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RESUMO

LIRA, Daysianne Pereira. Constituintes Quimicos e Atividade Bioldgica dos Organismos
Marinhos: Caulerpa mexicana, Bryothamnion triquetrum, Hypnea musciformis e Ircinia
felix. 176 p. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2013.

O Brasil encontra-se entre os 10 primeiros paises no ranking da biodiversidade mundial e por
apresentar uma das maiores areas costeiras na regido tropical do planeta, tem despertado para
a importancia dos produtos marinhos como fonte da riqueza da nossa flora e, como fonte
inigualavel de diversidade estrutural de constituintes quimicos das mais variadas classes,
capazes de construir moléculas de alta complexidade estrutural, com absoluta quimio, regio e
estereosseletividade. Tendo consciéncia de que um dos aspectos de maior importancia na
bioprospecdo da fauna e flora é o conhecimento sobre o potencial quimico-farmacolégico
encontrado no habitat aquatico do litoral brasileiro em especial do litoral paraibano, objetivou
isolar e identificar os constitintes quimicos de trés espécies de algas: Caulerpa mexicana,
Hypnea musiformis e Bryothamnion triquetrum; e uma esponja: Ircnia felix, bem como,
avaliar suas atividades citotoxicas e antitumoral, além de realizar parcerias para avaliacdo das
atividades antinociceptivas e anti-inflamatdrias destes produtos. Logo, através de métodos
cromatogréficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV, RMN de H e °C uni e
bidimensionais, CG-EM, EM-MALDI e comparacdo com valores da literatura, foi possivel
isolar e identificar sete substancias: um esteroide B-Sitosterol e um alcaloide caulerpina de
Caulerpa mexicana; um esteroide Saringosterol e um barbitarico 2,4,6(1H,3H,5H)-
pirimidinatriona, 5-etil-5-fenil de Hypnea musciformis; um esteroide Colest-4-en-3-ona e um
ftalato Di-isobutilftalato de Bryothamnion triquetrum; e um derivado de acido N-[(4E)-3-
hidroxi-1-{[(sodiooxi)sulfonilJoxi}non-4-en-2-ilJdotriacontanamida de Ircinia felix, relatado
pela primeira vez na literatura. Os extratos metanolicos de Hypenea musciformis e
Bryothamnion triquetrum apresentaram alta e baixa citotoxicidade, respectivamente, quando
avaliados a sua citotoxicidade em eritrocitos de camundongos Swiss. Entretanto, estes
mesmos extratos ndo apresentam atividade citotoxica frente a células de Tumor Ascitico de
Ehrlich. E assim, através das parcerias realizadas foi possivel observar que os extratos de
Caulerpa mexicana e Bryothamnion triquetrum apresentaram resultados significativos em
diferentes modelos de inflamacdo e que o alcaloide bis-inddlico, substancia majoritaria de
Caulerpa mexicana em modelos tumorais, de inflamacéo e atividade espamolitica apresentou
resultados significaivos.

Palavras-chave: Algas. Esponja. Produtos naturais. Farmacologia.



ABSTRACT

LIRA, Daysianne Pereira. Chemical Constituents and Biological Activity of a Marine
Organism: Caulerpa mexicana, Bryothamnion triquetrum, Hypnea musciformis and
Ircinia felix. 176 p. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2013.

The Brazil is among the first 10 countries in the ranking of the world's biodiversity and to
present one of the largest coastal areas in the tropical region of the world has awakened to the
importance of marine products as a source of richness of our flora and as a source of
unbeatable structural diversity of chemicals of various classes, able to build molecules of high
structural complexity, with absolute chemo, regio and stereoselectivity constituents. Being
aware that one of the most important aspects in bioprospecéo flora and fauna is the knowledge
about the chemical and pharmacological potential aquatic habitat found on the Brazilian coast
in particular Paraiba coast, aimed to isolate and identify the chemical constitintes three
species of algae : Caulerpa mexicana, Hypnea musiformis and Bryothamnion triquetrum; and
a sponge: Ircnia felix, as well as evaluate their cytotoxic and antitumor activities, and
partnerships to conduct assessment of the antinociceptive and anti-inflammatory activities of
these products. Thus, by standard chromatographic and spectroscopic methods IR, *H NMR
and **C and uni-dimensional, GC-MS, MALDI-MS and compared with literature values was
possible to isolate and identify seven substances: a steroid and [B-Sitosterol caulerpina one
alkaloid from Caulerpa mexicana; Saringosterol one steroid and barbiturate 2,4,6 (1H, 3H,
5H)-pirimidinatriona, 5-ethyl-5-phenyl of Hypnea musciformis; one cholest-4-en-3-one
steroid and phthalate Di-isobutilftalato of Bryothamnion triquetrum; and a derivative of N -
[(4E)-3-hydroxy-1 - {[(sodiooxi) sulfonyl] oxy} non-2-en-4-yl] dotriacontanamida of Ircinia
felix, first reported in the literature. The methanol extracts of Hypenea musciformis and
Bryothamnion triquetrum showed high and low cytotoxicity, respectively, when evaluated
their cytotoxicity in erythrocytes of Swiss mice. However, these same extracts did not exhibit
cytotoxic activity against tumor cells of Ehrlich Ascitic. And so, through partnerships held
was observed that extracts of Caulerpa mexicana and Bryothamnion triquetrum showed
significant results in different models of inflammation and the bis-indole alkaloid, the major
substance of Caulerpa mexicana in tumor models of inflammation and espamolitica activity
showed significaivos results.

Keywords: Algae. Sponge. Natural products. Pharmacology.
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| INTRODUCAO

O ambiente marinho, principalmente nas regifes tropicais, apresenta uma diversidade
de espécies comparavel aquela presente nas florestas tropicais. O Brasil possui uma enorme
biodiversidade aquatica e terrestre que estd intimamente ligada com a rica heranca sécio-
cultural do pais. No ambiente marinho as algas representa um dos maiores grupos em termos
de diversidade. Do total de 32.000 espécies conhecidas, pelo menos 820 taxons foram
identificados ao longo da costa brasileira (MARINHO-SORIANO et al., 2011).
Adicionalmente, considera-se que existam cerca de 9000 espécies de esponjas no planeta, em
recifes de corais, ou mesmo em lagos de agua doce (MULLER, 2003).

Os mares sdo habitados por um grande nimero de plantas, invertebrados marinhos e
microrganismos. Esses seres vivos marinhos séo fontes de um grande namero de substancias
com estruturas Unicas, responsaveis por fungdes ecologicas diferentes que atuam na
comunicagdo entre espécies, na defesa contra herbivoros ou predadores, entre competidores,
na reproducdo ou simplesmente como produto de seu metabolismo (PINTO et al., 2002).
Além de apresentarem importancia para a compreensdo da evolucdo e manutencdo das
comunidades marinhas nos diferentes habitats, sdo fontes potencialmente prolificos de
metabolitos secundarios bioativos, que podem apresentar grupos funcionais Uteis, para
modelos estruturais, no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos e no tratamento de
doencas, como antitumorais, antiviroticos e anti-inflamatérios (ABRANTES et al., 2010;
FOLMER et al., 2010; DELLAI et al., 2010).

Diante dessas premissas, nos Ultimos cinco anos, o nimero de substancias organicas
isolados de fontes marinhas tem sido surpreendente. Segundo Munro e Blunt (2009) estamos
proximos a 20.000 metabdlitos isolados de organismos marinhos com mais de 30 compostos
em fases clinicas distintas. Em sua ultima revisdo anual sobre os produtos naturais marinhos,
Blunt et al. (2010) relaciona que mais de 1000 moléculas isoladas apenas no ano de 2008 em
todo 0 mundo, publicadas em cerca de 370 artigos internacionais. Esse nUmero significou um
aumento de mais de 11% do nimero de moléculas conhecidas em 2007, o que revela o grande

desenvolvimento da area.

Apesar desses dados, é necessario se aprofundar ainda mais sobre essa espetacular
fonte de diversidade molecular marinha, tendo em vista a descoberta de novos prot6tipos

(TEIXEIRA, 2009), pois substancias com atividades antivirais e principalmente anticancer,
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fazem parte da composicdo de muitos produtos marinhos utilizados pela industria
farmacéutica e, por essa razdo, existe um grande interesse da comunidade cientifica no estudo
de produtos marinhos. Um bom exemplo da importéncia de descoberta de novas moléculas foi
0 isolamento dos nucleosideos espongouridina e espongotimidina (Figura 1) da esponja
Cryptotethya crypta, onde seus analogos sintéticos, a adenina-arabinosideo (ara-A) e a
citosina-arabinosideo (ara-C) (Figura 1), serviram de modelo para o desenvolvimento de
inimeros antivirais como o Azidotimidina (AZT) (Figura 2), medicamento basico no
tratamento da AIDS que é até hoje utilizado na terapéutica (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Figura 1. Estrutura quimica da espongouridina e espongotimidina e seus andlogos sintéticos.

(0] NH, NH,
R N
HN | N = \> N = ‘
gy P Py
0 (o] (o]
» HO . HO HO HO
OH OH OH
R=H (ESPONGOURIDINA) ARA-A ARA-C

R=Me (ESPONGOTIMIDINA)

Figura 2. Estrutura quimica do Azidotimidina (AZT).

HO

Outro sucesso para a industria farmacéutica, foi o produto natural conotoxina isolado

do molusco Conus magnus, que deu origem ao Prialt® (Ziconotide) utilizado para o
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tratamento da dor cronica e intensa em adultos que necessitam de um analgésico por injecéo
intratecal (injecdo no canal raquideano, diretamente no espaco subaracnoide) (PROKSCH et
al., 2003). Outros exemplos mostram também que pesquisas com microrganismos marinhos
levaram ao isolamento de briostaina 1 (Figura 3) uma lactona macrociclica isolada do
briozodrio Bugula neritina, a ecteinascidina 743 (Figura 3), um alcaloide
tetrahidroisoquinolinico, isolado do tunicato Ecteiascidia lurbinata, a aplidina (Figura 3)
isolada de Aplidium albicans e o discodermolideo (Figura 3), lactona polihidroxilada, isolada
da esponja Discordemia dissoluta, onde todos essas substancias passaram pela fase clinica de
experimentos como anticancerigenas (NEWMAN et al., 2004; COSTA-LOTUFO, 2009;
WILKE e JIMENEZ, 2010).
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Figura 3. Substancias quimicas de origem marinha que estdo em fase clinica como
anticancerigenas.

CO,Me

Briostatina 1 Ecteinascidina 743

Discodermolido

Considerando apenas os prototipos em fase de testes clinicos, pode-se reconhecer que
a grande maioria dos alvos identificados apresenta-se como relevantes no tratamento do
cancer e é, exatamente, no estudo e na terapéutica dessa doenca que se pode visualizar a
importancia em buscar compostos promissores como agentes terapéuticos, principalmente por
alternativas as formas resistentes ou mutagénicas da doenca e que seja mais eficaz e menos
toxicas aos organismos. Desta forma, o Brasil com uma extensa costa de 8.698 km, uma

diversidade bioldgica, e com grande namero de pesquisadores na area de produtos naturais,
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ndo pode abdicar dos estudos sobre o potencial tecnolégico dos organismos marinhos. Logo,
0 conhecimento existente sobre a quimica dos organismos do mar, motivam efetivamente, as
pesquisas nesta area no Brasil (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

No nosso pais, a pesquisa de produtos naturais marinhos iniciou por volta de 1962, no
Instituto de Pesquisa Agricola do Rio de Janeiro. Posteriormente, érgdos federais como a
EMBRAPA e Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) comegaram a desenvolver investigacoes
cientificas nesta area. Em 1976, apds uma década de pesquisa em produtos naturais marinhos,
a SARSA laboratorios farmacéuticos do Rio de Janeiro, formou uma equipe multidisciplinar
com quimicos, bidlogos e farmacologistas que durante 5 anos realizaram um screening de
mais de 500 extratos de esponjas, anémonas do mar, estrelas do mar e vérias algas. Até 1997
0s estudos brasileiros concentraram-se principalmente em invertebrados (Equinodermos,
Celenterados, Poriferas, Tunicados e Moluscos) e em algas pardas, verdes e vermelhas.
(KELECOM, 1997).

Diante da realidade acima citada, varias pesquisas no Brasil estdo sendo desenvolvidas
na busca racional de bioprodutos de valor agregado. Vislumbrando atingir estes objetivos, a
partir do Edital MCT/CNPg/FNDCT N° 71/2010 — foram criados quatro Institutos Nacionais
de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncias do Mar, dentre eles 0 nosso, sendo coordenado pelo
Prof. Dr. José Maria Landim Domingues da UFBA, cujo objetivo dentre outros, e atendendo a
inducdo do edital, € o conhecimento dos fundos marinhos: geodiversidade e biodiversidade e
mapeamento da biodiversidade marinha, que podera contribuir também para o
desenvolvimento tecnoldgico nacional, levando em conta que a diversidade micromolecular
dos inimeros organismos marinhos ainda € muito pouco explorada no Brasil, como fonte de

substancias de interesse farmacologico.

Reconhecendo a importancia destes produtos como fonte da riqueza da nossa flora
marinha e, como fonte inigualavel de diversidade estrutural de constituintes quimicos das
mais variadas classes, capazes de construir moléculas de alta complexidade estrutural para o
desenvolvimento de novos modelos estruturais, o grupo de Quimica de Produtos Naturais da
UFPB coordenado pelo Prof. Dr. Jos¢ Maria Barbosa Filho no ambito do projeto “Rede
Interinstitucional de Algas Bentonica” (Edital MCT-CNPg/MS-SCTIE-DECIT/CTSalde— N°
10/2006) e projeto tematico “Bioprospeccdo de Produtos Naturais de Origem Marinha” do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ambientes Marinhos Tropicais (Edital

MCT/CNPg/FNDCT N° 71/2010), optou por estudar trés espécies de macroalgas: Caulerpa
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mexicana (alga verde), Hypnea musciformis e Bryothamnion triquetrum (algas vermelhas), e
uma esponja: Ircinia felix., cujas espécies além de habitarem a zona litoranea da Paraiba,
encontram-se relativamente em abundancia, o que facilitou sua coleta e consequentemente o

rendimento do material para estudos quimicos e farmacolégicos.
1.1 MACROALGAS VERDES: CHLOROPHYTAS

As algas verdes estdo inseridas no filo Chlorophyta, constituindo o maior e mais
diversificado grupo de algas, tanto em nivel de espécie, como também de padrdes
morfologicos, estruturais e reprodutivos (OLIVEIRA-CARVALHO, 2003). Atualmente, o
filo encontra-se representado por 17.000 espécies (OLIVEIRA-CARVALHO, 2008). Estas
algas sdo extremamente abundantes nos ambientes aquéticos, classificando-se como um dos
mais importantes componentes do fitoplancton. As algas verdes sdo responsaveis pela maior
parte da producdo de oxigénio molecular disponivel no planeta a partir da fotossintese,
habitando aguas doces ou salgadas, solos Umidos ou troncos. Estes organismos podem
também estabelecer relacbes de mutualismo com outros seres vivos, como 0s fungos,
formando os liquens (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As cloroficeas marinhas ocorrem, em sua maioria, em aguas pouco profundas. No
entanto, nos mares tropicais e subtropicais alguns de seus representantes sao encontrados a
profundidades em torno de 100 m. Algumas ordens sdo predominantemente marinhas, como
Bryopsidales. Dentre estas destacam o género Caulerpa que é caracteristico da flora dos
mares tropicais (LUCENA et al., 2007).

De todas as algas, as verdes sdo os produtores menos prolificos de produtos naturais,
com menos de 300 compostos conhecidos e apenas um pequeno nimero de novos metabdlitos
secundarios reportados a cada ano (BLUNT et al., 2010). As algas marinhas verdes séo
conhecidas por produzir substancias semelhantes aos das algas vermelhas, principalmente os
di e sesquiterpenoides, mas sem a extensa halogenacdo dos substancias das algas vermelhas
(VIDAL, 2006).

A caracteristica quimica de Chlorophyta é a presenca de "1,4-diacetoxibutadieno”,
éster dienolato, encontrado em muitos terpenos de algas verdes (Figura 4). E importante citar,
gque menos da metade dos produtos naturais relatados de algas verdes, sdo provenientes da
ordem Bryopsidales e a grande maioria de seus metabdlitos (> 85%) sdo terpendides

(MUNRO; BLUNT, 2009), onde as familias Udoteaceae, Caulerpaceae e Halimedaceae
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produzem mais de 85% de substancias conhecidos em Bryopsidales, muitos dos quais contém
a anteriormente mencionada unidade 1,4-diacetoxibutadieno, exemplos dos quais incluem
caulerpenina de Caulerpa flexilix e udoteal encontrado em Udotea sp. (VIDAL, 2006)
(Figura 4).

Figura 4. Algumas substancias quimicas isoladas do filo Chlorophyta com unidades 1,4-
diacetoxibutadieno.
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1.1.1 Consideracdes sobre o género Caulerpa J.V. Lamour. (Caulerpaceae).

Caulerpa foi reconhecido por Lamouroux em 1809 como pertencente a familia
Caulerpaceae que abriga, atualmente, os géneros Caulerpa e Caulerpella (Quadro 1)
(WYNNE, 2005). O género compreende espécies morfologicamente complexas, cujos limites
de separacdo tém sido bastante confusos. Espécies de Caulerpa distribuem-se em regibes
tropicais a subtropicais do mundo, mas algumas espécies se estendem no mar mediterraneo e
em regibes temperadas da Australia (KEVEKORDES et al. 2006). No Brasil, o género

Caulerpa estéa representado por 38 taxons.
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Estudos realizados no litoral pernambucano e arquipélago de Fernando de Noronha,
observaram que o0 género apresenta uma grande diversidade taxondmica. Este fato se justifica
porque a costa do referido estado, se encontra inserida na regido tropical, considerada uma das
mais representativas em diversidade especifica do litoral brasileiro (BRAYNER et al., 2008).

Quadro 1. Classificacdo Taxondmica do género Caulerpa. (Fonte: www.algaebase.org).

Reino Plantae

Filo (Diviséo) Chlorophyta

Classe Ulvophyceae
Ordem Bryopsidales
Familia Caulerpaceae
Género Caulerpa

A flora algologica marinha paraibana comecou a ser estudada a partir das primeiras
décadas deste século. A publicacdo da primeira lista de espécies efetuadas por Luetzelburg,
entre 1922 e 1923, pode ser considerada o marco inicial das investigacbes ficoldégicas na
Paraiba (CARVALHO, 1983). Situado na regido nordeste, 0 estado da Paraiba é detentor de
um litoral com 117 km de extensdo. Seu ambiente litoraneo apresenta diferentes tipos de
substratos propicios para o crescimento da flora bentdnica marinha tipica de areas tropicais.
Em levantamento feito na flora do infralitoral do municipio de Pitimbu (Litoral Sul do Estado
da Paraiba), foram identificadas 5 espécies de Caulerpa: Caulerpa lanuginosa J. Agardh,
Caulerpa kempfii (Forsskal) J. V. Lamouroux, Caulerpa kempfii A.B. Joly & S. Pereira,
Caulerpa mexicana Sonder ex Kitzing, Caulerpa verticillata J. Agardh e Caulerpa
sertularioides (S. G. Gmelin) M. Howe (LUCENA et al., 2007).

Segundo levantamento realizado em bancos de dados, o género Caulerpa é composto
por diferentes classes de substancias. Entretanto as que apresentam maior prevaléncia sao 0s
alcaloides, terpenoides e esteroides (Figura 5). A substdncia majoritaria deste género € o
alcaloide inddlico caulerpina, este por sua vez esta presente em vinte espécies, entre elas a C.
Ashmeadii, C. Lamourouxii, C. lentillifera, C. mexicana (SCHWEDE et al., 1987), C. peltata

(CAPON, et al., 1983.), C. racemosa (AYYAD; BADRIA, 1994.), C. sertulariodes (RAUB et
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al., 1987.; XU et al., 1998). Estudos com as espécies C. ashmeadii, C. paspaloides, C.
lentillifera, C. racemosa var. Uvifera, C. sertulariodes, levaram ao isolamento do composto
formado por hidroxi-amidas, denominada caulerpircina (VEST et al., 1983; NIELSEN et al.,
1982). Outras substancias que apresentam relevancia no género, sdo 0s sesquiterpenos
caulerpenina, metabolito majoritario da Caulerpa taxifolia (AMICO et al., 1978) e flexilina
(BLACKMAN; WELLS, 1978), colesterol (XU et al., 1998; ), o 3-sitosterol e o colestenol,
(ANJANEYULU et al.,, 1991; HANDLEY; BLACKMAN, 2001), o diterpeno trifarina, o
acido caulerpinico (PAUL; FENICAL, 1985;) isolados em Caulerpa mexicana.
Recentemente, foram isoladas a partir de Caulerpa racemosa duas novas substancias
derivados de para-xilenos, chamados caulerprenilol A e B e dois novos alcal6ides bisinddlico
racemosina A e B (Figura 5)(LIU et al, 2013 a; LIU et al, 2013Db).
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Figura 5. Principais substancias isoladas do género Caulerpa.
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Figura 5. Principais substancias isoladas do género Caulerpa (continuagéo).
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Vérios estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de diversas espécies de
Caulerpa, isto é confirmado atraves de levantamento bibliogréafico, que mostra que os extratos
testados de muitas espécies apresentam um amplo espectro de atividades, incluindo atividades
antibacteriana (ALBUQUERQUE et al., 1983; SRIDHAR et al., 1984; USMANGHANI et
al., 1984; PEREZ et al., 1990), antifungica (ALBUQUERQUE et al., 1983; USMANGHANI
et al., 1984; PEREZ et al., 1990), antiviral (PREMANTHAN et al., 1994 ; PREMANTHAN
et al., 1995; PUJOLA et al., 2012), antitumoral (NAKAMURA et al., 1997), repelente
(THANGAM et al.,1993), citotoxica (ARA et al., 1999), anti-inflamatéria (LI et al., 2012),

entre outros.
1.1.2 Consideragdes sobre Caulerpa mexicana Sonder ex Kitzing.

Caulerpa mexicana Sonder ex Kitzing (Figura 6), estd distribuida nas Ilhas do
Atlantico, na América do Sul, na América do Norte, Ilhas do Caribe, Australia e Nova
Zelandia, na Africa, llhas do oceano Indico, sudeste asiatico e Ilhas do Pacifico (STAM et al.,
2006). A mesma possui quatro sinbnimos, Caulerpa harveyana, Caulerpa crassifolia (C.
Agardh) J. Agardh, Caulerpa crassifolia f. mexicana (Sonder ex Kitzing) J. Agardh e
Caulerpa pinnata f. mexicana (Sonder ex Kitzing) Weber-van Bosse 1898 (LAM,;
ZECHMAN, 2006).

Figura 6. Foto ilustrativa de Caulerpa mexicana Sonder ex Kutzing. (Fonte:

www.algaebase.org. Acessado em: 10/07/2012).
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De acordo com a literatura, foi identificado na espécie o alcaloide bisinddlico
caulerpina (Figura 5) (SCHWEDE et al., 1987), os acidos graxos palmitico, a-linoleico,
linoleico e hexadecatriendico (KHOTIMCHENKO, 1995), as vitaminas a- e p-caroteno e o-
tocoferol (SOUSA et al., 2008). Nos extratos polares foram confirmadas a presenca de
substancias polifendlicas (ECHAVARRIA, FRANCO e MARTINEZ, 2009).

.2 MACROALGAS VERMELHAS: RHODOPHYTAS

Com mais de 1.500 substancias relatadas, a quimica dos metab6litos secundarios de
Rhodophyta é mais rica do que as de outras macroalgas, tanto em termos de abundancia como
diversidade. Com a excec¢édo dos florotaninos, todas as principais classes de produtos naturais
estdo representadas entre Rhodophyta (AMSLER, 2008).

As algas vermelhas apesar de possuirem um grande numero de espécies, geralmente
sdo menores em tamanho e as espécies individuais s&o menos abundantes que as algas verdes
(Chlorophytae) e pardas (Phaeophytae) (VIDAL, 2006).

As algas vermelhas produzem predominantemente derivados isoprenoides e
acetogenina, juntamente com alguns aminoacidos, derivados do acido nucleico e chiquimato.
O que realmente distingue as algas vermelhas das demais, € que as mesmas séo produtoras de
substancias halogenadas, com mais de 90% contendo bromo ou cloro, em comparacdo com
compostos de algas verdes que contém apenas 7% e menos de 1% nas algas pardas.
Entretanto, estes derivados terpenoicos halogenados tém mostrado apenas uma escassez de
bioatividade, o que pode explicar o declinio do interesse na quimica de algas vermelhas
(AMSLER, 2008).

Dentre as substancias polifendlicas mais importantes das algas vermelhas, 0s
bromofenois merecem destaque, possuindo estruturas quimicas aromaticas hidroxiladas e
bromadas em varias posicdes e em algumas situacBes, sulfatadas. Outros compostos
polifendlicos sdo os florotaninos, polimeros de alto peso molecular que apresentam como
unidade monomérica o floroglucinol e as substancias polifendlicos sulfatados. E importante
ressaltar, que a maioria dos pesquisadores consideram as substancias fendlicas simples e

acidos polifenolicos das algas marinhas, como metabdlitos secundarios (VIDAL, 2006).

Mais da metade dos relatos quimicos sobre Rhodophyta vém da Familia

Rhodomelaceae (57%) e a grande maioria (85%) por géneros de Laurencia, que produzem
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uma riqueza de sesquiterpenos halogenados e acetogeninas C15 (Figura 7). Os sesquiterpenos
de Laurencia, como também aqueles oriundos de varios outros géneros de Rhodomelaceae,
sdo tipicamente ciclizados, frequentemente policiclico, como visto na laurinterol e pacifenol
(Figura 7) (SIMS et al. 1971). Anéis ligados através de um unico atomo, observados em elatol
(Figura 7) (SIMS et al., 1974), s&o comuns entre 0s sesquiterpenos de Laurencia.

Os terpenos mais comuns em Rhodophyta sdo em grande parte, limitados em
Laurencia, com algumas excecdes. Os diterpenos sdo principalmente policiclos bromados,
tais como o irieol (Figura 7) (AMSLER, 2008), enquanto que na maioria das vezes sdo
triterpenos poliéter, tais como callicladol (SUZUKI et al. 1995). Entretanto, em todas as
familias de Rhodophyta, a quantidade de terpenos polihalogenados € rara, e sesquiterpenos
ndo estdo representados neste filo (AMSLER, 2008).

Figura 7. Alguns exemplos de substancias quimicas isoladas de Rhodophyta.
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Pesquisas demonstram que espécies de algas vermelhas produzem uma classe de

substancias, comumente, ndo descritas como originarias de produtos naturais, a classe dos
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ftalatos. Esteres de ftalato tém sido amplamente aplicados como plastificantes ou solventes na
industria quimica (STAPLES, PARKERTON e PETERSON, 2000), entre eles, o di-(2-
etilhexil) ftalato (DEHP) e o di-n-butil ftalato (DBP), sdo mais comumente usados.
Entretanto, um levantamento dos componentes sollveis em lipideos de algas, comumente
encontrado na costa norte de Taiwan, demonstrou que os dois compostos mencionados acima,
foram encontrados em quantidade relativamente grande em todas as amostras de algas
estudadas (NOGUCHI, et al., 1979; STEFANOQV, et al.,, 1988; SASTRY; RAO, 1995).
Partindo deste pressuposto, Chen (2004), investigou se essas substancias sdo naturais ou
originarios de algum processo comercial, que posteriormente, entraram no ecossistema.
Assim, a fim de compreender a origem de ésteres de ftalato, este pesquisador cultivou
filamentos da alga vermelha, Bangia atropurpurea, em uma agua do mar artificial (livre de
contaminacdo e adicionado de NaH;4CO3; como fonte de carbono) e em uma agua do mar
natural, para analisar os contetdos de di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP) e di-n-butil ftalato
(DBP), em ambas as situagdes. Os resultados obtidos no presente estudo provaram que as
algas vermelhas Bangia atropurpurea podem sintetizar DEHP e DBP. E que trés outras
espécies de algas, que foram cultivadas sob as mesmas condi¢cdes no laboratorio, mostraram
diferentes concentragdes de ftalatos. Tais resultados devem-se entdo, a natureza intrinseca das

algas.

Estudos no Brasil, também confirmaram a presenca de ftalatos naturais em algas
vermelhas marinhas, coletadas no estado do Espirito Santo (GRESSLER et al., 2010). Neste
estudo, as algas foram submetidas as mesmas condi¢cdes que no experimento anteriormente

citado (quadro 1 e figura 8).
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Quadro 2. Porcentagem de ftalatos naturais encontrados em espécies de algas vermelhas
marinhas coletadas no estado do Espirito Santo, Brasil. (Fonte: GRESSLER et al., 2010).

Espécie Ftalatos encontrados %
Dietilftalato 0,2

L. filiformis Isobutilftalato 0,8
Dibutilftalato 2,8

Bis (2-etilhexil) ftalato 2,2

Isobutilftalato 6,8
L. intricata Dibutilftalato 19,0
Diciclohexilftalato 2,6

Diisobutilftalato 2,1

P. brasiliense Diciclohexiftalato 0,6
Bis (2-etilhexil) ftalato 1,4

O. secundiramea Diisobutilftalato 2,7
Dibutilftalato 4,7

Diciclohexilftalato 1,5
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Figura 8. Ftalatos isolados de algas vermelhas marinhas coletadas no estado do Espirito
Santo, Brasil (GRESSLER et al., 2010).
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1.2.1 Consideracdes sobre Hypnea e Hypnea musciformis

A alga Hypnea musciforms (Figura 9) pertence ao género Hypnea (Quadro 3) que foi
reconhecido por Lamouroux em 1813 e compbe a familia Cystocloniaceae que abriga,

atualmente 18 géneros, entre eles Calliblepharis Klitz., Craspedocarpus F. Schmitz in
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Schmitz & Hauptfl., Cystoclonium Klitz., Hypnea J.V. Lamour., Hypneocolax Borgesen e
Rhodopbyllis Kutz (WYNNE, 2005).

Figura 9. Foto ilustrativa de Hypnea musciformis. (Fonte: www.algaebase.org. Acessado em:
10/07/2013).

Quadro 3. Classificacdo Taxonémica de Hypnea musciformis. (Fonte: www.algaebase.org).

Reino Plantae

Filo (Divisao) Rhodophyta
Classe Florideophyceae
Ordem Gigartinales
Familia Cystocloniaceae
Género Hypnea

Neste género existem 112 atualmente nomes de espécies no banco de dados do Algae

base no momento, dos quais 54 espécies foram atualmente aceitas taxonomicamente.

Hypnea musciformis apresenta ramos cilindricos com 10-20 cm de altura e 0,5-1,0 cm
de didametro, que tornam-se progressivamente mais finos. Possui estrutura firme, cartilaginosa
e altamente ramificada, com ramificagdes varidveis e irregulares, apresentando-se, algumas

vezes, torcida em torno do eixo de outras algas. As extremidades de muitos eixos e galhos séo
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achatados com ganchos largos, o que as diferencia de outras espécies de Hypnea.
Normalmente sdo vermelhas, mas podem ser marrom amarelado em ambientes com luz alta
ou em &gua com poucos nutrientes (BOTANY, 2001).

Hypnea musciformis tem ampla distribuigdo mundial, podendo ser encontrada nos
mares da Europa, llhas do Atlantico, América do Norte, América do Sul, Ilhas do Caribe,
Africa, Sudoeste da Asia, Ilhas do Pacifico, entre outros (SILVA, BASSON e MOE, 1996;
TITTLEY, NETO, 1994; SCHENKMAN, 1989. Ela é comumente encontrada em &guas
calmas, rasas, regides entremarés, recifes, ligados a areia, rochas planas, poga-de maré ou
frequentemente epifitas em Sargassum e outras algas. No estado de florescimento e em
ambientes com alta luz ou pobres em nutrientes, podem ser encontradas em livre flutuagéo,
extremamente abundante sendo cultivada comercialmente em toda a sua distribuicdo mundial
como uma fonte de alimento (BOTANY, 2001).

Esta espécie representa grande interesse econdmico, pois é produtora de k-
carragenano, polissacarideo com alta qualidade espessante, possuindo ainda substancias com
potencial farmacéutico, as quais tém atividade antiviral (SANTOS et al. 1999), vermifuga,
anti-inflamatoria e mio-relaxante (SCHENKMAN, 1989). Tem ampla distribuida no litoral
brasileiro, embora tenha havido declinio do estoque natural gracas a alta exploracédo
(OLIVEIRA-FILHO ,1998)

Nesta espécie encontra-se uma grande diversidade de classes quimicas, entre elas 0s
esteroides (BABU et al., 1990), alcaloides (IMPELLIZZERI, et al., 1975) e triterpenos
(HAYEE-MEMON, 1991) (Tabela 2).
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Tabela 1. Metabolitos secundérios isolados de Hypnea musciformis.
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Tabela 1. Metabolitos secundarios isolados de Hypnea musciformis (Continuacéo).
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Tabela 1. Metabolitos secundarios isolados de Hypnea musciformis (Continuacéo).

Me AFAQ-HUSAIN et al.,
1991.
Br
Me’
Filiformina
Sesquiterpeno oH
Me
AFAQ-HUSAIN et al.,
Me
Br ‘ 1991
Me OH
Laur-3(4)-ene, 10-bromo-7-12-dihidroxi

Do ponto de vista farmacoldgico, a espécie apresenta atividade antibacteriana contra
Staphylococus aureus e Streptococus pyogenes (PEREZ, et al., 1990), eschericia coli
(ALBUQUERQUE, CAMPOS-TAKAKI e KOENING, 1983), atividade antiflngica
(ALBUQUERQUE, CAMPOS-TAKAKI e KOENING, 1983), atividade antioxidante,
atividade anti-inflamatéria, citotoxica e hemolitica (ALVES et al.,, 2012), e antiviral
(MENDES et al., 2012).

1.2.2 Consideracdes sobre Brythamnion e Bryothamnion triquetrum

O género Bryothamnion possui 12 espécies e se encontra amplamente distribuido nos
mares ocidentais e orientais da Africa, no oceano Atlantico tropical e subtropical e no Pacifico
(México) (GUIRY; GUIRY, 2013).

Este género é caracteristico por apresentar lectinas, especialmente em B. seaforthii e B.
triquetrum. As lecitinas sdo um grupo estruturalmente heterogéneo de proteinas, que possuem
locais de ligacdo especificos para os carboidratos e glicoconjugados (NASCIMENTO-NETO
et al., 2012; PINTO et al., 2009). Estudos foram realizados e demonstraram que as lecitinas
podem ser ferramentas para diferenciar células de carcinoma de c6lon humano (PINTO et al.,
2009), bem como, inibem a adesdo de streptococos na pelicula dentaria (TEIXEIRA et al.,
2007), relaxam a musculatura lisa (LIMA et al., 2004), entre outros.
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Bryotamniom triquetrum (Figura 8) é uma espécie de alga vermelha, pertencente a
familia Rhodomelaceae (Quadro 4) (ARECES; MARTINEZ-IGLESIAS, 1993), que vive
sobretudo em mares quentes e que apresenta em media 20 cm de altura. Uma de suas
principais caracteristicas é a presenca do pigmento ficoeritrina em suas células, responsavel
pela coloracdo avermelhada destes organismos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Quadro 4. Classificacdo Taxondmica de Bryotamniom triquetrum. (Fonte: www.algaebase.org).

Reino Plantae

Filo (Diviséo) Rhodophyta
Classe Florideophyceae
Ordem Ceramiales
Familia Rhodomelaceae
Género Bryothamnion

Estas algas sdo compostas de talo ereto, rigido, grosseiro, de coloracdo vermelho
escura, medindo até 15 cm (Figura 5), crescendo de forma geral, rapidamente em ambientes
de pouca profundidade fixa ao substrato, ndo apresentando toxidade e sendo amplamente
distribuida (MAIA et. al, 2010).
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Figura 10. Foto ilustrativa de Bryothamnion triquetrum. (Fontewww.algaebase.org.. Acessado
em: 11/07/2013).

A alga marinha vermelha B. triquetrum por crescer rapidamente a pouca profundidade,
é facil de ser coletada (VIDAL et al., 2006) e pode ser encontrada no litoral da América do
Norte (Flérida e México), da América Central (Costa Rica e Panama), Ilhas do Caribe
(Bahamas, Porto Rico, Cuba, Ilhas Virgens, Jamaica, entre outros), da América do Sul (Brasil,
Colémbia e Venezuela) e na Africa (Angola) (TAYLOR, 1960).

Em relacdo a constituicdo quimica, ja foram isoladas de B. triquetrum acidos fendlicos
(NOVOA et al.,, 2001), polissacarideos (FERNANDES et al., 1987), acidos graxos (laurico,
miristico, palmitico, oleico, estearico, entre outros.) (VIDAL, 2006), carboidratos,
carotenoides (VIDAL, 2006; SOUSA et al., 2008), fosfolipideos (MENESES; NAVARRO,;
GLONEK, 1993), aminodcidos e lectinas (CALVETE et al., 2012).

Estudos realizados com algas marinhas coletadas na costa do México demonstraram
que B. triquetrum apresenta atividade antioxidante semelhante a substancias comerciais como
o butilhidroxitolueno (BHT), o acido ascorbico e o a-tocoferol (ZUBIA et al., 2007). Em
trabalho realizado com extratos dessa espécie, demonstrou a presenca de trés constituintes
fendlicos majoritarios: o acido trans-cinamico, o &cido p-cumarico e o &cido ferdlico,
atribuindo, que parte da capacidade antioxidante observada nestas substancias refere-se ao

sequestro do radical hidroxila, &nion superoxido, além de inibicdo da lipoperoxidacdo pelo
44


http://www.algaebase.org/

Constituintes quimicos e atividade bioldgica dos orgnanismos marinfios:

Cauperpa mexicana, Bryothamnion triquetrum, Hypnea musciformis e Ircinea felix

teste do acido linoléico (VIDAL et al., 2006). Lima et al. (2004) demonstrou que uma lectina
extraida desta espécie induziu o relaxamento de seguimento da aorta toracica de ratos por
ativacdo da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e consequente liberacéo de NO.

Um estudo realizado por Fallarero e colaboradores (2006) com extrato aquoso bruto de
Bryothamnion triquetrum, demonstrou efeito neuroprotetor em condicGes de isquemia. Este
resultado mostrou que o efeito do extrato, é parcialmente relacionado com a presenca de acido
feralico e juntamente devido sua capacidade de reduzir a geracdo de radicais livres. Outro
estudo anterior, com este extrato, também demonstrou atividade antineurotoxica
(FALLARERO, et al., 2003).

1.3 ESPONJAS

As esponjas (Filo Porifera) sdo animais aquaticos, marinhos ou de agua doce, sésseis
na fase adulta, com cores, formas e dimensfes variadas. S8o metazoarios primitivos
(considera-se que as esponjas surgiram entre 600.000.000 e 450.000.000 anos, no periodo
Cambriano), provavelmente os primeiros animais pluricelulares a surgirem ao longo da
evolucdo. As esponjas ndo possuem Orgaos ou sistemas diferenciados, suas células nédo
constituem tecidos strictu sensu, e as ligagdes intercelulares séo labeis e instaveis (ALMEIDA
e BERLINCK, 97). Estdo distribuidas em ambientes marinhos e dulciaquicolas, dos polos as
regides tropicais. Em muitos habitats bénticos, incluindo costdes rochosos, recifes de coral e
grutas submarinas, dentre outros, as esponjas sdo frequentemente, 0s organismos dominantes
(RIBEIRO, 2008).

Nos ambientes marinhos costeiros, as esponjas chamam a atencdo principalmente por
suas cores e formas variadas. Porém, é comum que sejam confundidas com algas, corais ou
mesmo rochas, como consequéncia de seu habito séssil, aparentemente estatico. Seu tamanho
também varia muito, pois hd esponjas que sdo medidas em milimetros, enquanto outras
ultrapassam um ou mais metros, seja em comprimento, altura ou didmetro. Sdo notoriamente
assimétricas, porém ha excecdes (HAJDU, PEIXINHO E FERNANDEZ, 2011).

Existem quatro Classes de esponjas: Calcarea, Hexactinellida, Demospongiae e
Archaeocyatha. A Classe Calcarea retine esponjas marinhas com espiculas constituidas por
carbonato de calcio e séo distribuidas em todos os oceanos do mundo, mas a maioria ocorre
em aguas costeiras e rasas. A Classe Hexactinellida inclui esponjas marinhas que possuem

espiculas silicosas hexactinais e sdo conhecidas popularmente como “esponjas-de-vidro”,
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muitas delas ocorrendo em grandes profundidades. A Classe Demospongiae é a que retne o
maior numero de taxons, compreendendo 90% das espécies de esponjas, marinhas e
dulciaquicolas, que possuem o esqueleto formado por espiculas silicosas ou fibras de
espongina, podendo possuir ambos ou ainda, nenhum deles (RIBEIRO, 2008).

Considera-se que as esponjas, foram os primeiros animais marinhos estudados do
ponto de vista quimico. Estudos com produtos naturais de esponjas marinhas fornecem
importantes informacdes do ponto de vista quimiotaxondmico, ecoldgico e sobre sua quimica
e bioquimica. Porém, tendo-se em vista que diversas espécies de esponjas apresentam
associacOes com cianobactérias e bactérias, considera-se que varios produtos naturais isolados
de esponjas possam ser originarios de microrganismos (ALMEIDA, BERLINCK, 97).

Muitas substancias produzidas pelas esponjas exibem potente atividade em ensaios
farmacoldgicos. No entanto, had algum tempo, o0s papéis que desempenhavam estes
metabolitos na biologia da esponja, em grande parte eram desconhecidos. Suspeitava-se que
esses metabolitos podiam ser produzidos para inibir a incrustacdo e crescimento de
microrganismos, prevenir os danos causados por radiacdo UV, entre outros. Mas a hipotese
mais provavel era a predacdo (PAWLIK, MCFALL e ZEA, 2002). Hoje esta hipotese foi
confirmada, visto que, as esponjas vivem em habitat de grande competicdo por espaco ndo
apenas a nivel fisico, mas principalmente a nivel quimico, pela producdo de diversas
substancias toxicas, ou alelopaticas, que Ihes permitem competir contra espécies concorrentes
ou se proteger de predadores. Associam-se também com uma grande variedade de
microrganismos, facilitando sua permanéncia no meio. Por estes motivos, 0 interesse
farmacoldgico em suas substancias cresceu bastante nos ultimos anos. Hoje sabemos que estes
organismos possuem um metabolismo secundario extremamente diversificado (KOSSUGA,
2008).

Resultados revelam que véarias moléculas produzidas por esponjas e/ou
microrganismos associados, apresentam atividades farmacologicas relevantes. Destacam-se
aqui algumas dessas atividades (PATRICIO; LIMA, 2011):

— anti-tumoral (Halichondrina B — metabolito da esponja H. okadai é um potencial
farmaco em ensaios clinicos no Canada; Agelasphina — proveniente da Agela Mauritania, esta

em fase | de testes clinicos na Europa);
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— anti-bacteriana  (6-hidroximanzamina E - alcaloide produzido pela
Acanthostrongylophora sp. com resultados promissores contra M. tuberculosis, 0 patogénio
da tuberculose);

— anti-fungica (Manzamina A — produto da Acanthostrongylophora sp. que exibe
atividade anti-C. neoformans, fungo que infecta a garganta, encontra-se em testes pré-

clinicos);

— antiviral (Ara-A — nucledsido da Cryptotethya crypta tem atividade contra o virus da
herpes e da varicela; Avarol — produto da Dysidea avara inibe o HIV quase completamente e
0s seus derivados sdo potentes inibidores da transcriptase reversa do HIV, enzima
fundamental nas primeiras fases de infecgéo pelo virus da SIDA),

— anti-protozoario (Manzamine A- alcaloide isolado de varias esponjas parece muito

promissor no tratamento de malaria, em testes pre-clinicos),

— anti-inflamatoria (Contignaterol - isolado de Petrosia contignata, encontra-se neste

momento em estudo em ensaios clinicos) e;

— imunossupressora (Discodermolideo — metabolito da Discodermia dissoluta, € um
agente imunossupressivo e anti-canceroso, apresentando actividade semelhante ao Taxol;

encontra-se em testes clinicos para cancros resistentes ao Taxol).

11.3.1 Consideracdes sobre Ircinia e Ircinia felix

O género Ircinia pertence a familia Ircinidae (quadro 5) e compreende mais de 70
espécies no mundo, das quais cinco ocorrem no Brasil, como € o caso da Ircinia félix. No
Brasil ela ocorre no Ceara, Rio Grande do Norte, Atol das Rocas, Fernando de Noronha, BA
(Salvador, Marau), llha da Trindade. Fora do Brasil, ocorre no Noroeste do Atlantico, Golfo
do México, Caribe (Bermudas, Florida, Bahamas,Cuba, Ilhas Cayman, Jamaica, Republica
Dominicana, Porto Rico, llhas Virgens, Barbados, México, Belize, Costa Rica, Panama,
Colémbia, Venezuela, Antilhas Holandesas) (HAJDU, PEIXINHO, FERNANDEZ, 2011).
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Quadro 5. Classificagdo Taxondmica de Ircinia felix. (Fonte: www.algaebase.com)

Reino Animalia

Filo (Diviséo) Porifera
Ordem Dictyoceratida
Familia Irciniidae
Género Ircinia

As esponjas do género Ircinia (Figura 11) sdo bem conhecidas pelo seu odor forte e
desagradavel, que recentemente tem sido atribuida a uma mistura de substéncias contendo
nitrogénio ou enxofre volatil, incluindo dimetilsulfido, metil isocianeto e metil isotiocianato.

Estes compostos volateis exibem atividade antimicrobiana em ensaios laboratoriais (DUQUE
et al., 2001).

Figura 11. Foto ilustrativa de Ircinia felix .(Fonte: Prof. Dr. Roberto Mioso)

No género Ircinia ja foram isolados macrolideos (TAKADA et al., 1999; RASHID;
GUSTAFSONB; BOYDB, 2001) e principalmente diversos sesterterpenos furanicos (CHEN
et al., 2006), como os é&cidos furanosesterterpenos tetronicos (FTAs) (EMURA; HIGUCHI,
MIYAMOTO, 2006) (Figura 12), que sdo substancias que apresentam uma variedade de
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atividades farmacoldgicas, em sistemas de ensaios diferentes, incluindo atividade
antimicrobiana e na inibicdo do transporte de Ca®*, mas suas potenciais funcdes ecoldgicas
nunca foram experimentalmente abordadas (PAWLIK, MCFALL e ZEA, 2002). Porém sabe-
se, que estdo relacionadas com a defesa do animal, pois se evidenciou uma maior quantidade
em esponjas que foram encontradas ou transplantadas para areas de menor intensidade de luz
(exemplo, Ircinia Felix), e bem maiores em esponjas intencionalmente feridas (ZEA et al.,
1999).
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Figura 12. Substancias quimicas isoladas de Ircinia.
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Figura 12. Substancias quimicas isoladas de Ircinia.(Contiuacao)
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Objetivos
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I OBJETIVOS

I1.1 Objetivos gerais

Contribuir para o conhecimento quimico e farmacoldgico das espécies de algas verde e
vermelhas selecionadas no litoral paraibano, pertencentes a familia Caulerpacea,
Cystocloniaceae e Rhodomela, bem como, contribuir para o conhecimento quimico da
espongiofauna através da familia Irciniidae.

11.2 Objetivos especificos

= |Isolar e purificar as substancias quimicas das espécies de algas e esponja em estudo,
atraveés de métodos cromatogréficos;

= Caracterizar estruturalmente as substancias isoladas através de métodos
espectroscopicos como Espectroscopia no Infravermelho, Ressonancia Magnética
Nuclear uni e bidimensionais e Espectrometria de Massas.

= Auvaliar a citotoxicidade de extratos metanolicos brutos de algas frente a eritrocitos;

= Auvaliar a atividade antitumoral in vitro de extratos metandlicos brutos de algas em
linhagens de células tumorais de Ehrlich;

= Disponibilizar extratos e substancias isoladas para avaliagdo da atividade

antinociceptiva e anti-inflamatoria e do efeito espasmolitico.
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CAPITULO I:
ESTUDO QUIMICO

Metodologia
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111 CAPITULO I: ESTUDO QUIMICO
1.1 METODOLOGIA

111.1.2 Métodos Cromatogréaficos

- Cromatografia por adsorcdo: Na cromatografia em coluna (CC) por adsorcao foi empregada
gel de silica 60 da Merck ou da Vetec (@ um 63-200). Para cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60 (@ um 2-25), MERCK (com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm). Os eluentes utilizados foram: hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol puros, ou combinados em proporgdes crescentes de polaridade. A revelagédo das
substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposi¢do & luz ultravioleta em dois
comprimentos de onda (254 e 366nm), e/ou por aspersdo com solucéo de solucdo de 20% de acido
fosfomolibdico (para identificacdo qualitativa de substancias redutoras), clorox (para identificacdo
qualitativa de peptideos), solugdo de Dragendorff (para identificagdo qualitativa de alcaloides) e
ninidrina (para identificacdo qualitativa de aminodcidos e aminas primarias) seguido de
aquecimento em estufa por aproximadamente 5 minutos, ou ainda por exposi¢do a vapores de

iodo.

- Cromatografia de excluséo molecular: Os fracionamentos por cromatografia de excluséo
foram efetuados em gel de dextrana Sephadex LH-20 e G-15 da Pharmacia Fine Chemicals,

utilizando-se metanol puro ou combinado com diclometano como fase movel (modo isocrético).

- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ~ HPLC) As solucdes de calibracdo, os
extratos e fragdes do material marinho foram analisados num aparelho de HPLC, constituido de
uma bomba binaria e um detector DAD com varredura entre uma faixa de comprimentos de
onda entre 190 a 800 nm. As amostras foram eluidas com Metanol e Acetonitrila, utilizando-
se coluna cromatografica de fase reversa analitica (Luna Phenomenex 250 x 4,60 mm, 5 pm)
operada a um fluxo de 1mL/min ¢ injetado um volume de 20 pL. As separacdes foram
efetuadas em coluna cromatogréfica de fase reversa semi-preparativa (Luna Phenomenex 250
x 10,0 mm, 10 um) e injetado um volume de 4,5 mL/min. Os solventes empregados
apresentavam grau HPLC (MeOH-Tedia e H20-Milli-Q) e foram adequadamente filtrados
através de membranas de nylon com poros de 0,45 um e desgaseificados por sonicagdo
durante 30 min. As amostras foram dissolvidas nas fases mdveis empregadas em cada analise

e filtradas através de membranas de teflon com poros de 0,45 pum.
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111.1.3 Pontos de fusao

Os pontos de fusdo foram determinados sem correcdo de valores em aparelho com bloco
de platina em microscopio Optico tipo “Kofler”’, marca REICHERT, modelo R3279, com
temperatura que varia de 0-350°C.

111.1.4 Métodos espectroscopicos

- Espectroscopia na regido do infravermelho (1) Os espectros na regido do infravermelho
foram obtidos em Espectrometro SHIMADZU, modelo IRPrestige-21, utilizando pastilhas de KBr
no Departamento de Quimica da Universidade Federal da Paraiba (DQ/UFPB).

- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono-
13 (RMN =C) Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de **C (RMN de **C), uni e bidimensionais foram obtidos: no
Nucleo de Caracterizagdo e Analise da Universidade Federal da Paraiba (NUCAL/UFPB) em
espectrdmetro Bruker 200 [200 MHz (*H) e 50 MHz (**C)] e VARIAN Mercury 500 [500
MHz (*H) e 125 MHz (**C)]; Bem como, no Centro Nordestino de Aplicagio e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceard (CENAUREMN-UFC) em
espectrometro Bruker Avance DRX-500, onde foram aplicadas freqliéncias de 500,13 MHz (*H) e
125,75 MHz (*C), sob um campo magnetico de 11,744 T. O tipo de sonda variou conforme o tipo
de técnica: 1- sonda dual de 5 mm com deteccéo direta (experimentos unidimensionais), 2- sonda
multinuclear de 5 mm com detecgéo inversa (experimentos bidimensionais). As amostras foram
dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado: cloroférmio (CDCI;), metanol
(CD,OD) ou éagua deuterada (D,O), comercializados pelas companhias ACROS, Cambridge
Isotope Laboratories, Merck ou Aldrich. Os deslocamentos quimicos foram expressos o, pelos
picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes
deuterados utilizados: cloroférmio (6 7,27), metanol (6 3,31) e agua (6 4,80). Nos espectros de
carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos carbonos-13
dos solventes: cloroformio (6 77,23) e metanol (6 49,17). As multiplicidades dos sinais de
hidrogénio nos espectros de RMN *H foram indicadas segundo a convengdo: s (singleto), d
(dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), g (quarteto), m (multipleto). Os programas utilizados
para a aquisicdo dos dados foram: *H, *C-BB, #*C-DEPT135, COSY, NOESY, HSQC, H,=C-
HMBC. A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), angulos de
nutagdo de 135°, CH e CHs com amplitudes em oposicao aos CHz, foi utilizada na determinagéo
do padrdo de hidrogenacédo dos carbonos em RMN =C, descrito segundo a convencgéo: C (carbono

nao-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico ou metilidénico) e CH,
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(carbono metilico). Os carbonos ndo-hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo do
espectro DEPT 135° do espectro BB.

- Espectrometria de massa (EM): Os espectros por EM-MALDI foram registrados num
espectrometro de quadrupolo com analisador de tempo-de-voo (UltrOTOF-Q, Bruker Daltonics,
Billerica, USA), pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massas da USP- Sdo Paulo e
USP-Campinas, sendo os espectros aquiridos no modo negativo. Condicgdes: voltagem capilar de
3400 V, temperatura e fluxo do gas seco: 180 °C e 4 L/h. Nitrogénio foi utilizado como gas
nebulizador e CF3CO2Na foi empregado como padrdo de calibragdo interna e externa. E os
espctros por CG-EM foram registrados no equipamento Equipamento CG for mass spectrometer
model GC 2010 , Shimadzu, acoplado a MS model GC MS - QP 2010 ultra, Shimadzu,
pertencente ao laboratério de produtos naturais (LPN), Séo Paulo, USP, sob coordenacéo do Prof.

Dr. Massuo Jorge Kato.
I11. 1.5 Coleta e processamento do material marinho

Amostras de macroalgas bénticas, Caulerpa mexicana, Bryothamnion triquetrum e
Hypnea musciformis, foram coletadas respectivamente no litoral das cidades de Pitimbu, Jodo
Pessoa (praia do Bessa) e Jodo Pessoa (ponta do Cabo Branco) na Paraiba, durante marés de
sizigia (-0,2 a 2,0). Uma vez no laboratério foram lavadas com a agua destilada e separada de
epifitas e outras algas, e em seguida secas a temperatura ambiente (~25 °C). Todas as espécies
de algas foram coletadas e identificadas pelo Prof Dr. George Emmamuel Cavalcanti de
Miranda do Departamento de Biologia Molecular/CCEN/UFPB com nimero de tombos JPB
13985, JPB 47599 e JPB 5421 (Caulerpa mexicana, Bryothamnion triquetrum e Hypnea
musciformis respectivamente). E uma exsicata de cada espécie foi depositada no herbario
Prof° Lauro Pires Xavier da UFPB.

A esponja Ircinia felix, foi coletada no litoral paraibano, na praia do Jacarapé-PB
PELO BIOLOGO Prof. Dr. Roberto Mioso e foi identificada pelo zodlogo Dr. Ulisses dos
Santos Pinheiro do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco, com
namero de tombo UFPE POR 1551,. Uma vez no laboratorio, a esponja foi seca e lavada com

agua destilada, separada de epifitas, e em seguida congelada para postrior extracao.
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111.1.6 Obtencéo dos extratos e seus particionamentos.

O método de extragdo escolhido, tanto para as algas como para esponja, foi a extragdo
a frio (maceragdo exaustiva) com metanol em recipiente de ago inoxidavel. As solugdes
extrativas resultantes, depois de filtradas, foram concentradas com o auxilio de evaporador
rotativo, sob pressdo reduzida, a uma temperatura ndo superior a 50 °C, obtendo-se os extratos
metanolicos brutos (EMBS).

Os EMBs foram solubilizados em metanol (MeOH) : H,O (7:3 v/v) sob agitacéo
mecanica, resultando na solucdo hidroalcodlica 1. Esta foi submetida a particdo
liquido/liquido, em ampola de separacdo, utilizando-se 0s solventes hexano (Hex),
diclorometano (CH,Cl,) e Acetato de Etila (AcOEt) separadamente. As solucbes obtidas
foram tratadas com sulfato de sodio anidro (Na,SO,) e submetidas a filtracdo. Apds esse
processo, 0s solventes foram evaporados em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a
temperatura nao superior a 50 °C, fornecendo as fases: hexanica, diclorometano e metanélica
(ESQUEMA 1, 2, 3 e 4).
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ESQUEMA 1. Obtengdo e particionamento do extrato metandlico bruto de Caulerpa

mexicana.

Material seco (1,10 Kg)

- Maceragdo por 72 h com 6 L de Metanol

- Concentragdo sob pressdo reduzida

Extrato Metandlico Bruto (118,0 g)

- Dissolucdo em MeOH:H,0 (7:3, 200 mL)

- Agitacdo mecénica

Solucéo Hidroalcodlica |

- Particédo (1,5 L Hexano)

v

Solucédo Hidroalcodlica Il

- Particdo (2,5 L Diclorometano)

Fase Hexanica (8,37 g)

A4

- Sulfato de sodio anidro

Solugdo Hidroalcodlica 111

- Filtracdo

- Particdo (2 L AcOEt)

- Concent. em evaporador rotativo

Fase Diclorometano (61,26 g)

- Sulfato de sddio anidro

Solucgdo Hidroalcodlica IV

- Filtracdo

- Concentracdo em evaporador - Concentrac&o em evaporador rotativo

- Liofilizacdo

A 4

Fase Acetato de Etila (17,50 g)

Fase Hidroalcodlica 1V
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ESQUEMA 2. Obtencdo e particionamento do extrato metandlico bruto de Hypnea
musciformis.

Material seco (450 g)

- Maceragdo 72 h com 6 L de Metanol

- Concentragdo sob pressdo reduzida

Extrato Metandlico Bruto (5,5 g)

- Dissolucdo em MeOH:H,0 (7:3, 200 mL)

- Agitacdo mecénica

Solucéo Hidroalcodlica |

- Partico (700 mL mL Hexano)

\4

Solucédo Hidroalcodlica Il

- Particéo (1,8 mL CH,Cl,)

Fase Hexéanica (990 mg)

\ 4 - Sulfato de sodio anidro

Solugdo Hidroalcodlica 111 - Filtragdo

L - Concentracdo em evaporador rotativo
- Particéo (1,3 L AcOEt) A4

Fase Diclorometano (2,2 g)

- Sulfato de sodio anidro

Solugdo Hidroalcodlica IV

- Filtracdo

- Concentragéo em evaporador - Concentrag&o em evaporador rotativo

A\ 4

- Liofilizacdo
v Fase Acetato de Etila (460 mg)

Fase Hidroalcodlica 1V
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ESQUEMA 3. Obtencdo e particionamento do extrato metandlico bruto de Bryothamnion
triquetrum.

Material seco (1,693 Kg)

- Maceracgéo 72 h com 12 L de Metanol

- Concentracdo sob pressao reduzida
Extrato Metandlico Bruto (25,0 g)

- Dissolucdo em MeOH:H,0 (7:3, 200 mL)

- Agitacdo mecénica

Solucéo Hidroalcodlica |

- Particdo (2 L Hexano)

\4

Solucédo Hidroalcodlica Il

- Particdo (2,8 L CH,Cl,) Fase Hexanica (386,0 mg)

1 - Sulfato de sédio anidro
\ 4

- Filtracdo

Solugdo Hidroalcodlica 111

- Concent. em evaporador rotativo

- Particio (2 L AcOE) Fase Diclorometano (567,0 mg)

- Sulfato de sodio anidro

Solucéo Hidroalcoolica IV - Filtracdo

- Concentragio em evaporador - Concentragéo em evaporador rotativo

v

- Liofilizacdo
v Fase Acetato de Etila (277,0 mg)

Fase Hidroalcoolica 1V (267,55 mg)
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ESQUEMA 4. Obtencdo e particionamento do extrato metandlico bruto de Ircinia felix.

Material congelado (2 Kg)

- Maceracgéo 72 h com 12 L de Metanol

- Concentracdo sob pressao reduzida

Extrato Met

anolico Bruto (66,50 g)

- Dissolucdo em MeOH:H,0 (7:3, 200 mL)

- Agitacdo mecénica

Solucéo Hidroalcodlica |

- Particéo (1,8 L Hexano)

\4

Solucédo Hidroalcodlica Il

- Particdo (2 L CHCI3)

Fase Hexanica (6,5 g)

A

y

Solugdo Hidroalcodlica 111

- Particdo (1 L AcOEt)

- Sulfato de sodio anidro
- Filtracdo

- Concent. em evaporador rotativo

Fase Diclorometano (23,5 g)

Solucgdo Hidroalcodlica IV

- Concentracdo em evaporador

- Liofilizacdo

Fase Hidroalcoolica 1V (987,10 mg)

- Sulfato de sodio anidro
- Filtracdo

- Concentracdo em evaporador rotativo

v

Fase Acetato de Etila (4,6 g)
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111.1.7 Isolamento dos compostos de Caulerpa mexicana.

Uma aliquota da fase hexanica (3,4 g) foi submetida a cromatografia de adsor¢do em
coluna aberta (CC), utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e como eluentes os
solventes hexano, diclorometano e metanol puros ou em misturas bindrias em grau crescente
de polaridade, obtendo-se 47 fracGes de 100 mL, que foram concentradas em evaporador
rotativo e reunidas de acordo com seu perfil cromatografico ap6s Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA) e analise em lampada ultravioleta e em vapores de iodo.

A fragdo reunida 16-21 foi submetida novamente a cromatografia em coluna,
resultando em 18 fracBes de 100 mL. Apds analise em CCDA a fracdo 7 apresentou-se como

uma Unica mancha e foi codificada inicialmente como Cm-1(16,2 mg).

Uma aliquota da fase diclorometano (4,0 g) foi também submetida a CC, utilizando
silica gel como fase estacionaria e como eluentes os solventes hexano, diclorometano e
metanol sozinhos ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade, obtendo-se 66
fracdes de 50 mL, que foram concentradas em evaporador rotativo e reunidas apos CCDA de
acordo com suas semelhancas cromatograficas. Na CCDA as fracbes 15, 16 e 17

apresentaram-se como uma Unica mancha e foram reunidas e codificadas como Cm-2 (43,10

mQ).

ESQUEMA 5. Purificacdo dos compostos de Caulerpa mexicana.

Fase Hexanica (3,40 g) Fase Diclorometano (4,0 g)
CC/ CCDA CC/ CCDA
1-3 49 10-15 16-21 22-28 29-37 38-47 1-4 5-11 12-14 15-17 18-33 34-45  46-66

CC/CCDA ‘

Fr 07

| Cm-2
cm-1 (43,10 mg)
(16,20 mg)
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111.1.8 Isolamento dos compostos de Hypnea musciformis.

As fases hexanica, diclometéanica e acetato de etila foram submetidas & CCDA,
e a fase diclorometano por apresentar um melhor perfil cromatografico apds andlise em

lampada ultravioleta e em vapores de iodo, foi a selecionada para o estudo.

Uma aliquota da fase diclorometano (1,5 g) foi submetida a CC (esquema 6),
utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluentes os solventes hexano,
diclorometano e metanol puros ou em misturas binarias em grau crescente de polaridade,
obtendo-se 57 fragdes de 100 mL, que foram concentradas em evaporador rotativo e reunidas
ap6s CCDA, de acordo com seu Rf. Apdés CCDA a fracdo 19 apresentou-se como uma Unica
mancha sendo codificada para analise espectral como Hm-1(13,40 mg).

A fragéo reunida 21-24 foi submetida a CC utilizando silica gel como fase estacionéria
e como eluentes os solventes hexano, diclorometano e metanol puros ou em misturas binarias
em grau crescente de polaridade, resultando em 14 fracdes. As mesmas foram analisadas em
CCDA e as fragdes 2, 3 e 4 foram reunidas por apresentarem maior semelhanga e 0 mesmo

grau de pureza, e assim foi codificada como Hm-2 (9,20 mg).

ESQUEMA 6. Purificacdo dos compostos de Hypnea musciformis.

Fase Diclorometano (1,50 g)

CC/CCDA
1-7 8-18 19 21-24  25-28 29-44 4457
I_
CC/ CCDA
Hm-1 Fr 2-4
(13,40 mg)
Hm-2
(9,20 mg)
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111.1.9 Isolamento dos compostos de Bryothamnion triquetrum.

Uma aliquota da fase hexanica (200,0 mg) foi submetida a cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) (esquema 7), utilizando silica gel como fase estacionaria e como
eluentes os solventes hexano:diclorometano (99:1), obtendo-se 5 fragdes, codificadas como A,
B, C, D e E. Posteriormente, as amostras foram submetidas em CCDA e a fragédo E

apresentou-se como uma Unica mancha, ficando codificada como Bt-1(10,10 mg).

ESQUEMA 7. Purificacdo dos compostos de Bryothamnion triquetrum.

Fase Hexanica (200,0 mg)

CCDP

A B Cc D E
CCDA ‘

Bt-1

(10,10 mg)

Em virtude do baixo rendimento obtido das fracdes apos a particdo liquido-liquido, a
purificacdo das substancias presentes nas mesmas ndo foi bem sucedida, desta forma, na
tentativa de se obter um melhor perfil cromatografico, uma outra aliquota do extrato
metanolico bruto (2,5 g), foi submetido a uma coluna filtrante (esquema 8), em funil de placa
porosa, utilizando como fase estacionéaria silica gel e como eluentes os solventes hexano-
diclorometano (1:1), hexano-diclorometano (10:90), diclorometano puro, diclorometano-
metanol (90:10), diclorometano-Metanol (70:30), diclorometano-Metanol (1:1) e metanol
puro. Todas as fracbes foram submetidas a CCDA e a fracdo diclorometano-metanol (90:10)
foi a que apresentou melhor perfil cromatogréafico, sendo submetida a CCDP, resultando em 5
fracdes: A, B, C, D e E, que apos analise em CCDA, apenas a fracdo A apresentou uma unica

mancha, ficando codificada como Bt-2 (13,30 mg).
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ESQUEMA 8. Coluna filtrante com o Extrato Metandlico Bruto de Bryothamnion

triquetrum.
Ext. MeOH Bruto (144 o)
Coluna filtrante
Hex-CH,CL - Hex.cH,01, CH,Cl;  CH,Cl-MeOH CH,ClL-MeOH CH,Cl-MeOH — MeOH
(1:1) {L0-90) (Furo) (90:10) (70:30) (1:1) (Puro)
(166,10mg)  (27.70mg) (80.80mg) (36340mg)  (40320mg) (451 23me)  (556.76me)

Uma aliquota da fase hidroalcoodlica 1V (esquema 3) foi submetida a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodo. Para avaliacdo do perfil
cromatografico foram utilizadas as seguintes condi¢Ges experimentais: concentracdo da
amostra de 1 mg/mL; fase mével Acetonitrila (ACN): H20: 0,1%, em modo gradiente de 5 a
95% de ACN em 10 min, coluna cromatografica de fase reversa analitica Cig (Luna
Phenomenex 250 x 4,60 mm, 5 pm) operada a um fluxo de ImL/min e injetado um volume de
20 pL.

O processo cromatografico, resultou no isolamento de duas substancias
(Cromatograma 1), através da CLAE com detector de arranjo de diodo em coluna
cromatogréafica de fase reversa semi-preparativa Cig (Luna Phenomenex 250 x 10,0 mm, 10
um). A amostra foi preparada a uma concentra¢do de 200 mg/mL; o sistema de eluicdo foi por
gradiente, de 5 a 95% de ACN em 10 min, com 0,1% TFA, em 10 minutos. O fluxo foi
mantido a 4,6 mL/min e injetado um volume de 200 puL. Assim, substancias isoladas foram
codificadas como Bt 3 e Bt 4.

Apos a cromatografia preparativa, as substancias Bt-3 e Bt-4 foram reveladas com
reagentes especificos para aminoacidos e peptideos. Apds revelacdo com ninidrina e clorox, a
substéancia Bt-3 se revelou na cor violeta
Cromatograma 1. Cromatograma da fase hidroalcodlica IV de Bryothamnion triquetrum, na

concentracdo de 200 mg com detector de UV (215 nm).
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111.1.10 Isolamento dos compostos de Ircinia felix.

Uma aliquota da fase hexanica (4,53 g) foi submetida a CC (esquema 9), utilizando
silica gel como fase estacionaria e como eluentes os solventes hexano, diclorometano e
metanol, puros ou em misturas binarias, em grau crescente de polaridade, obtendo-se 40
fracbes de 100 mL cada, que foram concentradas em evaporador rotativo e reunidas apos
CCDA. A fracdo 18-22 foi submetida a CC nas mesmas condicGes anteriores, resultando em
18 fracOes de 50 mL cada. Apds analise em CCDA a fracdo 4 apresentou-se como uma Unica

mancha e foi codificada como Is-1 (21,0 mg).
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ESQUEMA 9. Purificagdo dos compostos de Ircinia felix.

Fase Hexanica (4,53 g)

CC/ CCDA

7-9 10-11 12-15 16-17 18-22 23-25 26-27 28-33 34-40
CC/ CCDA

~ — |
o —

Fr4

Is-1

(21,0 mg)
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Resultados e Discussao
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111.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

I11.2.1 Substéncias isoladas neste trabalho
O estudo com as algas Caulerpa mexicana, Hypnea musciformis e Bryothamnion
triquetrum, bem como, com a esponja Ircinia felix permitiu o isolamento e identificagdo de

sete substancias:

11
Caulerpina
(Caulerpa mexicana)

Il

pB-sitosterol
(Caulerpa mexicana)

Saringosterol 2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidinatriona, 5-etil-5-fenil
(Hypnea musciformis) (Hypnea musciformis)

21

Di-isobutilftalato
(Bryothamnion triquetrum)

colest-4-en-3-ona
(Bryothamnion triquetrum)

327

828" 307

N-[(4E)-3-hidroxi-1-{[(sodiooxi)sulfonilJoxi}non-4-en-2-il]dotriacontanamida

(Ircinia felix)
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111.2.2 Resultados obtidos com Caulerpa mexicana.
111.2.2.1 Identificacao estrutural de Cm-1.

A substdncia Cm-1 apresentou-se na forma de cristais brancos, sollvéis em
diclorometano. A mesma foi identificada através de anélise espectral dos dados de RMN *H e

3C unidimensionais e comparacdo com os dados encontrados na literatura.

O espectro de RMN *H (Figura 14 pag. 74; tabela 2, p. 73) e sua expanséo (Figura 15,
pag. 74) mostraram absor¢des simples e multiplas na regido entre 6y 0,60 e oy 2,21
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos de carbono sp® presentes em
estruturas de esqueleto terpénico (KOJIMA et al., 1990). A analise espectral de RMN *3C
mostrou a presenca de 29 sinais, 0 que nos fez saber que Cm-1 tratava-se de um esteroide. No
espectro de RMN H, foi possivel observar também, a presenca de um multipleto em 8y 3,44
(m), que pode ser atribuido a hidrogénio oximetinico da posi¢do 3 de nucleo esteroidal
(KOJIMA, 1990). Na expansdo do mesmo espectro, mostrou um dupleto em oy 5,27 (J= 4
Hz) tipico de hidrogénio olefinico na posicéo 6 de fitoesterdides (AHMED et al., 1992).

No espectro de RMN **C-APT (Figura 16, pag. 75; tabela 2, p. 73) e suas expansoes
(Figura 17 e 18, p. 75 e 76), foi possivel confirmar a presenca do carbono oximetinico (C-3)
pelo deslocamento quimico em &¢ 71,9. E 0s sinais para carbonos sz metinico em &¢ 121,7 e
nao hidrogenado em &¢ 140,7 foram compativeis com dupla ligacéo localizada em C-6 e C-5,
respectivamente, sugeridas no espectro de RMN *H. Diante das informag6es, e comparacdes
realizadas com modelo da literatura (TOMAZ, 2008) (Tabela 2, pag. 73) tornaram-se possivel
identificar a substancia como sendo o B-sitosterol (Figura 13), isolado anteriormente no

género e sendo descrita pela primeira vez em Caulerpa mexicana.
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Figura 13. Estrutura quimica do B-sitosterol.

i

B-sitosterol
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Tabela 2. Dados comparativos de RMN™*C da substancia Cm-1 (8, CDCls, 50 MHz) com
modelos da literatura (6, CsDsN, 100 MHz), (TOMAZ, 2008).

Carbonos Cm-1 B-sitosterol
C
5 140,7 140,7
10 36,4 36,4
13 42,2 42,2
CH
3 71,8 71,7
6 121,7 121,6
8 31,8 31,8
9 50,0 50,1
14 56,7 56,7
17 55,9 56,0
20 36,2 36,1
24 45,7 45,8
25 29,09 29,1
CH;
1 37,2 37,2
2 31,6 31,4
4 42,2 42,1
7 31,8 31,9
11 21,0 21,0
12 39,7 39,7
15 24,2 24,3
16 28,2 28,2
22 33,8 34,0
23 26,2 26,0
28 22,9 23,0
CHs
18 11,8 11,8
19 19,3 19,3
21 18,8 18,7
26 19,5 19,8
27 18,9 19,0
29 12,2 12,0

;
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Figura 14. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) de Cm-1.
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Figura 16. Espectro de RMN *C-APT (50 MHz, CDCls) de Cm-1.
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Figura 18. Expansdo do espectro de RMN *C-APT (50 MHz, CDCl5) de Cm-1.
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111.2.2.2 Identificacao estrutural de Cm-2.

A substancia Cm-2 apresentou-se na forma de cristais vermelhos, solivéis em
cloroférmio. A identificacdo foi realizada através de analises espectrais de RMN *H e **C uni

e bidimensionais.

O espectro de RMN *H (Figura 20, p. 81; p. 83) e sua expansdo (Figura 21, p. 81;
tabela 3, p. 79) apresentaram sinais em &y 7,00 a 7,50 caracteristico de nucleo aromatico.
Analisando a expansdo (Figura 21, pag. 81) foi possivel observar a presenca de dois dupletos
largos, para um hidrogénio em &y 7,41 (J = 7,6 Hz, H-4/H-4") e 7,29 (J = 7,8 Hz, H-7/H-7") e
dois duplos tripletos para um hidrogénio em éy 7,17 (J = 1,4, H-6/H-6" e 7,8 Hz, H-6/H-6) e
7,07 (J =1,4 e 7,8 Hz, H-5/H-5") indicando a presenca de anel aromatico dissubstiuido em
orto. Este espectro sugeriu tambeém a presenca de nitrogénio de um nucleo inddlico, pela
presenca do singleto em 6y 9,20, caracteristico da classe dos alcaloides (ANJANEYULU,
PRAKASHI e MALLAVADHANI, 1991; ANJANEYULU et al., 1992). A analise do
espectro de RMN 'H revelou ainda, a presenca de um singleto em 8y 8,04 (para um
hidrogénio aromatico), possivelmente de carbono metinico ligado a carbono ndo hidrogenado
e oy 3,90 (s, 3H) caracteristico de metoxila.

O espectro de RMN **C-APT de Cm-2 (Figura 22, pag. 82; tabela 3, p. 79) apresentou
12 sinais, sendo seis para carbonos ndo hidrogenados, e seis para carbonos metinicos ou
metilicos. A presenca de sinais entre 6¢c 111,5 e 123,3 demonstraram a presenca de anel
aromatico, pois séo caracteristicos de carbonos monohidrogenados. Na sua expansdo (Figura
23, pag. 82) observou-se um sinal em d¢c 52,5 caracteristico de metoxila, confirmando a
presenca deste grupo como visualizado no espectro de RMN 'H. Entretanto, o sinal em 8¢
166,6 sugeriu a presenca de uma carbonila de éster.

Por se tratar do isolamento quimico de uma substancia do género Caulerpa, no qual ja
é relatado a presenca do alcaloide bis indélico caulerpina em todas as espécies relatadas na
literatura, foi possivel através da comparacdo (LORENZO, 2010) considerar esta proposta
para Cm-2 (Tabela 4, p. 80). Para a plena confirmacdo, foram realizados os experimentos de
correlacdes heteronuclear HMQC e HMBC.

O espectro de correlagdes heteronuclear direta (*H X **C-HMQC) (Figura 24, p. 83;
tabela 3, p. 79) e suas expansdes (Figura 25 e 26, p. 86 e 87) mostraram uma correlacdo entre
os hidrogénios da metoxila em &4 3,88 (H-11/H-11") com o seu respectivo carbono em d¢

52,5 (C-11/C-11"). Uma correlagdo com o singleto em oy 8,04 (H-9/H-97) com o carbono em
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dc 142,8 (C-9/C-9"), reafirmando a proposta de se tratar de um hidrogénio metinico. E ainda
se observa, as correlagdes entre os dupletos em 6y 7,41 (H-4/H-4") com o 6¢ 118,0 (C-4/C-4")
e Oy 7,29 (H-7/H-7") com o &¢ 111,5 (C-7/C-7") ¢ os duplo tripletos em 6y 7,17 (H-6/H-6")
com o d¢c 123,3 (C-6/C-6") e 6y 7,07 (H-5/H-5") com o 6¢ 120,7 (C-5/C-5") .

O espectro de correlagdes heteronuclear (*H X **C-HMBC) (Figura 27, p. 84; tabela 3,
p. 79) e suas expansdes (Figura 28 e 29, p. 85) a duas (J°) e trés ligacdes (J°) mostraram as
seguintes correlacdes: 8y 8,04 (H-9) com ¢ 166,6 (J°) atribuido & carbonila (C-10), com 8¢
132,8 (3% atribuido ao carbono alfa ao nitrogénio (C-2). O ¢ 137,7 foi atribuido ao C-7a alfa
ao nitrogénio por apresentar correlacdo com &y 7,41 (H-4) e 8y 7,17 (H-6) ambos (J°), o que
permite atribuir éy 7,17 para a posigéo 6.

No nucleo aromatico observou-se correlagdo do 8y 7,41 (H-4) (3°) com 8¢ 123,3 (C-6)
e 8n 7,17 (H-6) (3% com 8¢ 118,0 (C-4), assim como y 7,29 (H-7) com 8¢ 120,7 (C-5) e &y
7,07 (H-5) (3*) com &¢ 111,5 (C-7). O C-3a teve seu deslocamento quimico definido através
da correlacdo 8¢ 128,1 (3*) com 8y 7,07 (H-5) e 8y 7,29 (H-7).

Diante do exposto foi possivel confirmar que Cm-2 tratava-se do alcaloide bis indolico
caulerpina (CLP) (Figura 19).

Figura 19. Estrutura quimica do alcaloide bis inddlico caulerpina (CLP).

Caulerpina
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Tabela 3. Dados de RMN de *H (500 MHz), *3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais de *H x
3C (HMBC) de Cm-2 registrados em CDCl; (8 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
oc on “JcH *Jen
C
2 132,8 -
3 112,4 -
3a 128,1 -
7a 137,7 -
8 125,4 -
10 166,6 -
CH
4 118,0 7,41 (dl, J= 7,6 Hz,1H) C-6, C-7a
5 120,7 7,07 (dt, J= 1,4 € 7,8 Hz,1H) C-3a, C-7
6 1233 7,17 (dt, J= 1,4 € 7,8 Hz,1H) C-4,C-Ta
7 111,5 7,29 (dI, J= 7,8 Hz,1H) C-3a, C-5
9 142,8 8,04 (s ,1H) C-2, C-4, C-10
CH;O
11 52,5 3,88 (s ,3H)
C
2 132,8 -
3 112,4 -
3a 128,1 -
7a 137,7 -
8 125,4 -
10 166,6 -
CH
4 118,0 7,41 (dl, = 7,6 Hz,1H) C-6",C-7a°
5 120,7 7,07 (dt, J= 1,4 € 7,8 Hz,1H) C-3a,C-7°
6 123,3 7,17 (dt, J= 1,4 € 7,8 Hz,1H) C-4",C-7a°
7 111,5 7,29 (dl, J= 7,8 Hz,1H) C-3a, C-5°
9 142,8 8,04 (s ,1H) C-2),C-4", C-10°
CH:O
11 52,5 3,88 (s ,3H)
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Tabela 4. Dados comparativos de RMN™C da substancia Cm-2 (8, CDCI3, 50 MHz) com
modelos da literatura (5, CDCl3, 125 MHz), (LORENZO, 2010).

Carbonos Cm-2 Caulerpina
212 132,8 132,8
3/3 112,4 112,5
3a/3a’ 128,1 128,3
4 118,0 118,1
5 120,7 120,7
6/6° 123,3 123,3
717 1115 111,5
7al7a’ 137,7 137,7
8/8" 125,4 125,6
9/9 142,8 1429
10/10 166,6 166,6
11/117 52,5 52,6
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Figura 20. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCI3) de Cm-2.

Figura 21. Expansdo do espectro de RMN *H (200 MHz, CDCI3) de Cm-2.
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Figura 22. Espectro de RMN *°C - APT (CDCls, 50 MHz) de Cm-2. Figura 23. Expansdo do Espectro de RMN °C - APT (CDCls, 50 MHZz) de Cm-2.
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Figura 24. Espectro de HMQC (CDCls, 200 e 50 MHz) de Cm-2. Figura 25. Expanséo do Espectro de HMQC (CDCls, 200 e 50 MHz) de Cm-2.
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Figura 26. Expansédo do espectro NOESY (200 MHz, CDCl3) de Cm-2.
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Figura 27. Espectro HMBC (200 e 50 MHz, CDCl;) de Cm-2.
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Figura 28. Expansdo do espectro HMBC (200 e 50 MHz, CDCI3) de Cm-2.  Figura 29. Expanséo do espectro HMBC (200 e 50 MHz, CDCI3) de de Cm-2.
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111.2.3 Resultados obtidos com Hypnea musciformis.
111.2.3.1 Identificacéo estrutural de Hm-1.

A substancia Hm-1 apresentou-se como um Oleo de coloracdo amarela, solivel em
diclorometano. A mesma foi identificada através de anélise espectral dos dados de RMN *H e

3C unidimensionais e comparacdo com os dados encontrados na literatura.

Semelhante & substancia Cm-1, o espectro de RMN 'H (Figura 32, p. 91; Tabela 5, p.
89) apresentou um conjunto de deslocamentos quimicos de alta multiplicidade em oy 0,65 -
2,26, caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilicos e metilénicos, e o espectro de RMN
13C-APT apresentou 29 sinais, indicando que Hm-1 também tratava-se de um esteroide.

Este dado foi corroborado pela observacdo de dois singletos em 6y 0,65 (Me-18) e
1,22 (Me-19) e de trés dubletos em 64 0,82 (J = 6,0 Hz, 3H), 0,85 (J=2,0 Hz, 3H) ¢ 0,92 (J =
6,0 Hz, 3H), que indicam a existéncia de cinco grupamentos metila (Figura 34, pag. 99).

Na expansdo dos espectros de RMN 'H e ¥C (Figura 33 e 34, p. 91 e 92,
respectivamente), observou-se um multipleto em &y 3,49 e um sinal em 6c 71,8
correspondentes ao hidrogénio e carbono oximetinicos que possibilitaram sugerir a presenca
de funcéo alccol em C-3, muito comum na classe dos esteroides.

Ainda na expanséo do espectro de RMN *H (Figura 33, p. 91), um dupleto em &y 5,32
(J = 4 Hz, 1H) permitiram sugerir a presenca de um hidrogénio olefinico. Os sinais, no
espectro de RMN **C (Figura 35, p. 92), em 8¢ 140,6 e 121,6 corroboraram essa afirmagéo
uma vez que sao coerentes com dupla ligacéo localizada em C-5 e C-6.

Ainda na expansdo do espectro de RMN *H, foi possivel analisar um duplo dupleto
em 0y 5,71 (J = 12 Hz e J = 18 Hz, H-28), acoplando cis com um dupleto em oy 5,24 (J=12
Hz, H-29) e acoplando trans com outro dupleto em 64 5,11 (J = 18 Hz, H-29"). Esses
conjuntos de sinais nos fizeram atribuir a presenca de um grupo vinila terminal na molécula.

Na expansdo do espectro de RMN **C-APT (Figura 36, p. 93; tabela 5, p. 89), foi
possivel confirmar as sugestdes dadas no espectro de RMN *H, através dos sinais em 8¢ 116,3
de carbono metilénico C-29 e em 6¢ 137,1 de carbono metinico C-28, compativeis com dupla
ligacdo terminal (AYYAD et al., 2003). Também no espectro de RMN **C-APT (Figura 36,
p. 93) observou-se a presenca do deslocamento quimico em d¢ 89,09 atribuivel a carbono
oxigenado ndo hidrogenado (PAVIA et al., 2010). A auséncia de outros sinais para carbonos

com estas caracteristicas permitiu sugerir a existéncia de outra hidroxila para Hm-1. Sete
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posicdes no nucleo esteroidal sdo permitidas para uma hidroxila com esta caracteristica
(Figura 30):

Figura 30. Possibilidades estruturais para Hm-1.

Estrutura 5 Estrutura 6

Estrutura 7

Comparando os dados de RMN **C de Hm-1 com os do p-sitosterol (substancia
similar pelo fato de também apresentar uma hidroxila em C-3 e dupla ligacdo envolvendo os
carbonos C-5 e C-6) é possivel constatar semelhancas nos deslocamentos quimicos dos
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carbonos C-5, C-6, C-9 e C-21. Tal observacdo permitiu descartar as possibilidades estruturais
1, 2, 3 e 4, visto que, a hidroxila nas posic¢Oes indicadas em cada estrutura causaria um efeito
gama protetor nos carbonos mencionados e isto resultaria em um valor de deslocamento

quimico menor, 0 que ndo ocorre no espectro de RMN *C-APT de Hm-1.

As possibilidades estruturais 5 e 7 também foram descartadas pela analise da
multiplicidade gerada pelos hidrogénios das metilas C-21, C-26 e C-27. A presenca da
hidroxila em C-20 e C-25 inviabilizaria a formacéo dos dupletos, observados no espectro de
RMN 'H de Hm-1, para as metilas mencionadas pois ela substituiria o hidrogénio metinico H-
20 e H-25.

Desta forma, comparando os dados espectrais com modelos da literatura (AYYAD et
al., 2003) (Tabela 6, p. 90), foi possivel confirmar que a substancia Hm-1 corresponde a
possibilidade estrutural 6, ou seja, o esteroide estigmasta-5,28-dieno-3,24-diol, (3p)-(24S),
mais conhecido como Saringosterol (Figura 31). Isolado em outros produtos marinhos e

isolado pela primeira vez em Hypnea musciformis.

Figura 31. Estrutura quimica do esteroide Saringosterol.

Saringosterol
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Tabela 5. Dados de RMN de *H (200 MHz), **C (50 MHz) de Hm-1 registrados em CDCls (8

emppme Jem Hz).

oc OH
C
10 36,46
13 42,29
24 89,09
CH
5 140,66
8 35,91
9 50,05
14 56,7
17 55,86
20 36,17
28 137,15 5,71 (dd, J= 12 e 18 Hz,
1H)
CH,
1 37,20
2 31,53
4 42 .17
6 121,67 5,32 (d, J=4 Hz, 1H)
7 31,85
11 21,04
12 39,7
15 24,2
16 28,52
22 -
23 28,25
25 29,67
29 11631 524 (d, J= 12 Hz, 1H) J=
29 116,31 5,11 (18 Hz, 1H)
CHs
18 11,84 0,65 (s, 3H)
19 16,66 1,22 (s, 3H)
21 17,68 0,92 (d, J= 6 Hz, 3H)
26 19,39 0,85 (d, J= 2 Hz, 3H)
27 18,35 0,82 (d, J= 6 Hz, 3H)
C-OH 71,82 -
HO-3 i 3,49 (m, 1H)

29
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Tabela 6. Dados comparativos de RMN*C da substancia Hm-1 (5, CDCI3, 50 MHz) com
modelos da literatura (6, CDCls, 125 MHz), (AYYAD et al., 2003).

Carbonos Hm-1 Saringosterol
1 37,20 37,15
2 31,53 32,55
3 71,82 72,47
4 42,17 37,91
5 140,66 141,41
6 121,67 122,38
7 31,85 32,33
8 35,91 36,86
9 50,05 50,76
10 36,46 37,91
11 21,04 21,73
12 39,7 40,40
13 42,29 42,99
14 56,70 57,40
15 24,2 24,96
16 28,52 29,04
17 55,86 56,54
18 11,84 12,51
19 16,66 17,33

20 36,17 36,51
21 17,68 18,37
22 - 32,32
23 28,25 28,92
24 89,09 89,83
25 29,67 29,16
26 19,39 20,05
27 18,35 19,54
28 137,15 137,84
29 116,31 117,00
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Figura 32. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) de Hm-1.
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Figura 34. Expansdo do espectro de RMN *H (200 MHz, CDCl;) de Hm-1.
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Figura 36. Expanséo do espectro de RMN **C-APT (50 MHz, CDCls) de Hm-1.
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111.2.3.2 Identificacao estrutural de Hm-2.

A substdncia Hm-2 apresentou-se na forma de cristais brancos, solivel em
diclorometano. A mesma foi identificada através de andlise espectral dos dados de
infravermelho, RMN *H e 3C unidimensionais e CG-EM.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho, obtido em pastilnas de KBr
(Figura 40. p. 99), mostrou uma banda larga em 3213 cm™, sugerindo grupo OH na molécula
e uma banda em 3305 cm™ podendo ser um indicativo de NH. O espectro de IV sugeriu ainda,
a presenca de nucleo aromatico em Hm-2 devido a presencga de absorcdes entre 1408 e 1350
cm™, caracteristicos de C=C e pela presenca da banda em 3086 cm™ referente a C-H de
arométicos. E uma absorcdo em 1712 cm™ permitiu inferir sobre a presenca de uma carbonila
(SILVERSTEIN et al., 2007).

No espectro de RMN *H (Figura 41, p. 100; Tabela 7, p. 97) e suas expansdes (Figuras
42 e 43, p. 100 e 101, foram observados na regido de aromaticos, os multipletos em oy 7,56
(m, 2H) e 6y 7,25 (M, 2H), correspondentes aos dois pares de atomos de hidrogénio H-2/H-6 e
H-3/H-5 de anel aromaético ¢ um terceiro multipleto em &y 7,22 (m, 3H) corresponde ao H-4,
caracterizando um sistema aromatico monossubstituido. Na expansdo do mesmo espectro,
podemos analisar um tripleto em &y 0,95 (t ,3H, J= 7,5 Hz, H-9) acoplando com um quarteto
em oy 2,56 (q, 2H, J= 7,5 Hz, H-8) tipico de grupo etil.

No espectro de RMN **C-APT (Figura 44, p. 101; Tabela 7, p. 97), e suas expansdes
(Figuras 45 e 46, p. 102), foi possivel observar sinais para carbonos metinicos de aromatico
entre 5¢ 138,88-124,19, e sinais em 6¢c 29,23 e 6¢c 9,5 de carbonos metilénico e metilico
respectivamente, confirmando a proposta do espectro de hidrogénio, da presenca de um grupo
etil na molécula. Ainda no mesmo espectro, observa-se a presenca de carbonila na molécula

em d¢ 172,58 e um deslocamento quimico em 8¢ 60,67 de carbono ndo hidrogenado.

O espectro de correlacdo heteronuclear direta (‘*H X **C-HMQC) (Figura 47, p. 103;
Tabela 7, p. 97) e suas expansdes (Figuras 48 e 49, p. 103 e 104) mostraram a correlacdo do
hidrogénio em &y 7,56 (H-2/6) com o carbono em ¢ 126,32 (C-4/6), do hidrogénio oy 7,22
(H-4) com o carbono em 6¢ 128,84 (C-4), do hidrogénio 6y 7,25 (H3/5) com o carbono em d¢
128,01 e dos hidrogénios 610,95 (H-9) e 2,56 (H-8) com carbonos ¢ 9,51 (C-9) e 29,23 (C-8)
metilico e metinico, respectivamente.
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No espectro de correlagdes heteronuclear (‘*H X *C-HMBC) (Figura 50, p. 104;
Tabela 7, pag. 97) e suas expansdes (Figuras 51, 52, 53 e 54, p. 105 e 106), mostraram uma
correlacdo do hidrogénio 6y 7,56 (H-2/6) a trés ligacbes do carbono ndo hidrogenado em 6¢
60,67 (C-7), do hidrogénio 6y 2,56 (H-8) a duas ligacGes do carbono &c 60,67(C-7) e do
carbono em d¢c 9,51(C-9) e este mesmo hidrogénio (H-8) a trés ligacbes do carbono da
carbonila em &¢ 172,58 (C-10) e do carbono em 6¢ 138,87 (C-1).

Diante das informacgdes analisadas, pode-se ter algumas sugestBes das possiveis
possibilidades estruturais de Hm-2 (Figura 38):

Figura 38. Possibilidades estruturais para Hm-2.

Possibilidade estrutural 3 Possibilidade estrutural 4
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Entretanto, apds a analise da fragmentacdo da molécula em Cromatografia Gasosa
acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM) (Figuras 55 e 56, p. 107), foi possivel obter a
massa molecular (232 u.m.a) caracterizar a estrutura quimica de Hm-2, descartando as
possibilidades anteriormente citadas.

H
\N 10,0 g9
o g8 9 "’6
/N 71 1
Hou 2
o 2 3 3 '
3 . /z 117
m/z 232 m/z 204 (100 %, pico base) m/z 161 m

Assim, ap6s analise dos dados espectrais e comprando com os valores citados na
literatura (LONG; GOLDSTEIN, 1974)(Tabela 8, p. 98), foi possivel elucidar a estrutura
quimica de Hm-2 como sendo o 2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidinatriona, 5-etil-5-fenil, mais
conhecido como fenobarbital.

Figura 39. Estrutura quimica do 2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidinatriona, 5-etil-5-fenil.

10 -0

Fenobarbital

Entretanto, mais estudos séo necessarios para realmente confirmar a producdo natural
desta molécula, visto que, o fenobarbital trata-se de uma molécula sintética que nunca foi
isolada naturalmente. Assim, torna-se imprescindivel que se realize também um estudo mais
aprofundado sobre a composicdo quimica do ambiente aquatico em que a alga foi coletada,

para assim identificar a presenca ou nao de possiveis dejetos contaminantes.
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Tabela 7. Dados de RMN de *H (500 MHz), *3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais de *H x
13C (HMQC e HMBC) de Hm-2 registrados em Py-Ds (6 em ppm e J em Hz).

10
11
12
CH

@)

@)
O©OT OTOOMWN

HMQC
oc

138,88
60,67
172,58
172,58
151,19

126,32
128,01
128,84
128,01
126,32

29,23

9,51

oH

7,56 (m)
7,25 (m)
7,22 (m)
7,25 (m)
7,56 (m)

2,57 (4, J= 7,5 Hz)

0,95 (t, J= 7,5 Hz)

HMBC
2
JeH

C-7,C-9

3
JeH

C-5, C-6, C-7
C-1
C-2,C-6
C-1
C-2,C-7

C-1, C-10

C-7
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Tabela 8. Dados comparativos de RMN*C da substancia Hm-2 (5, CDCI3, 50 MHz) com
modelos da literatura (CD3;OD, 100 MHz), (LONG; GOLDSTEIN, 1974).

Carbonos
1

© 00 N o o B~ DN

T =
N — O

Hm-2
138,88
126,32
128,01
128,84
128,01
126,32

60,67

29,23

9,51

172,58
172,58
151,19

Fenobarbital
139,10
126,40
128,80
129,00
128,80
126,40

61,75
29,90
9,760
173,02
173,02
151,06
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Figura 40. Espectro na regido do Infravermelho de Hm-2 (Pastilha de KBr)
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Figura 41. Espectro de RMN *H (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Figura 43. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Constituintes quimicos e atividade bioldgica dos orgnanismos marinfos:

Figura 45. Expansdo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, Py-Ds) de Hm-2.

- W ® » O oD
n_- o I ® 2 g v o4
- L n ~w OO
o~ - © w o ® oo
- w0 © ) SRR
. - N - oy

A 1 4‘ i
] "T ’
170 l;ifl 160 l;va 130 1"‘31 140 135 12;0 l(v\:
11 {ppm)
Figura 46. Expansdo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Figura 47. Espectro de RMN *H X *C-HMQC (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.

Figura 48. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMQC (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Figura 49. Expansio do espectro de RMN *H X *C-HMQC (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Figura 51. Expanséo do espectro de

RMN *H X C-HMBC (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Figura 52. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMBC (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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Figura 53. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMBC (500 MHz, Py-Ds) de Hm-2.
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o) N_ 10 O
Figura 55. Cromatograma de Hm-2 obtido em CG-EM. \}z"/ 8 9
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Figura 56. Espectro de massas de Hm-2.
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111.2.4 Resultados obtidos com Bryothamnion triquetrum.
111.2.4.1 Identificagéo estrutural de Bt-1.

A substancia Bt-1 apresentou-se na forma de um pé branco, solivel em diclorometano.
A mesma foi identificada através de anélise espectral dos dados de RMN *H e **C uni e

bidimensionais e comparagdo com os dados encontrados na literatura.

O espectro de RMN *H (Figura 59, p. 112; tabela 9, p. 110) e as expansdes de Bt-1
(Figuras 60 e 61, p. 112 e 113), da mesma forma como observadas nas substancias Cm-1 e
Hm-1, apresentaram um conjunto de deslocamentos quimicos de alta multiplicidade,
caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos, em oy 0,63 - 2,40
compativeis com substancias que possuem um esqueleto terpénico (KOJIMA et al., 1990). Na
expanséo do espectro RMN *H (Figura 60, pag. 112) foi possivel observar a presenca de cinco
grupamentos metila, pela presenca de dois singletos em 6y 0,69 e o 1,16 e de dubletos em oy
0,84 (J = 2,0 Hz), o4 0,85 (J = 2,0 Hz) ¢ 64 0,89 (J = 6,5 Hz). Ainda no mesmo espectro,
observamos um singleto em 6y 5,70 indicativo da presenca de dupla ligacdo, diferentemente
de Cm-1 e Hm-1, ndo foi possivel obervar o multipleto referente ao hidrogénio H-3, sendo um
indicativo de substituicdo nesta posicao.

Apesar do espectro de RMN **C-APT (Figura 62, p. 113; tabela 9, p. 110) ndo ter
apresentado todos os sinais, especialmente os deslocamentos quimicos dos carbonos nédo
hidrogenados, através do espectro de correlacdes heteronuclear direta (‘*H X **C-HMQC)
(Figura 64, p. 114; Tabela 9, p. 110) e suas expansdes (Figuras 65 e 66, p. 115), foi possivel
correlacionar os hidrogénios aos seus respectivos carbonos: o hidrogénios em oy 5,70 (H-4)
com o carbono em 6¢ 123,59 (C-4); e os hidrogénios das metilas em 6y 0,69 (H-18) com 6¢
11,97 (C-18), 84 0,84 (H-26) com &¢ 22,55 (C-26), oy 0,89 (H-21) com &¢ 18,66 (C-21) e 8y
1,16 (H-19) com é¢ 17,43 (C-19).

No espectro de correlagdes heteronuclear (*H X **C-HMBC) (Figura 67, p. 116;
Tabela 9, p. 110) e suas expansdes (Figuras 68, 69 e 70, p. 116 e 117), observou-se uma
correlagdo dos hidrogénios da metila em 6y 1,16 (H-19) com um carbono em &¢ 171,57 (C-5),
o qual ¢ atribuido a carbono B de uma dupla conjugada & carbonila em nicleos esteroidais
(FEITOSA, BEZERRA, 2007; WAHIDULLA et al., 1998). Esses dados sugeriram propor

duas possibilidades estruturais para a substancia Bt-1:
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Figura 57. Possibilidades estruturais dos nucleos A e B da substancia Bt-1.

Proposta A Proposta B

Foi ainda analisando a expanséo das correlagdes heteronucleares (*H X *C-HMBC)
(Figura 62, pag. 113), que foi possivel observar uma correlagdo dos hidrogénios da metila em
81 1,16 (H-19) (3% com um carbono do tipo CH, em 8¢ 35,66 (C-1) descartando desta forma
a proposta A.

Logo, as demais correlagées heteronuclear (*H X **C-HMBC) (68, 69 e 70, p. 116 e
117), do hidrogénio olefinico em &y 5,70 (H-4) (3*) com um carbono metilico em §¢ 32,97
(C-2), dos hidrogénios da metila em & 0,69 (H-18) a trés ligacdes (J*) com o carbono em 8¢
39,66 (C-12) e com o carbono em ¢ 42,42 (C-13) a duas ligacdes (J%); dos hidrogénios da
metila em &y 0,84 (H-26) a duas ligacBes (J%) com o carbono em ¢ 28,01 9C-25); dos
hidrogénios da metila em &y 0,85 (H-27) a trés ligacdes (J*) com o carbono em 8¢ 22,55 (C-
26) e com o carbono em ¢ 39,53 (C-24) a trés ligacdes (J°), juntamente com dados
comparativos na literatura (LANG, 2006) (Tabela 10, p. 111), foi possivel identificar Bt-1
como sendo o esteroide colest-4-en-3-one (Figura 58), isolado pela primeira vez em

Bryothamnion triquetrum.

Figura 58. Estrutura quimica do colest-4-en-3-ona.
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Tabela 9. Dados de RMN de *H (500 MHz), *3C (125 MHz) e correlacdes entre sinais de *H x
13C (HMQC e HMBC) de Bt-01 registrados em CDCl; (8 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
oc OH “J ch *Jcn
C
3 .
5 171,57*
10 38,62
13 42.42*
CH
4 123,5* 5,70 (s, 1H) C-2, C-10
8 34,01
9 53,84
14 55,88
17 56,14
20 35,72
25 28,01
CH,
1 35,66
2 32,97
6 32,08
7 44 58
11 21,18
12 39,66
15 23,80
16 28,19
22 36,15
23 24,20
24 39,53
CHs
18 11,97 0,69 (s, 3H) C-13 C-12, C-14
19 17,43 1,16 (s, 3H) C-10 C-1,C-5,C-9
21 18,66 0,89 (d,J=5,0 Hz, 3H) C-20 C-17
26 225 0,84 (d,J=7 Hz, 3H)
27 22,8 0,85 (d,J=7 Hz, 3H) C-25 C-24, C-26

*Deslocamentos quimicos observados nos espectros de HMQC e HMBC.
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Tabela 10. Dados comparativos de RMN*C da substéancia Bt-1 (5, CDCI3, 50 MHz) com
modelos da literatura (3, CsDsN, 100 MHz), (LANG, 2006).

Carbonos Bt-1 colest-4-en-3,6-diona
1 35,66 35,5
2 32,97 33,8
3 - 199,1
4 123,5* 125,2
5 171,57* -

6 32,08 -

7 44,58 43,6
8 34,01 34,0
9 53,84 50,8
10 38,62 39,0
11 21,18 20,7
12 39,66 39,3
13 42,42* 42,3
14 55,8 55,8
15 23,8 23,6
16 28,1 27,8
17 56,1 56,4
18 11,9 11,7
19 17,4 17,3
20 35,7 35,3
21 18,6 18,5
22 36,1 35,9
23 24,2 23,8
24 39,5 39,6
25 28,0 27,8
26 22,5 22,4
27 22,8 22,7

*Deslocamentos quimicos observados nos espectros de HMQC e HMBC.
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Figura 59. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Bt-1.
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Figura 61. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl,) de Bt-1.
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Figura 62. Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCl5) de Bt-1.

113



Constituintes quimicos e atividade bioldgica dos orgnanismos marinfios:

Cauperpa mexicana, Bryothamnion triquetrum, Hypnea musciformis e Ircinea felix,

Figura 63. Expansdo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de Bt-1.
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Figura 65. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, CDCls) de Bt-1.
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Figura 66. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, CDCls) de Bt-1.
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Figura 67. Espectro de RMN *H X *C-HMBC (500 MHz, CDCl;) de Bt-1.
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Figura 69. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMBC (500 MHz, CDCl;) de Bt-1.
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111.2.4.2 Identificagéo estrutural de Bt-2.

A substéncia Bt-2 apresentou-se na forma de p6 branco, soltvel em cloroférmio. A
mesma foi identificada através de anélise espectral dos dados de RMN 'H e **C uni e

bidimensionais e comparagdo com os dados encontrados na literatura.

O espectro de RMN C-APT (Figura 73, p. 122; Tabela 11, p. 120), apresentou 10
sinais, entretanto todos eles, para dois carbonos cada. Destes sinais, quatro foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados, seis a carbonos metinicos, quatro a carbonos metilicos e dois a

carbonos metilénicos.

O espectro de RMN 'H (Figura 74, p. 122; Tabela 11, p. 120), e suas expansoes
(Figuras 75 e 76 p. 123) de Bt-2, mostraram absor¢des na regido de aromatico, caracteristicos
de um sistema aromatico 1,2 dissubstituido, representado por um duplo dupleto em &y 7,70
(H-2), com acoplamento orto (J= 5,5 Hz) e meta (J= 3,5 Hz), ¢ outro duplo dupleto em &y
7,51 (H-2/H-4), acoplando orto e meta (J= 5,5 Hz, J= 3,5 Hz). No mesmo espectro, foi
possivel observar a presenca de um dupleto para dois hidrogénios em 6y 4,07 (J= 6,5 Hz, H-
8/H8") e de metila representada pelo dupleto em 6y 0,97 (H-10/H-10" e H-11/H-11") com
integral para seis hidrogénios. E ainda é visivel um septeto em 8y 2,02 (J= 7 Hz, H-9/H-9")

indicando assim, a presenca de grupo isobutil na molécula.

No espectro de RMN *C-APT (Figura 73, p. 122; Tabela 11, p. 120) observa-se o
deslocamento quimico em &¢ 19,16 (C-10/C-10" e C-11/C-11") confirmando a presenca de
metila na molécula. E também foi possivel perceber a presenca de grupo carbonila, pelo
deslocamento quimico em &¢ 167,67 (C-7/C-7°).

No espectro de correlages heteronuclear (*H X **C-HMQC) (Figura 77, p. 124;
Tabela 11, p. 1209) e suas expansdes (Figura 78 e 79, p. 124 e 125), foi possivel observar as
correlacdes diretas dos hidrogénios das metilas 6y 0,97, com seus respectivos carbonos em ¢
19,16, além de mostrar as correlagdes entre os hidrogénios oy 4,07 (H-8/H-8") com os
carbonos em 6¢ 71,80 (C-8); os hidrogénios oy 7,51 com d¢ 130,89 (H-3/C-3; H-4/C-4) e 0s
hidrogénios oy 7,70 com os carbonos em &¢ 128,85 (H-2/C-2; H-5/C-5).

O espectro de *H x *C-HMBC (Figura 80, p. 125; Tabela 11, p. 120) e suas expansdes
(Figuras 81 e 82, p. 126) apresentaram correlacao a trés ligagdes dos hidrogénios oy 4,07 (H-
8a/b) com os carbonos das metilas em d¢ 19,27, e do hidrogénio do septeto em oy 2,02 (H-9)
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com o carbono também da metila (J%), reafirmando a proposta do grupo isobutil. Mostrou
correlacdo a trés ligagdes dos hidrogénios de uma das metilas com o carbono da metila
visinha (84/8.0,97/19,27) e a trés ligacbes também com o carbono C-9 em d¢ 27,74. E ainda, a
correlagdo do hidrogénio aromatico oy 7,70 (H-2 e H-5) com o carbono 6. 132,43 (C-6 e C-1,
respectivamente) (J%). E por fim, a correlagdo a trés ligacdes dos hidrogénios 8y 4,07 (H-
8a/b) com o carbono da carbonila em 6.167,67 (C-7).

Desta forma, a anélise detalhada dos espectros de RMN *H e **C uni e bidimensionais
e comparacdo com 0s dados encontrados na literatura (GLOWINKOWSKI et al., 1997)
confirmaram a estrutura de Bt-2 como sendo o ftalato di-isobutilftalato (Figura 71), isolado

pela primeira vez em Bryothamnion triquetrum.

Figura 71. Estrutura quimica do ftalato Di-isobutilftalato.

Di-isobutilftalato

Como mencionado anteriormente, os ftalatos tém sido amplamente aplicada como
plastificantes ou solventes na industria quimica, entretanto ja € comprovado cientificamente
que varias espécies de algas vermelhas sintetizam naturalmente esta classe de compostos
quimicos (GRESSLER et al., 2010; NOGUCHI, et al., 1979; STEFANOQV, et al., 1988;
SASTRY e RAO, 1995).
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Tabela 11. Dados de RMN de *H (500 MHz), *C (125 MHz) e correlagdes entre sinais de *H
x 13C (HMQC e HMBC) de Bt-2 registrados em CDCl; (5 em ppm ¢ J em Hz).

HMQC HMBC
dc OH “Jcn “Jen

C

1 132,43

6 132,43

7 167,67

7 167,67
CH

2 128,85 7,70 (dd,J=5,5 3 3,5 Hz, 1H) C-6

3 130,89 7,51 (dd,J=5,5 3 3,5 Hz, 1H)

4 130,89 7,51 (dd,J= 5,5 3 3,5 Hz, 1H)

5 128,89 7,70 (dd,J= 5,5 3 3,5 Hz, 1H) C-1

9 27,74 2,02 (sept,J=7 Hz, 7H) C-8, C-10

9 27,74 2,02 (sept,J= 7 Hz, 7H) C-8',C-10°
CH;

8 71,80 4,07 (d,J= 6,5 Hz, 2H) C-9 C-7, C-10

8 71,80 4,07 (d,J= 6,5 Hz, 2H) c-9 C-7°,C-10
CHs

10 19,16 0,97 (d,J= 6,5 Hz, 3H)

10° 19,16 0,97 (d,J= 6,5 Hz, 3H)

11 19,16 0,97 (d,J= 6,5 Hz, 3H) C-9, C-8, C-10
11 19,16 0,97 (d,J= 6,5 Hz, 3H) Cc-9 c-8, C-10°
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Figura 72. Espectro na regido do Infravermelho de Bt-2 (Pastilha de KBr).
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Figura 73. Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de Bt-2.
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Figura 74. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Bt-2.
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Figura 75. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl,) de Bt-2.
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Figura 77. Espectro de RMN *H X *C-HMQC (500 MHz, CDCls) de Bt-2.
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Figura 79. Expansdo do espectro de RMN *H X **C-HMQC (500 MHz, CDCls) de Bt-2.
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Figura 81. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMBC (500 MHz, CDCls) de Bt-2.
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I11. 2.5 Resultados obtidos com Ircinia felix.
111.2.5.1 Identificacao estrutural de If-1.

A substéncia I-1 apresentou-se na forma amorfa, solivel em. A mesma foi identificada
através de analise espectral dos dados de Infravermelho, RMN *H e *3C uni e bidimensionais,
EM-MALDI e comparagdo com os dados encontrados na literatura.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 86, p. 133;) obtido em
pastilhas de KBr, mostrou uma banda larga em 3369 cm™, sugerindo grupo OH na molécula
e duas bandas finas e fortes de estiramento em 2918 cm™ e 2848 cm™, indicando a presenca de
carbonos metilénicos e metilicos de cadeia alifatica. O espectro de IV mostrou ainda, a
absorcdo em 1616 cm™ permitindo inferir a presenca de uma carbonila na molécula (PAVIA
et al., 2010).

O espectro de RMN *H (Figura 87, p. 134; Tabela 12, p. 132) e suas expansdes
(Figuras 88 e 89, p. 134 e 135) indicaram a presenca de uma ceramida pela existéncia do sinal
de NH em 7,27 (C-2), dos dois hidrogénios diastereotopicos em C-1 (64 3,68 (dd) ¢ o4 3,91
(m)) e do multipleto para o H-2 (64 3,91), como normalmente encontram-se nas ceramidas
(ALMEIDA et al., 2012). Ainda no mesmo espectro, pode-se sugerir que a ceramida
apresenta uma cadeia lateral caracteristica de esfingosina pela presenca de sinais de varios
carbonos metilénicos entre oy 1,25-3,91 e pela presencga do tripleto em 6y 0,85 (t, J=7,0, 3H,
H-9/H-32) caracteristico de metila terminal de &acido graxo (WILKE et al., 2010). E o
acoplamento de um duplo dupleto em oy 5.51 (dd, J=15,4 e 6,3 Hz, 1H, H-4) e um duplo
tripleto em &y 5.57 (dt, J=15,4 e 6,8, 1H, H-5), corresponderam a hidrogénios olefinicos na
molécula, onde no espectro de correlagdo heteronuclear direta (*H X **C-HMQC) (Figura 95,
p. 138; Tabela 12, p. 132) foi possivel confirmar a inser¢do da dupla entre os C-4 e C-5,
através das correlaces dos hidrogénios olefinicos em 6y 5,57 (H-5) ¢ 64 5,51 (H-4) com o0s
carbonos em d¢ 134,46 (C-5) e 8¢ 128,97 (C-4), respectivamente.

Ainda no espectro de RMN 'H (Figura 87, p. 134; Tabela 12, p. 132), observou-se
além dos sinais dos H-1a/1b (84 3,68 € 3,91), um multipleto em 644,29 (m, J=14,0 Hz, 1H, H-
3) sugerindo que este hidrogénio também esta ligado a carbono que esta sofrendo desprotecéao
de um oxigénio ou de outro heteroatomo (ALMEIDA et al., 2012).
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Na anélise espectral de RMN **C-DEPT 135 (Figura 90, p. 135; Tabela 12, p. 132), foi
possivel confirmar a presenca de varios carbonos metilénicos alifaticos, através dos sinais
entre oc 29,40-30,27. Entretanto, alguns sinais para carbonos metilicos e metilénicos
encontrados no mesmo espectro, demonstrou a possibilidade de impureza na amostra. No
espectro de RMN **C-BB (Figura 92, p. 136; Tabela 12, p. 132) observou-se um sinal em &¢
174,39 (C-1") indicativo de carbonila e trés sinais de carbonos oxigenados ou ligados a outro
heteroatomo em 6¢ 54,95 (C-2), ¢ 62,58 (C-1) e ¢ 74,48 (C-3), confirmando a hipbtese da

ceramida.

O espectro de correlacdo heteronuclear direta (‘*H X *C-HMQC) (Figura 95, p. 138:
Tabela 12, p. 132) mostrou as correlagdes do multipleto em 6y 4,29 (H-3), o duplo dupleto em
dn 3,68 (H-1) e o hidrogénio em 6y 3,91 (H-2) com os carbonos ligados a heterodtomo em 6¢
74,48 (C-3), 6c 62,28 (C-1) e oc 54,95 (C-2), respectivamente. A expansdo do espectro de
correlagdo heteronuclear direta (*H X **C-HMQC) (Figura 96, p. 138), mostrou também as
correlagdes dos hidrogénios metilénicos entre 6y 1,0-1,53 com 0s respectivos carbonos
alifaticos entre 8¢ 29,40-30,27, e a correlagdo dos hidrogénios das metilas em 840,85 (H-9/H-

327) com seu respectivos carbonos em 6¢ 14,33.

Diante do exposto e comparando com os dados da literatura (ALMEIDA et al., 2012)

foi possivel atribuir as seguintes possibilidades estruturais para If-1 (figura 110):

Figura 83. Possibilidades estruturais para If-1.

Possibilidade 1 Possibilidade 2
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> ; .
1 3 5 ’ 2963 3704 3928

Possibilidade 3 Possibilidade do contaminante

O espectro de correlacdes heteronuclear (*H X **C-HMBC) (Figura 97, p. 139; Tabela
12, p. 132), e suas expansdes (Figuras 98, 99, 100 e 101, p. 139, 140 e 141), a duas (J%) e trés
ligacBes (J°) mostraram as seguintes correlacdes: 0 hidrogénio em 8y 2,24 (H-2") com 8¢
174,39 (3% atribuido & carbonila (C-1") e o hidrogénio em &y 3,68 (H-1) também com a
carbonila em 8¢ 174,39 (J%). Foi possivel analisar também a correlagdo do hidrogénio em 8y
3,68 (H-1) (J*) com d¢ 74,48 (C-3), descartando a possibilidade 2. E as correlagdes em dy
5,51 (H-4) (J%) com 8¢ 74,48 (C-3) e do hidrogénio em &y 5,57 (H-5) (J°) com 74,48 (C-3)
confirmando que a possibilidade estrutural mais proxima era a 3, justamente com as
correlagdes em 8 2,04 (H-6) (J%) com 8¢ 128,97 (C-4) e 82,04 (H-6) (J°) com ¢ 134,46 (C-
5).

Através do Espectrometro de Massas por lonizagao por Dissoc¢do a laser assistida por
matriz (EM-MALDI) foi possivel obter os fragmentos necessarios que indicaram o pico do
fon molecular como sendo M 779,693 u.m.a (Figura 102 e 103, p. 142 e 143), o0 que

possibilitou atribuir a férmula molecular C44HgsNNaOgS, e assim através de equacdes de
primeiro grau identificou-se a presenca de um grupo sulféxido ligado ao C-1, bem como,

definiu o tamanho da cadeia lateral, a qual é constituida por 32 atomos de carbono.
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Figura 84. Andlise do pico do ion molecular de If-1.
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Diante das informacGes tornou-se possivel identificar a substancia If-1 como uma
ceramida sulfonilada N-[(4E)-3-hidroxi-1-{[(sodiooxi)sulfonilJoxi}non-4-en-2-

ilJdotriacontanamida (Figura 112), a qual esta sendo descrita pela primeira vez na literatura.
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Figura 85. Estrutura quimica do N-[(4E)-3-hidroxi-1-{[(sodiooxi)sulfonil]Joxi}non-4-en-2-
il]dotriacontano.

N-[(4E)-3-hidroxi-1-{[(sodiooxi)sulfonil]oxi}non-4-en-2-il]Jdotriacontanamida.
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Tabela 12. Dados de RMN de *H (500 MHz), *C (125 MHz) e correlagdes entre sinais de *H
x 13C (HMQC e HMBC) de If-1 registrados em CDCls (5 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
oc OH 2Jen 3w
C
1 174.39 -
CH
2 54,95 3,91 (m)
3 74,48 4,29 (m)
4 128,97 5.51 (dd, J=15.4 e 6.3 Hz) C-3,C-5 C-6
5 134,46 5.57 (dt, J=15.4¢ 6.8 H2) C-4, C-6 C-5
CH,
1 62,58 3.68 (dd, J=14.0e 6.5 Hz) C-3
6 32,53 2.04 (g, J= 6.8 H2) C-5, C-7 C-4
7 32,14 1.38
8 22,89 1.25
2 36,87 2,24 (t,J=17.4) C-1, C-3
3 26,00 1.63 (m)
(CHy)n 30,27-29,40 1.50 - 1.00
n+1 32,14 1.38
n+2 22,87 1.25
CH;
9 14,33 0.85 (t, J=7.0) C-7
n+3 14,33 0.85 (t, J=7.0)
NH - 7,27 ()
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Figura 86. Espectro na regido do Infravermelho de If-1 (Pastilha de KBr).
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Figura 87. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de If-1.
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Figura 89. Expansio de espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl5) de If-1.
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Figura 91 . Expanséo do espectro de RMN **C-DEPT 135 (75 MHz, CDCl,) de If-1.
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Figura 93. Expansdo do espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCl5) de If-1.
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Figura 95. Espectro de RMN *H X *C-HMQC (300 MHz, CDCls) de If-1. Figura 96. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMQC (300 MHz, CDCls) de If-1.
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Figura 97. Espectro de RMN *H X *C-HMBC (300 MHz, CDCls) de If-1. Figura 98. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMBC (300 MHz, CDCl,) de If-1.
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Figura 99. Expansdo do espectro RMN *H X *C-HMBC (300 MHz, CDCl;) de If-1. Figura 100. Expanséo do espectro de RMN *H X **C-HMBC (300 MHz, CDCl5) de If-1.
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Bryothamnion triguetrum, Hypnea musciformis e Ircinea felix,

Figural01. Expansdo do espectro de RMN *H X *C-HMBC (300 MHz, CDCl5) de If-1.
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Figural02. Espectro de massas (EM-MALDI) de If-1.
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Figural03. Espectro de massas (EM-MALDI) de If-1.
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IV. CAPITULOII: ESTUDO FARMACOLOGICO
IV.1 METODOLOGIA

IV. 1.1 Avaliagdo da citotoxicidade em eritrocitos de camundongos Swiss.

Os ensaios para avaliagdo da citotoxicidade foram realizados com os extratos brutos de
Bryothamnion triquetrum (EMBgr) e Hypnea musciformis (EMBum) no Laboratério de
Ensaios Toxicoldgicos (LABETOX/UFPB), com a supervisdo da Prof® Dr* Mariana Vieira
Sobral Castello Branco.

Os ensaios para avaliacdo da citotoxicidade em eritrocitos foram realizados segundo
Kang et al. (2009), com algumas modifica¢des. Os eritrocitos foram obtidos de sangue fresco
de camundongos Swiss coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada (heparina sodica -
Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulacdo. Para obter a suspenséo de eritrocitos, 1 mL
de sangue total foi solubilizado em 10 mL de solugdo tampédo fosfato (PBS) e entdo
centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e esse
processo repetido por duas vezes. Os eritrocitos foram finalmente ressuspenssos em PBS,
obtendo-se entdo a suspensdo de eritrocitos a 0,5% (v/v) que foi utilizada para o ensaio de
hemolise. EMBuy € EMBgt foram solubilizados em DMSO (5%) e preparado em PBS, no
dobro das concentragdes desejadas. A cada 100 pL dessas solu¢des foi adicionado 100 pL da
suspensdo de eritrocitos, em quadruplicata. Os controles positivo e negativo foram tambem
utilizados, pela incubacdo de eritrocitos em uma solugdo de 0,1% de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich®) em PBS (2 mL) e DMSO (5%) em PBS (2 mL), respectivamente. A placa de 96
pocos foi mantida sob agitacdo suave por 60 minutos. ApoOs esse periodo, a placa foi
centrifugada por 5 minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente removido. Apos
remogdo, foi adicionado a cada pogo 200 uL de solugdo de Triton X-100 (0,1%) e a placa
cuidadosamente agitada. A quantidade de hemdlise causada pela solu¢do do Triton X-100
(0,1%) foi determinada espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como prova inversa para
determinacdo da CHso (concentracdo do extrato que produz 50% de hemolise) dos EMBym €

EMBg utilizando a seguinte formula:

%Hemolise = Arx - Asieo x 100
ATx
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Onde:
A1y = Absorbancia do pogo contendo controle positivo com Triton-X

Asieo = Absorbancia do poco contendo a concentragdo dos EMBpym € EMBg

IV.1.2 Avaliagéo da atividade antitumoral in vitro em linhagens de Ehrlich.

Para os ensaios in vitro foi utilizada a linhagem de carcinoma ascitico de Ehrlich,
gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (CPQBA/UNICAMP). As
células foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos Swiss (Mus musculus) no

Biotério Prof. Thomas George, sendo realizado repique semanal.

As células da linhagem carcinoma ascitico de Ehrlich foram utilizadas para o ensaio
de avaliacdo da atividade antitumoral in vitro. As celulas foram coletadas da cavidade
peritoneal do camundongo por 7 dias de inoculacdo, solubilizadas com 10 mL de solucéo
tampao fosfato (PBS) e em seguida centrifugadas a 1.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e as celulas foram ressuspensas em meio RPMI-1640
(Nutricell®) suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de
penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 10% de soro bovino fetal (SBF)
(Nutricell®). As células tumorais foram entdo semeadas (2 x 10° células/poco) em placas de
96 pocos (BD/Labware®) e incubadas com diferentes concentracdes (10 -640 pg/mL) dos
EMBuv € EMBg por 24 h (37 °C e 5 % COy). Os extratos foram solubilizados em
dimetilsulfoxido (DMSO) (Mallinckrodt CHEMICALS®) e entdo em meio RPMI-1640
suplementado. A concentracdo final de DMSO nos meios em teste e no controle foi de 0,5%.
O experimento foi realizado em quadruplicata e repetido duas vezes. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazélio) (Sigma-Aldrich®).

O MTT é um corante amarelo, que é reduzido por enzimas mitocondriais e
citoplasmaticas a um composto azul denominado formazan, insolivel em solugdo aquosa. A
reducdo do sal tetrazdlio MTT, principalmente pela enzima mitocondrial succinato
desidrogenase (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963), é muito utilizada em ensaios de
avaliacdo de sobrevivéncia e proliferacdo celular, uma vez que somente as células viaveis

reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), o qual, uma vez solubilizado, pode ser
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quantificado espectrofotometricamente, sendo assim, a quantidade de formazan produzido €
proporcional ao numero de células viaveis presentes (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG,
1986).

O ensaio de reducdo do sal de tetrazdlio foi realizado como descrito por Melo et al.
(2003), com algumas modificacdes. Na placa de 96 pocos com as células sob 24 h de
tratamento, foram adicionados 10 pL. de MTT (5 mg/mL) em cada pogo. Apos incubagdo por
4 h (37 °C e 5% CO,), 0 sobrenadante foi cuidadosamente removido e adicionou-se aos 96
pocos, 100 uL de etanol absoluto para solubilizar o formazan produzido. A placa foi entdo
agitada por 15 minutos e a absorbancia lida em 570 nm. O célculo da concentragdo da droga
que produz 50% de inibicdo no crescimento celular (Clsp) foi realizado através da

determinacgéo da percentagem de celulas viaveis com base na seguinte formula:

- DO ¢ - DO
% Viabilidade celular = células tratadas Branco

DO controle negativo — DO Branco

Onde:

DOcglulas tratadas = Densidade dptica dos pogos com o produto teste

DOcontrole negativo = Densidade optica dos pogos do controle negativo
DOgranco = Densidade dptica dos pocos contendo apenas 0 meio de cultura

Para 0s ensaios in vitro com eritrocitos, foram realizados trés experimentos em
triplicata. Os valores de CHs, foram calculados através da expressdo dos resultados como uma
porcentagem dos controles, e foram determinados graficamente a partir das curvas

concentracdo-resposta por regressao ndo linear com intervalo de confianca de 95%.
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Resultados e Discussao
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IV. 2 RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.2.1 Resultados farmacolégicos obtidos com Caulerpa mexicana

Ambientes marinhos sdo fontes de alcaldides ind6licos e bis-inddlicos de grande
variedade estrutural tais como hyrtiosin B, topsentins, tjipanazoles B, caulersina, e caulerpina.
Numerosos compostos destas classes tém sido isolados de esponjas e algas apresentando um
amplo espectro de fatores bioldgicos (JANOSIK; JOHNSON e BERGMAN, 2002).

Os nucleos inddlicos sdo uma extensa e larga familia de compostos alvo de especial
interesse nas areas tanto da quimica como da farmacologia e, provavelmente, sdo o0s
compostos heterociclos mais amplamente distribuidos na natureza, presente, por exemplo, no
aminodcido triptofano e o precursor da 5-HT dentre outros (JOULE; MILLS e SMITH, 1998).

A CLP, alcaldide bis-indolico, isolada de diferentes algas (verdes e vermelhas)
mostrou moderada atividade antitumoral, atuando como um regulador de crescimento das
plantas e, também, em inibir bomba de multiresisténcia a xenobidticos em algas (SU; ZHU;
ZENG e XU, 1997; SCHRO DER, et al. 1998). E a substancia mais abundante em espécies de
Caulerpa e esta presente num nivel de 1mg/g de alga seca (VEST; DAWES e ROMEDO,
1983). Estudos anteriores relatam sua sintese bem como obtencdo de novos analogos
(AGUILAR, GERTRUDES,1970; TALAZ, SARACOGLU, 2010).

Recentemente nosso grupo através de um estudo quimico-farmacoldgico mostrou sua
potencialidade anti-inflamatoria e antiespasmodica (resultados abaixo) levando-nos a sugeri-
lacomo como forte candidata a estudos voltados para o desenvolvimento de novos prototipos

de farmacos.

IV.2.1.1 Efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio

Em virtude do promissor perfil farmacoldgico, realizou-se estudos preliminares dos
extratos hexanico (HE), cloroférmico (CE), acetato de etila (AE) e metandlico (ME), obtidos
a partir de Caulerpa mexicana’. Foram realizados os ensaios in vivo, por via oral, de
contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético (COLLIER et al., 1968) e ensaios de
edema de orelha induzida por capsaicina e peritonite induzida por carragenina (FERRANDIZ

et al., 1991). O primeiro ensaio foi realizado para avaliar a atividade antinociceptiva dos
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extratos e da caulerpina (CLP). Este ensaio embora pouco especifico possui a vantagem de ser
bastante sensivel e permitir evidenciar atividades antinociceptivas (LE BARS et al., 2001). O
segundo ensaio realizado (ensaios de edema de orelha induzida por capsaicina e peritonite
induzida por carragenina) teve como objetivo investigar a atividade anti-inflamatoria em
modelos de inflamag&o aguda (FERRANDIZ et al., 1991). Os resultados obtidos anteriores
nesses ensaios, indicaram que 0s extratos e fases testadas bem como a caulerpina®, podem
exercer atividade anti-inflamatéria, provavelmente, por inibicdo da migracdo celular, devido a

inibicdo da COX, principalmente, e/ou outros mediadores inflamatorios.

Desta forma, para verificar o mecanismo de agdo pelo qual caulerpina induz
antinocicepcdo, bem como para comprovar se a mesma apresenta atividade antiinflamatéria
foi realizado ensaio in vitro de inibicdo de cicloxigenase. De acordo com os resultados
obtidos, caulerpina foi capaz de inibir, significantemente apenas COX-2, na concentracdo de
0,2 uM, sugerindo assim que o0 mecanismo de acdo da caulerpina envolva a inibicdo de
prostaglandinas produzidas por COX-1. O farmaco de referéncia utilizado como padréo neste
ensaio foi a indometacina que é capaz de inibir tanto COX-2 como COX-2, na mesma
concentracdo (SOUZA et al., 2009).

Analisando a estrutura da caulerpina (Figura 19) é notada a presenca de dois grupos
indois (potente nucleo farmacofdrico). Possivelmente esse grupo seja responsavel pela
atividade farmacoldgica deste alcaloide aqui apresentada, uma vez que esse ndcleo é comum
também a indometacina, um AINE ndo-seletivo. A literatura relata que o grupo indol possui
ampla variedade de propriedades biolégicas como antiinflamatdrio, dentre outras atividades
(Radwan et al., 2007; Bhati; Kumar, 2008). Como caulerpina, as substancias ajmalina,
annomontina e reserpina sao exemplos de alcaloides ind6licos descritos na literatura, ativos
em modelos de inflamacdo (RADWAN et al., 2007).

Por apresentar grupamentos quimicos em comum com a indometacina e por apresentar
atividade antinociceptiva/antiinflamatoria, pode-se sugerir que a caulerpina possa estar
inibindo a COX de forma semelhante a indometacina, ou seja, através de ligacbes fortes

tempo-dependente com esta enzima. Para verificacdo dessa hipdtese, modificacGes
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moleculares na estrutura da CLP estdo sendo realizadas no nosso laboratorio (resultados ndo
divulgados).

Diante esses resultados, 0 nosso grupo desenvolveu um Pedido de Patente “Uso do
composto marinho caulerpina e composi¢des farmacéuticas contendo 0s mesmos, no
tratamento de doencas de dores inflamatérias e como inibidores da ciclooxigenase”. A
presente invencdo é relacionada a uma composicdo farmacéutica contendo a caulerpina, para
tratamento de doencas de origem inflamatdria, a exemplo das diferentes formas de artrite,
preferencialmente a artrite reumatdide, osteo-artrite, LUpus, psoriase, doenca de Crohn, asma,
COPD, melanoma, doenca de Alzheimer, mal de Parkinson e cancer, além da dor aguda e/ou
crénica, incluindo a dor neuropatica, associada aos disturbios citados e/ou a qualquer
manifestacdo algica (i.e. dolorosa) dependente da participacdo da ciclooxigenase (COX).
Conforme descrito, a CLP componente desta invencdo é capaz de inibir o processo
inflamatério e da dor, por um mecanismo via inibicdo da COX (Pedido de Deposito da
Patente: P11009162-9 Publicado na Revista da Propriedade Industrial n® 2169 em 31/07/2012,

referente aos despachos 2.1).
1V.2.1.2 Efeito espasmddico da Caulerpina

Também foi avaliado o efeito espasmolitico da CLP, em ileo de cobaia®. Os resultados
obtidos indicam, que a caulerpina inibiu as contragdes fasicas induzidas por carbacol (ICs =
7,0 +1,9 x 10° M), histamina ( 1Cso = 1,3 + 0,3 x 10* M) e da serotonina (ICso = 8,0 + 1,4 x
10 M ) de uma forma ndo seletiva . Além disso, caulerpina inibiu as contracdes cumulativas
induzidas por serotonina, de uma forma dependente da concentracdo (pD'2 = 4,48 + 0,08 ),
deslocando com inclinacdo a curvas para a direita com reducdo da Emax, € sugerindo um
antagonismo ndo competitivo. O alcaloide também relaxou o ileo pré-contraido pelo KCI (
ECso = 9,0 £ 0,9 x 10° M ) e carbacol ( ECso = 4,6 + 0,7 x 10° M) de um modo dependente
da concentracio. Este efeito foi provavelmente devido & inibicdo do influxo de Ca?*, através
de canais de calcio dependentes de voltagem (Ca,), uma vez que a caulerpina ligeiramente
inibiu as contraces induzidas por CaCl, em meio despolarizante sem Ca? *, deslocando a

curva para a direita e com a reducdo da Emax. De acordo com esses resultados, o efeito
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espasmolitico da caulerpina em fleo de cobaia, parece envolver a inibicdo do influxo de Ca®*
através de Ca,. No entanto, outros mecanismos ndo sao descartados.

IV.2.1.3 Citotoxicidade in vitro de caulerpina em linhagens de células tumorais

humanas.

O objetivo desta etapa do trabalho foi verificar a citotoxicidade in vitro de substancias
em linhagens de células tumorais humanas®. As células testadas foram: NCI-H358M
(carcinoma brénquio-alveolar — humano), PC-3/M (cancer de prostata — humano) e OVCAR-
8 (cancer de ovario — humano) obtidas atraves de doacgdo do Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (Bethesda, MD). Para fazer os testes a caulerpina foi diluidas em DMSO nas
concentracdes estoques de 5mg/mL e 1mg/mL. A citotoxicidade foi obtida através do método
do MTT (MOSMANN, 1983).

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2 tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) para formazan, pela atividade
da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocéndria da celula viavel (MOSMANN,
1983), permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células vivas. Inicialmente foi
realizado um screening onde a caulerpina foi testada em concentragdo tUnica (5 pg/mL), em
duplicata (quadro 6) e foi observado que a caulerpina ndo apresentou atividade citotoxica
promissora nas linhagens celulares NCI-H358M, PC-3/M e OVCAR-8, visto que, a
substancia somente sera considerada com potencial citotoxico promissor quando houver taxa
de inibicdo a partir de 60% em no minimo 2 linhagens celulares avaliadas, o que ndo foi

observado com a caulerpina.
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Quadro 6. Screening da atividade citotdxica da caulerpina em linhagens de células tumorais
humanas. Doxirrubicina (Dox) foi usada como controle positivo. A tabela esta apresentando a
inibicdo da proliferacdo (%) realizado em duplicata pelo método do MTT ap6s 72 horas de
incubagéo.

Amostra NCI H385N OVCAR-8 PC-3M
SD SD SD
» GI% Gl%
3 )
Ne| laentificacao | iy GI% (média) (média)
1 | LOALL 37,22% 6,08% 28,10% 251% | 29,73% | 2,96%
2 | DOX 28.04% | 1551% 0,54% 283% | 3344% | 540%

IV.2.2 Resultados farmacologicos obtidos com Hypnea musciformis
IV.2.2.1 Citotoxicidade em eritrocitos de camundongos Swiss e atividade antitumoral in
vitro em linhagens de Ehrlich

A citotoxicidade do Extrato Metanodlico Bruto (EMBywm) de Hypnea musciformis foi
avaliada frente a eritrocitos de camundongos Swiss. Durante a avaliacdo, observou-se que a
porcentagem de hemdlise aumentou de maneira dependente de concentracdo ap0s o
tratamento. O valor de CHs, obtido foi de 28,23 (26,53 - 30,04) ug/mL (Grafico 1).

Gréfico 1. Avaliacdo da citotoxicidade do extrato metanolico bruto de Hypnea musciformis

em eritrocitos de camundongos Swiss.
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Efeitos citotoxicos de diferentes substancias podem estar relacionados com danos a
membrana celular ou alteracdes em sua permeabilidade (HADNAGY; MARSETZ; IDEL,
2003). Sabendo-se que a membrana eritrocitica € uma estrutura delicada que pode ser
significantemente alterada por interagdes com drogas (AKI; YAMAMOTO, 1991) o teste de
hemélise in vitro é usado como método de triagem para toxicidade de substancias estimando o
dano, que podem induzir in vivo, nos eritrocitos (SCHREIER et al., 1997).

O valor de CHsp obtido do EMBym neste ensaio, demonstra que este produto foi ativo
contra eritrocitos, uma vez que, segundo Santos Junior e colaboradores (2010), um produto
natural em estudo, para ndo apresentar atividade hemolitica, deve apresentar CHso maior que
1250 pg/mL.

Tal atividade corrobora com achados na literatura, uma vez que estudos indicam que
alguns metabolitos, tais como terpenoides presentes em H. musciformis, podem causar
mudancas na membrana de células vermelhas sanguineas e subsequentemente produzir
hemolise (NG; LI; YEUNG, 1986; GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al., 1997).

Na avaliacdo da atividade antitumoral in vitro do EMByw a citotoxicidade foi avaliada
frente a células de Tumor Ascitico de Ehrlich. A Clsg foi maior do que 2000 pg/mL. Desta
forma, o resultado obtido sugere que o extrato metandlico bruto de H. musciformis, ndo

apresenta atividade citotoxica frente esta linhagem de célula tumoral.

IV. 2.3 Resultados farmacoldgicos de Bryothamnion triquetrum

IV. 2.3.1 Citotoxicidade em eritrocitos de camundongos Swiss e atividade antitumoral in
vitro em linhagens de Ehrlich

A citotoxicidade do Extrato Metanolico Bruto (EMBgT) de Bryothamnion triquetrum,
foi avaliada frente eritrocitos de camundongos Swiss. No experimento foram testadas
concentracdes de até 1000 pg/mL ndo ocorrendo morte das células (hemolise) mostrando que
o valor de CHsg foi de 3,71 pg/mL.

O resultado obtido sugere que EMBgr apresenta baixa toxicidade frente eritrocitos,
células estas comumente afetadas por drogas presentes na corrente sanguinea.

Entretanto, na avaliacdo da atividade antitumoral in vivo do EMBgt em células de

Tumor Ascitico de Ehrlich, a Clsy foi maior do que 2000 pug/mL. Desta forma, o resultado
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obtido sugere que o extrato metandlico buto de B. triquetrum, ndo apresenta atividade

citotoxica frente esta linhagem de célula tumoral.

IV.2.3.2 Efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio

O extrato metandlico bruto de Bryothamnion triquetrum (BT- MeOH) também foi
avaliado quanto as possiveis atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria em modelos
murinos®. Grupos de camundongos Swiss de ambos o0s sexos (25-30 g) foram utilizados
durante todo o experimento. O potencial antinociceptivo do BT-MeOH foi avaliado por meio
dos ensaios seguintes: contorcao induzida por acido acético, de ensaio de placa quente e de
glutamato e de nocicepcao induzida por formalina. A atividade anti-inflamatéria de BT -
MeOH foi investigada utilizando o teste de peritonite induzida por zimosana-A . Os testes
foram conduzidos usando 100 mg/kg (v.0) de BT - MeOH , 33,3 mg/kg (v.0.) de dipirona ,
35,7 mg/ kg (v.0.) de indometacina e 5,7 mg/kg (s.c.) de morfina . O extrato e todos 0s
medicamentos padronizados foram administrados 40 min antes do estimulo
nociceptivo/inflamatorio. No teste de contorcdo induzida por acido acético, BT-MeOH e
dipirona inibiu a resposta nociceptiva em 55,9 % ( 22,2 + 2,0 contor¢des , p < 0,01 ) e 80,9 %
(9,6 £2,1 contorgbes , p < 0,01). No teste da placa quente, 0 BT-MeOH ndo aumentou o
tempo de laténcia dos animais no momento avaliado. Além disso, 0 BT-MeOH inibiu a
nocicepc¢do induzida por glutamato em 50,1 %. Entretanto, BT - MeOH ndo inibiu a fase
neurogénica em nocicepcao induzida por formalina. A fase inflamatoria foi inibida em 53,1
% (66,8 +14,2s;p<0,01).Indometacina inibiu a fase inflamatoria em 60,2 % ( 56,8 + 8,7
s, p <0,01). No ensaio de peritonite induzida por zimosana, BT-MeOH inibiu 55,6 % ( 6,6 +
0,2 x 106 leucdcitos/ml, p < 0,01 ) a migracdo de leucdcitos, enquanto a indometacina inibiu
78,1 % ( 3,2 £ 0,1 x 106 leucdcitos/ml, p<0,01 ). Com base nos resultados obtidos no presente
estudo, foi concluido que o BT-MeOH tem atividades antinociceptiva periférico e anti-
inflamatdrias. No entanto, mais estudos precisam ser realizados para confirmar essas

propriedades.
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Consideracoes finais
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V. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, confirma-se que os perfis de esteroides de
algas vermelhas, sdo na sua maioria, relativamente simples e presentes em diversas espécies
de algas, inclusive verdes, como em Caulerpa mexicana. Entretanto, a simplicidade das
estruturas quimicas, ndo descarta a importancia das mesmas, visto que, relatados na literatura
demonstraram suas importantes propriedades anti-inflamatérias (HANDA; CHAWLA,;
SHARMA, 1992), cardiotbnicas (KELLY; SMITH, 1996), precursores da vitamina D e como
anticoncepcionais orais (ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007). Estudos também
demonstraram que o estigmasterol e o sitosterol, por exemplo, associados a outros esteroides,
sdo efetivos no tratamento da hiperplasia benigna de préstata (HBP), doenga que atinge acima
de 50% dos homens com idade superior a 50 anos (CECHINEL FILHO, 2000).

Este trabalho também contribuiu através do isolamento do Di-isobutilftalato, com um
sério estudo de isolamento de ftalatos naturais, que vem se realizando com as algas vermelhas
em algumas partes do mundo. Estudos estes iniciados nos anos 70 (NOGUCHI, et al., 1979) e
que até os anos atuais vem trazendo resultados significativos (GRESSLER et al., 2010).

Enfim, o isolamento neste trabalho da ceramida sulfonilada N-[(4E)-3-hidroxi-1-
{[(sodiooxi)sulfonil]Joxi}non-4-en-2-il]dotriacontanamida da esponja marinha Ircinia felix,
comprovou que muitos compostos isolados de ambientes marinhos possuem estruturas
quimicas Unicas e bem diferentes daqueles encontradas em fontes naturais terrestres,
apresentando as diversas atividades biologicas. Este fato motiva as pesquisas que levam ao
desenvolvimento de novos métodos de isolamento e de sintese organica, bem como a
importancia ecologica e da atividade farmacoldgica destes produtos marinhos. Portanto, o
isolamento de uma nova macromolécula traz sempre novas perspectivas de descoberta de um
novo farmaco.

Diante do exposto, 0s experimentos com as algas marinhas tém demonstrado mais
uma vez sua grande importancia, podendo também mencionar o ponto de vista econdmico e
ambiental, pois as algas podem realizar a manutencdo do equilibrio bioldgico nos ambientes
aquaticos, ocasionando a continuidade da fauna existente, que pode ser utilizada pela
humanidade ndo apenas como fonte de moléculas bioativas, mas também como fonte de
alimento e de matéria-prima.

A importancia das algas marinhas na América Latina, como recurso renovavel,
também vem crescendo continuamente porque seus volumes cada vez maiores de extracao
geram importantes divisas econémicas para o pais produtor. Outros paises da América do Sul
estdo muito mais adiantados que o Brasil na producdo e extracdo de algas, embora o pais seja
reconhecido como avancado em nivel académico (CABRAL et al., 2001).
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Conclusao
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V1. CONCLUSAO

e Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de 1V, RMN
de 'H e '*C uni e bidimensional e Massas, foi possivel isolar e identificar sete

substancias:

Me
11

=
Ca ?é?lgoigi?éana Caulerpina
WP Caulerpa mexicana

Saringosterol Fenobarb_ital _
Hypnea musciformis Hypnea musciformis
21 11 10

Y,
2, 22

o 3 (0]
Colest-4-em-3-ona N ar o
Bryothamnion triquetrum Di-isobutilftalato

Bryothamnion triquetrum
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32’
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N-[(4E)-3-hidroxi-1-{[(sodiooxi)sulfonil]Joxi}non-4-en-2-ilJdotriacontanamida
Ircinia félix

O extrato metandlico bruto de Hypnea musciformis se apresentou ativo contra
eritrocitos e o extrato metandlico bruto de Bryothamnion triquetrum apresentou baixa
toxicidade;

Os extratos metanolicos brutos de Hypnea musciformis e Bryothamnion triquetrum em
linhagens de células tumorais de Ehrlich in vitro, ndo apresentaram atividade;

A substancia isolada caulerpina e os extratos de Caulerpa mexicana e Bryothamnion
triquetrum foram disponibilizados ao Laboratério de farmacologia e Imunidade
(LAFI-UFA) e para o Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFRN para
avaliacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, e apresentaram resultados
significativos;

A substancia isolada caulerpina foi disponibilizada ao Laboratorio de Farmacologia do
Programa de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos UFPB, o qual apresentou efeito
espasmolitico no ileo de cobaia; A mesma também foi disponibilizada ao Laboratério
de Farmacologia da UFC, para avaliacdo da sua toxicidade em linhagens de células
tumorais humanas e ndo apresentou resultado satisfatorio.
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