H (1) e SB 2F (2).

Solvente Volume (mL) Massa (mg) Denominacio

Agua 100% 90 145.1 SB 1A
Acetonitrila/dgua 7:3 60 17,5 SB 1B
Acetonitrila 100% 45 114 SB 1C
45 17,4 SB ID

Diclorometano/metanol 9:1

A fracdo SB 1C (11,4 mg) por apresentar um excelente perfil cromatografico
quando analisada em CCD e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
foi submetida a uma cromatografia gravitacional em gel de silica, utilizando como
eluentes o éter de petrdleo, éter etilico, cloroférmio e metanol nas proporcdes que sao
apresentadas no Fluxograma 1.

O resultado foi o isolamento de duas substancias, SB 2F e SB 2H, que foram

submetidas a analise de ressondncia magnética nuclear e espectrometria de massas.

Fluxograma 1. Fracionamento de SB 1C.

SB1C
m=11,4 mg

Coluna comum em gel de silica
- EPEE91 (1-40)

- EPEES82 (41-46)

- EPEEG64 (47:51)

- CHCI;:MeOH (52)

A-E G I-L
1-14 19-22 23-52
21mg 0.1mg 4.0mg
SB 2F SB 2H
15-18 23-33

0,1mg 0,5mg
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4.3.3 Isolamento de SB 4E (3), SB 4D (4), SB 4M (5) e SB 5E (6)

A maior parte do extrato metandlico de S. bicolor (680,0 mg) foi suspenso em 2
mL de dgua destilada e submetido a extracao na resina CHROMABOND® HR-X (6,4 g)

utlizando os solventes mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Solventes utilizados no processo de extracdo, em fase sdlida, do extrato metandlico
de S. bicolor para isolamento de SB 4E (3), SB 4D (4), SB 4M (5), SB 5E (6).

Solvente Volume (mL) Massa (mg) Denominacio

Agua 100% 240 445.1 SB3A
Acetonitrila/dgua 7:3 160 18,17 SB 3B
Acetonitrila 100% 120 11,92 SB 3C
120 45,74 SB 3D

Diclorometano/metanol 9:1

A fragdao SB 3B cerca de 16,0 mg foi submetida a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa, fazendo uso de uma coluna Phenomenex Luna C18
(250 x 10 mm, 5u) num fluxo continuo de 3mL/min, usando os seguintes canais de
observagao (200-600 nm), com o seguinte método em gradiente de analise: inicia-se a
corrida cromatografica com a mistura Acetonitrila:dgua na propor¢do (3:7) durante 5
minutos, até chegar na proporcdo (4:6) que foi aumentada gradativamente para a
propor¢ao (80:20) em 45 minutos, em seguida aumentou-se para 100% de Acetonitrila
em 5 minutos e finalizando por cerca 10 minutos. O cromatograma dessa andlise €
mostrado na Figura 86, pagina 114.

Uma amostra de 10,0 mg da fracdo SB 3C foi submetida a CLAE em fase reversa,
fazendo uso de uma coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 10 mm, Su) num fluxo
continuo de 3mL/min, usando os seguintes canais de observacao (200-600 nm, 220nm,
240 nm), com o seguinte método em gradiente de andlise: inicia-se a corrida

cromatografica com a mistura Acetonitrila:dgua na propor¢ao (65:35) que foi
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aumentando para 100% de Acetonitrila em 70 minutos e manteve-se essa propor¢ao por
20 minutos. O cromatograma dessa anélise é mostrado na Figura 87, pagina 114.

Um esquema do processo de isomento dos compostos SB 4E (3), SB 4D (4), SB
4M (S5) e SB 5SE (6) ¢ apresentado no Fluxograma 2.

Fluxograma 2. Métodos de isolamento das substancias SB 4E (3), SB 4D (4), SB 4M (5) e SB
5E (6).

Stragulum bicolor (SB)
m = 680 mg
HR-X (agua, acetonitrila:agua 7:3, acetonitrila 100% e

diclorometano:metanol 9:1)

SB-3B (16 mg) SB-3C (10 mg)

HPLC Fase reversa ACN:H20

Y v l

SB -4D 5B —4E 5B — 4M
(0.5 mg) (0,5 mg) (0,7 mg)
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Figura 86. Cromatograma para isolamento de SB 4E (3), SB 4D (4) e SB 4M (5).
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Figura 87. Cromatograma para isolamento de SB 5E (6).
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4.3.4 Isolamento dos compostos OREDM2F (7), OREDM2D (8) e OREDM2B (9).

Uma parte do extrato metandlico de O. reticulata de massa 75,0 mg foi
submetida a uma cromatografia por exclusao molecular usando como fase estaciondria o
polimero SEPHADEX LH-20 e como eluente metanol grau CLAE. As fra¢des foram
analisadas por CCD e agrupadas em treze grupos denominados de A a M segundo o
perfil cromatogréfico. A fracdo I (12,3 mg) apesar de possuir uma quantidade menor de
massa em relacdo as demais, apds analise em CCD e posteriormente, cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, mostrou-se bem interessante, sendo assim
submetida a cromatografia gravitacional em gel de silica através de um gradiente,
utilizando como eluentes, misturas de éter de petréleo e éter etilico em ordem crescente
de polaridade. As fracdes correspondentes a mistura Eter de petréleo:Eter etilico 9:1
resultou na purificacdo dos compostos (7), (8) e (9). O processo de isolamento dessas

substancias € apresentado no Fluxograma 3.

Fluxograma 3. Métodos de isolamento das substincias OREDM?2F (7), OREDM2D (8) e
OREDM2B (9).

Ophionereis reficulata (OREDM)

m = 75,00 mg
Cromatografia porexclusdo com Sephadex LH— 20 e
metanol como eluente.

Cromatografia gravitacional emsilica gel com
gradiente de éter de petroleo:éter etilico.

OREDM2B OREDM?D OREDM2F
©) (8) (O]
0,43 mg 0,6 mg 0,5 mg
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4.3.5 Atividade citotoxica

A citoxicidade dos compostos foi avaliada contra linhagem celular de cancer do
colon adenocarcinoma HCT-116 (ATCCCCL-247™). As células foram mantidas em
meio RPMI 1640 suplementadas com soro 10% (v/v) de feto bovino, glutamina 2 mM,
penicilina 100 U/mL, strepitomicina 100 pg/mL a 37 °C sobre uma atmosfera de CO,
5%. Os compostos foram testados com as concentra¢des variando de 0,001 a 25 uM
durante 72 horas. O efeito na proliferacio celular foi avaliado in vitro usando o ensaio
MTT [3-(4,5-dimethyl-thiazolyl)-2,5diphenyl-2H-tetrazolium bromide], como desctrito
por Mosmann, 1983. A doxorubicina foi utilizada como controle positivo. Os valores de
ICso (Concentragdo de inibi¢do de crescimento em 50%) foram calculados juntamente
com o respectivo 95% CI (intervalo de confianca) por regressao ndo linear utilizando o

software GrafPad Prism 5.0.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho compreende o primeiro estudo dos organismos marinhos, octocoral
S. bicolor e estrela do mar O. Reticulata, ambos coletados no litoral cearense. De S.
bicolor foram isolados substancias da classe dos anfidinolidos que até entdo nunca
tinham sido relatado sua presenca em outras fontes, que nao fossem dos dinoflagelados
Amphidinium sp., de onde deriva o nome anfidinolidos. De O. Reticulata foram obtidos
trés sesquiterpenos do tipo chamigrano. Os anfidinolidos isolados nesse trabalho foram
os ja relatados na literatura, o (SB 2H) anfidinolido P e (SB SE) anfidinolido T, além de
quatro novos: (SB 2F) 3-O-metil-anfidinolido P, (SB 4E) anfidinolido B8, (SB 4D)
anfidinolido B9, (SB 4M) anfidinolido C4. Os anfidinolidos sdo potentes agentes
anticancer como descrito por Kobayashi e Tsuda, 2004; porém os compostos aqui
isolados apresentaram atividades citotoxicas moderadas. Uma possivel justificativa seria
as pequenas alteragdes estruturais, como por exemplo, a ausencia do grupo epoxido em
C8-C9 nos anfidinolidos B8 e B9, mas presente em seu andlogo anfidinolido B, fazendo
deste um potente agente anticancer. Interessantemente, os sesquiterpenos elatol
(OREDMZ2F), isoobtusadieno (OREDM2D) e o acetil-isoobtusadieno (OREDM2B)
isolados de O. Reticutata, ja sao considerados marcadores quimiotaxonomico de algas
do genero Laurencia. Uma vez que este invertebrado se alimenta de algas, € muito
provavel que estes compostos sejam fruto do regime alimentar destes animais marinhos.
Os resultados e observagdes adquiridos corroboram para a importancia dos estudos na
area de Quimica de Produtos Naturais Marinhos como fonte de novos e potenciais
agentes antitumorais, tanto para a obtencdo de novas substancias, quanto para a
possibilidade de servir como modelo na sintese de compostos andlogos visando o uso

bioldgico e farmacoldgico.
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