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RESUMO

Os produtos naturais marinhos representam um grande potencial para a
descoberta de novos farmacos. Dentre 0s grupos de organismos marinhos,
produtores de compostos de interesse, estdo as macroalgas com destaque
para as algas pardas, que incluem cerca de 1800 espécies agrupadas em
285 géneros. Estas sdo produtoras de substdncias estruturalmente
variadas e que apresentam uma vasta gama de propriedades bioldgicas e
farmacologicas. O género Dictyota é conhecido como uma rica fonte de
metabdlitos secundarios, principalmente de diterpenos de esqueletos
xenicanos, guaianos prenilados e dolabelanos. Alguns desses compostos
apresentam atividades como: antimicrobiana, citotéxica e antifangica,
além de atuarem no mecanismo de defesa das espécies produtoras e como
marcadores ecoldgicos. A alga marinha Dictyota mertensii, coletada na
praia de Flecheiras, Trairi-CE, foi submetida a extracdo com hexano,
acetato de etila e etanol. Seus extratos foram cromatografados utilizando
técnicas cldssicas de cromatografias como: cromatografia sobre gel de
silica, cromatografia por exclusdo molecular usando Sephadex® LH- 20
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A determinacdo
estrutural dos compostos isolados envolveu o uso de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas, como: EM, RMN !H e 3C, COSY,
HMQC, HMBC e NOESY. A interpretacdo dos dados espectroscépicos,
principalmente de RMN, culminou na identificagdo de cinco compostos,
sendo dois sais de aménio e trés diterpenos, dois dos quais de esqueleto
guaiano e um dolabelano. Os compostos DM-01-04 foram enviados para
realizacdo de testes farmacoldgicos de viabilidade celular e inibicdo de
producédo de oxido nitrico. Com relacdo aos testes de viabilidade celular,
0s compostos de estrutura semelhantes DM-01 e DM-02 (sais quaternéarios
de amdnio) apresentaram citotoxidade a partir da concentragdo de 12 uM,
enquanto que a os compostos DM-03 e DM-04 a citotoxidade foi
observada a partir da concentracdo de 100 uM. No teste de inibicdo da
producdo de Oxido nitrico, o composto DM-02 apresentou reducdo

significativa na producdo de ON a partir da concentragdo de 1,5 uM,



enquanto os compostos DM-01, 03 e 04 apresentaram capacidade redutora
a partir da concentracdo de 3 pM. O melhor efeito redutor foi observado
nas concentracdes de 50 uM dos compostos DM-03 e DM-04.

Palavras-chave: Produtos Naturais. Dictyota mertensii. Diterpenos.



ABSTRACT

The marine natural products represent a huge potential for the discovery
of new drugs. Among the marine organisms producers of bioactive
compounds appear the macroalgae, with highlighting for the brown algae,
which includes ca. 1800 species distributed in 285 genera. These are
producers of structurally diversified secondary metabolites which exhibit
several biological and pharmacological activities. The Dictyota genus is
known as a prolific source of secondary metabolites, especially of
diterpenes such as xenicanes, prenylated guaianes and dolabellanes.
Some of these compounds exhibit antimicrobial, cytotoxic and antifungal
activities, as well as can act in the defense mechanism. The seaweed
Dictyota mertensii, collected on the beach of Flecheiras, Trairi-CE, was
subjected to extraction in the solvents: hexane, ethyl acetate and ethanol.
These extracts were chromatograped using classical chromatography
techniques such as: chromatography on silica gel, exclusion
chromatography using Sephadex® LH-20 and high performance liquid
chromatography (HPLC). The structures of the isolated compounds were
made by interpretation of spectroscopic and spectrometric techniques,
such as: MS, 'H and '*C NMR, COSY, HMQC, HMBC and NOESY. The
interpretation of the spectroscopic data, mainly of 1H and 13C NMR data
led to structure elucidation of five compounds, being two quaternary
amonium salts and three diterpenes, two of them with guaiane structure
and one dolabellane. The compounds DM-01 to DM-04 were sumitted to
cell viability and inhibition of nitric oxide production activities. As
regards, the cell viability assays of the compounds with similar structure
DM-01 and DM-02 (quaternary ammonium salts) showed similar
cytotoxicity from the concentration of 12 uM, while the compounds DM-
03 and DM-04 showed cytotoxicity over the concentration of 100 uM. In
the inhibition NO assays, compound DM-02 showed a significant
reduction in NO production from the concentration of 1.5 pM, while DM -

01, 03 and 04 compounds showed reductive capacity from the



concentration of 3 pM. The best reducing effect was observed at the

concentrations of 50 uM of compounds DM-03 and DM-04.

Keywords: Natural products. Dictyota mertensii. Diterpenes.
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1. INTRODUCAO

O ecossistema marinho abrange aproximadamente 71% da
superficie terrestre e cerca de 97% da agua do planeta, sendo o maior
ambiente da biosfera (VIDAL, 2004). Nesse ecossistema, pode ser
encontrado representantes de cerca de 34 dos 36 filos de animais,
englobando mais de 250 mil espécies, representando cerca de 29% de toda
a biodiversidade do planeta (MONTASER; LUESCH, 2011).

Considerados como o pulmdo do mundo devido a marcante
presenca de organismos fotossintetizantes, 0s oceanos também sé&o
importantes fontes de obtencdo de alimentos, vias de transporte e
comércio, elementos de extracdo mineral, reguladores térmicos,
geradores de energia e depédsitos de carbono. (BARBIERI, 2004;
GREENPEACE, 2009).

O litoral brasileiro tem cerca de 7.491 Km de extensdo, podendo
passar de 8.500 Km quando incluidas as reentrancias litoraneas (VIDAL,
2004; CIA, 2018). Apresenta uma costa marinha com cerca de 3,5 milhdes
Km?2 que inclui ecossistemas como recifes de corais, dunas, manguezais,
lagoas, estuarios e pantanos (Ministério do Meio Ambiente, 2018).

Nas Gltimas décadas o interesse pelos organismos marinhos vem
crescendo de forma significativa, como pode ser visto na Figura 1,
particularmente por serem fontes produtoras de metabdlitos secundarios
bioativos (HADJU; PEIXINHO; FERNANDEZ, 2011) (Figura 2). Apesar
desse crescente interesse, estima-se que menos de 3% do total de
organismos marinhos conhecidos tenham sido estudados (LORENZO,
2010).
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Figura 1 — Distribuicdo de produtos naturais marinhos por filo
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Fonte: Adaptado de BLUNT et al, 2009.

Figura 2 — Principais areas de aplicacdo dos compostos obtidos de

organismos marinhos no periodo de 1996-2016
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Fonte: adaptado de RUIZ-TORRE et al, 2017

Dentre esses organismos, as algas marinhas constituem um
grupo altamente diversificado de espécies fotossintetizantes. Sendo
dividas em duas categorias: as microalgas e as macroalgas. As
macroalgas sao classificadas, principalmente, em pardas

(Phaeophyceae), em vermelhas (Rhodophyceae), ou verdes



21

(Chlorophyceae), dependendo da sua composicao nutricional e quimica
(DAWCZYNSKI, SCHUBERT, JAHREIS, 2007).

Além da importancia ecologica, muitas espécies de algas,
especialmente as macroalgas, tem valor econémico, sendo bastante
utilizadas como alimento, por exemplo: a Kombu (Saccharina japonica)
e a Nori (algas vermelhas comestiveis do género Porphyra) que séo
utilizadas na preparacao dos sushis por serem ricas em iodo, sais minerais
e vitaminas do complexo B. Sdo também utilizadas como fertilizantes
devido a presenca dos elementos nitrogénio e potassio em sua composicao
(LIMA, 2018); na industria alimenticia e cosmética por produzirem
polissacarideos solluveis em adgua — &gar, carrageninas e alginatos — que
podem atuar como agentes espessantes (AGUILERA-MORALES et al.,
2005); como biocombustiveis em decorréncia do alto teor de éleo
(ARESTA et al., 2005); como biomarcadores de poluicdo (ALVAREZ;
PENA, 2004); nas indatrias serigraficas e de filtros (REYNOL, 2010).
Sdo utilizadas ainda na industria farmacéutica por biosintetizarem
metabdlitos secundarios com diferentes atividades bioldgicas.

Devido a grande gama de substancias quimicas bioativas
produzidas pelas macroalgas e as inumeras aplicacfes possiveis em
diversos ambitos, por exemplo os compostos mostrados na Figura 3, elas

vém atraindo cada vez mais a atencdo da comundidade cientifica.



Figura 3 — Compostos isolados de algas marinhas

A

Pachydictyol A

Isolado de algas pardas do género Dictyota.
Apresenta atividade antitrombdtica, inibe a
replicagdo do virus da imunodeficiéncia
humana do tipo 1, etc (MOURA et al.,
2014).

OH

Floroglucinol

HO OH

Derivados foram isolados de algas pardas do género
Zonaria (BLACKMAN, ROGERS, VOLKMAN,
1988).

Utilizado na sintese de medicamentos, por ser agente
terapéutico em diversas linhagens de células
(FERREIRA et al., 2018).

Caulerpina 0

Pigmento vermelho isolado,
principalmente, de algas verdes do género
Caulerpa (MAITI, THOMSON,1977).
Apresenta atividade antinociceptiva e anti-
inflamatdria (SOUZA et al., 2009).
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k-Carragenano

Carrageninas ou carragenanos sdo polissacarideos
coloidais extraidos de algas vermelhas,
principalmente da espécie Chondrus crispus. Sao
usados para gelifica¢do de alimentos, na
estabilizacdo de emulacdes em: cosméticos, tintas e
preparagdes farmacéuticas (LEE, 2008).

Fonte: Prépria autora.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Consideracdes gerais sobre algas

O termo alga é utilizado para um grupo de organismos
eucariontes autotrofos que ndo possuem um ancestral em comum, mas
apresentam carateristicas semelhantes. As algas sdo dividas em dois
grandes grupos: as microalgas e as macroalgas. Estes organismos podem
ser unicelulares, multicelulares ou organizados em col6nias; avasculares
e com pouca diferenciagdo entres os tecidos, ndo possuem raizes, caules
ou folhas verdadeiras (GAMAL, 2010).

A maioria sdo seres aquaticos, habitando tanto em aguas doces
como no mar, havendo poucas espécies terrestres. No meio aquatico
podem formar comunidades, como os fitoplanctons e fitobentos. Os
fitoplanctons sdo formados por um grande numero de microalgas livres
gque constituem a base da cadeia alimentar marinha. O grupo de
microalgas mais comum é o das diatomaceas, mas em alguns ambientes,
principalmente em aguas doces, as cloroficeas ou cianoficeas podem ser
dominantes. Entre as macroalgas, os fitobentos sdo as principais formas
de comunidades que podem incluir ainda algumas microalgas, animais,
areia e lama, sendo resposaveis pela producdo primaria de oxigénio, além
de servirem como alimentos e na formacdo de recifes
(CLASSIFICACAO... 2010; SAHOO, SECKBACH, 2015).

A classificacdo mais atual das algas foi realiza em 2008, por
Robert Edward Lee, que classificou as algas em dois grupos: o procariota
que tem apenas uma divisdo — as cianoficeas — e o eucariota, dividido
em trés subgrupos com base na natureza da membrana do cloroplasto. O
grupo eucariota é formado majoritariamente por trés classes de algas:
Chlorophyceae (algas verdes); Phaeophyceae (algas pardas) e
Rhodophyceae (algas vermelhas) (SAHOO, SECKBACH, 2015).

As diferencas entre as algas sdo evidentes quando séo
comparados os pigmentos fotossintéticos, os alimentos de reserva, a

morfologia, as paredes celulares, a construcdo de flagelos e a historia


https://pt.wikipedia.org/wiki/Diatom%C3%A1cea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clorof%C3%ADcea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cianof%C3%ADcea
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evolutiva. As algas verdes, por exemplo, possuem as clorofilas-a e
clorofilas-b como pigmentos mais abundantes e o amido como substéancia
de reserva. As algas pardas possuem as clorofilas-a, clorofilas-c e
carotenoides (fucoxantina) como pigmentos mais abundantes, enquanto a
laminarina e o manitol sdo as substadncias de reserva. Ao passo que as
algas vermelhas possuem as clorofilas-a, mas seu pigmento mais
abundante é a ficoeritrina que confere a cor vermelha, e tem o amido
como substancia de reserva (LEE, 2008; TEIXEIRA, 2013).

Tabela 1 — Marcadores quimiotaxondmicos que diferenciam as algas

Algas Verdes Pardas Vermelhas
Clorofilas a,b a, C1, C2 a
Pigmento mais clorofilas carotenoides ficoeritrina
abundante (fucoxantina)
Substancia de amido laminarina e o amido
reserva manitol

Fonte: adaptado de LEE, 2008; TEIXEIRA, 2013.

2.2. Algas verdes

As Chlorophyceaes sdo consideradas o grupo de algas mais
diversificado com mais de 7.500 espécies catalogadas. Tém o corpo
simples, chamado de talo por ndo haver diferenciacdo entre os tecidos.
Considerando os fatores: estruturas do corpo, habitats, natureza do
pigmento fotossintetizante, alimento de reserva e método de reproducdo,
Lee (2008) dividiu essa classe em nove ordens: Chaetophorales,
Volvocales, Tetrasporales, Chlorellales, Oedogoniales,
Chlorosarcinales, Sphaeropleales, Prasiolales e Trebouxiales (SAHOO,
SECKBACH, 2015).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Laminarina&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Manitol
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Laminarina&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Manitol
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Figura 4 — Ulva rigida C. Agardh

PR R

Fonte: PILLON, 2012

2.3. Algas vermelhas

As Rhodophyceaes, também conhecidas como algas vermelhas,
abrangem 6.500 — 10.000 espécies, sendo a maioria de ambiente marinho
(SAHOO, SECKBACH, 2015). Embora algumas espécies pertencentes aos
géneros Gigartina e Schizymenia possam alcancar até um metro, as algas
vermelhas ndo chegam a ser tdo grandes se comparadas com algumas
espécies de algas pardas. Baseado nas estruturas dos talos e nas mudancgas
pés-fertilizacdo, Lee (2008), deixando de lado as ordens mais avanc¢adas,
subdividiu a classe Rhodophyceae em dez ordens: Cyanidiales,
Porphyridiales, Acrochaetiales, Batrachospermales Bangiales,
Nemaliales, Corallinales, Gelidiales, Gracilariales e Ceramiales.
Algumas caracteristicas sdo interessantes, por exemplo: algumas espécies
se apresentam como parasitas, a Polysiphonia lanosa que tem como
hospedeiro o Ascophyllum nodosum (alga parda) e a Ceramium condicola
cujo hospedeiro é a Codium fragile (alga verde) (SAHOO, SECKBACH,
2015).
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Figura 5 — Corallina officinalis

Fonte: POCKLINGTON, 2011

2.4. Algas pardas

As Phaeophyceaes sdo conhecidas comumente como algas
pardas. Apresentam cerca de 1800 espécies em 285 géneros reconhecidos,
sendo encontradas majoritariamente em ambientes marinhos. Algumas
espécies podem ter talos ramificados e coloracdo marrom devido a
fucoxantina, um carotendide presente nos seus cloroplastos (REVIERS;
ROUSSEAU; DRAISMA, 2007; SILBERFELD et al., 2010).

Com o desenvolvimento e uso de novas tecnologias de
sequenciamento de DNA, o conhecimento sobre as algas pardas, desde
2001, foi expandido significativamente, permitindo o desenvolvimento
de uma classificacbes mais abrangente através da inclusdo de novas
hipoteses filogenéticas que consideram a histéria evolutiva das especies,
anteriormente classificadas, erroniamente, como uma Unica espécie. Lee
(2008) dividiu as algas pardas em sete ordens: Fucales, Laminariales
(kelps), Ectocarpales, Desmarestiales, Cutleriales, Sphacelariales e
Dictyotales (SAHOO, SECKBACH, 2015).
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Figura 6 — Macrocystis pyrifera

Fonte: INATURALIST, 2018

2.5. Consideracdes gerais sobre a Ordem Dictyotales, a familia

Dictyotaceae e 0 Género Dictyota

A alga parda Dictyota mertensii pertence a familia Dictyotaceae
da ordem das Dictyotales (classe das Phaephyceae). Esta ordem &
composta por aproximadamente 18 géneros e cerca de 100 espécies. As
algas pertencentes desta ordem apresentam preferéncia por aguas
marinhas mais quentes do que a maioria das algas pardas (VALLIM et
al., 2005).

A familia Dictyotaceae, inseridas na ordem Dictyotales,
apresenta inUmeros géneros de algas pardas, incluindo o género Dictyota.
Espécies deste género sdo comuns em aguas tropicais e subtropicais e sédo
conhecidas por serem fontes produtoras de uma enorme variedade de
metabdlitos  secundarios biologicamente  ativos, especialmente
diterpenos, cujas fungdes ecoldgicas ainda ndo sdo claramente definidas,
mas sabe-se que apresentam atividades ecoldgicas, como antifeedant
(inibidor de apetite, fagorepulsivo) e anti-incrustantes. Além disso muito
destes metabdlitos secundarios exibem atividades biol6gicos, como
citotdxica, antibacteriana e antiviral (CHENG et al., 2014; OTHMANI et
al., 2013).
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3. MATERIAIS

3.1. Métodos Cromatograficos

3.1.1. Cromatografia de Adsorgao

Foram utilizados gel de silica 60 da Merck ou da Vetec (¢ 70-
230 pm, cromatografia gravitacional e ¢ 230-400 um, cromatografia em
funil poroso). O comprimentro e diametro das colunas variaram de acordo
com as aliquotas das amostras e as quantidades de gel de silica utilizadas.

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se
cromatoplacas de gel de silica 60 (¢ 5-40 nm) sobre aluminio da Silicycle
com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 mm. Os eluentes
utilizados foram: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puro
ou misturas em proporcdes crescentes de polaridade. A revelacdo das
substadncias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposicdo a luz
ultravioleta (UV) no comprimento de onda 254 mm, emitido por uma
[Ampada modelo CN-15LM da Vilber Lourmat, e por imersdo em solucéo
de vanilina (CgHgO3) {15,0 g de vanilina, 250 mL de etanol e 2,5 mL de
acido sulfarico concentrado} ou sulfato de cério {Ce(S0O4)2} {12 mL de
H2SO4, 100 mL de H2O destilada e uma ponta de espatula de Ce(S0Ou4)2
(~20 mg}, seguido de aquecimento por exposicdo ao ar quente de

soprador serigrafico Steinel HL 500.

3.1.2. Cromatografias de Excluséo

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo (peneira
molecular) foram efetuados em gel de dextrano reticulado (Sephadex®
LH-20) da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando diclorometano e

metanol como fase movel.
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3.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas em aparelho da marca
SHIMADZU modelo UFLC, equipado com detector UV-Vis (arranjo
diiédo) e um sistema de bomba ternario. Utilizou-se colunas de fase
reversa, preenchidas com C-18 ou Fenil-hexil da marca Phenomenex®,
possuindo as seguintes especificacdes: 2,5 x 250 mm, 5 um (analitica) e
4,6 x 250 mm, 5 um (semi-preparativa), mantidas em forno termostatico
a 35 °C. As amostras foram eluidas com &gua acidificada com acido
trifluoracético-TFA a 0,1 %, acetonitrila e metanol.

Os solventes empregados apresentaram grau de pureza CLAE
(99.9 %) (metanol, acetonitrila-Tedia e H2O-Milli-Q) e foram filtrados
atraves de membranas de ndilon com poros de 0,45 um (Millipore). As
amostras foram dissolvidas nas fases méveis empregadas em cada analise
e filtradas em membrana de politetrafluoetileno (PTFE) com poros de
0,45 um (Whatman).

3.2. Métodos Fisicos
3.2.1. Rotacdo Optica

As rotacdes Opticas foram obtidas em polarimetro digital da
Jasco P-2000 em temperaturas entre 20 °C e 23 °C, com concentracédo de
aproximadamente 1,0 mg/mL de solvente. O solvente utilizado foi
metanol em cubeta de 2,5 mm de diametro e 100 mm de comprimento.
3.3. Meétodos Espectroscopicos e Espectrométricos
3.3.1. Espectrocospia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnetica nuclear de hidrogénio

(RMN H) e Carbono-13 (RMN 3C), uni e bidimensionais, foram obtidos
em espectrémetro Bruker, modelo Avance DRX-500 e DPX-300 equipados
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com sonda de 5 mm, instalados no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso
de Ressonédncia Magnética Nuclear (CENAUREMN), da Universidade
Federal do Ceara. O equipamento opera na frequéncia de 500/300 MHz
para nucleos de hidrogénio e 125/75 MHz para nucleos de carbono-13 e
0s espectros foram obtidos a temperaturas de 27 °C.

Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras
e obtencdo dos espectros foram: cloroférmio (CDCIl3) e metanol (MeOD).

Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN !H pelo pico de
hidrogénio pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos
solventes utilizados na anélise.

As multiplicidades das absor¢gbes foram indicadas segundo a
convecdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q
(quarteto), quint (quinteto) e m (multipleto).

3.3.2. Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram registrados em
um espetrometro CG-EM Shimadzu/QP2010, utilizando coluna capilar
RTX 30 m x 0,25 mm de espessura de filme e gas hélio foi utilizado como
0 géas transportador. O método de ionizacdo aplicado foi o de impacto
eletrénico a 70 eV, pertencente a Central Analitica do Departamento de
Quimica Orgénica e Inorgéanica (DQOI) da Universidade Federal do
Ceara.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos em
espectrometro Acquity UPLC equipado com fonte de ionizacdo por
electrospray e acoplado a um sistema do tipo quadrupolo/time of flight
(TOF), da Waters, pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA).
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4. METODOS

4.1. Coleta do material biologico

As algas foram coletadas, no periodo de maré-baixa, na praia de
Flecheiras (03°13°S; 39°16°0), no municipio de Trairi, localizado no
litoral do estado do Ceard. A identificacdo foi realizada pelo Dr. Pedro
Bastos de M. Carneiro, Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR).

4.2. Preparacédo dos extratos

As algas foram lavadas abundantemente com agua corrente,
seguidas por agua destilada e secas a temperatura ambiente por trés a
cinco dias. Apds esse periodo, os materiais secos foram triturados e
submetidos a sucessivas extracdes com os solventes organicos: hexano,
acetato de etila e etanol (2 vezes cada solvente), seguidos pelo processo
de evaporacdo dos solventes a pressdao reduzida e baixa temperatura,

resultando nos respectivos extratos brutos.

4.3. Fracionamento cromatografico dos extratos acetato de etila e

etandlico de Dictyota mertensii

O extrato acetato de etila e o extrato etandlico da alga parda D.
mertensii, por serem semelhantes em CDD, foram reunidos (EADMr = 3,5
g) e submetidos a fracionamento cromatografico em coluna aberta (CC).
O extrato foi acondicionado sobre gel de silica, utilizando a mistura
binaria dos solventes hexano e acetato de etila em gradiente de polaridade
(100:0; 75:25; 50:50; 25:75; 0:100), seguido por metanol puro.

As fracBes obtidas, apdés analisadas por CCD, resultaram nos
seguintes grupos de subfragdes: EADMr- A (79,1 mg), B (2,0 g), C (629,5
mg), D (128,5 mg), E (83,4 mg), F (651,1 mg). A subfracdo EADMr-B
(2,0 g) foi submetido a fracionamento cromatografico em CC, utilizando

a mistura binaria dos solventes hexano e acetato de etila em gradiente de
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polaridade (100:0; 90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 50:50; 25:75; 0:100),
seguido por metanol puro. Estas fracdes, ap6s analisadas por CCD,
resultaram em 11 subfracbes EADMr-B (A-K), sendo as subfracdes
EADMr-BC (343,5 mg) e EADMr-BF (214,5 mg) as mais promissoras, por

apresentarem um maior numero de compostos.

4.3.1. Fracionamento cromatografico da sufracdo EADMr-BC

A subfracdo EADMr-BC foi dissolvida em metanol e submetida
a fracionamento cromatografico sobre Sephadex LH-20, utilizou-se
metanol como eluente, resultando em 3 subfracdes: EADMr-BC (A-C),
dos quais a subfracido EADMr-BCC (222,0 mg) teve seus compostos
purificados por CLAE (Figura 9), utilizando coluna de fase-reversa fenil-
hexil, na faixa de UV de 210-400, em gradiente composto por H>0 (0,1
% TFA)/MeOH 55-100 % em 15 minutos, seguidos por 10 minutos em
metanol, com fluxo de 3 mL/min e volume de injecdo de 190 pulL,
resultando em 4 picos: BCC-P1 (17,0 mg), codificados como DM-02,
BCC-P2 (9,1 mg), codificados como DM-01, BCC-P3 (2,9 mg), BCC-P4
(7,6 mg), codificado como DM-03 e 2 faixas: BCC-P5 (53,7 mg) (tr:
21,45-21,80) e BCC-P6 (90,4 mg) (tr: 22,00-22,95) (Figura 7).

Figura 7 — Cromatograma de isolamento de DM- 01, 02, 03 e BCC-P5
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Fonte: Prépria autora.
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A faixa BCC-P5 foi recromatografada por CLAE, utilizando
coluna de fase-reversa fenil-hexil em gradiente composto por H.O (0,1
% TFA)/MeOH 85-100 % em 5 minutos, seguidos por 15 minutos com
metanol puro, com fluxo de 3 mL/min e volume de injecdo de 190 puL, e
resultou em um pico BCC-P5-P1, codificado como DM-04, (7,4 mg),

Figura 8.
Figura 8 — Cromatograma de isolamento de DM-04
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Figura 9 — Fluxograma do fracionamento da subfracdo EADMr-BC
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4.3.2. Fracionamento cromatografico da subfracdo EADMr-BF

A subfracdo EADMr-BF foi dissolvida em metanol e submetida
a fracionamento cromatografico sobre Sephadex LH-20 eluida com
metanol, resultando em 3 subfracdes: EADMr-BF (A-C). A subfracdo
EADMr-BFB (72,6 mg) foi submetida a CLAE (Figura 11), utilizando
coluna de fase-reversa C-18, na faixa de UV de 210-400, em gradiente
composto por H20 (0,1 % TFA)/MeOH 85-100 % em 5 minutos, seguidos
por 15 minutos com metanol puro, com fluxo de 3 mL/min e volume de
injecdo de 190 uL, resultando em 4 picos: BFB-P1 (2,0 mg), BFB-P2 (4,0
mg), BFB-P3 (3,4 mg) e BFB-P4 (8,4 mg), codificado como DM-05
(Figura 10).

Figura 10-Cromatograma de isolamento de DM-05
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Figura 11 — Fluxograma do Fracionamento da subfracdo EADMr-BF
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4.4. Testes Farmacoldgicos

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Produtos
Naturais (Dept. de Fisiologia e Farmacologia), sob coordenac¢édo da Profa.

Dra. Flavia Almeida Santos.

4.4.1. Cultura de Células

Células RAW 264,7 (ATCC® TIB-71) foram cultivadas em
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementado com 10 %
100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, a 37 °C, em 5 % de CO2 e 95 % de humidade.

de soro fetal bovino,

4.4.2. Ensaio de viabilidade celular em células RAW 264,7

Células RAW 264.7 foram plagueadas em microplaca de 96 pocos,
com densidade populacional de 1 x 10° células/poco e incubadas por 24
horas. As células foram pré-tratadas com os compostos DM- 01, 02, 03 e



36

04 (12 — 200 pM) e Tx-100 (padrdo citotoxico) por 24 h. Ao término
deste periodo, foi adicionado MTT (1 mg/mL), em cada pogo, e ap6s 4
horas o meio foi removido e DMSO (100 pL) foi adicionado.

A leitura da absorbéncia foi realizada em leitor de microplacas
(Asys UVM 340, Biochrom, USA), em comprimento de onda de 570 nm.
Os resultados sdo expressos em percentuais de viabilidade celular em
relacdo ao grupo controle (100% de viabilidade). A Clso (concentracdo
inibitéria média de 50 % do Efeito Maximo) foi calculada a partir das
curvas de concentragdo-resposta e os resultados foram obtidos a partir de

trés experimentos independentes que foram realizados em triplicata.

4.4.3. Teste de inibicdo da producdo de NO (6xido nitrico)

Células RAW 264.7 foram plaqueadas em microplaca de 48
pocos com densidade populacional de 5x10° células/poco e incubadas por
24 horas. As celulas foram pré-tratadas com os compostos DM- 01, 02,
03 e 04 (12 — 200 pM) por 1 h. Apbs o periodo de incubacdo as células
foram submetidas ao estimulo com LPS (1 pg/mL) a 37 °C por 24 h. 100
pL de sobrenadante foi adicionado a 100uL de reagente de Griess (1 %
de sulmanilamida, 0,1 % Dicloridrato de N-[1-naftil]-etilenodiamina, 5
% de &cido fosforico) em microplaca de 96 pocos para leitura em
espectrofotometro a 540 nm. Dexametasona (4 pM) foi utilizada como
padrdo e a quantificacdo do nitrito foi calculada a partir da curva padréo
de nitrito de so6dio. Os resultados foram obtidos a partir de trés

experimentos independente em triplicata.

4.4.4. Andalise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0 (USA). Os resultados da Clso foram expressos como
media + desvio padrdo da média, enquanto as porcentagens de viabilidade
foram expressas como média + erro padrdo da média e a comparacdo entre

as médias foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida
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pelo Teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinacdo estrutural dos compostos obtidos de D. mertensii

A partir do extrato acetato de etila de D. mertensii foram
isolados 5 compostos designados como DM-02 (BCC-P1), DM-01 (BCC-
P2), DM-03 (BCC-P4), DM-04 (BCC-P5) e DM-05 (BFB-P4). A
determinacdo estrutural destes compostos enolveu a interpretacdo de
métodos espectroscépicos como RMN 'H, RMN !3C e espectrométricos,
EM.

5.1.1. Determinacdo estrutural de DM-01

O composto DM-01 (uma resina amarelada, apresentando [oc]zD1
+58,23 ¢ UV(MeOH) Amax 208 nm) foi isolado a partir do extrato acetato
de etila utilizando CLAE. Seu espectro de RMN 1H (Figura 12) mostrou
um em dH 4,52 (s) e 3,27 (t) compativeis com hidrogénios metilénicos
ligados a &tomo de nitrogénio ou oxigénio. Adicionalmente, mostrou um
singleto intenso em &H 3,02 com integragdo para seis atomos de
hidrogénio correspondente a duas metilas ligadas ao nitrogénio, bem
como sinais na faixa de 8H 1,84 a 1,29 correspondentes a uma série de
hidrogénios metilénicos e um sinal em &H 0,89 (t) indicando uma metila

terminal.
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Figura 12 — Espectro de RMN 'H de DM-0
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Fonte: Prépria autora.

O espectro de RMN 3C (Figura 13) apresentou catorze linhas
espectrais cujo padrédo de hidrogenacgdo dos carbonos foram classificados
através do espectro de RMN 3C-APT (Apéndice 1A) como: trés metilas,
cinco metilénicos, incluindo uma série de sinais em sobreposicdo, trés
metinicos, dois dos quais correspondem a dois carbonos magneticamente
equivalentes e um carbono nédo-hidrogenado, conforme apresentado na

Tabela 2.
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Figura 13 — Espectro de RMN 3C de DM-01
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Fonte: Prépria autora.

Tabela 2 — Deslocamentos quimicos observados para o composto DM-01

e suas principais correlagbes no HMQC e HMBC

DM-01
HMQC (Apéndice 1B) HMBC (Apéndice 1C)
oc OH %JcH ek
C
1 128,9 - H-7; H-6 -
CH
2/6 134,0 7,54 (m, 5H) - H-7
4 131,9 7,54 (m, 5H) - -
3/5 130,3 7,54 (m, 5H) - -
CH:>
7 68,8 4,52 (s, 2H) - H-6; H-8; H-9
K 65,8 3,27 (t, J = 7,2 Hz, 2H) - H-7; H-8; H-9
2’ 23,6 1,88 (s, 2H) H-1’ -
3’—11" | 30,7-27,4 1,39 — 1,29 (m, 20H) - -
12° 33,0 1,39 - 1,29 (m, 20H) - H-14°
13° 23,6 1,88 (m, 2H) H-14° -
CHs
8 50,3 3,02 (s, 3H) - H-7; H-1"; H-9
9 49,8 3,02 (s, 3H) - H-7; H-1°; H-8
14 14,4 0,90 (t, J = 6,9 Hz, 3H) - -

Fonte: Prépria autora.
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Através da teoria do deslocamento (SILVERSTEIN, 1994)
quimico foi possivel diferenciar os sinais de carbono correspondentes a
um anel aromético (6C 134,0 a 128,0); dois carbonos metilénicos ligados
a nitrogénio ou oxigénio (8C 68,8 e 6C 65,8); bem como duas metilas,
ambas ligadas a nitrogénio (6C 50,3 e 6C 49,8). Com isso chegou-se a

subestrutura representada na Figura 14.

Figura 14 — Subestrutura de DM-01
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Fonte: Prépria autora.

O espectro de massas obtido por impacto eletrénico (IE) (70 eV)
do composto DM-01 (Figura 15) apresentou dois importantes fragmentos:
um com m/z = 241 wu.m.a correspondente a cadeia N,N-dimetil-
tetradecano-1-amino justificado pela perda do radical benzila, e outro
com m/z = 58 u.m.a (pico base) correspondente a unidade N,N-dimetil-

metanamina formado pela perda do radical tridecano, Figura 16.

Figura 15 — Espectro de massas do composto DM-01
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Fonte: Propria autora.
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Figura 16 — Proposta mecanistica de fragmentacdo para DM-01
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Fonte: Prépria autora.

A partir dessas informacdes chegou-se a formula molecular
C23H42N* (m/z = 332) possibilitando determinar o tamanho da cadeia
hidrocarbénica (Ci14) (Figura 17). Conforme pesquisas realizadas em
literatura cientifica, os sais quaternarios de amdnio sdo importantes em
formulacbGes de desinfetantes e cosméticos devido as suas propriedades
surfactantes, emulsificante, bactericidas, etc. (QUATERNARIO, 2018)

Figura 17 — Estrutura e principais correlacdes observadas no espectro
2D HMBC para DM-01
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Fonte: Prépria autora.
5.1.2. Determinacdo estrutural de DM-02
O composto DM-02 (uma resina amarelada apresentando [a]3!
+56,30 e UV(MeOH) Amax 208 nm) foi isolado por CLAE. Sua estrutura
foi determinada através de comparacgdo de seus dados espectroscopicos e

espectrométricos, com os dados do composto DM-01, visto que seus

espectros eram bastante semelhantes (Tabela 3). No apéndice encontram-
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se 0s espectros de RMN APT (Apéndice 2A), HMQC (Apéndice 2B), e
HMBC (Apéndice 2C) do composto DM-02.

H 1
Figura 18 — Espectro de RMN “H de DM-02
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Fonte: Prépria autora.
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Tabela 3 — Comparacdo dos deslocamentos quimicos observados para
DM-01 e DM-02

DM-02 oc OH DM-01 oc OH
C C
1 128,8 - 1 128,9 -
CH CH
2/6 134,0 7,57 (m, 5H) 2/6 134,0 7,54 (m, 5H)
4 131,9 7,57 (m, 5H) 4 131,9 7,54 (m, 5H)
3/5 130,3 7,57 (m, 5H) 3/5 130,3 7,54 (m, 5H)
CH: CH:>
7 68,8 4,53 (s, 2H) 7 68,8 4,52 (s, 2H)
I’ 65,8 3,33 (t,J=8,0-7,6 Hz, I’ 65,8 3,27 (t, J=7,2 Hz, 2H)
2H)
2’ 23,7 1,90 (s largo, 2H) 2’ 23,6 1,88 (s, 2H)
3 30,7-27,4 1,38 (s, 2H) 3’-11° | 30,7-27,4 | 1,39-1,29 (m, 20H)
4-9 130,7-27,4 1,29 (s, 12H) 12° 33,0 1,39 — 1,29 (m, 20H)
10° 33,0 1,38 (s, 2H) 13’ 23,6 1,88 (m, 2H)
11° 23,6 1,77 (s largo, 2H) - - -
CHs CHs
8/9 50,3 3,02 (s, 6H) 8 50,3 3,02 (s, 3H)
12° 14,4 0,91 (t, J =5,9-6,6 Hz, 9 49,8 3,02 (s, 3H)
3H)
- - - 14 14,4 0,90 (t, J =6,9 Hz, 3H)

Fonte: Prépria autora.
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Figura 20 — Subestrutura de DM-02
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Fonte: Prépria autora.

De forma semelhante ao composto DM-01, o espectro de massas
obtido por IE (70 eV) do composto DM-02 (Figura 21) apresentou dois
fragmentos que justificavam o tamanho da cadeia. O pico com m/z = 213
u.m.a corresponde a cadeia N,N-dimetil-dodecano-1-amino justificado
pela perda do radical benzila, enquanto o pico com m/z = 58 u.m.a (pico
base) indicou uma unidade N,N-dimetil-metanamina, a qual foi formado

pela perda do radical undecano, Figura 22.

Figura 21 — Espectro de massas do composto DM-02
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Fonte: Prépria autora.

Figura 22 — Proposta macanistica de fragmentacdo para DM-02
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Fonte: Propria autora.
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A partir dessas informacdes chegou-se na formula molecular
C21H3gN"™ (m/z = 304) com cadeia hidrocarb6nica C12 (Figura 23).

Figura 23 — Estrutura do composto DM-02
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Fonte: Prépria autora.

5.1.3. Determinacdo estrutural de DM-03

O composto DM-03 (uma resina amarelada apresentando [o]%°

+65,76 e UV(MeOH) Amax 199 nm) foi isolado a partir do extrato acetato
de etila de D. mertensii.

A anéalise do espectro de RMN 'H (Figura 24) aprensentou sinais
para hidrogénios olefinicos em 64 5,82 (dd, J =5,8; 1,8, H-3) e 5,68 (dd,
J =5,8; 1,8, H-2) para uma dupla ligagcdo com configuragdo cis, bem
como sinais em 6u 4,70 e 4,63 (s, 2H-18) compativeis com hidrogénios
de uma dupla ligacdo exociclica.

Apresentou sinais em onw 3,84 (t, H-14) e 4,39 (dd, H-6)
correspondentes a hidrogénios oximetinicos, sinais na faixa de on 2,59 a
1,72 para hidrogénios metilénicos, assim como sinais para cinco metilas

na faixa de o4 1,30 a 1,94, incluindo uma de um grupo acetil em 64 1,94.
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O espectro de RMN '3C (Figura 25) apresentou vinte e dois
sinais de carbonos, compativeis para moléculas da classe dos diterpenos
(20 carbonos), amplamente isolados de algas da familia das
Dictyotaceaes, sendo os diterpenos de esqueleto xenicano, guaiano e
dolabelano (Apéndice 6), os mais comuns (DE PAULA; VALLIM,;
TEIXEIRA, 2011; VALLIM et al., 2005; CHENG et al., 2014). Os sinais
observados para os carbonos em oc 152,0; 108,0; 69,0 e 51,8 séo
comumente associados a diterpenos de esqueleto guaiano prenilados
(CHENG et al., 2014; OTHMANI et al., 2013).
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Fonte: Prépria autora.

Com o auxilio do espectro de RMN 2D HMQC (Apéndice 3A), o
padrdo de hidrogenacdo de cada carbono foi determinado como: cinco
carbonos metilicos, cinco metilénicos e sete metinicos. Os carbonos néo-
hidrogenados foram determinados atraves da subtracdo entre os espectros
de '*C e RMN HMQC (conforme apresentado na Tabela 4).
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Tabela 4 — Deslocamentos quimicos observados para o composto DM-03

e suas principais correlacdées no HMQC e HMBC

DM-03
HMQC HMBC
dc OH 2)cH 34)ch
C
4 97,0 - H-3; H-5 -
10 152,3 - - H-5
11 87,1 - H-19 -
15 82,3 - H-16; H-20 -
15°-0OAcC 170,5 - H-COOMe -
CH
1 50,0 2,97 (d,J=9,0) H-2; H-5 H-3; H-18
2 133,9 | 5,84 (dd,J=5,8;1,8) H-3 -
3 134,9 | 5,82 (dd, J=5,8;1,8) H-2 -
5 60,3 2,25 (t,J=9,1) - H-2; H-3
6 68,9 4,40 (dd, J =9,0; 3,2) H-5 -
7 51,7 1,78 (m) - H-19
14 83,6 3,84 (t,J=17,3) - H-16; H-20
CH:>
8 23,0 1,77 (m) - -
9 40,2 2,07 (m); 2,61 (m) - H-10
12 35,5 1,72 (m); 2,05 (m) - H-19
13 26,1 1,98 (m) - -
18 108,7 4,64 (s); 4,71 (s) - -
CHs
16 22,6* 1,51 (s) - -
17 22,7* 1,45 (s) - H-5
19 24,6 1,31 (s) - -
20 19,0 1,40 (s) - -
15’-COOMe | 22,4* 1,95 (s) - -

Fonte: Prépria autora.

*0Os valores podem se interconverter

A comparacdo dos dados de RMN !3C obtidos para DM-03 e

compostos ja isolados de esqueletos guaianos de espécies do género

Dictyota se mostraram semelhantes. A partir do espectro bidimensional
HMBC (Apéndice 3B) pode-se confirmar,

através

das

correlacdes

observadas na Figura 26, que a molécula em questdo tratava-se de um

diterpeno guaiano prenilado.
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Figura 26 — Estrutura e principais correlacdes observadas no espectro
2D HMBC para DM-03

Fonte: Prépria autora.

O espectro de massas obtido por eletrospray (ESI+), do
composto DM-03 (Figura 27) ndo apresentou o pico referente ao ion
molecular, contudo mostrou fragmentos correspondentes a perda de uma
unidade de CH3COOH [M+H"-60] resultando no ion de m/z = 319,2274
u.m.a referente ao fragmento A, seguido pela perca de duas unidades de
agua (m/z = 301,2147 u.m.a e m/z = 283,2012 u.m.a), fragmentos B e C,
respectivamente, além de um pico referente a unidade prenila (m/z =
185,1220 u.m.a), fragmento D (Figura 28), confirmando a estrutura do
composto. Com base em levantamento bibliografico o composto DM-03

se trata de um novo diterpeno.

Figura 27 — Espectro de massas do composto DM-03
301.2147

100+
1 215.141
i 197.1300
%] 161.0952 2832012
i 185.1220
213.1481
1791048 199 131? 2971448 2842057 3022179319 2074
‘ | ‘ | ‘ ‘ ‘ (231 A743 255 147 F65 1986 ( 33 |1?81 1202304
0 |||||| : Jl | I || I|.1]I I| I || ||l|“|||| |||IIII|||||||I||I||L||| - || lI e | | Illlmlfz
160 1?0 180 190 ZDD 21[1 2 230 240 250 250 270 280 29[1 30[] 310 32[!

Préopria autora



51

Figura 28 — Proposta mecanistica de fragmentacdo para DM-03
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Fonte: Prépria autora.

5.1.4. Determinacéo estrutural de DM-04

O composto DM-04 (uma resina amarelada apresentando
UV(MeOH) Amax 199 nm) foi isolado a partir do extrato acetato de etila
utilizando CLAE. Sua estrutura foi determinada através de comparacao
de seus dados espectroscOpicos e espectrométricos com os dados do
composto DM-03. Nos apéndices encontram-se 0s espectros de HMQC
(Apéndice 4A) e HMBC (Apéndice 4B) do composto DM-04.

A partir das semelhancas observadas entre os dados de RMN 'H
e 13C do composto DM-04 e DM-03, conforme apresentados na Tabela 5,
ficou claro que os mesmos apresentam estruturas semelhantes, mas com
uma dupla ligagdo endociclica trissubstituida em vez de dissubstituida,
em virtude do aparecimento de um unico sinal de hidrogénio em on 5,30
(s, H-3)/06c 124,9 (C-3), corroborando com o desaparecimento do sinal de

carbono oxigenado presente em DM-03 (Figura 29 e 30).
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Figura 29 — Espectro de RMN 'H de DM-04
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Figura 30 — Espectro de RMN 3C de DM-04
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Tabela 5 — Comparagdo dos deslocamentos quimicos observados para
DM-03 e DM-04

DM-03 oc OH DM-04 oc OH
C C
4 97,0 - 4 142,8 -
10 152,3 - 10 154,0 -
11 87,1 - 11 88,1 -
15 82,3 - 15 84,3 -
15°-0OAc 170,5 - 15°’-OAc 172,3 -
CH CH
1 50,0 2,97 (d,J=9,0) 1 47,4 -
2 133,9 5,84 (dd, J=5,8; 1,8) - - -
3 134,9 5,82 (dd, J=5,8; 1,8) 3 124,7 5,32 (s)
5 60,3 2,25 (t,J=9,1) 5 61,3 -
6 68,9 4,40 (dd, J=9,0; 3,2) 6 74,2 -
7 51,7 1,78 (m) 7 52,9 -
14 83,6 3,84 (t,J=17,3) 14 83,4 -
CH: CH:
- - - 2 34,8 2,57 (m)
8 23,0 1,77 (m) 8 23,2 -
9 40,2 2,07 (m); 2,61 (m) 9 41,8 -
12 35,5 1,72 (m); 2,05 (m) 12 34,9 1,79 (s)
13 26,1 1,98 (m) 13 27,7 1,88 (m)
18 108,7 4,64 (s); 4,71 (S) 18 107,4 4,74 (s)
CHs CHs
15’-COOMe 22,4 1,95 (s) 15’-COOMe 22,7 1,51 (s)
16 22,6 1,51 (s) 16 25,2 1,51 (s)
17 22,7 1,45 (s) 17 16,2 1,78 (s)
19 24.6 1,31 (s) 19 22,6 1,51 (s)
20 19,0 1,40 (s) 20 22,3 1,51 (s)

Fonte: Prépria autora.

A comparacdo dos dados de RMN 'H e *C do composto DM-04

com os dados do diterpeno dictyol H (ALARADO; GERWICK, 1985), foi

possivel

previamente isolado da alga parda Dictyota dentata.

confirmar a identidade deste (Figura 31).

Dictyol

H foi
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Figura 31 — Estrutura do composto DM-04

Fonte: Prépria autora.

5.1.5. Determinacdo estrutural de DM-05

O composto DM-05, uma resina de cor levemente verde
(apresentando UV(MeOH) Amax 193 nm) foi isolado a partir do extrato
acetato de etila

A analise do espectro de RMN 'H (Figura 32) mostrou sinais
para trés hidrogénios olefinicos em on 5,24 (d), 5,12 (d) e 5,02 (t); um
sinal para hidrogénio ligado a carbono oxigenado em Ju 3,47 (dt) e sinais
para hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos (Tabela 6). Os
deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN *H do composto
DM-05 indicam um diterpeno. Este quando comparado com o0s dos
compostos DM-03 e DM-04, apresentados anteriormente, ndo foram

compativeis com um esqueleto guaiano.
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Fonte: Prépria autora.

O espectro de RMN 13C (Figura 33) mostrou 20 linhas
espectrais, corroborando com a proposta desse composto ser um
diterpeno. Dentre os sinais observados destacaram-se 0Ss sinais em odc
136,8, 135,9, 130,9 e 129,5 para carbonos olefinicos e os sinais em Jdc¢
73,4 e 69,5 para carbonos oximetinicos. A anélise dos espectros de RMN
APT (Apéndice 5A) e HMQC (Apéndice 5B) ressaltaram o padrdo de
hidrogenacdo: cinco carbonos metilicos, cinco metilénicos, sete
metinicos e trés carbonos ndo-hidrogenados, como pode ser visto na
Tabela 6.
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Figura 33 — Espectro de RMN 13C de DM-05
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos observados para o composto DM-05

e suas principais correlacdées no HMQC e HMBC — Continua

DM-05
HMQC HMBC

oc OH 2Jch $4ch
C
1 47,5 - H-2; H-11; H-15 H-3
8 129,4 - - -
18 73,2 - H-12; H-19; H-20 H-11

CH
2 136,5 5,12 (d, J = 16,0) H-3 H-15; H-16
3 135,5 5,23 (d, J =16,0) H-2 H-16
4 39,1 2,09 (m) H-3 ;
7 130,4 5,02 (t, J =7,47) - -
10 69,1 3,47 (dt, 10,7; 2,5) H-9; H-11 H-12
11 58,7 1,74 (dd, J =10,9; 2,9) H-12 H-9; H-15
12 49,8 2,50 (td, J =11,0; 6,0) - H-19: H-20
CH:2

5 36,7 1,57 (m); 1,42 (m) - H-16
6 28,3 2,15 (m) H-7 ;
9 50,5 | 2,27 (dd, J = 12,2; 12,1); 2,12 (m) - H-7; H-17
13 26,8 1,88 (m); 1,30 (M) H-12 ]
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Tabela 7 — Deslocamentos quimicos observados para o composto DM-05
e suas principais correlacdes no HMBC — Continuacgéo

14 39,9 - H-12; H-15
CHs3

15 20,1 0,96 (s) H-1 H-2

16 22,1 0,95(d, J=6,9) - H-3

17 18,5 1,61 (s) - H-7; H-9
19 23,2 1,20 (s) - H-12; H-20
20 31,6 1,22 (s) - H-12; H-19

Fonte: Prépria autora.

A anéalise conjunta dos espectros de RMN de 'H e '3C permitiu
a deducdo da formula molecular C20H3402, com indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) = 4 , a qual foi confirmada pelo espectro de massas de
alta resolucdo (ESI+) (Figura 34) através do cation radicalar [M+*] m/z
306,2548 u.m.a, seguido pela perda de duas unidades de agua ustificada
pelos picos com m/z 288,2391 e m/z 270,2295 u.m.a, conforme

apresentado na Figura 35.

Figura 34 — Espectro de massas do composto DM-05
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Fonte: Prépria autora.

Figura 35 — Proposta mecanistica de fragmentacdo para DM-05

15

[M¥]=306,2548 m/z=288,2391 m/z=270,2295

Fonte: Propria autora.
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Por fim as correlacdes observadas no espectro de RMN HMBC
(Apéndice 5C) (Tabela 6) confirmaram a proposta estrutural da molécula
(Figura 36).

Pesquisas realizadas na literatura mostraram que o composto em
questdo trata-se de um diterpeno de esqueleto dolabelano previamente
isolado da glandula digestiva de Dollabella californica, um molusco
conhecido como lebre do mar. Vale salientar que este tipo de diterpeno é
comum em algas e ndo em moluscos. Assim, muito provavelmente, este
composto é fruto do metabolismo das algas e encontra-se no molusco,
acima citado, devido a sua alimentacdo (IRELAND et al., 1976).
Comprovando a teoria levantada, esse composto foi posteriormente
isolado da alga parda, Dictyota dichotoma (AMICO et al., 1980).

Figura 36 — Estrutura e principais correlagdes observadas no espectro
2D HMBC para DM-05

Fonte: Prépria autora.

5.2. Ensaios farmacoldgicos

Os testes de viabilidade celular e inibi¢cdo da producdo de ON

foram realizados para os compostos DM-01 a DM-04.

5.2.1. Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio
colorimetrico de MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl


https://scifinder-cas.ez11.periodicos.capes.gov.br/scifinder/references/answers/37D20F56X86F35099X60EEE6DD46F0BB49CB:37D68D65X86F35099X3E2F5D5826CFEA1203/4.html?nav=eNpb85aBtYSBMbGEQcXY3MXMwsXMNMLCzM3Y1MDSMsLY1cjN1MXUwsjM2c3V0dDIwBioNKm4iEEwK7EsUS8nMS9dzzOvJDU9tUjo0YIl3xvbLZgYGD0ZWMsSc0pTK4oYBBDq_Epzk1KL2tZMleWe8qCbiYGhooCBgYEFaGBGCYO0Y2iIh39QvKdfmKtfCJDh5x_vHuQfGuDp5w5UkV9cyFDHwAxUz1jCwFRUhuoCp_z8nNTEvLMKRQ1X5_x6B3RBFMwFBQwArX9Dxg&key=caplus_1981:47535&title=RGl0ZXJwZW5lcyBiYXNlZCBvbiB0aGUgZG9sYWJlbGxhbmUgc2tlbGV0b24gZnJvbSBEaWN0eW90YSBkaWNob3RvbWE&launchSrc=reflist&pageNum=1&sortKey=ACCESSION_NUMBER&sortOrder=DESCENDING
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tetrazolium bromide) e se baseia no fato do MTT ser reduzido pelo
sistema enzimadtico succinatotetrazol redutase, proveniente da respiracéo
mitocondrial, a um sal, formazan, que possui com purpura. Dessa forma
a reducdo do MTT indica um aumento da atividade metabdlica celular
(MOSMANN, 1983).

Na Figura 37 e 38 e Tabela 7 podem ser obervados os perfis dos
compostos sobre a viabilidade celular que se mostram semelhantes entre
0s compostos que sao estruturalmente similares, DM-01 e 02 e DM-03 e
04. Os compostos DM-01 e 02 apresentam citotoxidade a partir da
concentragcdo de 12 pM, enquanto que os compostos DM-03 e 04 a

citotoxidade é observada a partir da concentracdo de 100 uM.

Tabela 8 — Viabilidade celular em células RAW 264.7

Compostos DM- Clso? £ SD (uUM)
01 24,8 + 2,2
02 26,9 £ 2,0
04 106,2 £+ 2,1
05 97,1+2,8

Fonte: Laboratorio de Produtos Naturais
Valores de 2Clso foram definidos pelas concentracdes que resultaram em reducgéo
de 50% da viabilidade celular. Os valores representam a média dos resultados de

trés experimentos independentes.

Figura 37 — Perfil de viabilidade celular em células RAW 264.7 para
DM- 01 e 02

01 02

150- 1507

-
[=]
i

100

o
?

% de Viabilidade Celular

% de Viabilidade Celular

Fkk kwk KRR L

w2 s
& & M < & &
N H N



60

Figura 38 — Perfil de viabilidade celular em células RAW 264.7 para
DM- 03 e 04
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Fonte: Laboratorio de Produtos Naturais
Efeito dos compostos 01, 02, 03 e 04 sobre a viabilidade celular determinada. Normal (células ndo tratadas);
Veiculo (DMSO 1%); Tx-100 (Triton X-100; 0,2% v/v; padréo citotoxico). Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média. *** P < 0,001 vs grupo Normal (ANOVA e Teste de Tukey).

5.2.2. Teste de inibi¢cdo da producdo de ON

O processo inflamatdrio resulta na producdo de espécies
reativas de oxigénio e radicais livres, como o 6xido nitrico (ON), que em
guantidade exacerbadas levam a danos celulares. Devido a meia-vida
curta, a producdo de ON é determinada pela quantificacdo de seus
metabdlitos nitrato/nitrito, utilizando o reagente de Griess-
Saltzman (SALTZMAN, 1965). O nitrato é convertido em nitrito pelo
meio reacional, permitindo a quantificagdo de nitrito total.

Com base nos resultados encontrados, foi possivel determinar o
perfil citotoxico dos compostos, bem como, estabelecer as concentracdes
viaveis para a quantificacdo de ON, como observado na Figura 39.

O composto DM-01 promoveu reducdo significativa de ON a
partir da concentracdo de 3 pM (180,1 = 6,1 pM), 6 pM (173,2 £ 11,5
MM) e 12 puM (121,5 £ 4,7 puM). O composto DM-02 apresentou
capacidade redutora nas concentracdes de 1,5 pM (168,1 + 6,3 uM), 3
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MM (153,3 £+ 16,6 uM), 6 uM (145,8 £ 10,0 pM) e 12 uM (89,7% 3,3 uM)
quando comparado com o grupo veiculo (DMSO 0,1 %) (195,4 £ 6,0 uM).
Os compostos DM- 03 e 04 também apresentaram perfil semelhante na
reducdo do ON em todas as concentracdes testadas. O melhor efeito
redutor foi observado nas concentragfes de 50 uM destes compostos que
reduziram, respectivamente, em 75,6% e 70,5% a liberacdo de ON.
Dexametasona promoveu reducdo de 91,18% quando comparado com o

grupo veiculo.

Figura 39 — Atividade inibitdria na producdo de ON em células RAW
264.7 estimuladas com LPS
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Fonte: Laboratdrio de Produtos Naturais
Capacidade de 01,02, 03 e 04 em inibir a geracdo de 6xido nitrico em células RAW 264.7 estimuladas com LPS.
***n<0.001, **p< 0.01 e *p< 0.05 vs grupo veiculo (Teste Tukey).
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6. CONCLUSAO

O estudo quimico de D. mertensii resultou no isolamento de dois
sais quaternarios de amonio e trés diterpenos. O isolamento de diterpenos
corrobora com estudos quimicos prévios, entretanto, o isolamento dos
sais de aménio é inédito a partir de algas. Conforme levantamento, estes
compostos sdo de origem sintética e integram a formulacdo de materiais
de higiene, como detergentes e desinfetantes. Isto nos levou a sugerir
que as algas podem estar bioadsorvendo, visto que sdo seres filtrantes,
estes compostos como consequéncia de um ambiente poluido.

Nos testes de viabilidade celular os compostos DM-01 e DM-02
apresentam citotoxidade a partir da concentracdo de 12 uM, enquanto que
0os compostos DM-03 E DM-04 a citotoxidade é observada a partir da
concentracdo de 100 pM.

Nos testes de inibicdo de 6xido nitrico, o melhor efeito redutor
foi observado nas concentracdes de 50 uM dos compostos DM-03 e 04
que reduziram, respectivamente, em 75,6% e 70,5% a liberacdo de ON,

sendo assim, se apresentam como um potencial anti-inflamatdrio.
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13C-APT do composto DM-01
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APENDICE 1A - Espectro RMN
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APENDICE 1B - Espectro HMQC do composto DM-01
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— Espectro RMN 13C-APT do composto DM-02
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APENDICE 2A
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APENDICE 2B - Espectro HMQC do composto DM-02
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APENDICE 2C - Espectro HMBC do composto DM-02
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APENDICE 3A - Espectro HMQC do composto DM-03
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APENDICE 3B - Espectro HMBC do composto DM-03
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APENDICE 4A - Espectro HMQC do composto DM-04
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APENDICE 4B - Espectro HMBC do composto DM-04
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APENDICE 5A - Espectro RMN '3C-APT do composto DM-05
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APENDICE 5B - Espectro HMQC do composto DM-05
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APENDICE 5C - Espectro HMBC do composto DM-05
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