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RESUMO

Neste trabalho foram investigados os extratos das algas pardas Lobophora variegata,
Dictyota menstrualis e Dictyota mertensii (Phaeophyceae, Dictyotaceae), resultando
no isolamento de vinte e dois compostos. Das espécies de Dictyota foram isolados
diterpenos de esqueletos variados como, guaiano e cadinano prenilados, crenulidano
e dollabelano. Destes compostos, quatro foram descritos pela primeira vez. A partir
da alga D. mertensii foi também isolado sais de aminas quaternarias. De L. variegata
os compostos isolados foram alcoois e epoxidos de cadeia longa, dois dos quais
inéditos. Para o isolamento dos compostos foram utilizados métodos cromatograficos
classicos, incluindo cromatografia em coluna sobre gel de silica, Sephadex LH-20 e
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A determinacao estrutural dos compostos foi
realizada através de técnicas espectroscopicas e espectrométricas como:
espectrometria de massas (EMAR-ESI, APCI, CG-EM) e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H C'3, incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQC
e HMBC), além de comparacdo com dados registrados na literatura. Os compostos
foram submetidos a ensaios de atividade citotoxica, utilizando linhagens de células
cancerigenas (HCT-116) e normal (RAW-264.7), antimicrobiana, contra cepas de
bactérias Gram-positiva (S. aureus ATCC 6538P) e Gram-negativa (E. coli ATCC
10536), antioxidante (DPPH) e anti-inflamatério. Os epdxidos de cadeia longa
designados de epdxi-lobophorenos A e B (isolados de L. variegata) apresentaram
efeito anti-inflamatério e antioxidante, enquanto os diterpenos designados de dictyois
K, M, N, O (isolados de D. menstrualis) mostraram atividade anti-inflamatoria

semelhante ao da dexametasona, um potente anti-inflamatério de uso clinico.

Palavras-chave: Dictyotaceae; Lobophora variegata; Dictyota menstrualis; Dictyota

mertensii; atividade citotdxica; atividade antimicrobiana; atividade anti-inflamatoéria.



ABSTRACT

In this work, the extracts from the algae Lobophora variegata, Dictyota menstrualis and
Dictyota mertensii (Phaeophyceae, Dictyotaceae) were investigated, resulting in the
isolation of twenty-two compounds. From Dictyota species were isolated diterpenes of
different skeletons such as prenilated guaiane and cadinane, crenulidane and
dollabelane. Among these compounds, four have been described for the first time.
From L. variegata were isolated long-chain alcohol and epoxide, two of which are new
compounds. The compounds were isolated using classic methods of chromatography
including chromatography on silica gel, sephadex LH-20 and high performance liquid
chromatography. The structure elucidation of compounds was performed by
spectroscopic methods such as: mass spectrometry (HRESIMS, APCI and GC-MS)
and nuclear magnetic resonance ('H and '*C NMR) including bidimensional
techniques (COSY, HSQC e HMBC), and comparison with literature data. The isolated
compounds were evaluated for their cytotoxicity against the cancer cell line (HCT-116
and RAW-264.7), antimicrobial properties against Gram-positive (S. aureus ATCC
6538P) and Gram-negative (E. coli ATCC 10536) bacteria strains, antioxidant (DPPH)
and anti-inflammatory effects. The long-chain epoxides designated as epoxy-
lobophorenes A and B (isolated of L. variegata) showed anti-inflammatory and
antioxidant effects, while the diterpenes designated dictyols K, M, N and O (isolated of
D. menstrualis) showed anti-inflammatory activity comparable to dexamethasone, a

potent anti-inflammatory drug in clinical use.

Keywords: Dictyotaceae; Lobophora variegata; Dictyota menstrualis; Dictyota

mertensii; cytotoxic activity; antimicrobial activity; anti-inflammatory activity.
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1.  INTRODUCAO
1.1. Aspectos Gerais

Os oceanos e mares ocupam mais de 70% de toda a superficie, sendo o
lar de uma grande biodiversidade de organismos. Nos ecossistemas marinhos podem
ser encontrados representantes de cerca de 34 dos 36 filos, englobando 250 mil
espécies de animais marinhos, com potencial para descoberta de até 1 milhdo de
novas espécies e cerca de 10-100 milhdes de microrganismos (Montaser; Luesch,
2011). Esta grande diversidade de organismos reflete na gigantesca variedade de
substancias quimicas singulares e disponiveis, com incontestaveis aplicacdes
biolégicas, ecolégicas e farmacoldgicas, atraindo cada vez mais a atencdo da
comunidade cientifica e das grandes industrias farmacéuticas (Figura 1, p. 21).
(Ruocco; Constantini; Constantini, 2016)

Figura 1. Principais areas de aplicacdo dos compostos obtidos de organismos
marinhos no periodo de 1996-2016.
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Fonte: Adaptado de Ruiz-Torres et al., 2017
Apesar da abundancia de substancias quimicas produzidas pelos

organismos marinhos, esta fonte foi praticamente ignorada até meados da década de
60, devido, principalmente, a dificuldade de acesso e a falta de infraestrutura
necessaria. Com a descoberta de novas técnicas de cultivo, manejo e extragéao,
somado ao avanco tecnolégico das ultimas décadas, foi possivel o desenvolvimento
desse campo (Figura 2, p. 21). (Berlinck et al.,, 2004; Costa-Lotufo et al., 2009;
Bernardini et al., 2018)
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Figura 2. Moléculas obtidos de organismos marinho no periodo de 2012-2017
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Entre os inUmeros seres vivos que habitam os ecossistemas marinhos, as
algas desempenham um papel primordial, sendo a base da cadeia alimentar e
principal produtor de oxigénio nos mares e oceanos (Sahoo; Seckbach, 2015). As
algas possuem inumeras aplicagdes, principalmente para as industrias alimenticia,
cosmética, farmacéutica e de energia (Jverland; Mydland; Skrede, 2019). Em termos
de classificacdo, as algas podem ser divididas em macroalgas e microalgas ou
cianoficeas. As macroalgas sao representadas majoritariamente por trés classes: as
Rhodophyceae (algas vermelhas), Phaeophyceae (algas pardas) e Chlorophyceae
(algas verdes). (Lee, 2008)

As algas pardas ou castanhas (Phaeophyceae) representam um grupo de
organismos multicelulares diversificados, geralmente encontrados no habitat marinho
e representado por cerca de 1800 espécies agrupados em 285 géneros (Silberfeld,
2010). Sua coloracdo se deve a presenca de pigmentos como a fucoxantina,
diatoxantina, violaxantina, clorofila A, C1, C2 e B-caroteno.

As algas pardas se destacam por possuirem uma quimica rica em
substancias com estrutura altamente diversificadas, com destaque para os
policetideos e os terpenoides (Carroll et al., 2019) os quais apresentam inuUmeras
propriedades biolégicas e farmacoldgicas, tais como: atividade citotoxica, antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antifungica, antiviral, hepatoprotetora, nematicida,

antipredatéria, algicida, dentre outras. (El Gamal, 2008; Sousa et al., 2017)
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A familia Dictyotaceae compreende cerca de 41 géneros com
aproximadamente 297 espécies, distribuidas principalmente nas regides costeiras das
zonas tropicais e subtropicais (Guiry; Guiry, 2019), sendo responsavel por mais de um
terco de todos os novos metabdlitos secundarios, isolados principalmente a partir das
algas pardas. Em geral, os organismos desta familia produzem policetideos
estruturalmente diversificados, apresentando inumeras atividades, principalmente

antimicrobiana, anti-inflamatéria e citotoxica. (Da Gama; Plouguerné; Pereira, 2014)

1.2. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo realizar um estudo interdisciplinar
envolvendo as areas de Quimica e Farmacologia, onde serédo estudadas espécies de
algas coletadas ao longo do litoral oeste do estado do Ceara, em busca de isolar e

caracterizar novos metabolitos com potencial biolégico.

1.2.1. Objetivos especificos

Selecionar, através de um screening farmacoldgico, os extratos organicos
das espécies que apresentarem os melhores resultados;

Investigar a composicdo quimica de exemplares de algas pardas
Lobophora variegata, Dictyota menstrualis e Dictyota mertensii,

Caracterizar os metabdlitos (novos ou ndo) obtidos a partir dos extratos
investigados;

Testar as atividades antimicrobianas, citotoxicas e anti-inflamatério dos
metabolitos isolados;

1.3. Detalhamento estrutural do trabalho

Assim, neste trabalho é descrito o estudo quimico de trés espécies de algas
pardas da familia Dictyotaceae, o qual sera dividido em quatro capitulos. No primeiro
capitulo sera realizado uma breve introducdo sobre a relevancia das algas para os
ecossistemas marinhos, assim como sua contribuicdo para a pesquisa cientifica. O

segundo capitulo abordara os aspectos relacionados a selegao das espécies de algas
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para o trabalho através de um screening farmacolégico. O terceiro capitulo abordara
0s aspectos de isolamento, caracterizacao e atividades farmacoldgicas da alga parda
Lobophora variegata, precedido de breve levantamento bibliografico sobre o género
Lobophora. No quarto capitulo sera abordado o estudo quimico e farmacol6gico das
algas pardas do género Dictyota (D. menstrualis e D. mertensii), juntamente com um
breve levantamento do estado da arte do género.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Fitoquimica de
Plantas Medicinais — LAFIPLAM, Departamento de Quimica Organica e Inorganica,
Universidade Federal do Ceard, em parceria com os grupos de farmacologia do
Laboratorio de Bioprospecgdo e Biotecnologia Marinha — LaBBMaR, situado no
Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos - NPDM (UFC);
Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal do Cearda e Nuacleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia — BIOTEC, Universidade Federal do Piaui.

2. TRIAGEM DOS EXTRATOS ORGANICOS DAS ALGAS COLETADAS NO
LITORAL OESTE CEARENSE.

2.1. Selecao do material biolégico

No decorrer dos anos de 2015-2017, foram realizadas coletas em quatro
praias do litoral oeste do estado do Ceara. As coletas foram acompanhadas pelo Dr.
Pedro Bastos Macedo Carneiro, na época técnico responsavel pelo Herbério
Professora Francisca Pinheiro (HMAR), no Instituto de Ciéncias do Mar — LABOMAR.
A selecao dos locais de coleta se baseou na abundancia de espécies, sendo:

e Praia do Guajiru, municipio de Trairi 3° 16" 39" S, 39° 16’ 11" W (1 coleta)

e Praia de Flecheiras, municipio de Trairi 3°13’ S; 39° 16’ 12” W (2 coletas)

e Praia da Pedra rachada, municipio de Paracuru 3° 23' 55.6" S, 39° 00'

47.5 "W (4 coletas)

e Praia do Pacheco, municipio de Caucaia 3° 44' 4" S, 38° 39' 23" W (2

coletas).



Figura 03. Locais de coleta das espécies de algas
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Fonte: Adaptado de: Google Maps: <https://www.google.com.br/maps/@-3.4057053.-
38.77566.9.62z>

No total, 31 espécies foram coletadas, envolvendo algas das trés classes,

sendo: 18 algas vermelhas, 7 algas verdes e 6 algas pardas, como sumarizados na

Tabela 01.

Tabela 01. Lista de algas coletadas no litoral oeste do estado do Ceara

Espécies Filo (Alga) Familia Local de Coleta
Amansia multifida Rhodophyta Rhodomelaceae Guajiru/ Pacheco
Boctriocladiella Rhodophyta Rhodomelaceae Pacheco
occidentalis

Bryothamnion triquetum Rhodophyta Rhodomelaceae Paracuru
Centroceras gasparini Rhodophyta Ceramiaceae Paracuru

Corallina oficinallis Rhodophyta Corallinaceae Pacheco
Cryptonemia crenulata  Rhodophyta Halymeniaceae Pacheco

Digenia simplex Rhodophyta Rhodomelaceae Pacheco

Gelidium coarctatum Rhodophyta Gelidaceae Paracuru
Gracilaria caudata Rhodophyta Gracilareaceae Paracuru
Gracilaria cervicornis Rhodophyta Gracilareaceae Paracuru/ Pacheco
Gracilaria curtissae Rhodophyta Gracilareaceae Pacheco

Gracilaria Rhodophyta Gracilareaceae Paracuru/ Flecheiras
dominguensis

Gracilaria ornata

Rhodophyta

Gracilareaceae

Pacheco


https://www.google.com.br/maps/@-3.4057053,-38.77566,9.62z
https://www.google.com.br/maps/@-3.4057053,-38.77566,9.62z
https://species.wikimedia.org/wiki/Halymeniaceae

Halyhenia ouchassingi
Hydropuntia cornea
Hypnea musciformis

Ochtodes
secundiramea
Pterocladiella beachiae

Caulerpa cupressoides
Caulerpa mexicana
Caulerpa prolifera
Caulerpa racemosa
Cladophora sp
Sargassum sp

Valonia aegagropila
Colpomenia sinuosa

Dictyosphaeria
cavernosa
Dictyota menstrualis

Dictyota mertensii
Lobophora variegata

Padina gymnospora

Rhodophyta
Rhodophyta
Rhodophyta
Rhodophyta

Rhodophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Phaeophyta
Phaeophyta

Phaeophyta
Phaeophyta
Phaeophyta
Phaeophyta

Halymeniaceae
Gracilariaceae
Cystocloniaceae

Rhizophyllidaceae

Pterocladiaceae
Caulerpaceae
Caulerpaceae
Caulerpaceae
Caulerpaceae
Cladophoraceae
Sargassaceae
Valoniaceae
Dictyotaceae

Dictyotaceae

Dictyotaceae
Dictyotaceae
Dictyotaceae

Dictyotaceae
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Paracuru
Pacheco
Paracuru/ Pacheco

Paracuru

Paracuru

Guajiru/ Paracuru
Paracuru
Guajiru/Pacheco
Pacheco
Flecheiras /Guajiru
Paracuru/ Pacheco
Pacheco

Paracuru

Flecheiras

Pacheco/Paracuru
Flecheiras
Paracuru/ Pacheco

Paracuru

Fonte: dados do autor

2.2, Triagem dos extratos organicos

Apos a coleta e identificagcdo das espécies, foi realizado o preparo dos

extratos organicos utilizando os solventes hexano, acetato de etila e etanol (subitem

3.4, p. 33). Os extratos resultantes foram submetidos as seguintes triagens:

Teste de inibicdo do crescimento bacteriano frente as linhagens de

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, realizado no Nucleo de Pesquisa em

Biodiversidade e Biotecnologia — BIOTEC (UFPI), sob a supervisdo do professor Dr.

José Delano B. Marinho Filho.

Teste de inibicdo do crescimento celular da linha HCT-116 (cancer de

prostata), realizado no Laboratério de Bioprospecgcdo e Biotecnologia Marinha —

LaBBMaR, sob a supervisao do prof. Dr. Diego Veras Wilke.


https://species.wikimedia.org/wiki/Halymeniaceae
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=143700
https://species.wikimedia.org/wiki/Scytosiphonaceae
https://species.wikimedia.org/wiki/Scytosiphonaceae
https://species.wikimedia.org/wiki/Scytosiphonaceae
https://species.wikimedia.org/wiki/Scytosiphonaceae
https://species.wikimedia.org/wiki/Scytosiphonaceae
https://species.wikimedia.org/wiki/Scytosiphonaceae
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Os extratos das algas que apresentaram os melhores resultados na triagem
foram selecionados para os estudos posteriores. Foi considerado ativo o extrato que
apresentaram: Inibicao do crescimento bacteriano (CIM) igual ou inferior a 200 pg/mL
nos ensaios contra as cepas bacterianas de S. aureus e E. coli. Inibicdo do
crescimento celular (%) da linhagem de células cancerigenas de préstata (HCT-116)
nas concentracoes de 75 pg/mL e 5 pg/mL.

Dentre os extratos testados, apenas trés (03) foram ativos no ensaio de
inibicdo do crescimento bacteriano, ambos contra as cepas bacterianas de S. aureus.
Para os ensaios de citotoxicidade trinta e cinco (35) extratos foram ativos em pelo
menos uma das concentracoes testadas.

Com base nas atividades exibidas, os extratos selecionados para a
investigacao quimica foram das algas L. variegata, D. menstrualis e D. mertensii.

Tabela 02. Relacao das algas cujos extratos mostraram atividade

Citotoxico Antimicrobiano
Lista de Espécies Sigla % Inibicao CiM
Extrato (HCT-116)
S. aureus E. coli
5 75 ug (ng/mL) (ng/mL
LY )
Caulerpa H - 100 - -
cupressoides A 100 100 - -
C. prolifera H 83, 97,4 - -
8
E - 92,8 - -
H - 83,0 - -
C. racemosa A - 97,0 - -
E - 78,92 - -
Cladophora sp A 90, 93,6 - -
7
E - 85,6
Corallina officinalis H - - 200 -
Cryptonemia crenulata H - 95,6 - -
A 74 86,6 - -
E - 100 - -
Dictyosphaeria A - 91,7 - -
cavernosa E - 55,6 - -
Dictyota menstrualis H 85, 90,1 - -
0
A 72, 90,3 200 -
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H 83, 100 - -
D. mertensii 5
A 54, 100 - -
0
E - 80,0 - -
Gelidium coarctatum H - 76,0 - -
Gracilaria caudata H 70, 100 - -
0
A 75 100 - -
G. cervicornis A - 70,0 - -
G. curtissae H - 81,0 - -
G. dominguensis H - 100 - -
A 65, 100 - -
0
H - - 200 -
G. ornata A 70 96,0 - -
H 100 100 - -
Lobophora variegata A 54, 100 - -
5
E 80 100 - -
Legenda: H (hexano); A (acetato de etila); E (etanol)
3. LOBOPHORA VARIEGATA: aspectos gerais, estudo quimico e

investigacao farmacoldégico dos compostos

3.1. Introducao

O género Lobophora (J. Agardh), pertencente a familia Dictyotaceae
(Phaeophyceae), compreende cerca de 22 espécies, distribuidas nas regides tropicais
e subtropicais do globo, sendo um componente fundamental de recifes de corais. Os
principais metabdlitos encontrados no género sado os terpendides, policetideos e
derivados fendlicos, os quais despertam interesse da industria farmacéutica devido as
suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias e antitumorais.
(Moo-Puc et al., 2009; Sathyaseelan et al., 2015)

Lobophora variegata (J. V Lamouroux Womersley ex E. C. Oliveira) é a
espécie mais representativa do género Lobophora e a Unica espécie conhecida no
oeste do oceano atlantico até o ano de 2015. Nesse periodo, Schultz et al. (2015),
realizou um levantamento taxonémico, no qual englobou novas técnicas de
classificacdo baseadas nos dados gendémicas de iniUmeros espécimes coletadas no
mar do Caribe, sendo identificado quatro novas espécies (L. declerckii, L.
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guadeloupensis, L. littlerorum, L. payriae), antes classificadas erroneamente como L.
variegata. No Brasil ndo h& relatos de outras espécies pertencentes ao género,
principalmente por falta de estudos taxonémicos que utilizem ferramentas modernas
e parametros mais precisos de classificacao.

Espécies do género Lobophora sao produtoras de compostos de natureza
policetidica, como verificado nos trabalhos de Gutiérrez-Cepeda et al. (2015) e Vieira
et al. (2017) que isolaram uma série de compostos policetideos das espécies L.
variegata e L. rosacea, ambas coletadas em aguas profundas (15-30 m), os quais
foram nomeados como lobophorendis, lobophorols ou lobophorenonas, em alusdo ao
género (Figura 6, p. 32). Os compostos obtidos por Gutiérrez-Cepeda (2015)
apresentaram propriedades antimicrobianas, enquanto os compostos obtidos por
Vieira (2017) apresentaram propriedades aleloquimicos. A possibilidade de
descoberta de novas propriedades farmacol6gicas aliado ao resultado obtido a partir
do screening realizado despertam o interesse pelo estudo da alga pertencente a L.
variegata.

Diante do que foi exposto, este trabalho tem como objetivo contribuir com
o conhecimento quimico e farmacolégico da alga parda L. variegata coletada na costa
cearense, através da investigacdo de sua composi¢cdo quimica e prospeccao

farmacoldgica.

3.2. Consideracoes ecoldgicas sobre a espécie L. Variegata

As algas da classe das Phaeophytas estdo entre as mais representativas
dentre as algas marinhas. A classe é composta por cerca de 285 géneros que habitam
tanto o ecossistema marinho quanto rios e lagos, sendo as Ectocarpales (700),
Fucales (524), Dictyotaceae (297) e Laminariaceae (130) as principais familias que
compdem esta classe (GUIRY; GUIRY, 2019; SAHOO; SECKBACH, 2015).

A Familia Dictyotaceae é composta exclusivamente por algas marinhas de
coloracdo castanha e constituem os principais componentes dos recifes de corais,
sendo um dos principais géneros, o Lobophora. (Guiry; Guiry, 2019)

O género Lobophora é representado majoritariamente pela espécie L.
variegata (Sinénimos: Dictyota variegata, Zonaria variegata), amplamente encontrada

nas regides tropicais e subtropicais do globo. Existem muitas incertezas quanto a



30

classificacdo do género, pois acredita-se que existem varias espécies distintas

classificadas erroneamente e inseridas em outros géneros. Lobophora variegata

apresenta a seguinte classificacao sistematica simplificada:

Reino: Cromista

Filo: Ochrophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordem: Dictyotales
Familia: Dictyotaceae
Género: Lobophora
Espécie: variegata

Quanto a sua estrutura morfologia, L. variegata apresenta as seguintes
caracteristicas. (Abbas; Shameel, 2010; Schultz et al., 2015)

Porcéao inferior: Talos eretos, de coloracdo marrom escuro a castanho

em forma laminar ou ondulares geralmente fixados por pequenas pseudo-raizes

compactas, medindo de 3-6 mm de comprimento e 2-4 mm de diametro.

Porgéao superior: Talos contendo de 8-9 camadas, semelhante a pétalas

de rosas ou pequenas laminas (Figura 4, p. 30).

Figura 4. L. variegata, vista pela por¢ao superior

Fonte: Adaptado do arquivo pessoal pertencente ao Dr. Pedro Bastos M. Carneiro

(LABOMAR - UFC)
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3.3. Revisao Bibliografica do género Lobophora

Embora o género Lobophora seja um dos mais importantes dentro da
familia Dictyotaceae, suas espécies permanecem pouco exploradas pela comunidade
cientifica, tendo sido publicados 172 artigos, abrangendo estudos bioldgicos, quimicos
ou éareas afins. L. variegata tem se mostrado a mais importante, com 112 artigos
publicados abordando aplicagdes biologicas e farmacoldgicas de seus extratos, a
relacdo ecolégica da espécie com seu ecossistema, além do isolamento e
caracterizagdo dos seus constituintes quimicos (Figura 5, p. 31).

Figura 5. Numero de publicagdes para a espécie L. variegata
N2 de artigos publicados
2018-2019

2016-2017
. 15%

1986-2009 ¢ '
46% |/
2014-2015
13%
2012-2013

8%

2010-2011
12%

Fonte: hitps://scifinder.cas.org

Em levantamento referente ao isolamento, verificou-se apenas seis
trabalhos, sendo obtidos 23 compostos, dos quais dez sao policetideos (1-10), trés
sao alcoois poli-insaturados (12-14), uma macrolactona (15), trés sao acidos graxos,
trés sulfolipideos, um derivado de tocoferol e um polissacarideo sulfatado, como
mostrado na figura 6 (p. 32).


https://scifinder.cas.org/
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Figura 06. Representacao estrutural dos compostos obtidos de espécies do género
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Fonte: Dados do autor

3.4. Estudo do material bioldgico de L. variegata

3.4.1. Coleta, preparacao dos extratos e perfil cromatografico

Lobophora variegata foi coletado no periodo de maré-baixa, em margo de
2015, na praia da Pedra Rachada (03°23’S; 39°54’0O), no municipio de Paracuru e na
praia do Pacheco (03°44'S; 38°39' O), no municipio de Caucaia, localizados no litoral
oeste do estado do Ceara (Figura 7, p. 33). A exsicata foi preparada e identificada
pelo Dr. Pedro Bastos de M. Carneiro e encontra-se depositado no Herbario Profa.
Francisca Pinheiro (HMAR), no Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR), sob o
numero HMAR 2997.
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Praia da pedra rachada-CE

Fonte: Préprio autor

O material biologico de L. variegata (aprox. 12,0 kg peso fresco) foi lavado
abundantemente com agua corrente, seguido por 4gua destilada e seca a temperatura
ambiente por trés (03) dias. Apds esse periodo, o material seco (1,4 Kg) foi triturado
e submetido a sucessivas extragdes com o0s solventes organicos hexano (3X), AcOEt
(3X) e EtOH (2X), resultando nos respectivos extratos. Os extratos hexanico (4,20 g)
e AcOEt (18,00 g) foram submetidos a diversos fracionamentos cromatograficos,
incluindo cromatografia em coluna (CC), sephadex LH-20 e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

3.4.1.1. Fracionamentos cromatograficos do extrato hexanico de L. variegata

O extrato hexanico de L. variegata (4,20 g), codificado como EHLV, foi
submetido a um fracionamento cromatografico em gel de silica, utilizando a mistura
binaria de hexano e AcOEt, resultando em sete (07) fracdes de 300,0 mL cada
(Fluxograma 1, p. 35).

A fragcdo A (206,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna aberta,
utilizando a mistura de éter de petréleo e hexano como fase mével, nas proporcoes
de 10:0; 8:2; 6:4; 0:10, obtendo-se um total de 62 subfracdes. Estas subfracdes, apds
analisadas por CCD, foram reunidas em 5 grupos (AA-AF) de acordo com suas
semelhancas de Rf. A subfracdo AF (6,0 mg) apresentou-se na forma de um filme de
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cor alaranjado intenso, de pureza satisfatoria, sendo codificado como LV-01
(Fluxograma 1, p. 35).

A fracao B (2,16 g) foi submetida a coluna cromatografica aberta, utilizando
a mistura de Hexano e AcOEt nas seguintes razdes volumétricas: 100:0; 98:2; 96:4;
94:6; 0:100, resultando em 42 subfra¢des que apds analise por CCD, resultou em 14
grupos (BA-BN). A subfracdo EHLV-BG foi analisada e isolada em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), como descrito no método 1 da parte experimental,
secao 5.1.4. (p. 129), resultando em dois picos, LV-02 (76,1 mg; Rt 6,3 min) e LV-03
(73,1 mg; Rt 6,75 min) (Fluxograma 1, p. 35; Figura 8, p. 34).

Figura 08. Cromatograma de isolamento de LV-02 e LV-03
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Fonte: Dados do autor

A fragdo C (1,28 g) foi submetida a um fracionamento cromatografico a
vacuo utilizando funil poroso e os solventes hexano e acetato de etila em gradiente de
polaridade, nas seguintes proporcoes: 100:0; 95:5; 90:10; 50:50; 0:100, resultando em
10 subfracdes de 100 mL cada (EHLV-CA- EHLV-CJ). As subfragdes EHLV-CD (88,9
mg), CE (508, 0 mg) e CF (229, 1 mg) foram precipitadas separadamente e filtradas,
utilizando metanol como solvente e papel de filtro poroso, resultando em um soélido
amorfo (720,1 mg). Este por sua vez, foi dissolvido em acetona, levemente aquecida
e deixado em repouso por 48 horas, resultando em um composto (630 mg) codificado
como LV-04.
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Fluxograma 1. Metodologia de fracionamento do extrato hexanico de L. variegata

[ AAAE
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Fonte: Dados do autor

3.4.1.2. Fracionamentos cromatograficos do extrato acetato de etila de Lobophora

variegata

O extrato acetato de etila de L. variegata (18,0 g) foi submetido a uma
coluna cromatograéfica filtrante a vacuo em silica utilizando funil poroso, tendo hexano,
acetato de etila e metanol, como solventes, resultando em sete (07) fragdes de 400,0
mL cada, (Fluxograma 2, p. 37).

A fracdo EALV-C (4,61 g) foi submetido a uma coluna cromatogréfica sob
gel de silica, utilizando hexano e acetato de etila como fase mével, em gradiente de
polaridade, iniciando em hexano puro, seguido de acréscimo de 10% de acetato até
mistura equimolar (1:1), finalizando com acetato puro. Desse fracionamento, obteve-
se sete subfragdes (EAVL-CA a EALV-CG) de 200,0 mL cada. A subfracdo EALV-CE
(513,7 mg) foi dissolvida em diclorometano/metanol 1:9 e cromatografia em coluna
contendo Sephadex LH-20, obtendo 41 subfracbes de cada 5,0 mL cada. Estas
fracoes foram analisadas por CCD, resultando em cinco (05) grupos de fragdes
(EALV-CEA-CEE).
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A subfracdo EALC-CEC (135,2 mg) foi purificada por CLAE, descrito no
método 2 da parte experimental, secao 5.1.4. (p. 129), resultando na obtencéo de 10
picos (Figura 09, p. 36), dos quais, apenas os picos 1 (5,4 mg, Rt 8,3 min), 4 (1,9 mg,
Rt 11,7 min) eo 10 (9,7 mg, Rt 23,8 min) apresentaram pureza satisfatéria, sendo
codificados como: LV-05, LV-06 e LV-07, respectivamente.

Figura 09. Cromatograma de isolamento de LV-05, LV-06 e LV-07
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Fonte: Dados do autor

A subfracdo EALC-CED (48,6 mg) também foi purificada em CLAE,

conforme descrito no método 2 da parte experimental, secao 5.1.4. (p. 129),

resultando na obtencao de 2 picos (Figura 10, p. 37), sendo o pico 1 (11,5 mg, Rt 13,5
min) e o pico 2 (13,5 mg, Rt 15,7 min), codificados como LV-08 e LV-09.
Figura 10. Cromatograma de isolamento de LV-08 e LV-09
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Fonte: Dados do autor
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Fluxograma 02. Metodologia de fracionamento do extrato hexéanico de L. variegata

EALV
(18,0 9)

3.5. Resultados e Discussao

3.5.1. Determinacoes estruturais

3.5.1.1. Determinacdo estrutural dos
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Fonte: Dados do autor
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(48,6 mq) —( 9)
LV-09
EALV-CEE (15,7 mg)
(11,6 mq)

compostos obtidos do extrato hexanico de

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico da alga parda L.

variegata resultou em sete (07) fragbes denominadas de A-G (p. 37). As fragdes A

(0,29),B (2,1 g) e C(1,2g), apds analises em CCD se mostraram mais promissoras

e foram submetidas a uma série de fracionamentos cromatograficos em gel de silica

e CLAE, resultando no isolamento e caracterizacdo de 04 compostos (se¢édo 3.4.1.1,

p. 34), cujas determinagdes serdao descritas a seguir.

3.5.1.1.1. Determinacgao estrutural de LV-01
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O fracionamento cromatografico da fracédo A (0,2 g) culminou no isolamento
de 6,0 mg de um pigmento de cor laranja-avermelhado intenso, [a]p?' +106,03¢, (¢
0,09 em CHCls), nomeado como LV-01 (subitem 3.4.1.1., p. 34).

O espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de LV-01 (Apéndice A1)
apresentou quatro sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos em 64 6,70 (1H-
m); 6,66 (m); 6,35 (d, J=14,9 Hz) e 6,15 (m), assim como sinais para hidrogénios
ligados a carbonos metilicos em 6¢ 1,97 (s); 1,72 (s); 1,26 (s) e 1,03 (s).

O espectro de RMN '3C BB (CDCls, 75 MHz, Apéndice A2), apresentou 20
linhas espectrais correspondentes a carbonos olefinicos e insaturados. A andlise
detalhada dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e 3C e comparagao com dados
obtidos da literatura acerca do género Lobophora, sugerem que 0 composto em
estudo seja o B-caroteno (Figura 12, p. 39). Os carotenoides sdo bastante comuns em
algas pardas, sendo os pigmentos responsaveis por sua coloracao. (Vieira et al., 2017)

O espectro de RMN 2D 'H, '3C HMBC (Apéndice A3) mostrou correlagoes
a 2JcH e 3Jcn com destaque para os hidrogénios ligados a carbonos metilicos em o4
1,26 (s, 3H-16), 1,03 (s, 3H-17) e 1,72 (s, 3H-18) com os carbonos em &¢ 34,5 (C-1),
39,9 (C-2), 34,5 (C-4), 129,5 (C-5) e 138,1 (C-6) corroborando com a proposta
estrutural verificado na figura 11 (p. 39). O B-caroteno € um carotenoide largamente
encontrado em frutas, legumes, plantas de grande porte e em varios géneros de algas
vermelhas e pardas. (CARDOZO et al., 2007)

Figura 11. Principais correlagdes observadas para DM-01

Fonte: Dados do autor

Figura 12. Representacao estrutural de LV-01

Fonte: Dados do autor



Tabela 03. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C para LV-01 (CDCls, 300)

HSQC Literatura*
C Oc Oox mult. (Jem Hz) Oc o mult. (J Hz)
1/1 34,5 - 34,4 -
2/2 39,9 1,49 (m) 39,8 1,50 (m)
313 19,5 1,62 (m) 19,4 1,62 (m)
4/4 33,3 2,03 (m) 33,2 2,03 (m)
5/5° 129,5 - 129,3 -
6/6° 138,1 - 138,0 -
77 126,9 6,15 (sl) 126,7 6,17 (s)
8/8 137,9 6,15 (m) 137,8 6,17 (s)
9/9° 136,2 - 136,0 -
10/10 131,0 6,15 (m) 130,8 6,17 (d, J=12)
11/11 125,2 6,70 (m) 125,1 6,67(dd, J=15;
11)
12/12’ 137,4 6,35 (d, J=14,9) 137,3 6,36(d, J=15)
13/13’ 136,6 - 136,4 -
14/14’ 132,6 - 132,4 6,27 (m)
15/15’ 130,2 6,64 (m) 130,0 6,62(dd, J=15;
11)
16/16’ 29,9 1,26 (s) 29,0 1,03 (s)
171 29,2 1,03 (s) 29,0 1,03 (s)
18/18’ 21,9 1,72 (s) 21,7 1,72 (s)
19/19’ 12,9 1,97 (s) 12,8 1,98 (s)
20/20° 13,0 1,97 (s) 12,8 1,98 (s)

Fonte: Dados do autor

* Tsukida; Saiki; Sugiura, 1981

3.5.1.1.2. Determinacgao Estrutural de LV-02

39

O composto nomeado como LV-02 foi isolado na forma de um dleo de

coloragdo amarela, apresentando [a]p®= -18,062 (c. 0,09 CHCI3) e absorcido no

ultravioleta DAD-(UVamax) de 202 nm em acetonitrila (Apéndice B1-a).
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A férmula molecular foi determinada pelo espectro de massas de alta
resolucao (EMAR), utilizando a técnica de ionizagcao por electrospray (ESI), o qual
mostrou o pico referente a molécula protonada ([M + H]*) em m/z299,0093 (calculada
299,0096; erro -2,76 ppm), indicando a formula molecular C21H300, a qual apresenta
indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a sete (07).

O espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de LV-02 (Apéndice B2),
apresentou sinais na faixa de 615,75 - 4,96 ppm correspondente a hidrogénios ligados
a carbonos olefinicos, sinais em 6x 3,44 e 3,10 ppm para hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados, bem como sinais em o4 2,85 e 2,09 ppm correspondentes a
hidrogénios metilénicos alilicos como observados para compostos de cadeia longa
contendo duplas ligagdes alternadas, semelhante aos acidos graxos do tipo émega-3
e 6mega-6 (Dexy; Chakraborty, 2017). Em uma analise mais detalhada, os sinais em
O~ 5,08 (dd, J= 17,1;1,8 Hz) e 4,96 (dd, J= 10,1; 2,0 Hz) indicaram a presenca de
hidrogénios vinilicos terminais, enquanto os sinais em 64 3,44 (dd, J=7,1; 4,4 Hz) e
3,10 (td, J= 6,4; 4,3 Hz) foram compativeis para hidrogénios de éteres ciclicos, mais
especificamente de oxirano. (Fontana et al., 2007)

O espectro de RMN '3C BB (CDCls, 125 MHz) de LV-02 (Apéndice B3),
apresentou 20 linhas espectrais, cuja analise dos espectros de RMN 3C APT
(Apéndice B4) e HSQC (Apéndice B5) permitiu definir o padrao de hidrogenacao da
molécula como tendo doze carbonos metinicos, dos quais dez sdo sp?, dois sdo sp®
oxigenados, e nove carbonos metilénicos. No espectro HSQC, os sinais em 6¢ 120,6
e 114,7 revelaram acoplamentos com os sinais em 64 5,51/5,38 e 5,02/4,96 indicando
dois sistemas vinilicos terminais, como diagnosticado no espectro de RMN 'H.
Importante destacar que o espectro de HSQC também foi importante para
correlacionar os hidrogénios diastereotépicos 2,41 (H-5a) e 2,21 (H-5b) ao sinal de
carbono alilico 26,4 (C-5), bem como os sinais de hidrogénios metilénicos em 3,44 (H-
3) e 3,10 (H-4) com os sinais em &¢ 57,2 e 58,1 de um anel oxirano. O sinal em ¢
25,8 apresentou o dobro da intensidade dos demais sinais, tendo sido, portanto,
associado a dois carbonos metilénicos, acrescentando mais um carbono a estrutura.

A andlise do espectro RMN 2D 'H, '"H COSY (Apéndice B6), apresentou
uma sequéncia de sinais que corroboram com a proposta estrutural de LV-02, com
destaque para os hidrogénios de um grupo vinil-oxirano (2H-1 a H-4) com os

hidrogénios metilénicos alilicos 2H-5, como mostrado na figura 13 (p. 41).
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Figura 13. Proposta estrutural de LV-02 com base no espectro COSY

Fonte: Dados do autor

A andlise do espectro de RMN 2D 'H, 3C HMBC (Apéndice B7) confirmou
a presenca do grupo Vvinil-oxirano através das correlagdes dos hidrogénios
diastereotopicos 6+ 2,45 (m, H-5b) e 2,24 (m, H-5a) com os carbonos C-3 (6¢ 57,2),
C-4 (6c 58,1), C-6 (6¢c 124,3) e C-7 (6¢ 130,9), bem como do hidrogénio vinilico o+
5,75 (m, H-2) com os carbonos C-1 (6¢ 120,2) e C-3 (6¢ 57,2). J& as correlacdes entre
os hidrogénios metilicos em 64 1,48 (quint, 2H-18, J= 7,4 Hz) com os carbonos C-16
(6¢ 130,2), C-17 (6¢c 26,8), C-19 (6¢ 33,5) e C-20 (6¢ 138,9) corroboram com a
proposta de trés grupos metilénicos e um grupo vinil terminal como observada no
espectro COSY (Figura 14, p. 41).

Figura 14. Principais correlagbes (°JcH e 3JcH) observadas para LV-02
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Fonte: Dados do autor

A configuracéo das ligacdes dupla foi estabelecida como cis baseados nos
valores de deslocamentos quimicos dos carbonos alilicos C-5 (6¢ 26,4) e C-17 (¢
26,8) e bis-alilicos C-8 (6¢ 25,8), C-11 (6¢c 26,0) e C-14 (6¢ 25,8), inferiores a 28,0
ppm. Note que para as ligacbes dupla com configuragcdo trans, os valores de
deslocamentos quimicos para os carbonos alilicos sdo superiores a 30 ppm (Zeng et
al., 2012).

O espectro de massas obtido por CG-EM (Apéndice B8) mostrou padrao
de fragmentacdo em acordo com a estrutura proposta (Figura 15, p. 42).
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Figura 15. Proposta de fragmentacéo para LV-02
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Fonte: Dados do autor

Em estudos recentes, Gutiérrez-Cepeda et al. (2015) e Vieira et al. (2017)
isolaram uma série de compostos semelhantes a LV-02 a partir de L. variegata,
coletada nas llhas Canarias (Espanha) e L. rosacea, coletada em Nova Caledbnia
(Australia). Em ambos os estudos foram isolados policetideos os quais foram
nomeados como lobophorenois ou lobophorenos, em alusao ao género. Vale ressaltar
que estes compostos apresentam atividades farmacoldgicas, tais como citotdxicas,
antimicrobiana, antiviral, antifungico, pupicida, larvicida, dentre outros, (Vieira et al.,
2017). Estes compostos diferem de LV-02 pela auséncia do grupo epdxido em C-3 e
C-4. Assim, LV-02 foi determinado como sendo um heneicosano poliinsaturado e
epoxidado, nomeado como epoxi-lobophoreno A (Figura 16, p. 42), recentemente
publicado (Avila et al, 2019).

Figura 16. Representacéo estrutural proposta para LV-02
1 0
X — — — — —21
5 8 11 14 17

Fonte: dados do autor
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Tabela 04. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-02 (CDCls, 500 MHz)

HSQC HMBC

C dc on (Jem Hz) 2JcH 3JcH
1 1206 5,51 (m): 5,38 (m)
2 132,4 5,75 (m) H-3
3 572 3,44 (dd, J=6,8; 4,2) H-2 oH-5
4 58,1 3,10 (td, J=6,3; 4,2) 2H-5
5 26,4 2,41 (dt, J= 14,8; 6,5)

221 (dt, J= 14,8; 6,5)
6 124,3 5,45 (m) oH-5
7 130,9 5,48 (m) 2H-5
8 25,8 2.85 (m)
9 128,7 5,38 (m)
10 1287 5,38 (m)
11 26,0 2,85 (m)
12 128,1 5,38 (m)
13 128,0 5,38 (m)
14 25,8 2,85 (m)
15 127,9 5,38 (m)
16 130,2 5,38 (m) oH-17 oH-18
17 26,8 2,09 (m) OH-18
18 29,0 1,46 (qu, J= 7.4) oH-19
19 33,5 2,08 (m) oH-18 oH-17
20 1389 5,75 (m) oH-19 oH-18
21 114,7 5,02 (m); 4,96 (m) 2H-19

3.5.1.1.3. Determinacao Estrutural de LV-03

Fonte: Dados do autor

O composto codificado como LV-03 foi obtido na forma de um 6leo de cor

amarela, apresentando [a]p? -16,092 (c. 0,09 CHCI3) e absorgdo no ultravioleta DAD-
(UVamax) de 202 nm em acetonitrila (Apéndice B1-b).
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O espectro de massas utilizando a técnica de ionizagao quimica a pressao
atmosférica (APCI, Apéndice C6), mostrou o pico referente a molécula protonada
[M+H]* em m/z 301 u.m.a., possibilitando a determinagcdo da férmula molecular
C21H320, a qual mostra IDH=06.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de LV-03 (Apéndice C1)
apresentou deslocamentos quimicos semelhantes aos de LV-02, com exce¢do de um
sinal com integragao para trés hidrogénios em 64 1,05 (i, J = 7,6Hz) e de dois sinais
para hidrogénios diastereotopicos em 64 1,62 (m) e 1,55 (m).

O espectro de RMN '3C BB (CDCls, 125 MHz) de LV-03 (Apéndice C2)
apresentou 20 sinais para carbonos, com deslocamentos quimicos semelhantes aos
de LV-02. A anadlise dos espectros de RMN APT (Apéndice C3) e HSQC (Apéndice
C4) definiram o padrao de hidrogenacao dos carbonos, como dez carbonos metinicos,
dos quais oito sdo sp? e dois sdo sp® oxigenados, dez carbonos metilénicos e um
carbono metilico. A principal diferenga observada foi a substituicdo de um dos grupos
vinilicos terminais em LV-02 por um grupo etila, como pode ser verificado na figura 17
(p. 44) e conformado pelos fragmentos de massas (Figura 15, p. 42)

Figura 17. Deslocamentos quimicos de LV-02 e LV-03
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Fonte: dados do autor

A porcéo etil-oxirano foi confirmada no espectro de HMBC (Apéndice C5)
pelas correlagdes entre os hidrogénios diastereotopicos em 64 1,62 (H-2a, m) e 1,55
(H-2b, m) com os carbonos em é¢ 10,08 (C-1) e 58,5 (C-3), bem como dos sinais em
o+ 1,05 (8H-1, t, J= 7,6 Hz) com 6¢ 21,2 (C-2) e 58,5 (C-3), como pode ser verificado
na figura 18 (p. 44).

Figura 18. Principais correlagdes observadas no espectro HMBC de LV-03
o 15 21
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Fonte: dados do autor
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Com base nos dados espectrais, LV-03 trata-se de um composto analogo
a LV-02, diferindo apenas pela hidrogenacao do grupo vinil terminal em C1-C2, sendo,
portanto, um novo derivado nomeado como epoxi-lobophoreno B (Figura 19).
Figura 19. Representacao estrutural de LV-03
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Fonte: dados do autor

Tabela 05. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-03 (CDCls, 500 MHz).

HSQC HMBC

C o&c o1 (J em Hz) 2JcH 3JcH
1 108 1,05 (t, J=7.6) oH-2
2 212 162 (m), 1,55 (m) 3H-1 H-4
3 58,5 2,98 (dt, J= 6,4; 4,3) 3H-1, 2H-5
4 56,7 2,91 (dt, J=6,4; 4,3) 2H-5 2H-2, H-6
5 263 239 (td, J= 13,8) H-3

2,24 (td, J= 13,8: 6,4)
6 124,7 5,49 (m) 2H-5, 2H-7 H-4
7 130,6 5,49 (m) 2H-5
8 258 2,84 (m)
9 1287 5,37 (m)
10 1286 5,37 (m)
11 26,0 2,84 (m)
12 1281 5,37 (m)
13 128,0 5,37 (m)
14 258 2.84 (M)
15 1279 5,37 (m)
16 130,2 5,40 (m) 2H-17 2H-18
17 268 2,07 (qu, J= 6,8)
18 290 1,46 (qu, J=7.5) 2H-19
19 335 2,07 (qu, J=6.8) oH-18 oH-17
20 138,9 5,82 (m) 2H-19 2H-18
21 1147 5,02 (dd, J= 17,2) 2H-19

Fonte: Dados do autor
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3.5.1.1.4. Determinacao Estrutural de LV-04

O composto LV-04 foi isolado na forma de um sélido amorfo branco,
apresentando [a]p?° - 60,362 (c. 0,1 CHCIs) e p.f. 130-132 °C.

A analise do espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de LV-04 (Apéndice
D1) apresentou sinais para hidrogénios metilicos em 64 1,58 (dl); 1,00 (s); 0,98 (s);
0,97 (d); 0,96 (d) e 0,68 (s), um sinal para hidrogénio ligado a carbono oxigenado em
o+ 3,55 (m), além de dois sinais para hidrogénios olefinicos em 64 5,35 (d, J=4,8) e
5,21 (q, J= 6,6).

O espectro de RMN 3C BB (CDCls, 75 MHz) de LV-04 (Apéndice D2)
apresentou 29 linhas espectrais, sendo quatro sinais para carbonos olefinicos (6c
147,2; 140,9; 121,8; 115,7) e um sinal para carbono oxigenado (6¢ 71,9). Através da
andlise dos espectros de RMN 3C DEPT 135 (Apéndice D3) e RMN 2D 'H, '°C HSQC
(Apéndice D4) foi possivel correlacionar cada hidrogénio ao seu respectivo atomo de
carbono, assim como definir o padrao de hidrogenacao do composto, como sendo 6
(CHs), 10 (CH2), 9 (CH) e 4 (C). A presenga dos quatro sinais para carbonos
olefinicos, cujas atribuicdes foram confirmadas pelo espectro de HMBC (Apéndice D6)
sumarizados na figura 20 (pag. 46), condizente com o Fucosterol (Figura 21, p. 46),
um esteroide amplamente encontrado em organismos marinhos, principalmente em
algas pardas da familia Dictyotaceae (ABDUL et al., 2016).

Figura 20. Correla¢des observados para LV-04
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Fonte: dados do autor
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Figura 21. Representacao estrutural do Fucosterol
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Fonte: dados do autor

O Fucosterol é um dos fitosterol mais abundantes encontrados nas algas
marinhas, principalmente em algas pardas e verdes do género Sargassum. Embora
seja uma substancia bastante conhecida, o Fucosterol apresenta inumeras
propriedades farmacolédgicas, com destaque para o seu efeito antidiabético, anti-

inflamatério, antioxidante, anticancer e antiobesidade. (Abdul et al.,2016)



Tabela 06. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-04 (CDCls, 300 MHz).

HSQC * Literatura (CDCls, 500)
C Oc OH(J em Hz) Oc OH
1 37,4 2,03 (m) 37,2
2 31,2 1,82 (m) 31,6
3 71,9 3,55 (m) 71,8 3,53 (m)
4 42,5 2,30 (m) 42,2
5 140,9 - 140,7 -
6 121,8 5,35 (dl, J=4,8) 121,7 5,33 (dI, J=5,0)
7 32,1 1,99 (m); 1,43 (m) 31,9
8 31,8 1,48 (m) 31,9
9 50,3 0,96 (m)* 50,1
10 36,7 - 36,5 -
11 21,3 1,50 (m) 21,0
12 39,9 2,00 (m); 1,11(m) 39,7
13 42,5 - 42,3 -
14 56,9 1,00 (m)* 56,7
15 245 2,03 (m); 1,85 (m) 24,3
16 28,4 1,82 (m); 1,25 (m) 28,2
17 56,0 1,07 (m) 55,7
18 12,01 0,68 (s) 11,8 0,66 (s)
19 19,5 1,00 (s) 19,4 0,98 (s)
20 36,6 1,99 (m) 36,4
21 18,9 0,98 (s) 18,7 0,97 (sl)
22 35,4 2,20 (m) 35,2
23 25,9 1,58 (m)* 25,6
24 147,2 - 146,9 -
25 34,9 2,26 (M) 34,7
26 22,4 0,98 (d) 22,2 0,95 (d, J=1,5)
27 22,3 0,97 (d) 21,1 0,97 (d, J=1,2)
28 115,7 5,21 (q, J= 6,6) 115,5 5,17 (q, J= 6,5)
29 13,3 1,58 (dl, J= 6,6) 13,1 1,55 (d, J=7,0)
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3.5.1.2. Determinagédo estrutural dos compostos obtidos do extrato acetato de etila
de Lobophora variegata (EALV)

O extrato AcOEt (18,0 g) de L. variegata foi submetido a uma série de
fracionamentos cromatogréficos incluindo gel de silica, Sephadex LH-20 e CLAE,
culminando no isolamento de cinco compostos, codificados como LV-05 - LV-09
(subitem 3.4.1.2, p. 36).

3.5.1.2.1. Determinagao Estrutural de LV-05

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragdo C (4,61 )
resultaram no isolamento de uma substancia de coloracao amarela e aspecto resinoso
(subitem 3.4.1.2, p. 36), apresentando [a]p?°= -36,032 (c. 0,1 MeOH) e UV (MeOH)
Amax (pda) de 232 nm (Apéndice B1-c), nomeado como LV-05.

O espectro de massas APCI (Apéndice E7), mostrou um pico referente a
molécula protonada ([M + H]*) em m/z 267,1 u.m.a., possibilitando a definicdo da
formula molecular C1sH2204 com IDH=5.

Através da andlise do espectro de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) de LV-05
(Apéndice E1) apresentou cinco sinais simpletos, tipicos de grupos metilicos em 64
2,20; 2,02; 1,43; 1,39 e 1,16 ppm, bem como sinais para hidrogénios diastereotépicos
em 0x 2,25 (ddd, J= 12,8; 4,2; 2,1 Hz, H-4a) / 1,48 (t, J= 12,0 Hz, H-4b) e 2,01 (ddd,
J=12,3; 4,2; 2,1 Hz, H-2a) / 1,58 (dd, J= 12,9; 12,9 Hz, H-2b). Sinais em 6+ 5,85 (s,
H-8) e 5,40 (m, H-3) correspondentes a um hidrogénio olefinico e um oxi metinico,
respectivamente.

O espectro de RMN '3C BB (MeOD, 125 MHz) (Apéndice E2) apresentou
15 linhas espectrais, sendo o sinal em &¢ 211,5 para carbonila de cetona e o sinal em
dc 172,4 para grupo acetila. A andlise dos espectros de RMN 3C APT (Apéndice E3)
e RMN 2D 'H, 3C HSQC (Apéndice E4) determinou-se o padréo de hidrogenacéo do
composto como sendo 5 carbonos metilicos, 2 metilénicos, 2 metinicos e 6 néo-
hidrogenados, incluindo dois carbonos carbonilicos. Com o auxilio do espectro HSQC
foi possivel correlacionar todos os sinais de hidrogénios aos seus respectivos atomos
de carbono, destacando os hidrogénios diastereotopicos H-4ab (6+ 2,25 e 1,48) / &c¢
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46,2 e H-2ab (61 2,01 e 61 1,58) / 6¢ 46,1, hidrogénio olefinico H-8 (o~ 5,85) com &¢
101,4 e o hidrogénio oxi metinico H-3 (6~ 5,38) com &¢ 69,1.

O espectro HMBC de LV-05 (Apéndice E6) mostrou correlacdes entre os
sinais dos hidrogénios metilicos H-11, H-12 e H-13 com os carbonos do anel de seis
membros em &¢ 37,0 (C-1), 46,2 (C-2), 46,1 (C-4) e 119,8 (C-6) como mostrado na
figura 22 (p. 00) subestrutura A. Verificou-se ainda correlagdes entre o hidrogénio
olefinico 6+ 5,85 (H-8) com os sinais em 6¢ 26,8 (C-10); 37,0 (C-1); 72,3 (C-5); 119,7
(C-6); 200,8 (C-9) e 211,5 (C-7). Essas correlagdes a até 4 ligacdes, incluindo o sinal
de carbono em &¢ 211,5 é indicativo de sistema conjugado contendo um carbono
alénico em sua estrutura, (El Hattab et al., 2008) como observado na figura 22 (p. 49)
subestrutura B.

Figura 22. Subestruturas A e B e suas correlagdes no espectro de HMIBC
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Fonte: Dados do autor

Figura 23. Estrutura proposta para LV-05
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Fonte: Dados do autor

Pesquisas realizadas na literatura acerca do género Lobophora néo
apresentaram substancias compativeis com os dados de RMN 'H e '3C descritos para
o0 composto, sendo que LV-05 (Figura 23, p. 49) apresenta semelhanga estrutural com
a fucoxantina (Figura 24A, p. 50). A fucoxantina € um pigmento da classe dos
carotenoides, conhecido por apresentar inumeras atividades bioldgicas e
farmacolodgicas, além de ser o marcador quimiotaxonémicos das algas pertencentes
a familia Dictyotaceae (Chuyen; Eun, 2017). InUmeros estudos mostram que, mesmo
em condi¢des naturais, a fucoxantina sofre uma série de processos de degradagao e

foto-oxidagdo (Percot et al, 2009; Repeta et al, 1989), resultando em varios
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subprodutos, sendo o subproduto (II) compativel com a estrutura proposta para LV-05
(Figura 23, p. 50).
Figura 24. Fucoxantina (A) e seus principais subprodutos de degradacao/oxidacao

HO 0 I"/O)J\

Fonte: Adaptada de (Repeta et al. 1989)

Através dos dados obtidos de RMN 'H, '3C e comparagédo com a literatura
(Rahelivao et al., 2015), pode-se inferir que LV-05 seja um terpenoides resultante da
degradacéao ou foto-oxidagao da fucoxantina, conhecido como apo-9’-fucoxantina, ja
registrado na literatura em diversas espécies de algas pardas e em plantas superiores
(RAHELIVAO et al., 2015). A formagao do composto passa pela clivagem oxidativa da
dupla ligagao do carbono 9’ da fucoxantina, resultando na formagdo da metil cetona
observada na estrutura. Esse processo pode ocorrer também em outras partes da
molécula (Percot et al., 2009; Repeta et al., 1989), como mostrado na figura 24 B (p.
51).
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Tabela 07. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-05 (MeOD, 500 MHz)

HSQC HMBC *Lit. (CDCls, 150 MHz)
C Oc 0+ (J em Hz) 2deH SJcH 45JcH Oc OH
37,0 - H-12 H-8 37,1 -
2 46,2 1,58 (dd, J= 12,9, H-12 H-4 46,2 1,56 (dd, J=12,8;
12,9); 2,01 (ddd, 11,6); 2,00 (ddd, J=
J=12;4; 2) 12,8;4; 2)
69,1 5,38 (m) H-12 69,3 5,38 (it, J=11; 4)
46,1 1,48 (brt, J=12,0); H-13 H-2 46,1 1,46 (brt, J=12,1);
2,25 (ddd, J=12,8; 2,23 (ddd, J=12,8;
4;2) 4;2)
5 72,3 - H-4, H-8 72,3 -
H-13
6 119, - H-4,H-8, H-10 119, -
8 H-12, H- 8
13
7 211, - H-8 211, -
5 5
8 101, 5,85 (s) H-10 101, 5,86 (s)
4 4
9 200, - H-8 200, -
8 8
10 26,8 2,20 (s) H-8 26,8 2,20 (s)
11 29,4 1,43 (s) H-8, 29,4 1,43 (s)
H-12
12 32,2 1,16 (s) 32,2 1,17 (s)
13 30,7 1,39 (s) 30,7 1,39 (s)
14 172, - H-15 H-3 172, -
4 4
15 21,3 2,02 (s) 21,3 2,03 (s)

Fonte: Dados do autor

*Rahelivao et al., 2015

3.5.1.2.2. Determinagao Estrutural de LV-06

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragdo C resultaram no

isolamento de uma resina de coloragdo verde, apresentando [a]p?°= - 45,162 (c. 0,1
MeOH) e UV (MeOH) Amax (pda) de 234 nm (Apéndice B1-d), nomeado como LV-06.
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A combinacao dos espectros de RMN HSQC e espectro de massas APCI
(Apéndice F4), o qual mostrou um pico referente a molécula protonada ([M + H]*) em
m/z 333,0 u.m.a., possibilitou a deducdo da féormula molecular C20H2804, a qual
apresenta IDH=07.

A analise do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de LV-06 (Apéndice
F1) apresentou sinais em 64 2,30; 2,01; 1,90; 1,41; 1,37 e 1,08 para hidrogénios de
grupos metilicos, assim como sinais em 646,13 (s) e 5,41 (m) para hidrogénios alénico
e oxi metinico, respectivamente. Com base no espectro de HSQC (Apéndice F2), o
sinal em 5,41 (m) correlacionado com o sinal de carbono em &¢ 67,9 corresponde a
um hidrogénio oxi metinico, enquanto os sinais em 6+ 7,5 (dd, J= 15,2; 15,2), 6,18 (m)
e 6,15 (m) correlacionados com os carbonos em 6¢ 138,9 (C-11), 129,6 (C-12) e 126,1
(C-10) correspondem a hidrogénios olefinicos de um sistema a, 8, 6 conjugados.

A comparagao com os dados de RMN 'H dos compostos LV-05 e LV-06
nos permitiu propor que LV-06 também seja um produto de foto-oxidagdo da
fucoxantina (Figura 24, p. 51), conhecido como apo-13’ fucoxantina (Tabela 08, p. 54;
Figura 26, p. 54).

A estrutura sugerida para LV-06 foi confirmada através do espectro de
HMBC (Apéndice F3), através das correlacbes observadas do sinal do hidrogénio
alénico H-8 (6~ 6,13, s) com os carbonos C-1 (36,9); C-5 (73,3), C-6 (118,2); C-7
(205,5); C-9 (142,8), C-10 (126,1) e C-18 (14,7), assim como das correlagdes dos
hidrogénios olefinicos H-10 (é# 6,15, m) com C-8 (102,8) e C-12 (129,6); H-11 (64
7,50, m) e H-12 (6~ 6,18, m) com C-10 (126,1) e C-13 (198,6), conforme ilustrado na
figura 25, (p.54).

Figura 25. Principais correlagbes observadas para LV-06
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Fonte: Dados do autor

A apo-13’-fucoxantina, € formada de maneira analoga a apo-9’-fucoxantina,
ou seja, através da clivagem oxidativa da dupla ligagédo do carbono 13’, resultando em

uma metil-cetona. (Rahelivao et al., 2015)



Tabela 08. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-06 (CDCls, 500 MHz)

Figura 26. Representacao estrutural de LV-06
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Fonte: Dados do autor
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HSQC HMBC Lit.
C oc OH(J em Hz) 2JcH SJcH 45JcH Oc
36,9 - Me-16 H-8 36,2
2 454 2,28 (m); 1,40 H-4, Me-16, Me- 45,7
(m) 17
67,9 5.41 (m) H-2, H-4 68,2
45,5 1,97 (m); 1,50 45,7
(m) -
5 733 - Me-17 H-8 72,9
6 118,2 - H-8, Me-15-17 118,4
7 2055 - H-8 204,0
8 102,8 6.13 (s) H-10 Me- 103,2
18
9 1428 - H-11, Me-18 142,8
10 126,1 6,15 (m) H-11 H-8, H-12, Me- 126,1
18
11 138.9 7,5(dd, J=15,2; 139,4
15,2)
12 129.6 6,18 (m) H-10 129,8
13 198,6 - H-12; Me- H-11 198,9
14
14 28,0 2,30 28,2
15 29,6 1,41 29,5
16 31,9 1,08 32,4
17 31,7 1,37 31,5
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18 14,7 1,90 (s) H-8 14,8

19 170,7 - Me-20 H-3 170,9

20 215 2,01 (s) 21,0
Fonte: Dados do autor * El Hattab et al., 2008

3.5.1.2.3. Determinacao Estrutural de LV-07

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fracao C (p. 36) resultaram
no isolamento de um 6leo amarelo apresentando [a]p?°= -27,412 (c. 0,1 CHCI3) e UV
(MeOH) Amax (pda) de 204 nm (Apéndice B1-e), nomeado como LV-07.

Através do espectro de massas APCI (Apéndice G6), foi observado um pico
correspondente a molécula protonada [M + H]* em m/z 317,0 u.m.a compativel com a
férmula molecular C21H3202 e (IDH=06). Observou-se ainda fragmentos em m/z 299,0
e m/z281,1 u.m.a., condizente com a perda de duas unidades de agua (-2H20).

O espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de LV-07 (Apéndice G1)
apresentou sinais de hidrogénios olefinicos em 6+5,34; 5,38; 5,56 e 5,59, bem como
sinais correspondentes a dois grupos vinilicos terminais em 64 5,37 / 5,41 e 4,98 /
5,28. Adicionalmente, exibiram sinais para hidrogénios metilénicos e metinicos.

O espectro de RMN 3C BB (CDCls, 75 MHz) (Apéndice G2) exibiu 20 linhas
espectrais, sendo o sinal em ¢ 25,9 para dois carbonos, em acordo com o espectro
de HSQC. Pode-se observar ainda a presenca de dois sinais em &¢ 75,6 e 74,0 para
carbonos oxigenados. Ja o espectro de RMN 3C APT (Apéndice F3) mostrou dois
sinais para carbonos vinilicos (sinais em 6¢ 117,6 e 114,7) semelhante ao que ja foi
mostrado para os compostos LV-02 e LV-03.

Os espectros de RMN 'H e ®C de LV-07 se mostraram bastante
semelhante com LV-02 e LV-03, exceto pelos deslocamentos quimicos em &¢ 75,6;
74,0 ppm. Esse incremento nos valores de deslocamentos quimicos, quando
comparados com os do grupo oxirano, pode ser facilmente atribuido a uma reagéo
espontanea de hidrélise do grupo epdxido, resultando em dois grupos hidroxilas
(VIEIRA et al., 2016).

Através da analise do espectro de HMBC (Apéndice G4) verificou-se as
correlagdes dos sinais dos hidrogénios oximetinicos em 64 4,03 (J= 5,8 Hz, H-3) e
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3,59 (m, H-4) com os carbonos em 6¢ 137,7 (C-2); 75,6 (C-3); 74,0 (C-4) e 31,2 (C-5),
como pode ser constatado na figura 27 (p. 56).
Figura 27. Principais correlacdes (A) e acoplamentos (B) observados para LV-07

A \ycosy B(/ V) HMBC

Fonte: Dados do autor

Os dados obtidos de RMN 'H, °C em comparacdo com a literatura
corroboram com a proposta estrutural de LV-07 (Tabela 09, p. 56), como sendo um
produto de hidrélise de LV-02, previamente descrito como lobophorenol B, mostrado
na figura 28 (p. 56).

Figura 28. Representacao estrutural de LV-07
OH

1 5 8 11 14 17

Fonte: Dados do autor

O lobophorenol B pode ser tanto um derivado natural do epéxi-lobophorenol
A, como um artefato do processo de isolamento, uma vez que o grupo epoxido €
bastante reativo, podendo facilmente ser hidrolisado. Vieira et al. (2017) foi o primeiro
a relatar o isolamento desse composto a partir do extrato diclorometano da alga parda
L. rosacea, juntamente com outros dois compostos analogos. Neste trabalho foi
relatado que em estudos bio guiados in situ, 0os extratos hexanico e diclorometano de
oito espécies de algas do género Lobophora, incluindo L. rosacea e seus compostos
isolados apresentaram efeito aleloquimico, que poderiam inibir significativamente a
fotossintese de varias espécies de corais associados as espécies de Lobophora,
causando o embranquecimento e diminuicAo do metabolismo dessas espécies.
Contudo, vale ressaltar que no ambiente natural, ndo ha estudos suficientes que
possam justificar os possiveis efeitos negativos relacionados a estas algas. No
entanto, elas podem desempenhar papel importante no combate a herbivoros de
corais, como ourigos-do-mar, aos quais estao associados. (Vieira et al., 2017)
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Tabela 09. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-07 (CDCls, 300 MHz)

HSQC HMBC Literatura (MeOD, 500 MHz)*
C Oc On(J em Hz) 2dcH SJen Oc OH
1 1176 5,41 (m), 5,37 H-3 1184 5,31 (dt, J=17,0; 1,0)
(m 5,18 (dt, J=10,0; 1,0)
2 137,7 5,9 (m) H-3 H-4 1394 5,92 (m)
3 75,6 4,08 (t, J=5,8) H-2,H-4  H-1 76,6 3,94 (m)
4 74,0 3,59 (m) H-3, H-5 75,5 3,48 (m)
5 31,2 2,35 (m) H-4, H6 H-3 31,8 2,36 (m), 2,14 (m)
6 125,3 5,56 (m) 2H-5 H-4 1273 5,51 (m)
7 131,5 5,59 (m) H-8 H-5 130,8 5,45 (m)
8 25,9 2,83 (m) H-7 H-6 26,7 2,85 (m)
9 128,8 5,38 (m) 128,7 5,37 (m)
10 128,7 5,38 (m) 129,4 5,37 (m)
11 26,0 2,83 (m) 26,6 2,86 (m)
12 128,1 5,38 (m) 129,0 5,37 (m)
13 128,1 5,38 (m) 129,1 5,37 (m)
14 25,9 2,83 (m) 26,6 2,82 (m)
15 128,0 5,38 (m) 129,3 5,37 (m)
16 130,2 5,34 (m) 18 130,8 5,38 (m)
17 26,9 2,09 (m) H-18 27,6 2,07 (m)
18 29,0 1,48 (quint, J= H-17, H- 30,1 1,46 (qu, J=7,0)
7,6) 19
19 33,5 2,09 (m) H18,H20 H21 34,4 2,06 (br q, J=7,0)
20 138,9 5,80 (m) 2H-19 H18 139,8 5,82 (ddt, J=17,0; 10,0;
7,0)
21 114,7 5,28 (m), 4,98 H19 1151 5,00 (dq, J=17,0; 2,0)

(m)

4,94 (dt, J=10,0; 1,0)

3.5.1.2.4. Determinacao Estrutural de LV-08

Fonte: Dados do autor

* Vieira et al., 2016

LV-08 foi isolado como uma resina branca, apresentando [a]p?’= + 47,132
(c. 0,1 CHCI3) e UV (MeOH) Amax (pda) de 203 nm (Apéndice B1-f).
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A andlise do espectro de RMN 'H (MeOD, 300 MHz) (Apéndice H1)
apresentou sinais condizentes com subprodutos da fucoxantina, como ja mencionada
anteriormente, destacando-se os sinais para os hidrogénios diastereotépicos em on
2,45; 1,76 (H-4ab) e 2,02; 1,51 (H-2ab), juntamente com o sinal do hidrogénio oxi
metinico em &y 4,32 (m). A auséncia de sinal para hidrogénio alénico sugere que o
composto em questao seja um subproduto da por¢ao biciclo-furanoide (l) (Figura 23,
p. 51).

O espectro de RMN 3C BB (MeOD, 75 MHz, Apéndice H2) apresentou 11
linhas espectrais, sendo os sinais em d¢ 182,0; 175,0 e 111,9 correspondentes a uma
lactona a,B-insaturada. Os espectros de RMN 3C DEPT 135 (Apéndice H3), RMN 2D
'H, 8C HSQC (Apéndice H4) foram utilizados para determinar o padrdo de
hidrogenagdo da molécula, como tendo 3 carbonos metilicos, 2 metilénicos, 2
metinicos e 4 nao-hidrogenados.

No espectro de RMN 2D 'H, 'H COSY (Apéndice H5) verificou-se os
acoplamentos geminais entre os hidrogénios diastereotépicos em 61 2,45 e 1,76 H-
(H-4a e H-4b); 612,02 e 1,51 (H-2a e H-2b) com o hidrogénio em 6+ 4,32 (H-3). Ja no
espectro de HMBC (Apéndice H6) as correlacdes entre o préton olefinico em 61 5,75
(s) com os sinais em 6¢ 182,0 (C-8) e 175,0 (C-6), sugerem uma estrutura composta
por um cicloexano ligado a uma lactona a,B-insaturada, como proposto na figura 29A

(p. 58).
Flgura 29. Espectros COSY (A) e HMBC (B

A B

Fonte: Dados do autor

A comparagéo entre os dados de RMN 'H e 3C de LV-08 com a literatura
(Tabela 10, p. 60) (Kimura; Maki, 2002) confirmaram a proposta estrutural para o
composto, como sendo um subproduto da fucoxantina conhecido como loliolideo
(Figura 30a, p. 59). Repeta et al. (1989) mostrou que a formacgédo desse tipo de
composto pode ocorrer a partir do B-caroteno e de outros carotenoides. Em ambos os
casos, trés etapas sao significativas. Para os carotenoides que possuem a

subestrutura biciclo furanoide (I), como a fucoxantina, a primeira etapa é a oxidagcao
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da molécula através de fermentagdo bioldgica catalisada por microrganismos,
resultando na abertura do epoxido, seguido por formag¢ao de um hemiacetal e posterior
lactonizacao (I). Para os carotenoides que ndo apresentam a subestrutura biciclo
furanoide, como o B-caroteno (I1), a etapa inicial é a epoxidagao nao-esteroespecifica
do carotenoide, seguido de rearranjo e fragmentacao (ll). Esse tipo de formacéo
resulta em uma mistura racémica das formas 35,5S e 3S,5R conhecidas como
loliolideo (LV-08) e isololiolideo (LV-09) como esquematizados na figura 30 (p. 59)
(Adaptado de Repeta et al., 1889).
Figura 30. Etapas de formacéao de LV-08 a partir da degradacao de carotenoides
(1)

16 17 19 20

HO” ] OO \A o &0
H .
HO' "0 HO : 0

LV-08 LV-09

Fonte: Dados do autor
Pesquisas realizadas mostraram que o loliolideo pode estar presente em
quase todos os tipos de organismos vivos produtores de carotenoides, sendo o
principal produto das etapas de degradacao quimica, fotoquimica ou microbioldgica
dos carotenoides. No género Lobophora, até a presente data, este é o primeiro relato
do isolamento desse composto, embora seja bastante comum em outros géneros de
algas pardas.
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-08 (CDsOD, 300 MHz)

HSQC HMBC Literatura (CDCls, 500 MHz)*
C oc OH(J em Hz) 2den 3Jen Oc OH
1 36,1 - 36,3 -
2 47,7 2,02 (dd, J=14,6; 2,4) 47,7 1,96 (dd, J= 14,6; 2,8)
1,51 dd, J=14,5; 3,6) 1,51 (dd, J= 14,6; 3,6)
65,8 4,32 (m) 67,2 4,30 (m)
46,7 2,45 (dt, J= 13,8; 2,4) 46,0 2,44 (dt, J=13,9; 2,7)
1,76 (dd, J= 15,0; 3,8) 1,76 (dd, J= 13,9; 4,1)
5 86,0 - 87,1 -
6 182,0 - 182,8 -
7 1119 5,75 (s) 113,3 5,67 (s)
8 1750 - 172,3 -
9 26,0 1,47 (s) 26,9 1,45 (s)
10 295 1,28 (s) 31,1 1,25 (s)
1 25,9 1,78 (s) 27,4 1,76 (s)
Fonte: Dados do autor * Kimura; Maki, 2002

3.5.1.2.5. Determinacgao Estrutural de LV-09

LV-09 foi isolado como uma resina branca, apresentando [a]p?’= + 39,72°
(c. 0,1 CHCI3) e UV (MeOH) Amax (pda) de 203 nm (Apéndice B1-g).

A andlise do espectro de RMN 'H (MeOD, 300 MHz) (Apéndice 11), RMN
13C DEPT (Apéndice 12) e 'H, '3C HSQC (Apéndice 13) apresentaram deslocamentos
quimicos similares a LV-08 (loliolideo). A comparagcédo dos deslocamentos quimicos
de LV-09 com os LV-08 (Figura 30, p. 58) e com a literatura (Kimura; Maki, 2002)
foram consistentes com o epimero do loliolideo no carbono C-5, conhecido como
isololiolideo.

As correlagdes no espectro de HMBC (Apéndice 14) confirmaram a
estrutura proposta, onde se verificou a correlagao entre o hidrogénio olefinico H-7
(5,77) com os carbonos C-5 (83,5), C-6 (183,9) e C-8 (173,9). As demais correlacdes
podem ser verificadas na figura abaixo.
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Figura 31. Principais correlagbes observadas para LV-09

HO o
H—H

Fonte: Dados do autor

A presenca do isololiolideo é comum, tanto em plantas superiores como em
algas marinhas. A formacdo deste composto ja foi abordada na figura 30 (p. 59),
esquema (II).
Figura 32. Representacao estrutural de LV-08 (loliolideo) e LV-09 (isololiolideo)

Loliolideo Isololiolideo

Fonte: Dados do autor
Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de LV-09 (CDsOD, 300 MHz)

HSQC HMBC Literatura (MeOD, 300 MHz)*
C oc OH(J em Hz) 2Jc SJc Oc OH
1 36,1 - 36,3 -
2 495 2,02 (ddd, 47,7 2,03 (ddd, J=12,9; 4,4;
J=12,9; 4,05; 2,2); 1,51 (dd, J=11,7;
2,1); 1,38 (m) 4,5)
3 652 4,13 (m) 67,2 413 (tt, J=12,1;12,1)
4 48,7 2,50 (ddd, J= 46,0 2,53 (ddd, J=11,7; 4; 2);
11,5; 4; 2); 1,45 1,76 (dd, J= 13,9; 4,1)
(t, J=11,5)
5 885 - H7 87,1 -
6 1839 - H7 182 -
7 113,77 5,77 (s) 113 5,71 (s)
8 1739 - H7 172 -
9 257 1,33 (s) 26,9 1,31 (s)
10 30,3 1,28 (s) 31,1 1,26 (s)
11 25,3 1,59 (s) 27,4 1,58 (s)

Fonte: Dados do autor
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3.5.2 Testes farmacoldgicos

Para a realizacdo dos ensaios de atividade biol6gica apresentados neste
trabalho, priorizou-se a utilizacdo dos compostos LV-02 e LV-03 por serem novos
compostos e apresentarem quantidade de amostra satisfatéria para realizacdo dos

experimentos.
3.5.2.1 Ensaios de atividade antimicrobianos

Os compostos LV-02 e LV-03 foram avaliados contra cepas de bactérias
Gram-positiva (S. aureus ATCC 6538P) e Gram-negativa (E. coli ATCC 10536),
contudo nao foi possivel obter um valor de concentragdo minima inibitoria (CIM).

3.5.2.2 Ensaios de atividade antioxidante

As concentragdes utilizadas dos compostos puros para o teste antioxidante
foram de 35, 65 e 100 uM. O DMSO foi utilizado para solubilizar as amostras e, por
isso, foi utilizado como controle negativo (V). A vitamina E (Vit. E) por ser um potente
agente antioxidante, foi utilizado como controle positivo, juntamente com o DHA
(6mega-3) nas concentragdes de 50 e 100 uM (concentragdes ativas).

Figura 33. Potencial antioxidante dos compostos pelo teste DPPH
100+

80+ #
60~

40 -

% INIBICAO DO DPPH

(uM) V VitE 50 100 35 65 35 65

Legenda: V=veiculo. Vitamina E (Vit. E) na concentracao de 50 ug/mL e DHA nas concentragdes de
50 e 100 uM, como controle positivo. LV-02 (azul) e LV-03 (verde) nas concentragdes de 65 e 36 pM.
Os dados esté@o apresentados como valor de percentual de inibigdo do DPPH.

Fonte: adaptado de Ferreira, 2018.
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Conforme pode ser apresentado no grafico, os compostos apresentaram
efeito antioxidante similar ao padrao positivo DHA, sendo, portanto, considerados
como potentes agentes antioxidantes nas concentracdes testadas. (De Gaulejac;
Provost; Vivas, 1999)

3.5.2.3. Ensaios de atividade citotoxico

Conforme a triagem inicial dos extratos organicos de L. variegata, o extrato
hexanico foi o que apresentou menor valor de Clso (Tabela 12, p.62) frente a linhagem
tumoral HCT116 (cancer de préstata). Com base nestes resultados, os compostos LV-
02 a LV-09 foram avaliados, conforme tabela abaixo.

Tabela 12. Concentracéo inibitéria média dos extratos e compostos isolados da alga

parda Lobophora variegata em células cancerigenas HCT-116.

Amostras Clso (CI95%) em pg/mL
Extrato Hexanico 5,4 49-58
Extrato Ac. Etila 35,9 31,4-41,0
Extrato Etandlico >50 -
LV-02 12,2 7,1a21,1
LV-03 44,3 30,0 a 65,0
LV-04 >120 -
LV-05 >180 -
LV-06 50,0 22,3a112,0
LV-07 23,4 10,0 a 55,0
LV-08 >250 -
LV-09 >250 -
Doxorrubicina 0,4 0,2-0,6

Legenda: A inibigao do crescimento da linhagem HCT-116 foi avaliada nas concentragdes de 0,009 a
250 uM apéds 72h de incubacgao pelo ensaio do MTT. Dox. foi utilizada como controle positivo. Os
dados estdo apresentados como valores de concentracdo inibitéria média (Clso) e respectivos
intervalos de confianca de 95% (CI95%) obtidos por regressao nao-linear (Mosmann, 1983).
Fonte: Adaptado de Ferreira, 2018.

O composto LV-02 foi 0 que apresentou menor Clso, porém o valor de 12,2

UM é considerado pouco ativo.
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Os compostos LV-02 e LV-03 foram avaliados também pelo método SRB
(Papazisis et al., 1997, Vichai; Kirtikara, 2006) contra a proliferagdo das linhagens de
células cancerigenas HCT-116 nas concentragdes de 0,01 — 165 uM, onde
apresentaram Clso de 8,6 e 8,1 respectivamente. Os valores obtidos em ambos os

ensaios de inibigcdo do efeito antiproliferativo foram considerados fracos.
3.5.2.4. Ensaios de atividade anti-inflamatorio

Para avaliar o efeito imunomodulador em macrofagos é necessario existir
integridade celular. Para isso é necessario determinar a concentracdo minima na qual
0s compostos ndo afetem ou inibam o crescimento celular (proliferacao) de macrofago
RAW-264.7 incubados por 24 h. A concentracao que nao possui toxicidade nas células
RAW-264.7 e, ainda, produz efeito imunomodulador em macréfagos estimulados ou
nao com 100 ng/ml LPS pode ser vista na figura 34.

Figura 34. Efeito antiproliferativo dos epdxi-lobophorenos sobre células RAW-264.7

EH‘F

EAE

LV-02 4

LV-03 4=

DHA A

LPS

DOX
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o "\-Q 'bb (oQ ‘bﬁ QQ
Inibicdo do crescimento celular (%)

Legenda: EH: extrato hexénico, EA: extrato acetato, EE: extrato etandlico. DHA: acido
docosahexaendico, LPS: lipopolissacarideo. A inibicdo do crescimento da linhagem RAW-264.7 foi
avaliada na concentragao de 3,5 uM (preto), 35 uM (vermelho) e 165 uM (azul) apds 24h de incubagao
pelo ensaio do SRB. A doxorrubicina (DOX) nas concentragoes de 2,5 uM (vermelho) e 12,5 uM (azul)
e o DHA foram utilizados como drogas padréo puro. Os dados estéo apresentados como percentual de
inibicdo do crescimento.

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2018.

Como mostrado na figura 33, o LPS e o DHA nao apresentaram efeito
antiproliferativo em macréfagos nas concentragbes testadas. LV-02 e LV-03
apresentaram inibicdo da proliferacdo dos macréfagos na concentracao 165 uM,
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contudo, na concentragdo de 35 pM nao foi observado tal efeito. Desta forma os
compostos nas concentragcées 3,5 e 35 pM foram utilizados nos ensaios para
avaliacao do efeito modulador da resposta de macréfagos tratados com LPS 100
ng/mL.

A fim de encontrar efeito modulador da resposta de macréfagos ao LPS, foi
avaliado a inibicdo da producdo do oxido nitrico ON, de forma indireta, através da
deteccdo de nitrito (NO?), composto estavel derivado do ON. Este € um importante
mediador inflamatério produzido pela ON sintase induzida (iNOS). Niveis elevados de
NO estdo presentes em diversas doencas inflamatérias crénicas e agudas, artrite,
Ulcera gastrica e doencas autoimunes (Guzik et al., 2003). Os compostos LV-02 e LV-
03 nas concentragdes testadas, inibiram a producédo de ON estimulada por LPS em
macréfagos RAW-264.7, como pode ser visto na figura abaixo.

Figura 35. Efeito dos compostos LV-02 e LV-03 em células RAW-264.7 estimulados
ou ndo com LPS na producéao de Nitrito
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Legenda: V= veiculo (DMSO 0,4%). As concentragfes de 3,5 e 35 uM dos compostos LV-02 (azul) e
LV-03 (verde) nao téxica em célula RAW-264.7 foram usadas 1 hora antes da ativagdo dos macréfagos
pelo LPS (preto). O DHA (acido docosahexaendico) foi usado como droga padréo puro. Apds 24h de
incubagao, o sobrenadante foi recolhido e o nitrito dosado pelo ensaio de Griess.

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2018

Na Figura 35 (p. 65) tanto o composto LV-02 quanto o LV-03, em
concentragdo menor que o DHA, inibiram a producgao de nitrito nas células estimuladas
com LPS quando comparados com as células tratadas apenas com LPS. Nas células
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nao estimuladas com LPS (Green; Tannenbaum; Goldman, 1981), os compostos nao
produziram nitrito. A baixa presencga de Nitrito no sobrenadante das células indica a
baixa producao de 6xido nitrico (Luster; Alon, Von Andrian, 2005). Substancias que
inlbem a producédo de 6xido nitrico podem também inibir a producdo de outros
mediadores inflamatérios. (Nourshargh; Alon, 2014)

Mesmo sem podermos afirmar qual o mecanismo de ativacdo causado
pelos compostos LV-02 e LV-03 em macréfagos com esse ensaio, este favoreceu a
investigacao da producao de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias. Essa
investigacao foi realizada pelo ensaio de ELISA com as concentragdes de 3,5 e 35 uM
dos compostos LV-02 e LV-03 e 50 uM da droga padrao puro DHA. O equilibrio entre
as citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-18) e anti-inflamatérias (IL-10) &
fundamental para uma resposta imune eficiente. Nesse ensaio pode-se observar que
0S compostos apresentaram respostas promissoras em ambas as citocinas testadas,
como pode ser verificado na figura 36.

Figura 36. Producéao das citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias em células
RAW-264.7 estimuladas com LPS e tratadas com os compostos LV-02 e LV-03
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Legenda: A (producédo de TNF-a), B (producéo de citocina IL-1 ), C (Producéo de citocina IL-6), D
(Producao de citocina IL-10). V: DMSO, LPS: lipopolisacarido, DHA (acido docosa-hexaendico, 1: LV-
02, 2: LV-03.

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2018
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A producdo de citocinas envolvidas na inflamagcdo é um indicativo de
ativacdo dos macrofagos por determinadas substancias de interesse (Saqib et al.,
2018). No ensaio imuno enzimatico pode-se observar que os epoxi-lobophorenos
reduzem a producao das citocinas pré-inflamatérias (Figura 36A-C, p. 66) além de

promover um aumento significativo de citocinas anti-inflamatérias (Figura 36-D, p. 66).

3.6 Consideracoes do capitulo

Neste trabalho foram isolados nove compostos, sendo trés policetideos de
cadeia longa (Cz21), dos quais dois sao inéditos. Obteve-se ainda quatro derivados
terpénicos, um esteroide e um carotenoide.

Nos ensaios de atividade biologicas, 0s novos compostos epodxi-
lobophorenos A e B ndo apresentaram potencial antimicrobiano, porém nos ensaios
de atividade antioxidante, estes compostos, nas concentragdes de 35 e 65 uM, foram
capazes de reduzir significativamente a liberacao de radicais livres no meio (DPPH).
O potencial antioxidante observado foi semelhante ao do DHA (6mega-3) e o da
vitamina E, utilizados como referéncia.

No ensaio de atividade citotoxico, os compostos epoxi-lobophorenol A (Clso
12,2) e lobophorenol B (Clso 23,4) foram considerados fracamente ativos nas
concentragbes testadas, enquanto os demais compostos ndo apresentaram efeito
antiproliferativo nas concentracdes testadas e foram classificados como inativos. O
epodxi-lobophoreno B (Clso 8,1) apresentou efeito antiproliferativo fraco pelo método do
SRB, similar ao epdxi-lobophoreno A (Clso 8,6).

Os compostos epdxi-lobophorenos A e B foram considerados potentes
candidatos no combate aos processos inflamatérios, uma vez que nao apresentaram
efeito antiproliferativo nas concentragcdes testadas, utilizando a linhagem de
macréfago murino RAW-264.7. Os compostos testados inibiram totalmente a liberacéao
de ON (ativacéao classica do macréfago), enquanto o DHA (dmega-3) na concentracao

padrao inibiu 44%, utilizado como controle positivo.
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4. DICTYOTA MENSTRUALIS E DICTYOTA MERTENSII: aspectos gerais,
estudo quimico e investigacao farmacolégico dos compostos

4.1 Aspectos Gerais

O género Dictyota (J.V. Lamouroux), pertencente a familia Dictyotaceae
(Phaeophyceae). Apresentam distribuicdo cosmopolita, sendo mais frequente em
aguas quentes das regides tropicais e subtropicais (Cheng et al., 2014; Guiry; Guiry,
2019). As algas pertencentes ao género Dictyota sdao conhecidos por produzirem
metabdlitos estruturalmente diversificados, incluindo terpenos, fendis, esterdis, acidos
graxos e polissacarideos, o que lhes garante uma excelente adaptabilidade aos
diversos ecossistemas que habitam. (Chen et al., 2018)

Para o género Dictyota, D. dichotoma e D. menstrualis sdo reconhecidas
como espécies de referéncia para classificacao taxondmica para as demais espécies,
tendo os diterpenos como os principais metabdlitos secundarios produzidos. (Ayyad
et al., 2011) Embora os diterpenos sejam largamente produzidos por diversos
organismos marinhos e terrestres, algumas estruturas (esqueletos) sao consideradas
caracteristicas do género, tais como os diterpenos de esqueleto dichotomano
(Teixeira; Cavalcante; Pereira, 2001). Esses compostos apresentam inumeras
propriedades bioldgicas e farmacologicas, sendo o potencial citotoxico e antiviral os
mais abundantemente mensurados. CHEN et al., 2018) Outras propriedades sao:
antibacteriana, algicida, anticoagulante, antioxidante, doencgas vasculares. (loannou
et al., 2009; Moura et al., 2014; Bianco et al., 2015)

4.2 Consideracoes Botanicas acerca das espécies D. menstrualis e D.

mertensii

O género Dictyota é formado por cerca de 97 espécies taxonomicamente
reconhecidas, sendo outras 110 designacdes ou sinonimias também verificadas na
literatura (Guiry; Guiry, 2019). Incertezas taxonémicas sao observadas para o género,
principalmente, devido as semelhancas morfolégicas com as algas pardas
pertencentes ao género Canistrocarpus, antes pertencente ao género Dictyota, sendo

atualmente aceito a descricdo taxondmica realizada por Silberfeld et al. (2014).



69

Cientificamente, D. menstrualis e D. mertensii apresentam a seguinte classificagéo

sistematica simplificada a seguir.

Reino: Cromista

Filo: Ochophyta
Classe: Phaeophyceae
Ordem: Dictyotales
Familia: Dictyotaceae
Género: Dictyota

Espécie: menstrualis/mertensii

Quanto a sua estrutura Morfologia, as algas pardas do género Dictyota

apresentam as seguintes estruturas basicas. (Silberfeld et al., 2014) (Figura 37, p. 70).

e Talos achatados, em formato de fita ou laco, reto ou prostrado, com

margens lisas (D. mertensii), dentadas, entalhadas ou ciliadas (D.
menstrualis); preso por rizéides basais ou processos rizoidais as
margens dispersas pelas bordas do talo ou restrito a base.

Rizoides estoloniferos podem estar presentes ou nao; ramificacao
dicotbmica, anisotomosa ou alternativa, raramente Falcato; apices
arredondados, apiculados ou agudos.

Os “pélos phaeophyceanos” responsaveis pelas proliferacdes
superficiais presentes ou ausentes com talos diferenciados em um
cértex e uma medula, o numero relativo de camadas variavel. O
namero de estrutura de esporos pode ser isolado, agrupado ou em
torno de um tufo central, com um invélucro conspicuo de pilhas estéreis

ou por uma Unica pilha de haste.
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Figura 37. Dictyota menstrualis, vista frontal

Fonte: Adaptado do arquivo pessoal pertencente ao Dr. Pedro Bastos M. Carneiro

4.3 Revisao Bibliografica do género Dictyota

Na familia Dictyotaceae, o género Dictyota € o mais representativo, tanto
em numero de espécies quanto em numero de pesquisas e publicagdes cientificas.
Segundo Gaysinski et al. (2015), o género Dictyota foi responsavel por mais de 65%
de todos os artigos publicados em periddicos até 2015. Nos ultimos 20 anos, 604
artigos foram publicados referente ao estudo quimico, farmacoldgico, biolégico,
taxonbmico e areas afins, relacionados a algas pertencentes ao género Dictyota,
incluindo algumas espécies que hoje estao classificadas em outros géneros (Fig. 38).

Figura 38. Artigos publicados nos ultimos 20 anos sobre o género Dictyota
Artigos publicados nos ultimos 20
anos
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Fonte: hitps://scifinder.cas.org



https://scifinder.cas.org/

71

O género Dictyota € conhecido por produzir diversas classes de
metabdlitos, sendo os terpenos, principalmente diterpenos, os mais isolados. Mais de
400 novos diterpenos foram relatados até a presente data, com cerca de 15
esqueletos diferentes (Cheng et al., 2014). Chen et al. (2018) realizou um trabalho de
revisao bibliografica acerca do género Dictyota, no qual englobou todos os diterpenos
bioativos publicados até o fim de 2017. Nesse trabalho foi adotado a divisdo dos
diterpenos obtidos no género em trés grupos principais (Figura 39, p. 71). Essa divisao
biogenética foi proposta inicialmente por Teixeira e Kelecom (1988), no qual
organizaram todos os diterpenos obtidos de espécies do género Dictyota baseada na
primeira ciclizacao formal do precursor geranil-geraniol. (Vallim et al., 2005)
Atualmente, esse esquema biogenético foi revisado e formalmente aceito pela
comunidade cientifica. (Chen et al., 2018)

O grupo 1 engloba diterpenos formados pela primeira ciclizagdo entre os
carbonos C1 e C10 do precursor geranil-geraniol (Figura 39, p. 71). Nesse grupo
encontram-se, principalmente, derivados prenilados baseados no esqueleto de
sesquiterpenos guaiano (Figura 40a, p. 72), tendo mais de 50 representantes ja
reportados. Outros esqueletos sesquiterpénicos sdo: germacreno, cadinano e epi-
elemano (Figura 40b-d, p. 72). Os diterpenos de esqueleto guaiano prenilados sao
geralmente nomeados em alusédo ao género: dictyol A-J, pachidictyol A-C. (Vallim et
al., 2005; Koleniskova et al., 2009; Abou-EI-Wafa et al., 2013).

Figura 39. Esquema biogenético para os diterpenos isolados no género Dictyota

Fonte: Adaptado de Vallim et al., 2005)
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Figura 40. Principais classes de diterpenos do grupo 1
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O segundo grupo de diterpenos (grupo 2) € formado pela primeira
ciclizacao dos carbonos C1 e C11 do precursor geranil-geraniol (Figura 39, p. 71).
Nesse grupo, os diterpenos de esqueleto dolabellano, dolastano e seco-dolastano se
destacam, com mais de 120 diterpenos relatados (Figura 41, p. 73). Os diterpenos de
esqueleto dolabellano séao diterpenos biciclicos formados por anéis de 5 a 11
carbonos. Os dolastanos sao diterpenos triciclicos com anéis de 6, 7 e 5 membros,
respectivamente. Ja os diterpenos seco-dolastanos sao formados pela abertura do
anel de 5 membros do dolastano. (Chen et al., 2018)
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Figura 41. Representacao estrutural de diterpenos de esqueleto dolabellano (a),
dolastano (b) e seco-dolastano (c)
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Fonte: Dados do autor

O grupo 3 € composto por diterpenos formados pela primeira ciclizagdo
ocorrendo nos carbonos C2 e C10 do precursor geranil-geraniol ou pela contragéo do
anel do germacreno prenilado (Figura 39, p. 71). Nesse grupo, os diterpenos de
esqueleto xenicano sdo os mais observados. Esses diterpenos tem como estrutura
base um anel de nove membros e pode sofrer processos oxidativos, epoxidacao,
condensacgao e outros tipos de reacdes, resultando em diversos tipos de diterpenos
monociclicos, biciclicos e triciclicos, tais como os diterpenos de esqueleto crenulidano,
crenulano e dichotomano (Figura 42, p. 74).
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Figura 42. Representacao estrutural dos diterpenos de esqueleto xenicano (a),
crenulidano (b), dichotomano (c) e crenulano (d) do grupo 3
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De janeiro de 2018 até a presenta data, 25 publicacbes ja foram
disponibilizadas, porém apenas 4 novos diterpenos foram reportados, sendo as
demais publica¢ées relacionadas a estudos de atividades bioldgicas de compostos
previamente isolados. Esses compostos foram obtidos por Rubiano-Buitrago et al.
(2019) a partir do extrato diclorometano/metanol 1:1 da alga parda D. pinnatifida. Vale
ressaltar que os compostos nhomeados de epi-pachydictyol C (Figura 43, p. 75) e epi-
dictyol C (Figura 43, p. 75) sdo os primeiros relatos de diterpenos de esqueleto
guaiano com o grupo hidroxila no carbono C6, em orientagdo alfa (a). Para comprovar
a existéncia desses dois epimeros, os autores se basearam nos acoplamentos
observados no espectro de NOE, rotacdo Optica e modelos computacionais 3D.
(Rubiano-Buitrago et al., 2019)
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Figura 43. Novos diterpenos isolados de D. pinnatifida
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4.4 Estudo do material biolégico de D. menstrualis e D. mertensii

4.4.1  Coleta de material bioldgico, preparacdo dos extratos e perfil cromatografico

D. menstrualis foi coletada no periodo de maré-baixa nas praias da Pedra
Rachada (03°23’S; 39°54'W), no municipio de Paracuru e na praia do Pacheco
(03°44'S; 38°39"' W), no municipio de Caucaia (Figura 44, p. 78) em margo de 2015.
Ja a espécie D. mertensii foi coletada na praia de Flecheiras (3°13’ S; 39° 16’ 12” W),
no municipio de Trairi, em agosto de 2017. As exsicatas foram preparadas e
identificadas pelo Dr. Pedro Bastos de M. Carneiro e encontra-se depositado no
Herbario Profa. Francisca Pinheiro (HMAR), no Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR), sob o numero HMAR 2998 e 2999.

Figura 44. Locais de coleta de D. menstrualis e D. mertensii no litoral cearense

Fonte: Dados do autor



76

Os materiais biol6gicos das algas pardas, D. menstrualis (aprox. 500 g peso
fresco) e D. mertensii (aprox. 59,0 g peso seco) foram lavadas abundantemente com
agua corrente, seguido por lavagem com agua destilada e secas a temperatura
ambiente por trés (03) dias. Apds esse periodo, os materiais secos foram submetidos
a extragdes com os solventes organicos hexano (2X), AcOEt (2X) e EtOH (2X),
resultando nos respectivos extratos. Os extratos hexanico e AcOEt de ambas as
espécies, separadamente, foram submetidos a diversos fracionamentos
cromatograficos, incluindo cromatografica em coluna em funil poroso, utilizando gel de

silica, sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.4.1.1. Fracionamentos cromatograficos do extrato hexanico de D. menstrualis

O extrato hexanico de D. menstrualis (1,82 g) foi submetido a um
fracionamento cromatogréafico em funil sinterizado sob média presséo, utilizando gel
de silica como fase estacionaria e hexano puro (200 mL), seguido da mistura binaria
de hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade com acréscimo de 20% de
acetato de etila para cada fracao (100 mL) até acetato puro, resultando em 6 fracdes
(A-F). A fracéo B (1,31 g) foi fracionada em coluna cromatografica aberta (CC) sobre
gel de silica e hexano puro (100 mL), seguido da mistura hexano/acetato (200 mL) de
etila em gradiente de polaridade com acréscimo de 5% de acetato de etila e
hexano/acetato de etila 25%, resultando em 10 subfragbes (BA-BJ) reunidas de
acordo com as semelhancas apresentadas por analise em CCD. As subfracdes BC
(184,2 mg) e BE (88,0 mg) foram submetidas a anélise e fracionamento por CLAE,
utilizando colunas de fase reversa preenchidas com C6-Fenil (250 x 10 mm) da marca
Gemini-Phenomenex. O método analitico, método de isolamento e as condi¢des de
operacao padrao estao descritas no método 3, subitens 5.1.4.1 € 5.1.4.2. (p. 129-130).
A partir da subfracao BE, foram coletados 3 picos (Figura 45A, p. 80), dos quais DM-
01 (Tr 19,70 min) e DM-03 (Tr 20,22 min) foram considerados puros, enquanto da
subfracao BC foi coletado 4 picos (Figura 45B, p. 80), do qual DM-02 (Tr 17,85 min)
foi considerado puro, ambos por analise de RMN 'H e '3C.
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Figura 45. Cromatogramas de isolamento dos compostos DM-01 a DM-03
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Fluxograma 03. Metodologia de fracionamento do extrato de etila de D. menstrualis
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Fonte: Dados do autor

4.4.1.2. Fracionamentos cromatograficos do extrato acetato de etila de D. menstrualis

O extrato acetato de etila de D. menstrualis (13,7 g) também foi submetido
a um fracionamento cromatografico em funil sinterizado sob média pressao, utilizando
gel de silica como fase estacionaria e hexano puro (400 mL), seguido da mistura
binaria de hexano/acetato de etila com acréscimo de 25% de acetato de etila para
cada fragédo (300 mL), até acetato de etila e metanol puro, resultando em 6 fracdes (A-
F).

A fracao B (6,9 g) foi submetido a um fracionamento em coluna
cromatografica aberta sobre gel de silica, utilizando hexano puro (300 mL), seguido
da mistura binaria de hexano/acetato de etila (300 mL) nas propor¢des de 9:1 até 4:6

v/v, seguido de acetato de etila (200 mL) e metanol (100 mL) puro. Ap6s analises por
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CCD, as fragdes semelhantes foram reunidas, resultando em nove subfragdes (BA-
Bl). A subfracdo BE (1,85 g) foi submetida a um novo fracionamento utilizando o
mesmo método aplicado a fracédo B, resultando em cinco subfracdes (BEA-BEE) ap6s
analisadas por CCD. A subfracdo BEC (1,04 g) foi diluida na mistura binaria de
diclorometano/metanol 2:8 e fracionada em coluna preenchida com Sephadex LH-20,
resultando nas subtracées BECA (49,0 mg), BECB (174, 0 mg), BECC (352, 0 mg) e
BECD (452,0 mg). As subfracbes BECB e BECC foram submetidas a analises por
CLAE, utilizando colunas de fase reversa preenchidas com C6-Fenil (250 x 10 mm).
O método analitico, método de isolamento e as condi¢cdes de operacao padrao estao
descritas no método 4, subitens 5.1.4.1 e 5.1.4.2. (p. 129-130). A partir da subfracédo
BECB foram coletados 3 picos (Figura 46A, p. 81), sendo dois deles considerados
puros DM-04 (Tr 18,03 min) e DM-05 (Tr 18,96 min), enquanto da subfragcdo BECC
foram re-isolados os compostos DM-02 e DM-04.

A fracdo C (3,34 g) foi submetido a um fracionamento cromatografico sob
as mesmas condigdes descritas para a fracado B do extrato acetato. Apds analises por
CCD, as fragdes semelhantes foram reunidas em dez grupos (CA-CJ). A subfracao
CF (322,0 mg) foi dissolvida e eluida em metanol, acondicionada sobre Sephadex LH-
20, resultando em 46 amostras de 8,0 mL cada. Apds analises por CCD, as amostras
semelhantes foram reunidas em 4 subfracées (CFA-CFD). CFB (166,7 mg) foi
analisada por CLAE nas condi¢des descritas no método 5, subitens 5.1.4.1 e 5.1.4.2.
(p. 00), obtendo-se 5 picos (Figura 46B, p.81), dos quais DM-06 (Tr 17,55 min), DM-
07 (Tr 19,19 min) e DM-08 (Tr 19,74 min) foram considerados puros apds analises
por RMN 'H e '3C.

Figura 46. Cromatogramas de isolamento dos compostos DM-04 a DM-08
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Fluxograma 04. Metodologia de fracionamento do extrato de etila de D. menstrualis
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4.4.1.3. Fracionamentos cromatograficos do extrato acetato de etila de D. mertensii

O extrato acetato de etila e o extrato etandlico da alga parda D. Mertensii,
por serem semelhantes, foram reunidos (3,5 g) e submetidos a fracionamento em
coluna cromatografica aberta (CC). Utilizou-se gel de silica como fase fixa e hexano
puro, seguido da mistura binaria dos solventes hexano/acetato de etila em gradiente
de polaridade, nas propor¢cdes de 75:25; 50:50; 25:75; 0:100 de acetato de etila,
seguido por metanol puro, como eluentes, resultando em seis fracées (A-F). A fracao
B (2,0 g) foi submetido a um novo fracionamento cromatografico em CC, utilizando
hexano puro, seguido da mistura binaria dos solventes hexano/acetato de etila em
gradiente de polaridade (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5; 0:100), seguido por metanol puro. Estas
fragcbes, apds analisadas por CCD, resultaram em 11 subfracbes (BA-BK). A
subfracao BC (343,5 mq) foi dissolvida em metanol e submetida a um fracionamento
cromatografico sobre Sephadex LH-20, resultando em 3 subfracées (BCA-BCC). A
subfracao BCC (222,0 mg) teve seus compostos purificados por CLAE, utilizando
coluna de fase-reversa C6-Fenil, utilizando o método 4 descrito nos subitens 5.1.4.1
e 5.1.4.2. (p. 129-130), resultando em 6 picos (Figura 47A, p. 80), dos quais DM-09
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(Tr 15,16 min), DM-10 (Tr 16,60 min), DM-11 (Tr 20,20 min) foram considerados
puros através da andlise por RMN 'H e 3C. O pico P5 (Tr 21,56 min) apresentou
impurezas na andlise por RMN 'H e foi submetido a nova andlise por CLAE, utilizando
o método 3, descrito nos subitens 5.1.4.1 e 5.1.4.2. (p. 129-130), resultando na
purificacdo de DM-12 (Tr 10,42 min) mostrado na figura 47B (p. 80). A subfracdo BF
(214,5 mgq) foi dissolvida em metanol e submetida a fracionamento cromatografico
sobre Sephadex LH-20, resultando em 3 subfragées (BFA-BFC). A subfragdo BFB
(72,6 mg) foi submetida a CLAE, utilizando o método 3, descrito nos subitens 5.1.4.1
e 5.1.4.2. (p. 130), resultando em 4 picos (Figura 48, p. 80), sendo DM-13 (Tr 10,21
min) apresentando pureza satisfatéria apos analise por RMN 'H.
Figura 47. Cromatogramas de isolamento de DM-09 a DM-11 (A) e DM-12
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Figura 48. Cromatograma de isolamento de DM-13
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Fluxograma 05. Metodologia de fracionamento do extrato de etila de D. mertensii

B BOA il :1[?:%_?1191;}
A —-;135;;3;?1 : (17,0 mg) ;
78,1 mg) e 0
e BC BCE | | DM0
(2435 9) (97,8 mo) (9.1 mg)
Ac. De efila B = BCC L 4 | DM-11
BEso [ [ K@te | | (222,0 mg) (7.6 mg)
BO-BE
| (4605 m
{-, - 9) BFA | | BCC-P5 NETER
(15,5 mg) (537 mg) (7,4 ma)
C-F
g BF BFE DM-13
5 - . L]
8051 mo) (2145 ma) (726 ma) ] (8.4 mg)
BG-BK BFC
(6534 ma) (1052 mg)

Fonte: Dados do autor

4.5, Resultados e discussao

4.5.1. Determinacdo estrutural dos compostos obtidos de D. menstrualis

4.5.1.1 Determinagdo estrutural dos compostos isolados do extrato hexanico de D.

menstrualis

Sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato hexanico de D.
menstrualis resultaram no isolamento e caracterizagdo de trés (03) compostos,
codificados como DM-01, DM-02 e DM-03.

4.5.1.1.1. Determinacao estrutural de DM-01

O composto intitulado DM-01 (42,6 mg) foi purificado na forma de uma
resina incolor, apresentando rotacéo especifica a!- 4,23 ¢. 0,07 em MeOH e absorgao
no espectro ultravioleta DAD-(UVmax) de 202 nm (Apéndice J1-a) em metanol.

O espectro de massas de alta resolucéo (Apéndice J11), mostrou um pico
referente ao aduto de sodio [M + Na]tem m/z 369,2406 u.m.a., indicando a férmula
molecular C22H34O3sNa (IDH=6). Interessantemente, observou-se picos em m/z
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287,2362 e 269,2239, compativeis com as perdas de uma molécula neutra de acido
acético (M+Na-60) e agua (M+Na-18), respectivamente.

A andlise do espectro de RMN 'H de DM-01 (CDClsz, 500 MHz) (Apéndice
J2) apresentou um conjunto de sinais entre 5,09 - 3,89 ppm, com destaque para os
sinais de hidrogénios vinilicos em 6n 5,32 (sl, H-3) e 5,11 (t, J= 7,15 Hz; H-14);
hidrogénios metilidénicos em 4,74 (sl, 2H-18) e dois sinais para hidrogénios
oximetinicos em én 3,89 (d, J= 13,5 Hz; H-6) e 4,93 (m, H-12). Os sinais observados
entre 2,62 - 1,02 ppm indicaram sinais para hidrogénios metinicos e metilénicos,
incluindo sinais para grupos metila ligados a carbonos olefinicos em 61 1,82 (s); 1,69
(s) e 1,62 (s), assim como uma metila dupleto em 61 1,02 (d, J= 6,8 Hz) e uma metila
de grupo acetila em 6n 2,05 (s).

No espectro de RMN '3C BB (CDCls, 125 MHz) (Apéndice J4), observou-
se 22 linhas espectrais, sendo os sinais em 6¢c 172,0 (C-12’) e 21,3 (C-12”) referentes
a um grupo acetila, sugerindo que o composto em discussao se trata de um diterpeno
acetilado. Através dos espectros RMN 3C APT (Apéndice J6) e HSQC (Apéndice J7)
pode-se classificar os 22 sinais de carbono em 05 carbonos metilicos, 04 metilénicos,
01 metilidénico, 08 metinicos e 04 carbonos ndo-hidrogenados.

Uma analise detalhada dos dados obtidos nos espectros de RMN 'H e 13C,
quando comparados com a literatura, indicaram que DM-01 possui estrutura
condizente com diterpenos de esqueleto guaiano prenilado (Hirschfeld et al., 1973),
comumente encontrados em algas do género Dictyota. (Cheng et al., 2014)

Figura 49. Esqueleto base de diterpenos guaiano prenilado

18

F

17 19 20

16

Fonte: Dados do autor

A andlise do espectro de RMN 2D 'H, '"H COSY (Apéndice J8) apresentou
acoplamentos condizentes para o esqueleto base da molécula (Figura 49, p. 85), com
destaque para os acoplamentos entre o sinal do hidrogénio oxi metinico em 6x 3,89
(d, J= 13,5 Hz; H-6) com os hidrogénios metinicos em 6x 2,52 (m, H-5) e 1,59 (m, H-

7), bem como do hidrogénio oxi metinico em 614,93 (m, 3H-12) com H-11 (61 1,92) e
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os hidrogénios alilicos em o6n 2,28 (2H-13). Outros acoplamentos podem ser
verificados na figura 50 (p. 83).
Figura 50. Principais acoplamentos observados para DM-01

OR
CH
N 3
H3C OR CH3 H3C

Fonte: Dados do autor

No espectro de HMBC (Apéndice J9) foram observadas correlagdes entre
0s sinais para os hidrogénios das metilas em 61 1,69 (3H-20) e 1,62 (3H-16) com os
carbonos olefinicos em 6c 119,9 (C-14) e 134,5 (C-15), bem como da metila vinilica
em 61 1,82 (3H-17) com os carbonos sp? em &¢c 123,7 (C-3) e 142,1 (C-4) indicando
as ligacdes duplas em C3/C4 e C14/C15, respectivamente. A posicéo do grupo acetila
em C-12 foi confirmada através das correlagbes observadas entre o sinal de
hidrogénio em 614,93 (m, 3H-12) com o carbono carbonilico em é¢c 172,0 (C-12’), com
o carbono olefinico é¢c 119,9 (C-14) e com o sinal da metila em &¢c 12,6 (C-19). A
posicao da dupla ligacdo exociclica (61 4,74/ 6¢c 107.4) em C-10, adjacente ao anel de
cinco membros, foi confirmado através da correlacdo do sinal em 6n 4,74 com o
carbono em 6¢ 46,0 (C-1). As demais correlagdes observadas para DM-01 encontram-
se sumarizadas na figura 51 (p. 83).

Figura 51. Principais correlagdes (?JcH -3JcH) no espectro de HMBC de DM-01

Fonte: Dados do autor

Embora no espectro de massas nao tenha sido observado o ion
correspondente a molécula protonada, este exibiu trés picos em m/z 287,2362 [M + H
- CH3COOH]*; 269,2239 [M + H - CH3COOH - H20]* e 161,1308 [M + H - CH3COOH -

H20 — CsH12]* u.m.a., os quais estdo de acordo com a proposta na figura 52 (p. 84).
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Figura 52. Fragmentos observados no espectro de massas (EMAR-ESI) para DM-01
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Fonte: Dados do autor

A estereoquimica relativa de DM-01 foi estabelecida através de
comparagéo com dados descritos na literatura e analise do espectro de RMN 2D, 'H,
"H NOESY (Apéndice J10), no qual verificou-se o acoplamento dipolar para H-6 com
H-1 e H-11. A multiplicidade (dt), com valores de constantes de acoplamento (J) de
14,7 e 6,2 Hz, para o hidrogénio oxi metinico H-12, sugere fortemente uma
conformacao anti para a metila C-19 e para 12-OAc. A literatura mostra que, em todos
0s casos em que a estereoquimica do C-11 foi estabelecida, a metila C-19 esta
sempre na posicao B, portanto o grupo acetoxila no carbono C-12 deve estar na
posicao a (Cheng et al., 2014). Vale ressaltar que a fusao dos anéis do sistema peridro
azuleno é sempre trans. (Hirschfeld et al., 1973; Cheng et al., 2014)

Figura 53. Acoplamentos dipolares observados no espectro de NOESY

Fonte: Dados do autor

Com base nas informagdes discutidas e comparacdo com dados da
literatura, conclui-se que DM-01 se trata de um diterpeno guaiano prenilado similar ao
pachydictyol A (Figura 54A, p. 88) (Hirschfeld et al., 1973; Abou-EI-Wafa et al., 2013),
apresentando como Unica diferenga o acréscimo do grupo acila no carbono C-12
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(Figura 54B, p. 85). Em compostos ja isolados no género Dictyota, a presenca de um
ou mais grupos acila é bastante comum, principalmente nas posi¢cées C-1, C-8, C-9,
C-14 e C-15, sendo, entretanto, pouco comum na posicao C-12 (Rivera et al., 1987;
Rosa; Stefano; Zavodnik, 1986; Kolesnikova et al., 2009; Chen et al., 2018). Diante

disso, conclui-se que o composto isolado se trata de um novo derivado diterpénico, o

qual foi definido como dictyol K, seguindo uma sequéncia de nhomenclatura iniciado
por Danise et al. (1976).
Figura 54. Representacao estrutural proposta para dictyol K (B)

Fonte: Dados do autor
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C para DM-01 (CDCls, 500)

HSQC HMBC HSQC (CDs0OD, 500)
(oo du(JemHz)  2JcH 3JcH (oo o1 (J em Hz)
1 46,0 2,62 (m) H-18 47,8 2,64 (m)
2 341 248;2,22 (m) 34,9 2,25 (m); 2,21
(m)
3 123,7 5,32 (sl) - H-17 124.,8 5,32 (sl)
4 1421 - H-6, H-17 1431 -
5 59,1 2,58 (m) . H-18 61,0 2,50 (m)
6 747 3,89 (d, J= - 78,4 3,71 (dd, J= 8,3;
13,5) 3,7
7 46,0 1,59 (m) - H-19 443 1,83 (m)
8 232 1,57-1,52(m) - H-6 23,6 1,53 (m)
9 40,3 2,61;2,19(m) - H-18 41,5 2,63 (m); 2,11
(m)
10 1523 - H-1; H- 154,0 -
18
11 37,6 1,95 (m) H-19 39,6 1,95 (m)
12 766 492(dt, =~ H-13 H-19 78,6 4,84 (m)
14,7; 6,2)
12 172,0 - H-12 173,1 -
122 21,3 2,05 (s) 21,2 2,01 (s)
13 27,7 2,27 (m) H-14 - 30,7 2,28 (m)
14 1199 509(t J=  H-13 H20  121,0 5,4 (t, J=7,15)
7.2)
15 1344 - H-13; H- 135,1 -
20
16 18,0 1,62 (s) H-14,H- 18,1 1,63 ()
20
17 16,0 1,82 (sl) H-3 H-4 16,3 1,78 (s)
18 1074 4,75 (sl) H-1 107,7 4,74 (sl)
19 12,6 1,02 (d, J= 13,4 1,02(d, J=6,8)
6,8)
20 25,8 1,69 (s) Me-16 26,1 1,68 (s)

Fonte: Dados do autor

4.5.1.1.2 Determinacéo estrutural de DM-02

O composto intitulado DM-02 (68,2 mg) foi purificado na forma de uma
resina incolor, apresentando rotagdo especifica [a]4* -20.70 (¢ 0.07 em MeQOH) e
absorcao no espectro ultravioleta DAD-(UVimax) de 202 nm (Apéndice J1-b) em

metanol.
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O espectro de massas de alta resolucédo (Apéndice K8), mostrou um pico
referente ao aduto de sodio [M + Na]* em m/z 427,2458 u.m.a., compativel com a
férmula molecular C24H360OsNa e IDH=7. Além do pico referente ao ion molecular,
foram observados os picos em m/z 367,2241 e 307,2081 u.m.a., referentes com a
perda de duas unidades de acido acético.

O espectro de RMN 'H de DM-02 (CD3OD, 500 MHz) (Apéndice K1),
mostrou-se semelhante ao de DM-01, sendo a Unica diferenga a presenca de sinais
extras em 6n 5,20 (m, H-8) € 1,98 (sl, 3H-8") para um segundo grupo acetila (CHEN
et al., 2018).

No espectro de RMN 3C BB (CDsOD, 125 MHz) (Apéndice K2), foram
observados 24 linhas espectrais, compativeis com um diterpeno diacetilado, em
acordo com o espectro de EMAR. O padrdao de hidrogenagdo de DM-02, foi
determinado pelos espectros de RMN APT (Apéndice K3) e RMN 2D 'H, '3C HSQC
(Apéndice K4), classificados em 06 carbonos metilicos, 03 metilénicos, 01
metilidénico, 09 metinicos e 05 carbonos ndo-hidrogenados.

Os espectros de RMN 2D 'H, 'H COSY, (Apéndice K5) e 'H, '3C HMBC
(Apéndice K6) confirmaram o esqueleto guaiano prenilado para o composto. As
correlagdes entre os hidrogénios oximetinicos H-6 (én 3,83) com o carbono em C-8
(6c 73,6) e de H-8 (61 5,20) com o carbono carbonilico do grupo acila C-8’ (6c 172,1)
somados aos acoplamentos vicinais observados entre o hidrogénio H-5 (61 2,53), H-6
(6n 3,83), H-7 (61 2,10) e H-8 (6H 5,20) permitiram propor a estrutura mostrada na
figura 55 (p. 90) onde o segundo grupo acetila estda em C-8. As principais correlagdes
e acoplamentos observados para DM-02 encontram-se sumarizados na figura 55.

Figura 55. Principais acoplamentos (a) e correlagbes (b) observados nos espectros
de COSY e HMBC, respectivamente

(a) (b)
Fonte: Dados do autor

A estereoquimica relativa de DM-02 foi proposta com base nos

acoplamentos dipolares observados no espectro de RMN 'H, 'TH NOESY (Apéndice
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K7) e comparagdo com DM-01. Os acoplamentos dipolares entre o hidrogénio H-6, a-
posicionado, com H-1 e H-11 e do hidrogénio H-8, B-posicionado, com H-5, 3H-19
confirmam fusdo trans para os anéis, assim como o B-posicionamento do grupo
hidroxila em C-6 e a-posicionamento para o grupo acetila em C-8 (Figura 56, p. 88).

Figura 56. Principais acoplamentos dipolares observados no espectro de NOESY
para DM-02

Fonte: Dados do autor
Através dos dados descritos acima em comparagao com a literatura (Cheng
et al., 2014), conclui-se que DM-02 seja um diterpeno similar a DM-01, inédito na
literatura, nomeado como dictyol M (Figura 57, p. 88).
Figura 57. Representacao estrutural para DM-02

Fonte: Dados do autor
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de DM-02 (CD3OD, 500 MHz)

HSQC HMBC DM-01
oo Oou(JemHz)  2JcH 3JcH (oo SH(J em Hz)
1 48,1 2,75 (m) H-18 47,8 2,64 (m)
2 368 2,53(m):2,10 34,9 2,25 (m); 2,21 (m)
(m)
3 124,8 5,34 (sl) H-17 124.8 5,32 (sl)
4 143,6 - H-6 143,1 -
5 589 2,53 (m) H-17 61,0 2,50 (m)
6 76,8 3,83 (dd, J= 78,4 3,71 (dd, J= 8,3;
12,1; 4,6) 3,7
7 447 2,10 (m) 44,3 1,83 (m)
8 73,6 5,20 (m) H-6 23,6 1,53 (m)
8’ 1721 - - -
8” 21,5 1,98 (s) - -
9 429 289 (dd, = H-18 41,5 2,63 (m); 2,11 (m)
15,3; 1,8);
2,38 (m)
10 1486 - 154,0 -
11 402 2,10 (m) H- H-13 39,6 1,95 (m)
19
12 79,0 4,95 (m) H- 78,6 4,84 (m)
13
122 1724 - H-12 173,1 -
12’ 21,1 2,02 (brs) 21,2 2,01 (s)
13 31,2 2,24, 1 (6,5); 30,7 2.28 (m)
2,32, (m)
14 1203 5,13 (m) H-  H-12,H-16 121,0 5,4 (t, J=7,15)
13 H-20
15 135,0 - H- H-13 135,1 -
16
16 17,9 1,61 (s) H-14, H20 18,1 1,63 (s)
17 152  1,79(d, J= H-2,H5 16,3 1,78 (s)
1,1)
18 112,2 4,83 (m) 107,7 4,74 (sl)
19 13,4 1,00 (d, J= H-12 13,4 1,02 (d, J=6,8)
6,9)
20 26,0 1,69 (s) H-14, H-16 26,1 1,68 (s)

Fonte: Dados do autor

4.5.1.1.3 Determinacao estrutural de DM-03

A molécula codificada como DM-03 (1,6 mg) foi purificado na forma de uma

resina incolor, apresentando rotagdo especifica [a]3! +10,54 (c. 0,16) em MeOH e
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absorcao no espectro ultravioleta DAD-(UVamax) de 241 nm (Apéndice J1-c) em
metanol.

A férmula molecular de DM-083 foi definida como C20H3003 (IDH=6), através
do espectro de massas de alta resolugao, equipado com fonte de ionizagcao por
eletrospray (EMAR-ESI) (Apéndice L7), o qual mostrou pico em m/z 319,2271 u.m.a.
referente ao ion molecular. Outros picos observados foram m/z 301,2125 e 283,2070
u.m.a. para a perda de duas moléculas de agua.

O espectro de RMN 'H (CDsOD, 500 MHz) de DM-03 (Apéndice L1)
apresentou dois sinais em on 4,30 (d, J=16,8 Hz) e 4,25 (d, J=16,8 Hz) para
hidrogénios oximetilénicos diastereotdpicos e um oxi metinico em 644,06 (dd, J=9,4;
4,4 Hz).

Os valores de carbono para DM-03 foram atribuidos com base nas
projecoes gerados para os espectros bidimensionais de RMN 2D 'H, '3C HSQC
(Apéndice L2) e HMBC (Apéndice L3), totalizando 20 sinais, condizente com a
estrutura de um diterpeno.

As correlagbes observadas no espectro de HMBC entre os sinais dos
hidrogénios H-6 (61 4,06) e H-7 (61 2,68) com o carbono em 6c 206,2, sugere um grupo
cetona conjugado, justificado pelo valor de 241 nm, observado no espectro UV. Ja os
hidrogénios oximetilénicos 2H-18 (ou 4,30; 4,25) e o hidrogénio vinilico H-9 (éH 6,21)
mostraram correlagdes com os carbonos em oc 46,5 (C-1) e 163,5 (C-10), como
mostrado na figura 58A (p. 93).

No espectro de RMN 2D 'H, 'H COSY (Apéndice L4), pode-se confirmar o
esqueleto guaiano prenilado para DM-03, através da sequéncia de acoplamentos
vicinais e alilicos observados entre os hidrogénios da porcao ciclica e da porgéao
prenilada da molécula, como pode ser verificado na figura 58B.

Figura 58. Correlacdes (a) e acoplamentos (b) exibidos pelos espectros HMBC e
COSsY

03 HsC20

Fonte: Dados do autor
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A estereoquimica relativa de DM-03 foi deduzida através da analise do
espectro de RMN 2D 'H, '"H NOESY (Apéndice L5), tendo se mostrado idéntica aos
compostos ja relatados neste trabalho, como pode ser verificado na figura 59 (p. 91).

Figura 59. Principais acoplamentos dipolares para DM-03 no espectro de NOESY

Fonte: Dados do autor

Através da analise dos dados descritos acima e comparagdo com a
literatura, conclui-se que DM-03 se trata de um diterpeno de esqueleto guaiano
prenilado inédito, similar aos compostos ja relatados, nomeado como dictyol N (Figura
60).

Figura 60. Representacao estrutural de DM-03

Fonte: Dados do autor
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de DM-03 (CD3OD, 500 MHz)

HSQC HMBC DM-01
Oc OH(J em Hz) 2JcH 8JchH Oc OH(J em Hz)
1465 3,07, (m) H3,H9 478 264 (m)
2 2,56, (dd, J= 34,9 2,25 (m); 2,21
33,5 14,8; 8,5); (m)
232 (m)
3 124,7 5,42 (sl) 124.,8 5,32 (sl)
4 1433 - 143,1 -
5 619 231 (m) H-1|_,|_Iél-3, 61,0 250 (m)
6 212 4,06 (dd, J= H-1 78,4 3,71 (dd, J= 8,3;
’ 9,4;4,4) 3,7
7 268 (dd, J= 44,3 1,83 (m)
628 40,6;4,)
8 2062 - H-7 H-6 23,6 1,53 (m)
9 1201 621l H-18 45 2,63 ((rrT:])); 2,11
10 1635 - H-18 154,0 -
M o904 234(m) H-7 H—1?§93H— 39,6 1,95 (m)
12 1,70 (m); 1,20 3H-19 78,6 4,84 (m)
33,3
(m)
12’ 173,1 -
12” 21,2 2,01 (s)
13 s (2&]2)9 (m); 1,81 30,7 2.28 (m)
W o5 547 ke 7.0) 3|—|-126d 3H- 121,0 514, J=7,1)
15 H-13, 3H- 135,1 -
1426 - 16, 3H-20
16 17.5 1,61 (s) H—1421,03H— 18,1 1,63 (s)
17 155 1,81 (s) H-3 16,3 1,78 ()
18 4,30 (d, J= H-9 107,7 4,74 (s))
638 108
’ 4,25 (d,
J=16,8)
19 18,1 0,84 (d, J=6,5) H-7 13,4 1,02(d, J=6,8)
20 o5 168(s) H-1411,63H- 26,1 1,68 (s)

Fonte: Dados do autor
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4.5.1.2. Determinacg&o estrutural dos metabdlitos obtidos do extrato acetato de etila de

D. menstrualis

O fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila da alga parda
D. menstrualis resultou no isolamento e caracterizagao de cinco (05) compostos,
codificados como DM-04 a DM-08 (subitem 4.4.1.2., p. 80).

4.5.1.2.1. Determinacgao estrutural de DM-04

DM-04 (38,8 mg) foi purificado sob a forma de uma resina amarela,
apresentando rotagéo especifica [a]3! +28.05 (c. 0,2 MeOH) e absor¢do no espectro
ultravioleta DAD-(UVamax) de 230 nm (Apéndice J1-d) em metanol.

O espectro de massas foi obtido por CG EM (Apéndice M6), mostrou o qual
mostrou o pico em m/z 360 u.m.a., referente ao ion molecular. A férmula molecular
C22H3204 (IDH= 7) foi deduzida pela combinagéo dos espectros de massas e RMN 3C
BB APT.

O espectro de RMN 'H (CD3OD, 300 MHz) de DM-04 (Apéndice M1)
apresentou um anico sinal para hidrogénio olefinico (éx5,11; m) indicando uma dupla
ligacao tri substituida. Sinais em 614,96 (dd, J=17,5; 2,8 Hz) e 4,73 (dd, J= 17,5; 2,8
Hz) para hidrogénios oximetilénicos diastereotopicos, e um sinal para hidrogénio oxi
metinico em 61 5,46 (sl). Além disso mostrou sinais para cinco grupos de hidrogénios
metilicos, sendo dois ligados a carbonos olefinicos (6+ 1,68 e 1,60), dois dupletos em
o1 1,03 (d, J= 6,6 Hz) € 0,99 (d, J= 6,0 Hz) e uma metila para grupo acetila em 6+ 2,03
(s). Adicionalmente foram observados sinais em 610,24 (m) e 0,99 (m), caracteristicos
de hidrogénios metilénicos do anel ciclopropénico, os quais mostraram correlagéo, no
espectro de HSQC, com o carbono em &c 9,1 (C-4) confirmando a presencga de um
anel ciclopropanico dissubstituido.

O espectro de RMN 3C BB (CD3OD, 75 MHz) (Apéndice M2), apresentou
22 linhas espectrais, sugerindo um diterpeno possuindo um grupo acetila, justificado
pelos sinais em 6¢c 171,6 (C-8) e 21,0 (C-8”). Foram observados sinais para uma
carboxila de lactona C-19 (6¢ 176,6) e duas ligagdes duplas em é¢c 169,6 (C-1), 133,1
(C-14), 129,5 (C-2) e 125,0 (C-13). Os espectros de RMN '3C APT (Apéndice M3) e
RMN 2D 'H, 3C HSQC (Apéndice M4) foram utilizados para definir o padrao de
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hidrogenagéo de cada carbono, como sendo 5 carbonos metilicos, 5 metilénicos, 7
metinicos e 5 ndo-hidrogenados.

O espectro de RMN 2D 'H, 3C HMBC (Apéndice M5), confirmaram a
presenca de uma y-lactona a,B-insaturada através das correlagcbes entre os
hidrogénios oximetilénicos diastereotdpicos em 614,96 (dd, J= 17,5; 2,8 Hz; H-18a) e
4,73 (dd, J=17,5; 2,8 Hz; H-18b) com os carbonos em éc 169,6 (C-1), 129,5 (C-2) e
176,6 (C-19), sendo estes caracteristicos de diterpenos de esqueleto crenulidano
(Figura 61, p. 96), os quais sdo formados por um sistema biciclico do tipo [6.1.0]
nonano (Wang; Pinard; Paquette, 1996). Essa estrutura base foi primeiramente
identificada por Sun, McEnroe e Fenical (1982) a partir de estudos com a alga parda
D. crenulata. Posteriormente foi obtido de outras espécies do género (Chen et al.,
2018).

Figura 61. Estrutura basica de diterpenos de esqueleto crenulidano

Fonte: Dados do autor

Ainda no espectro de HMBC, as correlagdes entre o hidrogénio em 61 3,33
(H-9) com os carbonos da y-lactona a,B-insaturada (C-1, C-2 e C-18), C-17 (6¢c 17,7)
e C-8 (73,5) e C-10 (6¢c 33,8), juntamente com outras correlacbes sumarizadas na
figura 62 (p. 96) suportam a proposta estrutural mostrada abaixo.
Figura 62. Principais correla¢cdes observadas no espectro de HMBC para DM-04

O espectro de RMN 'H, 'H NOESY (Apéndice M7) mostrou apenas
acoplamentos dipolares entre os hidrogénios én 3,33 (H-9) e 1,08 (H-17), sendo a
estereoquimica dos demais centros atribuidos por comparacdo com os dados
propostos por Wang, Pinard e Paquette (1996) que deduziram a estereoquimica
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absoluta do acetoxicrenulideo (Figura 63, p. 95) a partir de técnicas de cristalografia
de raio-X.

Figura 63. Representacao estrutural para DM-04
Hg4 H

‘.
‘1,

13 17 o)
Fonte: Dados do autor

Pesquisas realizadas na literatura sobre o género Dictyota mostraram que
os dados descritos para o composto sdo compativeis com o diterpeno conhecido como
acetoxicrenulideo (Figura 63, p. 97), previamente isolado por Sun, McEnroe e Fennical
(1982). Guella e Pietra (1993) propuseram que os diterpenos de esqueleto crenulidano
sejam formados a partir de reagOes de foto isomerizacao de diterpenos de esqueleto
xenicano (Figura 42, p. 74).
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Tabela 16. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C obtidos para DM-04 (CD3OD,)

HSQC HMBC * Literatura (CDCls)

Oc OH(J em Hz) 2deH SJen Oc OH(J em Hz)

1 169,6 - H-9; 166,5 -
2H-18
2 1295 - 2H4; H9; 128,8 -
2H-18
3 11,1 1,50 (m) 10,3
4 91 0,99 (m); 0,24 8,4 0,89 (m); 0,39 (M)
5 26,8 0,99 (m) 3H-20 25,9
6 304 1,21 (m) 2H-4 29,3
7 446 1,88 (m) 43,9
8 735 5,46 (s) H7: H9 72,2 5,48 (t, J= 4)
8 1716 - H-8” 169,7 -
8” 21,0 2,03 (s) 21,3 2,03
9 48,0 3,33 (M) 47,4 3,27 (d, J=7,5)
10 33,8 1,63 (M) 3H-17 32,8
11 36,5 1,29; 1,21 (m) 3H-17 35,7
12 26,3 2,03 (m) 25,7
13 125,0 5,11 (m) 123,56 5,07 (t, J=7,5)
14 133,1 - 132,4 -
15 25,8 1,68 (s) H-13 25,5 1,70 (s)
16 17,3 1,60 (s) H-9 17,1 1,59 (s)
17 17,7 1,03 (d, J= 6,6) H-13 17,7 1,02 (d, J=7,5)
18 73,4 4,96;4,73 (dd, 71,5 4,85; 4,74 (dd,
J=17,5; 2,8) J=16; 2,5)

19 176,6 - 2H-18 174,2
20 23,6 0,99 (s) 23,4 0,99 (d, J=5Hz)

Fonte: Dados do autor * Sun, McEnroe e Fennical (1982).

4.5.1.2.2. Determinagao estrutural de DM-05

DM-05 (11,3 mg), obtido na forma de uma resina amarela, apresentou
rotacdo especifica [a]3! - 12.33 (c. 0,2 MeOH) e absorgéo no espectro ultravioleta
DAD-(UVmax) de 230 nm (Apéndice J1-e) em metanol.

O espectro de massas de DM-05 foi obtido por CG EM (Apéndice N6),
mostrou pico para o ion molecular em m/z 360 u.m.a., que aliado aos espectros de
RMN '3C e APT, foi compativel com a férmula molecular C22H3204 com (IDH= 7).

O espectro de RMN 'H (CD3OD, 300 MHz) de DM-05 (Apéndice N1),
apresentou padrao de distribuicdo dos sinais similar ao DM-04, sendo as principais
diferengas nos deslocamentos quimicos dos sinais em 612,96 (d, J= 11,7 Hz, H-9),
2,40 (m, H-10) € 0,96 (m, H-4).
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O espectro de RMN '3C (CDsOD, 75 MHz) (Apéndice N2) de DM-05
apresentou 22 linhas espectrais, condizente com um diterpeno acetilado como
evidenciado pelos deslocamentos quimicos em 6c 172,7 (C-8) e 21,1 (C-8”). Os sinais
de carbono em 6¢c 176,9 (C-18), 169,5 (C-2), 132,1(C-1) indicaram uma y-lactona a,-
insaturada, enquanto os sinais em 6c 27,7 (C-5), 14,4 (C-3), 8,4 (C-4) foram sugestivos
de anel ciclopropanico. Como ja mencionado, os espectros de RMN 3C APT
(Apéndice N3) e RMN 'H, "H HSQC (Apéndice N4) mostraram o mesmo padréo de
hidrogenacao apresentado por DM-04, mas com pequenas diferengcas nos
deslocamentos quimicos.

Como esperado, as correlagdes observadas no espectro de RMN 'H,
13C HMBC (Apéndice N5) indicaram que DM-05 também se trata de um diterpeno
crenulidano, conforme sumarizadas na figura 64 (p. 99). A principal diferenca entre
DM-05 e o acetoxicrenulideo (DM-04) foi verificada entre as correlacbes dos
hidrogénios metilénicos do anel ciclopropanico em éx 0,36 (m) e 0,97 (m) com o
carbono beta (B) da y-lactona (169,5), diferente do observado para DM-04, cuja
correlacdo era com o carbono-a. Isto indica que DM-05 se trata de um isémero de
posicao de DM-04, uma vez que ambos 0s compostos podem ser formados a partir
de uma reagéo de esterificagdo, como pode ser visto na figura 65 (p. 100).

Figura 64. Principais correlagdes observadas no espectro de HMBC para DM-05

Fonte: Dados do autor

Figura 65. Proposta biossintética para formagéo dos diterpenos acetoxicrenulideo (a)

e Isoacetoxicrenulatina (b)

/H
(0] 0 (0]
Q 19 HO )
HO ~— /9 5
HO — ° — >
18 18 -H,0
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Por fim, a estereoquimica relativa foi proposta com base na comparagao
entre os dados de RMN 'H e '®C de DM-05 com os valores obtidos da literatura
(Ishitsuka et al., 1983; Cheng et al., 2014) e pelo acoplamento dipolar observado entre
os hidrogénios H-9 com os metilicos 3H-17. Desta forma, a estrutura completa de DM-
05 foi determinada de acordo como mostrado na figura 66.

Figura 66. Representacao estrutural para DM-05

Fonte: Dados do autor

Pesquisas realizadas na literatura mostram que o composto em questéo,
se trata do diterpeno isoacetoxicrenulatina, previamente isolado da alga parda
Pachydictyol coriaceum (Ishitsuka et al., 1983).
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de DM-05 (CD3OD, 300)

HSQC HMBC *Lit. (CDCIs 90)
Oc OH(J em Hz) 2JeH 8JchH Oc OH(J em Hz)
1 132,1 - H-9 H-8, H-19ab 131,1 -
2 169,5 - H-19ab H-4a, H-9 162,4 -
3 14,4 1,81 (m) H-4a - 13,2 1,80 (m)
4 8,4 0,36 (dd, J= - - 7,9 0,18 (m)
10,7, 5,2); 0,97 0,89 (m)
5 27,5 0,97 (m) - Me-20 25,7 0,53 (m)
6 31,4 1,17 (m) Me-20 H-4a, H-8, 29.8 0,89 (m)
7 45,9 1,79 (m), 1,74 - Me-20, H-9 448 -
8 72,8 5,52 (t, J= 3,6) H-9 - 70,9 5,05 (t, J=95)
8 172,7 - Me-8” - -
8” 21.1 1,91 (s) - 1,87 (s)
9 48,0 2,96 (d, J=11,7) - Me-17 46,8 2,73 (d,
J=11)
10 31,0 2,40 (m) H-9, 30,1 2,36 (M)
Me-17
11 36,6 1,17 (m), 0,97 - Me-17 35,6 089( )
12 25,9 1,90 (m), 1,83 - - 26,4
13 125,7 5,01(t, J=7,17) - Me-15, Me- 124,7 4,95 (t J=7)
16
14 132,11 - Me15, - 131,5 -
Me16
15 25,9 1,55 (s) - H13, Me-16 24,7 1,52 (s)
16 18,2 1,63 (d, J=1,1) - H13, Me-15 17,5 1,61 (s)
17 17,7 1,09 (d, J=6,4) - H-9 18,0 0,90 (d, J=6)
18 1769 - - H-9, H-19ab 173,8 -
19 73,2 4,86 (d, J=18,0) 2H-18 71,3 4,66; 4,40
4,72 (d, J=18,0) (d, J=16)
20 24 1 1,02 (d, J=6,2) 23,7 0,98 (d,J=7)
Fonte: Dados do autor *ISHITSUKA et al., 1983.

4.5.1.2.3. Determinacao estrutural de DM-06

O composto codificado como DM-06 (13,4 mg) foi obtido na forma de uma
resina amarela, com rotagao especifica [a]3! + 31,8 (c. 0,2 em MeOH) e absorgéo no
espectro ultravioleta DAD-(UVamax) de 230 nm (Apéndice J1-f) em metanol.
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A férmula molecular de DM-06 foi deduzida a partir do espectro de RMN
13C e CGEM (Apéndice O4), o qual mostrou um pico correspondente ao ion molecular
em m/z 318 u.m.a., compativel com a formula C20H3003 a qual apresenta IDH= 6.

O espectro de RMN 'H (CD3OD, 300 MHz) de DM-06 (Apéndice O1),
mostrou-se semelhante aos espectros dos compostos DM-04 e DM-05, porém sem 0s
sinais para grupos acetila.

O espectro de RMN 3C BB (CD30D, 75 MHz) de DM-06 (Apéndice 02),
apresentou 20 linhas espectrais, cujos deslocamentos quimicos foram semelhantes
aos dos compostos acetoxicrenulideo (DM-04) e isoacetoxicrenulatina (DM-05).

O espectro de RMN 2D 'H, '3C HMBC (Apéndice O3) foi fundamental para
definir a estrutura final de DM-06. A correlagdo entre o sinal do hidrogénio metilénico
do anel ciclopropanico em 6n 0,26 (sl) com o carbono-a da y-lactona a,B-insaturada
(6c 128,7) indicou que o composto em discussao apresenta estrutura semelhante ao
acetoxicrenulideo (DM-04), mas contendo o grupo hidroxila livre em vez de acetilado.
A confirmacao da posi¢céo do grupo hidroxila em C-8 foi evidenciada pelo valor do
deslocamento quimico de H-8 em on 4,28 (sl) mais protegido do que seu
correspondente em DM-04 (61 5,46), bem como pelas correlagdes dos hidrogénios em
on 3,16 (H-9) e 1,81 (H-7) com o carbono em &c 70,2 (C-8). As demais correlacdes
encontram-se sumarizadas na figura 67 (p. 100).

Figura 67. Principais correla¢cdes observadas no espectro de HMBC para DM-06

Fonte: Dados do autor

A comparacdo dos dados de RMN 'H e '3C de DM-06 com os dados

descritos na literatura mostram que o composto em andlise corresponde ao diterpeno
conhecido como 8-hidroxicrenulideo, previamente isolado de D. crenulata (Midlard;
Wing; Sims, 1882).



101

Figura 68. Representacao estrutural de DM-06

Fonte: Dados do autor

O diterpeno de esqueleto crenulidano acetoxicrenulideo (DM-04), isolado
de D. crenulata por Sun, McRoe e Fenical (1982) foi o primeiro exemplo relatado para
esse esqueleto, posteriormente isolou-se outros compostos, entre 0s quais incluem
isoacetoxicrenulatina (DM-05) e 8-hidroxicrenulideo (DM-06). Esses compostos
geralmente apresentam propriedades anti-microfouling, anti-inflamatério e potente
atividade piscicida, que inibe a predacao da espécie por peixes e outros organismos
marinhos (Chen et al., 2018).

Tabela 18. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de DM-06 (CD3OD, 300)

HSQC HMBC Lit* (CDClIs, 500)
Oc OH(J em Hz) 2JcH SJcH Oc OH(J em Hz)
1 168,8 - H-9; 168,5 -
2H-18
2 1287 - H-4; H-9; 128,1 -
2H-18
3 10,9 1,46 (M) H-4 10,2 1,3 (m)
4 8,9 0,96 (m); 0,26 (m) 8,2 0,33 (m)
5 27,2 0,96 (m) H-4 3H-20 26,1 -
6 29,6 1,18 (m) 2H-4 28,5 1,3 (M)
7 49,0 1,81 (m) H-9 48,6 1,9 (m)
8 70,2 4,28 (sl) H7; H9 70,0 4,34 (m)
9 50,6 3,16 (d, J=8,7) H-7,3H-17 48,9 3,09 (d, J= 8,1)
10 33,6 1,77 (m) 3H-17 32,9 1,9(m)
11 36,8 1,34 (m); 1,18 (m) 35,8 1,3 (m)
12 26,3 2,13 (m) 3H-17 25,7 1,9 (m)
13 1251 5,13 (t, J=5,8) 123,8 5,08 (t, J=7)
14 1329 - 132,3 -
15 25,8 1,68 (s) H-13 25,6 1,71 (s)
16 18,3 1,60 (d, J=1,1) H-9 17,7 1,62 (s)
17 17,7 1,06 (d, J=6,6) H-13 17,4 1,05(d, J=7,3)
18 74,0 5,03 (dd, J=17,5; H-9 72,3 5,01 (dd, J=17;
2,6); 4,75 (dd, J= 3); 4,67 (dd,
17,5; 2,6) =17; 3)
19 177,2 - 2H-18 1747 -
20 240 1,01(d, J=7,0) 23,7 1,02(d, J=7,3)

Fonte: Dados do autor

*Midlard; Wing; Sims, (1882)
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4.5.1.2.4. Determinacao estrutural de DM-07

O composto codificado como DM-07 (4,8 mg) foi obtido na forma de uma
resina incolor. Este apresentou rotagdo especifica [a]3! + 7,51 (c. 0,2 em MeOH) e
absorcao no espectro ultravioleta DAD-(UVimax) de 202 nm (Apéndice J1-g) em
metanol.

O espectro de massas CG MS (Apéndice P7) apresentou um pico
correspondente ao ion molecular em m/z 306 u.m.a., indicando a formula molecular
C20H3402a qual apresenta IDH= 4.

O espectro de RMN 'H (CDsOD, 300 MHz) de DM-07 (Apéndice P1),
apresentou dois sinais para hidrogénios ligados a carbonos olefinicos em 6+ 5,43 (s)
e 5,14 (1, J= 7,2 Hz), um sinal para hidrogénio oxi metinico em én 4,12 (d, J= 10 Hz),
além de sinais para grupos metilicos em én 1,72 (sl); 1,67 (d, J=1,2); 1,61 (sl); 1,13 e
1,02 (d, J=1,2).

O espectro de RMN 3C BB (CD3OD, 75 MHz) de DM-07 (Apéndice P2),
apresentou 20 linhas espectrais, sugestivo de um composto diterpenico. Foram
observados sinais para quatro carbonos olefinicos em é¢c 137,0; 131,8; 126,1 e 125,5,
bem como dois sinais para carbonos oximetinicos em &c 71,3 e 71,1. Os espectros de
RMN 13C APT (Apéndice P3) e HSQC (Apéndice P4) foram utilizados para definir o
padrao de hidrogenacdo dos carbonos como sendo 05 carbonos metilicos, 05
metilénicos, 07 metinicos e 03 carbonos nao-hidrogenados.

A comparacao entre os dados descritos acima e os dos compostos
anteriormente relatados, neste trabalho, indicam que DM-07 seja um diterpeno com
esqueleto diferente daqueles ja abordados, embora contenha a mesma porgcao
aciclica 2-metil-hept-2-eno, o qual foi comparado pelo espectro de HMBC (Apéndice
P5), através das correlagdes entre os hidrogénios metilicos em 6+ 1,61 (sl, 3H-16) e
1,67 (d, J= 1,2; 3H-20) com os carbonos em éc 126,1 (C-14) e 131,8 (C-15), comum
para os diterpenos do grupo | (grupo dos sesquiterpenos prenilados) (CHENG et al.,
2014).

As correlacdes das metilas em 61 1,72 (sl, 3H-17) e 1,13 (s, 3H-18) com os
carbonos oximetinicos em 6c 71,3 (C-5) e 71,1 (C-10) e olefinicos em 6¢c 123,3 (C-3) e
137,0 (C-4) sugerem um anel biciclico do tipo decalina com dois grupos hidroxila
posicionados nos carbonos C-5 e C-10 (Figura 69, p. 104), caracteristico de diterpenos
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gue apresentam esqueleto do tipo cadinano prenilado (Ishitsuka et al., 1988; Chen et
al., 2018).

Figura 69. Representacdo estrutural do esqueleto base cadinano prenilado (a) e

correlagdes observadas no espectro HMBC (b)

Fonte: Dados do autor
O padrao de fragmentacao da molécula foi estabelecido através dos picos
observados em m/z 306 (M*), 288 (M* - H20), 270 (M* - 2H20) e 159 (M* - 2H20 —
CsH1s) pico base, como pode ser visto na figura abaixo.

Figura 70. Principais fragmentos observados no espectro de EMAR para DM-07

m/z 306 m/z 288 m/z 270

[ frrd

OH
9 @ HO
m/z 69

Fonte: Dados do autor

A estereoquimica relativa foi atribuida a partir do espectro de RMN 'H, 'H
NOESY (Apéndice P6) através dos acoplamentos dipolares entre os hidrogénios em
on4,12 (H-5); 1,91 (H-1) e 1,13 (3H-18), sugerindo uma orientagdo comum para ambas
as hidroxilas nos carbonos C-5 e C-10. A fusao trans para os anéis da decalina, assim
como as demais configuragdes relativas foram atribuidas com base na comparagéao
dos dados de RMN 'H e '®C de DM-07 com os dados relatados por Ishitsuka et al.
(1990), mostrando que o composto em questao se trata do diterpeno dictyotina A
(Figura 71, p. 104), previamente isolada de D. dichotoma (Koleniskova, et al., 2006).
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Figura 71. Estereoquimica relativa proposta para DM-07

Fonte: Dados do autor

Figura 72. Representacao estrutural de DM-07

Fonte: Dados do autor

Pesquisas realizadas na literatura mostraram que diterpenos de esqueleto
cadinano prenilado sdo comuns em algas pardas da familia Dictyotaceae (Ishitsuka et
al., 1988; Chen et al., 2018), embora apenas cinco compostos tenham sido relatados

para espécies do género Dictyota (Kolesnikova et al., 2006).
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C obtidos para DM-07 (CD3OD)

HSQC HMBC Literatura®
(Pyr-df 500 MHz)
dc OH (J em Hz) 2JcH S3JcH dc OH (J em Hz)
1 429 1,74 (m) 3H-18 41,0 1,80 (ddd, J= 12; 11,
6)
2 261 2,07 (m) 245 2,56 (dd, J= 18; 11);
213 (m)
3 1235 5,43 (sl) 3H-17 1211 5,48 (sl)
4 137,0 - 3H-17 136,2 -
5 71,3 4/12(d, J=10,0) 68,8 4,39 (d)
6 44,6 1,91 (m) 43,2 2 46 (m)
7 359 2.01 (m) 34,1 2.45 (m)
8 218 1,79 (m) 20.3 2,15 (it, J=13; 1,5)
1,76 (dtd, J= 13; 3,5;
1,5)
9 39,1 1,34 (m) 3H-18 37,2 1,65 (m)
10 711 - 3H-18 67,9 -
11 33,0 1,98 (m) 3H-19 31.0 218 (m)
12 38,5 1,61 (m); 1,31 3H-19 37,2 1,63 (M);
(m) 1,33 (m)
13 27,5 2,10 (m) 25,6 2,05 (m);
1,97 (m)
14 126,1 518 (t, J=7,2) 3H-16; 1244 5,16 (i)
3H-20
15 1318 - 3H-16; 129,3 -
3H-20
16 17,7 1,61 (sl) 3H-20 16,3 1,48 (sl)
17 19,9 1,72 (sl) 19,0 1,92 (sl)
18 288 1,13 (s) 28.0 1,23 (s)
19 19,8 1,02 (d, J=7,0) 18,2 1,03 (d, J=7)
20 258 1.67(d, J=1,2) 3H-16 244 | 1,54 (sl)

4.5.1.2.5. Determinacgao estrutural de DM-08

Fonte: Dados do autor

*Ishitsuka et al., 1990.

O composto codificado como DM-08 (10,0 mg) foi obtido como uma resina

incolor, apresentando rotagdo especifica [a]3! + 18,08 (c. 0,2 em MeOH) e absorgao

no espectro ultravioleta DAD-(UVmax) de 202 nm em metanol (Apéndice J1-h).

A férmula molecular C20H3402 foi obtida pela combinacédo dos espectros de

RMN 13C e por espectrometria de massas CGEM (Apéndice Q4), através do pico para

o ion molecular em m/z 306 u.m.a., a qual apresenta IDH=4.
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Os espectros de RMN 'H (CDsOD, 300 MHz, Apéndice Q1) e RMN '3C BB
(CD3OD, 75 MHz, Apéndice Q2), apresentaram perfil de distribuicdo de seus sinais
semelhante aos de DM-01, porém sem os sinais para a dupla ligacao exociclica e para
0 grupo acetila.

No espectro de RMN 2D 'H,'3C HMBC (Apéndice Q3) foram observadas
as correlagcées caracteristicas para diterpenos de esqueleto guaiano prenilado,
resumidos na figura 73 (p. 107). As correlagdes entre o grupo metila em o1 1,16 (sl,
3H-18) com os carbonos em &c 51,6 (C-1), 47,8 (C-9) e 73,3 (C-10) sugerem a
presenca de um segundo grupo hidroxila ligado ao carbono nao-hidrogenado C-10.

Figura 73. Principais correlagcdes observadas no espectro de HMBC para DM-08

Pesquisas realizadas na literatura mostraram que o composto em questao
se trata do diterpeno dictyol C (Figura 74, p. 106), inicialmente isolado das glandulas
digestivas do molusco gastrépode conhecido como “lebre do mar depilatério” Aplysia
depilans e da alga parda D. dichotoma por Danise et al. (1976). Esse achado revelou
que os diterpenos isolados de moluscos sédo provenientes de sua alimentacao. Dictyol
C também foi isolado de D. dentata (Alarado; Gerwick, 2004) e D. divaricata (Kénig;
Wright; Sticher, 1991). Estudos mostraram que o dictyol C apresenta efeito protetor
do DNA, antitumoral, antioxidante e anti-incrustante (Ayyad et al., 2011).

Figura 74. Representacao estrutural para DM-08

18

Hs

H3(2)0

Fonte: Dados do autor
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Tabela 20. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de DM-08 ((CDsOD, 300)

HSQC HMBC *Literatura
CDCI3 100 MHz

oc o1 (J em Hz) 2JcH S8JcH dc OH (J em Hz)
1 51,6 2,20 (m) - 3H-18 50,0 2,21 (m)
2 337 231(m);213(m) H-3 - 32,9
3 124,0 5,22 (sl) - 3H-17 123,2 5,26 (d)
4 1441 - 3H-17 H-6 142,7 -
5 53,4 2,88 (m) H-6 H-3; 3H-17 52,7 2,74 (m)
6 76,4 3,75 (dd, J= 8,6; - 744 3,87 (d, J=9)

3,8)
7 50,1 1,36 (m) - H-9; 3H-19 491
8 20,6 1,22 (m) H-9 H-6 19,7
9 478 1,92 (dd, J=7,1; - 3H-18 46,6
1,7)
10 73,3 - H-9; - 72,4
3H-18
11 36,0 2,31 (m) 3H-19 - 34,5
12 36,2 1,60 (m) 1,40 (m) - 3H-19 34,8
13 26,5 2,01 - 25,5
14 126,2 515 (t, J=7,1) - 3H-16; 3H-20 124,7 5,14 (t, J=6)
15 131,6 - 3H16; - 131,2 -
3H-20

16 25,8 1,60 (d, J=1,1) - H-14 25,6 1,62 (s)
17 16,6 1,80 (sl) - - 16,2 1,85 (s)
18 30,2 1,16 (s) - - 30,0 1,22 (s
19 17,6 0,98 (d, J=6,1) - - 17,4 1,00 (d, J=6)
20 17,7 1,67 (s) - H-14 17,6 1,70 (m)

Fonte: Dados do autor  *Danise et al., 1976.

4.5.2. Determinacao estrutural dos compostos isolados de Dictyota

mertensii

4.5.2.1. Determinagédo estrutural dos metabdlitos obtidos do extrato acetato de etila
da alga parda Dictyota mertensii

A partir do fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila (3,5 g)
da alga parda D. mertensii, isolou-se e caracterizou-se 5 compostos codificados como

DM-09, DM-10, DM-11, DM-12 e DM-13 (p. 82).

4.5.2.1.1. Determinacgao estrutural de DM-09
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O composto denominado DM-09 foi isolado na forma de uma resina de
coloragdo amarela, apresentando rotacao especifica de [a]3! + 58,232 (c. 0,1 MeOH)
e absorc¢ao do espectro de ultravioleta DAD-(UVmax) 208 nm (Apéndice J1-i).

A caracterizagao estrutural de DM-09 foi realizada através da analise de
seus espectros de RMN uni e bidimensionais, onde se observou no espectro de RMN
'H (CDsOD, 300 MHz) (Apéndice R1) sinais em &1 7,57 ppm, integrados para cinco
hidrogénios, condizentes com um anel benzénico monossubstituido. Verificou-se
também dois sinais para hidrogénios ligados a carbonos metilénicos em 614,53 e 3,34
proximos a atomo eletronegativo, juntamente com um sinal intenso em &n 3,02 ppm,
integrado para seis hidrogénios o qual foi atribuido a duas metilas. Por fim, os sinais
em ox 1,39; 1,29 € 0,97 indicam a presenca de cadeia alifatica saturada.

Nos espectros de RMN de '3C BB (CDs0D, 75 MHz) (Apéndice R2), '3C
APT (Apéndice R3) e 2D 'H, 'TH HSQC (Apéndice R4) confirmou-se a existéncia do
anel benzénico monossubstituido através dos sinais na faixa de 6c 134,2 - 129,04
ppm, assim como da cadeia longa de hidrocarboneto saturada através dos valores de
sinais para carbonos metilidénicos na faixa de éc 33,8 — 27,5 ppm para carbonos
metilénicos.

Através da andlise dos espectros bidimensionais de RMN 'H, H
COSY (Apéndice R5) pode-se determinar a estrutura basica de DM-09, através dos
acoplamentos entre os sinais de hidrogénio atribuidos a cadeia alifatica saturada (6w
1,39; 1,88) com hidrogénios metilénicos ligados a um heteroatomo em o1 3,34. No
espectro de HMBC (Apéndice R6) o sinal em 6n 3,34 mostrou correlacbes com os
atomos de carbonos em 6c 23,8 e 68,9 e com o sinal das metilas em 61 50,4 ppm,
indicando a presenca de um grupo amino tetra substituido N,N-dimetil ligado a uma
cadeia longa saturada (Figura 75, p. 109). Ja o sinal em &1 4,53 mostrou correlagdes
com 0s sinais atribuidos ao anel benzénico monossubstituido (61 7,57) € com os sinais
de metila do sistema N,N-dimetil (Figura 75).
Figura 75. Principais acoplamentos (—) e correlagdes (7 ) observados para DM-09

nos espectros COSY e HMBC

/F\]\ 1 n
H3;C CHj

Fonte: Dados do autor
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A massa molecular da cadeia longa foi determinada através da analise do
espectro de massas obtido por CG EM (Apéndice R7), onde se observou o pico em
m/z 241 u.m.a., correspondente a uma cadeia de 14 atomos de carbono de um
sistema N,N-dimetil-tetradecano-1-amino, justificado pela perda do radical benzila (91
u.m.a.). Além deste, foi observado o pico em m/z = 58 u.m.a., pico base,
correspondente a unidade N-metil-N-metilenometanamina, como mostrado na figura

abaixo.
Figura 76. Principais fragmentos observados no espectro de massas

A S
©/\/N 10 /m/z:241

\ .
M+ = 332 ©/
(n&o observado) F '/Hﬁ/
~ 0
/N_
m/z = 58

Fonte: Dados do autor
Pesquisas realizadas na literatura mostraram que o composto em questao

se trata de uma amina quaternéria, relatado como sendo de origem sintética,
comercialmente produzido na forma de um sal de cloreto de alquil dimetil benzil
amdnio ou cloreto de benzalcbnio (Figura 77), podendo ter cadeias contendo de 8-16
atomos de carbono.

Figura 77. Representacao estrutural de DM-09

7 1 o3 5' 7 9 11" 13

Fonte: Dados do autor
4.5.2.1.2. Determinacao estrutural de DM-10

O composto denominado DM-10, isolado na forma de uma resina de
coloragdo amarela, apresentou rotagéo especifica de [|3! + 56,302 (c. 0,1 MeOH) e
absorcao do espectro de ultravioleta DAD-(UVamax) 208 nm (Apéndice J1-j).

Os espectros de RMN uni e bidimensionais mostraram-se idénticas ao do
composto DM-10, nos levando a propor que a diferenga entre estes compostos possa
estar associada ao tamanho da cadeia de hidrocarboneto ligada ao grupo N,N-dimetil.

Isto foi confirmado através do espectro de massas obtido por CG EM-IE (Apéndice
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S6), onde se observou o pico correspondente a uma cadeia com 12 atomos de
carbono em um sistema N,N-dimetil-dodecano-1-amino em m/z 213 u.m.a.

Figura 78. Principais fragmentos observados no espectro de massas

N T SN

/\ 8 T miz=213

M+ = 304

(n&o observado) ©/ F AR
SN
SON=
m/z = 58

Fonte: Dados do autor

Figura 79. Representacao estrutural para DM-10

7 1 1 3 5 7 o 11

Fonte: Dados do autor

Os compostos DM-09 e DM-10, conhecidos como cloretos de benzalconio,
sdo surfactantes catibnicos e possuem acado antimicrobiana, sendo largamente
utiizados em produtos de limpeza e higiene pessoal, além de formulacdes
farmacéuticas (Chang et al., 2015). Os relatos de obtencao destes compostos a partir
de fontes naturais s&o geralmente associados ao descarte no meio ambiente de uma
grande quantidade de produtos contendo estes compostos em sua formulacao, sendo
facilmente incorporados no tecido celular dos organismos terrestres e marinhos
(Russo et al., 2018). Em 2016, o FDA (Food and Drug Administration) anunciou a
proibicdo da utilizacdo de uma série de derivados dos cloretos de benzalcénio na
formulacdo de produtos de higiene pessoal, como os antibacterianos, pois eles

carecem de estudos complementares quanto aos riscos a saude humana.
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C para DM-09 e DM-10

(CDsOD)
DM-09 (CDsOD, 300 DM-10 (CDsOD, 300 HMBC
MHz) MHz)
dc o1 (Jem Hz) oc o1 (JemHz)  2UcH 3JcH
1 129,0 - 129,0 - H-1 -
2 1342 7,57 (m) 134,2 7,56 (m) i H-1
3 1304 7,57 (m) 130,4 7,56 (m) i i
4 1320 7,57 (m) 132,0 7,56 (m) : i
5 1304 7,57 (m) 130,4 7,56 (m) i i
6 134,2 7,57 (m) 134,2 7,56 (m) - H-1
7 68,9 4,53 (s) 68,9 4,52 (s) H-8/9 H-1; H-3/7
8 50,4 3,02 (s) 50,2 3,02 (s) - H-1/1"; H-9
9 50,4 3,02 (s) 50,2 3,02 (s) ~ H1/M;HS8
1 65,9 3,34 (m) 65,9 3,33(m) i H-1
2 238 1,88 (s) 23,8 1,88 (sl) H-1’ i
3 31-27 1,39 (sl) 31— 1,39 (sl) : i
27
4’10 31-27 1,29 (s) 31— 1,29 (s) - -
27
11 33,1 1,39 (s) 33,1 1,39 (s) : i
122 237 1,88 (sl) 23,7 1,88 (sl) - -
14 145 091 ( J=66) 145 0,9% ((ts} J= i -

Fonte: Préprio autor

4.5.2.1.3. Determinacao estrutural de DM-11

DM-11 foi isolado na forma de uma resina incolor, apresentando rotagéo
especifica de [a]?° + 65,76 (c. 0,1 MeOH) e absor¢édo no espectro de ultravioleta em
DAD-(UVmax) 199 nm (Apéndice J1-k).

A determinagado estrutural de DM-11 foi realizada através da andlise
comparativa de seus espectros de RMN 'H e 3C (Apéndice T1-T2) e comparagéo
com dados da literatura para compostos previamente relatados e isolados neste
trabalho. Os sinais em 61 4,71 (s) e 4,64 (s) para hidrogénios metilidénicos; on 4,41
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(dd, J=9,0; 3,2) para hidrogénio oxi metinico, e 2,97 (d, J=9,0) e 2,25 (t, J=9,0) séo
caracteristicos para anéis biciclicos do tipo perhidroazulenoide em diterpenos de
esqueleto guaiano.

A analise dos espectros de RMN de 3C BB (CDCls, 75 MHz) (Apéndice T2)
e HSQC (Apéndice T3) apresentaram 22 linhas espectrais, condizente com um
diterpeno acetilado. Os sinais em o6c 134,9 e 133,9 para carbonos olefinicos
hidrogenados; 6c 108,7 para o carbono metilidénico, além dos sinais para carbonos
ligados a oxigénio em oc 97,0; 87,1; 83,6; 82,3 e 68,9 corroboram com a proposta de
um diterpeno guaiano prenilado.

O anel biciclico perhidroazulenoide foi confirmado através das correlagdes
observadas entre os sinais dos hidrogénios metinicos em 61 2,97 (d, J=9,0; H-1) com
os carbonos em C-3; C-5; C-10 e C18, e do sinal em 6+ 2,25 (t, J = 9,0; H-5) com os
carbonos em C-1; C-4, C-6 e C-17 no espectro de HMBC (Apéndice T4). A dupla
ligacdo foi posicionada entre os carbonos C-2 e C-3 devido as correlagbes dos
hidrogénios olefinicos em 61 5,70 (dd, J = 5,8; 1,8; H-2) e 5,84 (dd, J = 5,8; 1,8; H-3)
com os carbonos do anel de cinco membros C-1 a C-5, e com o carbono oxigenado
em oc 97,0 (C-4). Por fim, as correlacbes observadas para as metilas em 61 1,51 (s,
3H-16); 1,40 (s, 3H-20) e 1,31 (s, 3H-19) com os carbonos oximetinicos C-11, C14 e
C-15, sugerem uma ciclizacdo da cadeia prenilada, formando um éter ciclico do tipo
furano, substituido por um grupo metila em C-11 e um grupo acetila ligado ao carbono
C-15 (Figura 80).

Figura 80. Principais correlagcdes observadas para DM-11 no espectro de HMBC

Fonte: Dados do autor

Embora o espectro de massas de alta resolucéo, obtido por eletrospray
(EMAR-ESI) no modo positivo (Apéndice T5), ndo tenha apresentado o pico referente
ao ion molecular, este mostrou fragmentos correspondentes a perda de uma unidade
de acido acético, resultando no ion m/z = 319,2274 u.m.a., seguido da perda de duas
unidades de dgua m/z=301,2147 € 283,2012 u.m.a., além do pico referente a unidade
prenilada (m/z = 185,1220 u.m.a) (Figura 81), em acordo com a estrutura proposta.
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Figura 81. Principais fragmentos observados no espectro de massas (EMAR-ESI+)

para DM-11
H H H
CHj 7T’ CHs N CH
HO\H, [ Yo% o HOT\H, Iy O;H X 03’+H
OJ< (0] N H,0 HO .
H Ho/u\
[M + H]+ = 379,2479
N&o observado m/z = 319,2274 m/z = 301,2147
HO" \H L
HO
H,C
/ O H OH
0
m/z = 185,1220 m/z = 283.2012

Fonte: Dados do autor

Pesquisas realizadas na literatura mostraram que existe o diterpeno
guaiano furanico dictyol H, de estrutura semelhante a DM-11. Contudo a posi¢do da
dupla ligacdo no anel de cinco membros entre C-3 e C-4, fazendo com que este
composto seja inédito. Sua estereoquimica relativa foi atribuida baseado nos
acoplamentos dipolares, no espectro de NOESY (Apéndice T6), entre os hidrogénios
3H-17 com H-6. A fusao trans para o sistema de anéis foi estabelecida através das
constantes de acoplamento para H-5 (t, J= 9,0) mantendo uma relagéo trans com H-
1 (d, J= 9,0) e pseudo-axial com o hidrogénio H-6 (dd, J= 9,0; 3,5). Esse tipo de
conformacao é comumente observado para diterpeno com anel perhidroazulenoide. A
estereoquimica dos demais centros foi atribuida em comparacédo com os dados de
RMN de seu analogo dictyol H e DM-11 foi, por tanto, nomeado como dictyol O (Chen
et al., 2018).

Figura 82. Estereoquimica relativa sugerida para DM-11

Fonte: Dados do autor
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Figura 83. Representacao estrutural para DM-11

Fonte: Dados do autor

Tabela 22. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C de DM-11 (CDCls, 500 MHz)

HSQC HMBC DM-01 (CDCls, 500)

dc o1 (Jem Hz) 2dcH SJcH oc 6x(J em Hz)
1 50,0 2,97 (d, J=9,0) H-2; H-5 H-3;H-18 46,0 2,62 (m)
2 133,9 5,70 (dd, J=5,8) H-3 - 34,1 2,48; 2,22 (m)
3 1349 584 (dd, J=538) H-2 H-1 123.7 5,32 (s)
4 97,0 - H-3; H-5 - 1421 -
5 603  225(tJ=9,0) H-1 H-2;H-3 59,1 2,58 (m)
6 689 441(dd, J=9,0; H-5 . 747  3,89(d, J=

3,2) 13,5)
51,7 1,77 (m) - H-19 46,0 1,59 (m)

8 230 1,75 (m) - - 232  1,57-1,52 (m)
9 40,2 2,62 (m); 2,05 (m) - H-10;H-18 40,3  2,61;2,19 (m)
10 1523 - H-1 H-5 152,3 -
1 87,1 - H-19 - 37,6 1,95 (m)
12 26,1 1,98 (m) - H-19 76,6 4,92 (m)
12’ - - 172,0 -
12’ 21,3 2,05 (s)
13 355 2,05 (m); 1,78 (m) - - 27,7 2,27 (m)
14 83,6 3,86 (1, J=7,3) - H-16;H-20 119,9 5,09, J=7,2)
15 82,3 - H-16; 20 - 134,4 -
15 170,5 - - - - -
15 224 1,95 (s) - - - -
16 227 1,51 (s) - - 18,0 1.62 (s)
17 19,0 1,40 (s) - H-5 16,0 1,82 (sl)
18  108,7 4,71 (s); 4,64 (s) - H-1 107,4 4,75 (s)
19 246 1,31 (s) - - 12,6 1,02(d, J=86,8)
20 226 1,45 (s) - - 25,8 1,69 (s)

Fonte: Dados do autor
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4.5.2.1.4. Determinacao estrutural de DM-12

O composto intitulado DM-12 foi obtido na forma de uma resina de
coloragdo amarelada, apresentando rotagao especifica []2° + 52,02 (c. 0,1 MeOH) e
absorcao no espectro de ultravioleta DAD-(UVamax) 199 nm (Apéndice J1-I).

A caracterizagao estrutural de DM-12 foi realizada através da interpretacéo
dos dados obtidos nos espectros de RMN de 'H, '3C e comparacédo com dados prévios
relatados (CHEN et al., 2018). No espectro de RMN 'H (Apéndice U1) observou-se o
padrdo de distribuicdo dos sinais compativeis com diterpenos de esqueleto guaiano
prenilado, com destaque para os sinais de hidrogénios olefinicos em 64 2,65 (m, H-1);
2,36 (t, J= 8,5; H-5), e 4,74 (s, H-14) e 4,02 (m, H-6) dos grupos oximetinicos.

Devido a semelhancga dos dados de RMN '3C BB (Apéndice U2) entre DM-
12 e DM-11, seus deslocamentos quimicos foram comparados com os do analogo
dictyol H, previamente isolado da alga parda D. dentata, por Alargado e Gerwick
(1985). Para DM-11 e dictyol H ndo se observou variacbes significativas nos
deslocamentos quimicos, mesmo que os dados tenham sido obtidos em solventes
diferentes. A confirmagéo final da estrutura foi através do espectro de HMBC
(Apéndice U3) pelas correlagbes para as correlagées das metilas em 61 1,45 (s, H-
16); 1,29 (s, H-19) e 1,51 (s, H-20) com os carbonos do anel furéanico C-11, C-12, C-
13 e C-14 e com o carbono oxigenado nao-hidrogenado C-15, além das correlacoes
para o hidrogénio oxi metinico em 64 4,02 (dd, J= 8,5; 3,5) com os carbonos C-4 e C-
8, como pode ser verificado na figura 84.

Figura 84. Principais correlacdes para DM-12 no espectro de HMBC

Fonte: Dados do autor

Pesquisas mostraram que dictyol H foi submetido a varios testes de
atividade antimicrobianos e antitumorais, ndo mostrando efeito significativo em ambos
os testes (Cheng et al., 2018).
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Figura 85. Representacao estrutural para DM-12

Fonte: Dados do autor
Tabela 23. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e '3C obtidos para DM-12 (CDCls)

HSQC HMBC *Literatura
(CDCls, 500 MHz)
Oc OH (J em HZ) 2o SJon Oc OH (J em HZ)
1 47.6 2,65 (m) H-3 46,0 2,56 (ddd, J=
2H-18 15;5;3)
2 34,8 2,56 (m) H-1 33,9 2,15 (m)
H-3
3 1249 5,32 (s) 3H-17 123,6 5,21 (sl)
4 143,0 - 3H-17 H-6 142,0 -
5 61,5 2,36 (1, J=8,5) H-1;3H-17 594 2,37 (1, J=7,0)
H-3
6 74,4 4,02 (dd, J=8,5; 3,5) H-1 73,3 4,01 (dd, J=7,9;
2,7)
7 53,1 1,93 (m) 3H-17 50,1 1,81 (m)
8 23,4 1,85 (m) H-6 22,1 1,81 (m)
9 42,0 2,59 (m) 2H-18 40,4 2,47 (m)
10 154,2 - H-1 152,1 -
2H-18
11 88,3 - 3H-17 86,9 -
12 35,1 1,78 (s) 3H-17 35,0 2,00 (m);
13 27,9 1,87 (m) 25,9 1,88 (m)
14 83,6 3,90 (m) 3H-16 83,5 3,55(dd, J=7,5;
3H-20 7,5)
15 845 - 3H-16 82,1 -
3H-20
15 172,5 - 3H-18” 170,5 -
157 22,9 1,91 (s) 22,5 1,81 (s)
16 22,8 1,45 (s) 22,7 1,56 (s)
17 164 1,79 (sl) 15,8 1,77 (s)
18 107,6 4,74 (s) H-1 102,2 4,70 (s)
19 254 1,29 (s) 22,5 1,32 (s)
20 22,6 1,51 (s) 22,5 1,51 (s)
Fonte: Dados do autor  *Alarado; Gelwick, 1985.
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4.5.2.1.5. Determinagéo estrutural de DM-13

O composto DM-13, isolado a partir do extrato acetato de etila, como uma
resina de coloragédo esverdeada, mostrou [a]3’ - 45,05 (c. 0,1 MeOH) e absorgdo no
espectro de ultravioleta DAD-(MeOH Amax) 199 nm (Apéndice J1-m).

A férmula molecular C20H3402 (IDH = 4) foi deduzida pelo espectro de
massas de alta resolugao (ESI+) (Apéndice V5) através do cation radicalar [M<*] m/z
306,2548 u.m.a. Foi observada a perda de duas unidades de agua, justificada pelos
picos com m/z 288,2391 e m/z 270,2295 u.m.a., conforme apresentado na Figura 87
(p. 119).

A andlise do espectro de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) de DM-13 (Apéndice
V1) mostrou sinais para trés hidrogénios olefinicos em on 5,24 (d, J= 16,0 Hz), 5,12
(d, J= 16,0 Hz) e 5,02 (t, J= 7,4Hz); um sinal para hidrogénio ligado a carbono
oxigenado em On 3,47 (dt, J= 10,7; 2,5 Hz) e sinais para hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos (Tabela 24, p. 120). Os deslocamentos quimicos de RMN H
do composto DM-13 indica que o composto em destaque se trata do 18-hidroxi-
dollabeladieno, um diterpeno de esqueleto dolabellano (Figura 86a, p. 118), comum
no género Dictyota (Cheng et al., 2014).

O espectro de RMN 3C BB (MeOD, 125 MHz) de DM-13 (Apéndice V2)
mostrou 20 linhas espectrais, corroborando com a presenca de um diterpeno. Dentre
0s sinais observados destacaram-se os sinais em 6c¢ 136,8; 135,9; 130,9 e 129,5 para
carbonos olefinicos e os sinais em &¢ 73,4 e 69,5 para carbonos oxigenados. A analise
dos espectros de RMN APT (Apéndice V3) e HMQC (Apéndice V4) permitiu definir o
padrao de hidrogenacao dos carbonos como sendo, cinco carbonos metilicos, cinco
metilénicos, sete metinicos e trés carbonos nao-hidrogenados, como pode ser visto
na tabela 24 (p. 118).

As correlacbes observadas no espectro de HMBC (Apéndice V6)
apresentados na tabela 24 (p. 119) confirmaram a proposta estrutural da molécula
(Figura 86, p. 118).
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Figura 86. Representacao estrutural do esqueleto dolabellano (a) e principais
correlagdes no espectro 2D HMBC para DM-13 (b)

OH

Fonte: Dados do autor

Figura 87. Fragmentagdo de massas observado no espectro de EMAR-ESI de DM-

13
OH
H [ oH N B
o ST e o

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

Fonte: Dados do autor
A estereoquimica relativa proposta para DM-13 foi realizada por
comparacao dos deslocamentos quimicos, previamente relatados para o composto,
cuja estrutura foi determinada via cristalografia de Raio-x (Ireland et al., 1976).
Figura 88. Estrutura proposta de DM-13

Fonte: Dados do autor

DM-13 foi o unico diterpeno de esqueleto dollabelano isolado pertencente

ao grupo 2 da divisdo proposta por Teixeira e Kelecom (1988). O primeiro relato de
isolamento dessa classe se deu por Ireland (1976), a partir das glandulas digestivas
do molusco Dolabella californica. Posteriormente foi verificado que este composto era
proveniente do processo de alimentagao do animal. Essa hipétese foi confirmada por

Amico (1981) ao isolar a forma acetilada deste composto da alga D. dichotoma.
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Tabela 24. Deslocamentos quimicos de RMN 'H, '3C e HMBC de DM-13 (CDCls,

300 MHz)
DM-13 (CDCls, 300 MHz) HMBC

oo OH 2JcH 8JcH
1 136,8 5,12 (d, J= 16,0) - H-10
2 1359 5,24 (d, J= 16,0) - H-18
3 396 2,09 (m) H-2 -
4 36,9 1,57 (m); 1,42 (m) - H-18
5 28,1 2,15 (m) H-6 -
6 1309 5,02 (t, J=7,4) - -
7 1295 - - -
8 50,7 2,27(dd, J=12,2; 12,1); 2,12 (m) - -
9 695 3,47 (dt, J= 10,7; 2,5) H-10 H-11
10 584 1,74 (dd, J=10,9; 2,9) H-14 H-8; H-19
11 476 - H-10 H-2
12 40,1 1,42 (m) H-14; H-19
13 265 1,88 (m); 1,31 (m) H-14 -
14 497 2,54 (d, J= 11,0; 6,0) - H-16; H-20
15 734 - H-14; H-16; H-20 -
16 314 1,22 (s) - H-20
17 18,2 1,61 (s) - H-6; H-8
18 21,8 0,95 (d, J=6,9) - H-2
19 198 0,96 (s) - -
20 229 1,21 (s) - H-16

Fonte: Dados do autor
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4.5.3. Resultados dos testes farmacoldgicos

Para a realizacdo dos ensaios de atividade apresentados neste trabalho
foram utilizados os compostos que apresentaram quantidade de amostra de 5 mg.

4.5.3.1. Ensaio antimicrobiano

Os compostos DM-01 a DM-08 foram avaliados frente a 2 cepas de
bactérias, sendo uma Gram-positiva € uma Gram negativa, S. aureus e E. coli,
respectivamente. Os compostos foram testados na concentracao unica de 200 pug/mL,
mas apenas os compostos DM-06 e DM-07 apresentaram inibicdo do crescimento
bacteriano contra a cepa S. aureus. DM-06 apresentou CIM igual 100 pg/mL, sendo
considerado pouco ativo, ja DM-07 nao teve sua CIM calculada, pois a molécula
aglutinou no processo de diluicao seriada, ndo permitindo sua analise.

4.5.3.2. Ensaio de atividade citotoxico (HCT-116)

Os compostos DM-01 a DM-08 foram avaliados quanto ao seu potencial
citotdxico contra as linhagens de células cancerigenas HCT-116 (cancer de préstata),
contudo, devido a inUmeras inconsisténcias nas repeticdes dos testes, os resultados
obtidos nao foram considerados confiaveis, ndo sendo mensurados no trabalho.

4.5.3.3. Ensaios de viabilidade celular

Todos os compostos obtidos das algas pardas D. menstrualis e D. mertensii,
com excegao de DM-03 e DM-13, foram avaliados nas linhagens de macréfagos RAW-
264.7 para determinar a concentragdo minima na qual os compostos nao afetam o
desenvolvimento das células. A concentracdo que ndo possui toxicidade nas células
RAW-264.7 estimulados com 1 ug/mL de LPS pode ser vista na tabela 25 (p. 121).
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Tabela 25. Citotoxicidade dos compostos em linhagens de macrofagos RAW- 264.7

estimuladas com LPS (1 pg/ml)

Compostos Clso? £ SD (uM)
DM-01 2,12+£0,32
DM-02 2,53 +0,40
DM-04 1,75 +£0,24
DM-05 2,12 +0,32
DM-06 1,82 £ 0,26
DM-07 1,82 £ 0,26
DM-08 1,12 £ 0,04
DM-09 248 +22
DM-10 26,920
DM-11 106,2 £ 2,1
DM-12 97,1£2,8

Valores de 2Clso foram definidos pelas concentra¢des que resultaram em redugéo de 50% da
viabilidade celular.
Fonte: Dados do autor

Todos os compostos obtidos de D. menstrualis (DM-01 a DM-08)
apresentaram Clso> 1 uM, enquanto os compostos de D. mertensii (DM-09 a DM-12)
apresentaram Clso > 24 yM. O valor de Clso para cada amostra é considerada a
concentracao a partir da qual o composto apresenta toxicidade para as células RAW-
264.7, dessa forma, concentracdes inferiores a esses valores sao consideradas

seguras para serem utilizadas em ensaios subsequentes.
4.5.3.4. Teste de inibicao da produgcdo do ON

Com base nos resultados encontrados no teste de viabilidade celular, foi
possivel determinar o perfil citotdxico dos compostos, bem como, estabelecer as
concentracdes viaveis para a quantificacao de ON. Foi avaliado a inibicao da produgao
de ON, de forma indireta, através da deteccdo de nitrito (NO?2). Oxido nitrico € um
importante mediador inflamatério produzido pela ON sintase induzida (iNOS). Niveis
elevados de ON estdo presentes em diversas doencas inflamatérias crénicas e
agudas, artrite, Ulcera gastrica e doencas autoimunes (Guzik et al.,, 2003). Os
compostos DM-01 a DM-08, com excecdo de DM-03, foram testados em
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concentragcbes variando de 0,07 a 1,5 uM, enquanto DM-09 e DM-10 em
concentragbes variando 3,0 a 50,0 yM. Ja os compostos DM-11 a DM-12 em
concentragdes de 0,7 a 12,0 uM. Nessas concentracdes foi avaliado o efeito inibidor
da producao de ON estimulada por LPS em macréfagos RAW-264.7, como pode ser
visto na figura 89 (p. 123). Todos os compostos apresentaram bons resultados e
tiveram seus Clso calculados, como mostrado na tabela 26.
Tabela 26. Efeito inibitério dos compostos puros na producéo do ON sobre
macrofagos RAW-264.7 estimuladas com LPS

Compostos IC502 + SD (uM)
DM-01 0,16 £ 0,05
DM-02 0,23 £ 0,03
DM-04 0,19 £0,08
DM-05 0,21 £ 0,46
DM-06 0,16 £ 7,67
DM-07 0,12 £3,19
DM-08 0,16 £ 0,07

Dexametasona 1,53 £ 0,03

Valores de @lCso foram definidos pelas concentragées que resultaram em reducédo de 50% de 6xido
nitrico (ON). Os valores representam a média de trés experimentos independentes. Dexametasona foi
utilizado como controle positivo.

Fonte: Dados do autor
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Figura 89. Atividade inibitéria na producao de ON em células RAW 264.7
estimuladas com LPS
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Legenda: A=DM-01; B= DM-02; C=DM-04; D=DM-05; E=DM-06; F=DM-07; G=DM-08; H=DM-11;
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Fonte: Dados do autor

Todos os compostos, nas concentragcées testadas (Figura 89), foram
capazes de inibir a producao de ON estimulada por LPS em macréfagos RAW264.7.
Os valores de ICso desses compostos variaram entre 1,75 — 2,53 uM, valores muito
proximos ao encontrado para a dexametasona (1,53 * 0,03 uM), droga anti-
inflamatdria padrdo. Tais resultados demonstram que os compostos obtidos de D.

menstrualis apresentam potente atividade anti-inflamatéria, em concentracdes que
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nao mostraram citotoxicidade, conferindo assim vantagens em relacdo a
concentracéo-efeito e a seguranca. Os compostos DM-09, DM-10, DM-11, DM-12
apresentaram reducéao da producao do ON estimulada por LPS em macréfagos RAW-
264.7 a partir de concentracdes mais elevadas, 12 uM para os diterpenos e 50 uM
para os cloretos de benzalcénio. Embora esses valores sejam bem superiores aos
observados para a droga de referéncia, a dexametasona (1,53 + 0,03 uM), esses
compostos exibem atividade anti-inflamatéria, em concentragées que ndo mostraram

citotoxicidade.

4.6. Conclusoes do capitulo

As algas pardas pertencentes ao género Dictyota, se mostraram como
proficuas fontes de metabdlitos bioativos, devido a abundancia de compostos com
potencial terapéutico. Neste trabalho obteve-se onze diterpenos, dos quais, quatro
obtidos pela primeira vez. O isolamento de diterpenos corrobora com estudos
quimicos prévios, entretanto, o isolamento dos cloretos de benzalcdnio é inédito no
género. 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 a alga pode estar bioadsorvendo estes compostos como
consequéncia de um ambiente poluido.

Os compostos obtidos de ambas as espécies foram considerados
potenciais candidatos a testes futuros para avaliar o efeito anti-inflamatério, uma vez
gue forneceram fortes indicativos dessa propriedade nos testes de inibicdo do ON.

O efeito antimicrobiano dos compostos isolados, ainda que n&o tenham
sido ativos, foram considerados importantes.

O efeito citotoxico contra as células de cancer HCT-116 n&do pode ser
avaliado, contudo, contra a linhagem de macrofagos RAW-264.7 estimulados com
LPS, apresentaram citotoxicidade, o que pode indicar seletividade contra certas

linhagens de células tumorais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. Métodos cromatograficos

5.1.1 Cromatografia de adsorcao

Nas separagdes por cromatografia em coluna foram utilizados gel de silica
da Merck e Vetec (mesh 230-400 um). As cromatografias foram realizadas de duas
formas: em coluna aberta ou a vacuo “cromatografia do tipo flash”. Para as
cromatografias a vacuo, foi empregada uma bomba de ar comprimido modelo Inalar
Compact Ind. de aparelhos médicos Ltda em Funil de Buchner com placa porosa
sinterizada. Os comprimentos e diametros das colunas variaram de acordo com as
quantidades de amostras a serem analisadas. Os adsorventes utilizados foram n-
hexano, AcOEt e MeOH PA (Synth, Vetec e/ou Merck), puros ou em misturas binarias

em ordem crescente de polaridade.

5.1.2 Cromatografia de adsorcao em camada delgada

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) utilizou-se placas de
aluminio (cromatofolhas), com gel de silica 60, 5-40 ym, com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm (F254), Merck. As revelacdes das substancias, nas
placas cromatograficas, foram realizadas por exposicao em lampada de irradiacao
modelo CN-15LM da Vilber Lourmat com dois comprimentos de onda (254 e 366 nm)
ou pela imers&o nos reagentes descritos abaixo.

e Solucao de Vanilina de uso geral, requer aquecimento de 100-120 °C -

Spots com variedades de cores em fundo levemente amarelado - prepara-se
dissolvendo 0,5 g da vanilina (CsHsO3) em EtOH e acido perclorico (HCIO4) ou
dissolvendo 15,0 g de vanilina em 250,0 mL de etanol a 0 °C, seguida da adi¢ao
lentamente de 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado.

e Reagente de Ehrlich detecta compostos orgéanicos nitrogenados,

especialmente aminas e inddis, geralmente ndo € necessario aquecimento,

mas se necessario, aquecer de 60-80 °C, prepara-se dissolvendo 10,0 g 4-
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dimetilaminobenzaldeido (CsH11NO) em 10,0 mL de HCI concentrado e 90,0
mL de EtOH.

e Reagente Sulfato cérico de uso geral, principalmente derivados
terpénicos com coloracado violeta a azul, com aquecimento brando, com

temperaturas inferiores a 80 °C.

5.1.3 Cromatografias de exclusao

Os fracionamentos por cromatografia por exclusdao (peneira molecular)
foram efetuados em gel formado pelo derivado hidroxipropil dextrana (Sephadex LH-
20) da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol puro e metanol/CHCIz/

Hexano 1:1:1 como fase mével.

5.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em aparelho da marca Shimadzu,
modelo UFLC (Ultra Fast Liquid Chromatograph), equipado com detector UV-vis com
arranjo de diodo (SPD-M20A) e um sistema de bomba ternario. Os solventes utilizados
apresentaram grau de pureza CLAE (MeOH e ACN da Tedia® e H20-Milli-Q,
levemente acidificada com TFA), os quais, foram adequadamente filirados através de
membranas de nylon com poros de 0,45 um (Millipore). As amostras foram dissolvidas
nas fases moéveis empregadas em cada analise e posteriormente filtradas em

membranas de nylon com poros de 0,45 ym (Whatman).

5.1.4.1 Métodos de analise por CLAE

e Método 1: coluna analitica C18 (4.6 x 250 mm, 5um) Gemini-
Phenomenex®, com fase médvel isocratica composta pelo solvente B
(ACN) em 30 min, mantida em forno termostatico a 35 °C, usando canal
de monitoramento DAD na faixa de 210-400 nm, fluxo de 1,0 mL/min,
volume de injecdo de 20 puL e concentracdo das amostras de ~ 1,0
mg/mL.
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Método 2: coluna analitica C18 (4,6 x 250 mm, 5um) Gemini-
Phenomenex®, com fase mével composta pelo gradiente H20 (0,1%
TFA) / MeOH 75-100% por 25 minutos, seguido de 10 minutos com
metanol puro, com fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecao de 1,0 pL,
forno termostatico a 35 °C, DAD (210-400 nm) e concentracdo das
amostras ~ 1,0 mg/mL.

Método 3: coluna analitica C6-Fenil (4,6 x 250 mm, 5um) Gemini-
Phenomenex®, com fase mdével composta pelos solventes A (H20 0,1%
TFA) e B (CH30OH) nas condi¢des de analise de 85-100% de B em 5 min
+ 20 min de B puro, totalizando 25 min de corrida, com temperatura de
forno de 35 °C, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 20 uL e
concentracado das amostras de 1,0 mg/mL.

Método 4: coluna analitica C6-Fenil (4,6 x 250 mm, 5um) Gemini-
Phenomenex®, com fase moével composta pelos solventes A (H20 0,1%
TFA) e B (CH30OH) nas condi¢cbes de analise de 55-100% de B em 15
min + 10 min de B puro, totalizando 25 min de corrida, com temperatura
de forno de 35 °C, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 20 uL e
concentragcao das amostras de 1,0 mg/mL.

Método 5: coluna analitica C18 sob as mesmas condicdes de analise

descritas no método 2

5.1.4.2 Meétodos de isolamento por CLAE

Método 1: coluna semi-preparativa C18 (10 x 250 mm, 5um) Gemini-
Phenomenex®, com fase mével isocratica composta pelo solvente B
(ACN) em 20 min de corrida, mantida em forno termostéatico a 35 °C,
usando canal de monitoramento DAD na faixa de 210-400 nm, fluxo de
3,0 mL/min, volume de injecdo de 150 yL e concentragdo das amostras
de ~ 20,0 mg/mL.

Método 2: colunas semipreparativa C18 (4,6 x 250 mm, 5um) Gemini-
Phenomenex®, com fase mével composta pelo gradiente H20 (0,1%
TFA) / MeOH 75-100% por 25 minutos, seguido de 5 minutos com
metanol puro, com fluxo de 2,5 mL/min, volume de injecao de 150,0 pL,
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forno termostatico a 35 °C, DAD (210-400 nm) e concentracdo das
amostras ~ 20,0 mg/mL.

e Método 3: coluna semi-preparativa C6-Fenil (10 x 250 mm, 5um)
Gemini-Phenomenex®, com fase mével composta pelos solvente A (H20
0,1% TFA) e B (CH3OH) nas condi¢des de coleta de 85-100% de B em
5 min + 20 min de B puro, totalizando 25 min de corrida, mantida em
forno termostatico a 35 °C, usando canal de monitoramento DAD na faixa
de 210-400 nm, fluxo de 3,0 mL/min, volume de injecao de 150 L e
concentracao das amostras de ~ 20,0 mg/mL.

e Meétodo 4: coluna semi-preparativa C6-Fenil (10 x 250 mm, 5um)
Gemini-Phenomenex®, com fase mdvel composta pelos solvente A (H20
0,1% TFA) e B (CH3OH) nas condicdes de coleta de 55-100% de B em
15 min + 10 min de B puro, totalizando 25 min de corrida, mantida em
forno termostatico a 35 °C, usando canal de monitoramento DAD na faixa
de 210-400 nm, fluxo de 3,0 mL/min, volume de injecdo de 150 pL e
concentragéo das amostras de ~ 20,0 mg/mL.

e Meétodo 5: coluna semi-preparativa C18 sob as mesmas condicdes de
andlise descritas no método 2

5.2 Métodos fisicos
5.2.1 Ponto de fusao

O ponto de fusdo das substancias isoladas foi obtido em equipamento da
Marconi com determinacao digital com rampa aquecedora R480D. As determinacdes
foram realizadas a uma velocidade de aquecimento de 3 °C min e nao foram
corrigidas.
5.2.2 Rotacao optica

As rotacdes Opticas foram medidas num polarimetro digital Perkin-Elmer

Jasco 2000 a temperatura entre 20 °C e 22 °C em cuba de 1,0 dm/1,0 mL com

deteccao dos valores de rotagao na linha espectral do sodio (589 nm).
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5.2.3 Espectrometria de massa (EMAR)

As analises de espectrometria de massas de alta resolugao foram
realizadas em um Acquity UPLC (BEH C18 column, 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm)
acoplado a um analisador de massas Xevo QToF (Waters, Milford, MA, USA)
pertencente ao Laborat6rio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa
Agroindustria Tropical, equipado com fonte de ionizagao por electrospray (ESI) ou
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) operando nos modos positivo e

negativo.

5.2.4 Espectrometria de massa (CG-EM)

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados num
espectrometro (CG-EM Shimadzu/QP2010, utilizando coluna capilar RTX 30 m x 0,25
mm, 0,25 um de espessura de filme e gas transportador hélio), através de impacto
eletrdnico a 70 eV, pertencente a Central Analitica do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

5.2.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) e
carbono-13 (RMN 1'3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrémetros da
Bruker modelo Avance DRX-300 ou DPX-500, operando na frequéncia de 300,13 e
499,60 MHz para 'H, 125,40 e 75,47 MHz para *C e 202,2 MHz para 31P. Os
espectrometros sao equipados com sonda BBl de 5 mm com bobinas de gradiente no
eixo z (1H 902 de largura de pulso = 9,20 sec, 13C 90° de largura de pulso = 14,25
sec). As andlises foram realizadas a 298 K utilizando de 1,8 a 10,0 mg de cada
composto em um volume ~ 0,5 mL por amostra. Os solventes deuterados utilizados
na dissolucdo das amostras e obtencao dos espectros foram; cloroférmio (CDCIs) e
metanol (CD3OD). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em parte por
milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN 'H pelo sinal do hidrogénio
pertencente a fracdo ndo-deuterada dos solventes; cloroférmio (6n, 7,27) e metanol

(61, 3,31). Para os espectros de RMN '3C pelo pico de carbono-13 do solvente;
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cloroférmio (&¢, 77,23) e metanol (6¢, 49,15). As multiplicidades das absor¢des foram
indicadas segundo a convengao: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo

dupleto), t (tripleto), g (quarteto), qu (quinteto) e m (multipleto).

5.3 Testes de atividade biolégico

Os compostos obtidos a partir dos extratos hexanico e acetato de etila
foram submetidos a testes de atividade in vitro. Foram realizados os ensaios
antimicrobiano, antioxidante, citotoxico e potencial de inibicdo de liberacdo de ON

(anti-inflamatorio).

5.3.1 Ensaio antimicrobiano

Os ensaios antimicrobianos foram realizados contra as cepas de bactérias
Gram-positiva S. aureus ATCC 29213 e Gram-negativa E. coli ATCC 25922. As cepas
foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), tendo sido cultivadas em
agar Muller Hinton, mantidas em estufa por 24 h a 35 2 °C.

Experimento resumido: As amostras foram diluidas em DMSO puro
estéril, e posteriormente diluidas em caldo Mueller Hinton, sendo testadas inicialmente
na maior concentragdo de 200 pg/mL, em duplicatas. As amostras que apresentaram
inibicao do crescimento bacteriano, foram testadas por meio de uma diluicdo seriada
de razao 2 para determinacao do valor da CIM (concentragao inibitéria minima). Apds
24 horas, as colbnias isoladas foram coletadas com alga bacteriol6gica descartavel e
suspensas em solucéo salina estéril [NaCl 0,85% (p/v)], até que se obtivesse uma
absorbancia variando entre 0,08 a 0,1 sob um comprimento de onda de 625 nm, o que
corresponde a 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 1,5x108 UFC/mL). Em
seguida, essa suspensao foi utilizada para a obtencao do in6culo bacteriano em Caldo
Mueller Hinton com a concentragdo final de bactérias de 5x10° UFC/mL. A atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de concentragao Unica em caldo (em placa de
96 pocos), no qual a atividade inibitéria das substancias foi determinada conforme
normas preconizadas pela CLSI (2012). As bactérias foram expostas as substancias
diluidas no meio de cultura e DMSO (5%), com concentracoes fixas
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5.3.2 Avaliacao do efeito citotoxico e viabilidade celular

Os extratos e compostos obtidos no trabalho foram avaliados quanto a
inibicdo do crescimento em linhagens de células cancerigenas HCT-116 apds 72h de
incubacéao pelos ensaios do MTT e SRB e pela linhagem de macréfagos RAW-264.7
apds 24h de incubagao realizado pelo ensaio do SRB.

5.3.2.1 Pelo método MTT

O ensaio do MTT é uma analise colorimétrica indireta que consiste na
conversao do sal amarelo 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil brometo de tetrazdlio
(MTT) em um precipitado de coloracdo roxa (formazan). A conversdao do MTT em
formazan ocorre apenas em células viaveis e metabolicamente ativas, através da acao
da enzima succinil-desidrogenase presente nas mitocondrias. Desta forma, a
quantificagao indireta da porcentagem de células vivas pode ser mensurada usando
espectrofotdmetro (Mosmann, 1983).

Experimento resumido: As células foram plaqueadas em placas de 96
pocos e incubadas por um periodo de 72 horas com os extratos, fracées ou
substancias puras, previamente diluidos a uma concentracao estoque de 10,0 mg/mL
em DMSO, tendo a doxorrubicina controle positivo. Os testes foram realizados em
dose Unica de 5,0 e 50,0 pg/mL e aquelas amostras que apresentaram inibicdo maior
ou igual 75% do crescimento celular foram consideradas potencialmente ativas. Os
valores da leitura de absorbancia foram normalizados para o grupo branco com base
em 0% e para o grupo de controle negativo como 100%. As analises foram realizadas
pelo programa GraphPad Prism versao 5.0.

5.3.2.2 Pelo método SRB

A sulforrodamina B (SRB) é empregada para a avaliagao da citotoxicidade
e proliferacao celular em ensaios em microplacas (LIN et al, 1999). A SRB é um
corante roxo que, em condicdes moderadamente acidas, se liga a aminoacidos
basicos da proteina celular, e se dissocia em condicbes basicas. A ligacdo da SRB é

estequiométrica, e a quantidade de corante extraido de células pigmentadas é
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diretamente proporcional a massa total de proteina e, portanto, correlacionada com o
numero de células (Papazisis et al., 1997, Vichai; Kirtikara, 2006).

Experimento resumido: as células foram plagueadas nas concentracoes
de 3,0.10* e 1,5.10% incubadas overnight em estufa incubadora a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO2. As amostras testadas foram diluidas em dimetilsulféxido
(DMSO) e testadas quanto a viabilidade em células HCT-116 e RAW-264,7. Para a
avaliacdo da proliferagdo foram utilizadas diluicbes seriadas em triplicatas de
concentracdes variando de 0,032 a 50 pg/ml. Em seguida, as células foram incubadas
em volume final de 200 pL, permanecendo por 24h ou 72h em contato com o
tratamento, em estufa incubadora a 5% de CO2 a 37 °C. Em seguida adicionou-se 60
UL da solugdo de SRB a 0,4%, e as placas foram mantidas em estufa a 5% de CO:z a
37°C por 30 minutos. As absorbancias foram lidas em espectrofotobmetro de placa
(Fisher Scientific, modelo Multiskan FC) no comprimento de onda 570 nm.

5.3.3 Teste antioxidante (DPPH)

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) é considerado um radical livre
estavel, no entanto, falta um elétron em sua estrutura. Este radical € utilizado como
ferramenta para estudo da agdo de compostos sequestradores de radicais livres, e a
técnica que utiliza esse radical é independente de qualquer atividade enzimatica.
Substancias antioxidantes evitam a formacao de radicais livres doando elétrons para
evitar a oxidacdo. Uma substancia ao doar um elétron para o DPPH faz com que este
se torne mais estavel, perdendo sua cor purpura, permitindo o monitoramento da
reacao por espectrofotbmetro.

Experimento resumido: as amostras foram diluidas em DMSO. Em uma
placa de 96 pocos foi adicionado 292 uL de DPPH (0,3 mM, veiculo - metanol:etanol
1:1) e 8 pL das amostras testes, DHA (Omega-3, Sigma Aldrich) a 50uM, vitamina E
(a-tocopherol) substancia padrdo a 50 ug/mL, e o veiculo (DMSO 4%, controle
negativo). As solugbes foram agitadas por 1 minuto com auxilio do espectrofotémetro
de placa (Fisher Scientific, modelo Multiskan FC), mantidas em temperatura ambiente
por 30 minutos e a absorbéancia foi determinada em comprimento de onda 517 nm.
(De Gaulejac; Provost; Vivas, 1999).

O percentual de inibigao foi calculado de acordo com a seguinte equacgao:
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% INIBIGAO = [A0 —(Ac A0)] x 100 , onde AO representa a absorbancia do controle
negativo e Ac, a absorbancia das drogas teste. A Vitamina E funciona como um
controle positivo, visto que tem alto potencial antioxidante.

5.3.4 Ensaios de atividade anti-inflamatorio

O potencial anti-inflamatério dos compostos foi investigado em linhagens
de macréfagos (RAW-264.7). Os macrofagos, foram pré-tratados com os compostos
puros nas concentragdes de 3,5 e 35 uM por 1h, em seguida estimulados com LPS
de um Lipopolissacarideo de bactéria gram-negativa usado para induzir uma resposta
inflamatdria classica, com producao de mediadores inflamatérios capazes de serem

mensurados (Luster; Alon, Von Aansrian, 2005; Nourshargh; Alon, 2014).
5.3.4.1 Teste de inibicdo da produgdo do ON (Oxido nitrico)

O efeito modulador da resposta inflamatéria causado pelo tratamento
prévio das células com os compostos puros foi realizado através do ensaio de Griess,
gue é um ensaio colorimétrico, que permite quantificar indiretamente o 6xido nitrico
(NO), a parti da deteccao de nitrito em solugédo, que € amplamente produzido pelas
células que foram desafiadas por LPS (Green; Tannenbaum; Goldman, 1981). O NO
€ um mediador inflamatério causado principalmente pelo estresse oxidativo da célula
gue desencadeia outros mediadores e participa da cascata inflamatéria.

Experimento resumido 1 (Compostos obtidos de L. variegata): as células
RAW-264.7 foram plaqueadas na concentragdo de 1,5.10° células por mL. Incubadas
overnights em incubadora de CO2 a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. As amostras
foram diluidas em DMSO (0,4 %) usado como controle negativo (C-) e testadas para
avaliacao do efeito imunomodulador. Apés 1h, alguns grupos foram “desafiados” com
endotoxina bacteriana (LPS-Sigma Aldrich Corp.), utilizado como controle positivo na
concentracao de 100 ng/mL. O DHA (Omega-3, Sigma Aldrich Corp) a 50 uM foi usado
como controle positivo. Apds o periodo de 24h de incubacao, 50 pL do sobrenadante
foi coletado para teste de Griess (reagente de Griess - sulfanilamida 1% em acido
acético 30% / N-(-1-naftil)-etilenodiamina 0,1% em &cido acético 60%] em ambiente

sem iluminagdo num periodo de 10 minutos, tendo a absorbancia medida em
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espectrofotdmetro a 450 nm. A concentragao de nitrito (uM) foi determinada a partir
de uma curva-padrao utilizando solugdo de NaNO2 a uma concentragéo inicial de 200
MM seguida de diluicbes seriadas com fator de diluicdo igual a 2, com a menor
concentragcéo sendo 1,56 uM.

Experimento resumido 2 (Compostos obtidos das algas parda D.
menstrualis e D. mertensii): Os compostos, em todas as concentragdes testadas,
inibiram a produgéo de NO estimulada por LPS en macréfagos RAW-264.7. Os valores
de Clso dos compostos variaram entre 1,75 — 2,53 uM, valores estes muito proximos
ao encontrado com a dexametasona (1,53 + 0,03 uM), droga anti-inflamatéria padrao
(Guzik et al., 2013).

5.3.4.2 Ensaio imuno enzimatico ELISA

O ensaio imuno enzimatico ELISA possibilita dosar a producéo de citocinas
presente no sobrenadante das células estimuladas pelo LPS. Foram dosadas TNF-a,
IL-18, IL-6 citocinas pro-inflamatoérias e a IL-10 uma citocina anti-inflamatéria. Essas
citocinas pré-inflamatérias sdo as mais envolvidas na propagacao dos sintomas como
febre, dor e inchago no local inflamado. Ja a IL-10 regula a producao das citocinas
pro-inflamatorias, controlando a inflamacdo prolongada, sendo produzida mais
tardiamente e impedindo que a inflamacgao cause danos maiores ao individuo, por isso
¢ dita anti-inflamatoéria (Cayet al., 2015).

Experimento resumido: As amostras foram incubadas em placas com 96
pocos com o anticorpo de captura para TNF-a, IL-16, IL-10 e IL-6 por 16h em
temperatura ambiente com 100uL de anticorpo para cada pogo. Posteriormente, as
placas foram lavadas e bloqueadas com 300 uL de BSA 1% por 1h. Apés o bloqueio,
100 pL das amostras de sobrenadantes das células RAW-264.7 e da curva padrao
foram adicionadas em cada poc¢o e incubadas por 2h. As placas foram novamente
lavadas e depois incubadas com anticorpo de deteccao para IL-13, TNF-a, IL-10 e IL-
6 em temperatura ambiente. Na etapa seguinte as placas foram incubadas com 100
uL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 minutos. Na terceira etapa as
placas foram lavadas e adicionado 100 pL da solugédo substrato para revelacdo em
cada po¢o e incubado por 20 min a temperatura ambiente, protegido da luz. A

absorbancia foi medida a 540 nm.



135

6 CONSIDERACOES FINAIS

Conhecer o potencial biotecnolégico dos organismos marinhos do litoral
nordestino € de suma importancia. Diante disso, o estudo da composicdo quimica e
efeitos biol6gicos dos extratos e compostos obtidos neste trabalho contribuem para o
enriquecimento cientifico acerca dos recursos naturais presentes em nosso litoral.

As seguintes conclusées podem ser feitas acerca do trabalho: ESTUDO
QUIMICO DAS ALGAS PARDAS Lobophora variegata, Dictyota menstrualis, Dictyota
mertensii e INVESTIGACAO FARMACOLOGICA DOS COMPOSTOS ISOLADOS:

A partir dos extratos de lobophora variegata, obteve-se nove compostos,
sendo dois policetideos inéditos, os quais apresentaram moderada atividade citotoxica
contra as linhagens de células cancerigenas HCT-116 e potente efeito anti-
inflamatério em baixas concentracdes, tornando-os candidatos promissores para
estudos futuros;

Do fracionamento cromatografico dos extratos da alga parda D. menstrualis
foi obtido oito diterpenos, sendo trés inéditos (Dictyol K, M, N). Estes compostos
apresentaram potente efeito de inibicdo da producdo de ON, indicando que
concentragbes baixissimas (nM) podem apresentar potente atividade anti-
inflamatoria. DM-06 apresentou ainda fraca atividade antimicrobiana contra a cepa
bacteriana de S. aureus

Dos extratos de D. mertensii obteve-se cinco compostos, sendo trés
diterpenos, um inédito, e dois sais de amdnia quaternarias. Ambos os compostos
apresentaram efeito de inibicdo da producéo de ON, indicando que podem apresentar

atividade anti-inflamatéria.
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE A

~

ELUCIDACAO DE LV-01
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A3: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C HMBC DE LV-01
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APENDICE B - DADOS DE RMN 'H E 3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA
ELUCIDAGAO DE LV-02

B1: DADOS DE UV OBTIDOS POR HPLC-DAD
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ESPECTRO DE RMN 'H (CDCL3, 500 MHZ) DE LV-02
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B4: ESPECTRO DE RMN '*C APT DE LV-02

EHLV2-BGP1-13C-APT
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B5: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C HSQC DE LV-02
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B6: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, 'H COSY DE LV-02

6; 7; 9; 10;
EHLV2-BGP1-COSY 12; 13; 15; 16
8: 11; 14
17;19 18
Gy 2 ) 21b 21a 3 4 5a S5b
A M M e
e TJ >~
2
:,-“.'- "EL [ X ] L1 - . m
8 . E .
-
£ 3
) - (-] .8
© e (= 2
-
"é.—-:}_,_ o
e 8
S
sy &)
Y w«: — " —
"g (1] o
6.‘0 5:8 5.‘6 514 5‘.2 Siﬂ 4:8 4‘6 4:4 4.‘2 4iu 3‘.3 3t5 3r4 3.‘2 3:0 2.‘3 2:5 2‘.4 212 2.0 ljﬁ 16 1.4 1:2
2 (ppm)
B7: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C HMBC DE LV-02
EHLV2-BGP1-HMBC 6;7:;9; 10;
12; 13; 15; 16 8; 11; 14
- 17; 19 i
CT A A VY ol X 3 _EmA k.
d rd
c17 ga=— # ‘-ﬂilﬂlétm.--
c19— “ L © £
v z
b a e
C3 o —] B W g o
—
c21_ | - , = é
¥ » d
i 4 e '!_ o .3 @ Y 7
—
c16 oz A0 &t . ca ® £
e
s . & -«
5:8 5:5 5:4 S:l 5:0 4:3 4,‘6 414 4{2 410 32 3.0 28 2:6 2:4 2j2 2.0 118 1‘.6 1:4 1:2

[-2.0

2.5

3.0

[-3.5

4.0

4.5

[-5.0

-5.5

6.0

148

1 (ppm)

L (ppm)



149

B8: ESPECTROS DE MASSAS DE LV-02 (EM-APCI E EMAR-ESI)

Amostra BG-P2 modo APCI+
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE C

ELUCIDACAO DE LV-03

ESPECTRO DE RMN 'H (CDCLs, 500 MHZ) DE LV-03
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C3: ESPECTRO DE RMN '3C APT (CDCL3, 125 MHZ) DE LV-03

EHLV2-BGP2-13C-APT
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C4: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HSQC DE LV-03
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C5: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE LV-03

EHLV2-BGP2-HMBC 1
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE D

ELUCIDAGCAO DE LV-04

ESPECTRO DE RMN 'H (CDCLs, 300 MHZ) DE LV-04
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D3: ESPECTRO DE RMN '3C APT DE LV-04
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D5: ESPECTRO DE RMN 2D 'H, 'H COSY DE LV-04
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— DADOS DE RMN 'H E '3*C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

PN

APENDICE E

ELUCIDACAO DE LV-05

E1: ESPECTRO DE RMN 'H LV-05
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E3: RMN 3C APT LV-05
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E7: ESPECTRO DE MASSAS DE LV-05 (EMAR-APCI)
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA
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F3: RMN 2D 'H, '*C HMBC LV-07
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA
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RMN 3C APT LV-07
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G5: RMN 2D 'H, '3C HMBC LV-07
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE H

ELUCIDACAO DE LV-08
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H5: RMN 2D 'H, 'TH COSY LV-08
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ELUCIDACAO DE LV-09
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RMN '3C DEPT 135 LV-09
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APENDICE J - DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

ELUCIDACAO DE DM-01

J1- ESPECTROS DE UV

Spectum Speflum Spectrum
AU J1-a praU J1-b g J1-c
50 p 0 mireg
700 1 700 D‘Mi
600 1 4 600 &
500 7001 Imuu | su
400 400 ‘
3 a0 {17 j
am 4574 201, V23539 326,47 Bl
100 | 100 {1 \** % 23479 48470)
o! 0 | |
I 1 I T I ¥ T : T ‘ T " T T 1 v
200 300 400 200 300 400 00 300 an
Tl
Spectrurm 1 Spectrum Spectrum ]
J1-e -
A J1-d nAT kb T J1-f
350 4
231 4 231
250 4
500 A 1 500 1
ol 200 >
1 1504 1227 v |
‘ S WAL am 338 30 ' 4
I i IR I L I
o, . | (Li ; . 04 . | . H‘J;
200 300 400 200 00 400 200 300 400
amj, nm nmly
Spenirum Spectrum Spectum
1
u J1-g AT J1-h .
| AT -
5004 95 Jl I
400
300 ] 500 04
200 I
100 1943 498 321 488 Il 23|D 25|? 4?6 @
I | n ! ! .
" . s s aaniiaian i e i A AR X
200 300 doo 200 300 400 200 30 40
- mn 1
Spac-mm\ S eatrum Speclrum
24 11 & .
- J1-g oo J1-h o J1-i
600 300+ 5
00 I
3a0 i 1000-]
40 235257 347 432 1009\ gzea zmmz s 420 485 004 434 46AHSS
100 [ i T 50 't ] y i T
Rlsnania T i T T 03 T T T T e N R
200 a0 | a1 AR T o5 T 300 300 agn I




172

J2- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-01 (500 MHZ, CDCL3)
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J4- ESPECTRO DE RMN '3C BB DE DM-01 (125 MHZ, CDCL3s)
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J6- ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-01 (125 MHZ, CDCLa,)
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J8- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, 'H COSY DE DM-01 (CDCLs)
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J10 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C NOESY DE DM-01 (CDCLs)
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~

— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA
ELUCIDACAO DE DM-02

K1 - ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-02 (500 MHZ, MEOD)
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K3 - ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-02 (125 MHZ, MEOD)
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K5 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, 'H COSY DE DM-02 (MEOD)
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K7 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C NOESY DE DM-02 (MEOD)

K8 - ESPECTRO DE EMAR-ESI DE DM-02

UPLC-QToF 5983 1176 (10.598) 1: TOF MS ES+
9.92e+002
100+ 427.2458
367.2241
%_
—— 428.2505
2552105 2672146 2852159 3070081 3411449 3519495  (369.2321 4011605 411.2764)420.2504  459.2767
0 " L L Lo i VRN | | " J‘I | L L )l /
\lli'}lll‘lll\|Il\i'll\lll\lll\lll'\lIl‘lIl\lll!\'Il\lll\llli\lll\lll‘lll\|l|!\||l\l|l\l||1}ll|\ll ‘lll\llll\lll\lll\ll'lmz
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Minimum: =1.5
Maximum: 10.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PEM DBE i-FIT i-FIT (Norm) Formula

427.2458  427.2460 -0.2 =015 6.5 54.9 0.0 C24 H36 05 Na
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~

— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA
ELUCIDACAO DE DM-03

L1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-03 (500 MHZ, MEOD)
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L3- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-03 (MEOD)
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L5- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C NOESY DE DM-03 (MEOD)
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L6 - ESPECTRO DE EMAR-ESI DE DM-03

UPLC-QToF_5984 923 (8.312) 1: TOF MS ES+
8.79e+002

— 3412080

of |
i 319.2271

342.2169
301.2155
283.2070 320.2320

0451609 2552129 265.1956 271.2048 2991974 | 3022148 336.2538 354.1360
O T T A N R e S S 72

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Minimum: =1.5
Maximum: 10.0 10.0 50.0

Mass Calc. Mass mDa PPM DBE i=FIT i-FIT (Norm) Formula

39,2271 319.22173 -0.2 -0.6 3.5 47.0 0.0 C20 H31 03
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

n

APENDICE M

ELUCIDACAO DE DM-04

M1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-04 (300 MHZ, MEOD)
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M3- ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-04 (75 MHZ, MEOD)
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M5- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-04 (MEOD)
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M7 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C NOESY DE DM-04 (MEOD)
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE N

ELUCIDACAO DE DM-05

N1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-05 (300 MHZ, MEOD)
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N3- ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-05 (75 MHZ, MEOD)
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N5- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3*C HMBC DE DM-05 (MEOD)
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N7 - ESPECTRO DE CGEM-IE DE DM-05
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

PN

APENDICE O

ELUCIDACAO DE DM-06

O1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-06 (300 MHZ, MEOD)
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03- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-06 (MEOD)
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— DADOS DE RMN 'H E '3*C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

PN

APENDICE P

ELUCIDACAO DE DM-07

P1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-07 (300 MHZ, MEOD)
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P3- ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-07 (75 MHZ, MEOD)
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P5- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-07 (MEOD)
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P7 - ESPECTRO DE CGEM-IE DE DM-07
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10

20

— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

PN

APENDICE Q

ELUCIDACAO DE DM-08

- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-08 (300 MHZ, MEOD)
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Q3- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-08 (MEOD)
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE R

ELUCIDACAO DE DM-09

R1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-09 (300 MHZ, MEOD)
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R3 - ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-09 (75 MHZ, MEOD)

R4- ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C HSQC DE DM-09 (MEOD)
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R5 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-09 (MEOD)
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— DADOS DE RMN 'H E '3*C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

PN

APENDICE S

ELUCIDACAO DE DM-10

S1 - ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-10 (300 MHZ, MEOD)
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S3 - ESPECTRO DE RMN '3C APT DE DM-10 (75 MHZ, MEOD)
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S5 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C HMBC DE DM-10 (MEOD)
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

PN

APENDICE T

~

ELUCIDACAO DE DM-11

T1 - ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-11 (300 MHZ, CDCLs)
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T3 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '3C HSQC DE DM-11 (CDCLs)
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T5 - ESPECTRO DE CGEM-IE DE DM-11
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— DADOS DE RMN 'H E '3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA

N

APENDICE U

ELUCIDACAO DE DM-12

U1- ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-12 (300 MHZ, MEOD)
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U3 - ESPECTRO DE RMN 2D 'H, '*C HMBC DE DM-12 (MEOD 3)
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APENDICE V - DADOS DE RMN 'H E *3C UNI E BIDIMENSIONAIS PARA
ELUCIDAGAO DE DM-13

V1 - ESPECTRO DE RMN 'H DE DM-13 (300 MHZ, MEOD)
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V2 - Espectro de RMN '3C BB de DM-13 (75 MHz, MeOD)
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