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RESUMO

Produtos naturais marinhos vém sendo objeto de muitos estudos e
interesse cientifico, por conta da sua diversidade e complexidade
guimica, bem como potenciais atividades bioldgicas. Entre estas,
destacam-se a atividade citostadtica (citarabina, trabectedina,
brentuximabe vedotina) e antiviral (vidarabina) apresentadas por
farmacos que estdo no mercado. Entre as algas, destacam-se as algas
pardas da familia Dictyotaceae com a producdo de metabdlitos
secundarios com atividade bioldgica antiflngica, antibacteriana,
antiviral, os quais tem papel relevante para defesa destas espécies contra
predadores (antifouling, anti-herbivoria). O objetivo desta dissertacdo
foi investigar quimicamente o extrato da alga parda Canistrocarpus
cervicornis proveniente do Atol das Rocas (RN). O material coletado
em marco de 2015 foi extraido por mistura diclorometano/metanol (2:1).
O extrato foi submetido a métodos cromatograficos diversos, sendo as
fracBes monitoradas por cromatografia em camada delgada e analises
espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear. O extrato e fracfes
selecionadas foram submetidos a testes de atividade bioldgica;
antibacteriana (frente a E. coli, S. aureus e C. albicans apresentando
inibicdo de crescimento de 46,3%; 13,3% e 95,6% respectivamente),
antifingica, citotoxica e anticoagulante. Tais processos permitiram o
isolamento de dois terpenos do tipo xenicano, sendo um deles ja descrito
na literatura (&cido diléfico) e o outro, identificado como um metabélito
de estrutura inédita, derivado do primeiro, que foi codificado como CS7.
Ambos os metabdlitos sdo reportados pela primeira vez para o género
Canistrocarpus. O extrato e o composto acido dilofico apresentaram
significativa citotoxicidade frente a células HCT-116 com ICsp de 11,39
e 7,17 pg/Ml, respectivamente. A reducdo na agregacdo plaquetaria pelo
extrato bruto manifestou-se tanto mediante inducdo por epinefrina (15,5
+ 6,4) quanto por ADP (34,0 + 4,2), sugerindo interessante potencial
antiagregante plaquetario.

Palavras-chave: Canistrocarpus cervicornis 1. Diterpenos xenicanos 2.
Atol das Rocas 3. HCT-116 4. Agregacao plaquetaria 5.






ABSTRACT

KAMI, S.A. Chemical research of the brown seaweed Canistrocarpus
cervicornis of the Rocas Atoll. 2018. 118p Federal University of Santa
Catarina (UFSC), Florianopolis, 2018.

Marine natural products have been the object of many studies and
scientific interest, due to their diversity and chemical complexity, as
well as potential biological activities. Among these, cytostatic activities
(cytarabine, trabectedin, brentuximab vedotin) and antiviral (vidarabine)
are represented by drugs that are on the market. The brown algae of the
family Dictyotaceae produce secondary metabolites with antifungal,
antibacterial and antiviral activities, which play an important role in the
defense of these species against predators (antifouling, anti-herbivory).
The objective of this dissertation was to investigate chemically the
extract of the brown algae Canistrocarpus cervicornis of Atol das Rocas
(RN). The material was collected in March 2015, extracted with
dichloromethane/methanol (2:1). The extract was subjected to several
chromatographic methods, the fractions monitored by thin layer
chromatography and nuclear magnetic resonance spectroscopy. The
extract and selected fractions were submitted to biological activity tests:
antifungal, antibacterial (against E. coli, S. aureus and C. albicans
presenting growth inhibition of 46.3%, 13.3% and 95.6% respectively),
cytotoxic and anticoagulant. These processes allowed the isolation of
two xenican diterpenes, one of them already described in the literature
(dilophic acid) while the second one was identified as a new dilophic
acid derivative, which was designated as CS-7. Both metabolites are
reported for the first time for the genus Canistrocarpus. The extract and
dilophic acid showed significant cytotoxicity against HCT-116 cells
with IC50 of 11.39 and 7.17 ug/ml, respectively. The inhibition of
platelet aggregation by crude extract was manifested by induction by
epinephrine (15.5 + 6.4) and by ADP (34.0 + 4.2), suggesting an
interesting antiplatelet potential.

Keywords: Canistrocarpus cervicornis 1. terpenes xenicans 2. Rocas
atoll 3. HCT-116 4. Platelet aggregation 5.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais (PN) (plantas,
organismos marinhos e microrganismos) pelos homens ocorre ha
milhares de anos, ndo apenas como fonte de alimento para
sobrevivéncia, mas também como recursos para tratamento de
diversas patologias (DUTRA et al., 2016).

Nesse dmbito, especialmente matérias primas de origem
vegetal tém sido exploradas pelo homem no tratamento de
diversas doencas (DUTRA et al., 2016), com mais de 1.000
produtos derivados de plantas descritos na Mesopotamia ja em
2.600 a.C. (CRAGG; NEWMAN, 2013). Posteriormente foram
encontrados registros no Egito, bastaste relevante conhecido
como Papiro de Ebers, com cerca de 700 formulacdes, sendo a
maioria de origem vegetal (NEWMAN; CRAGG; KINGSTON,
2008).

Enquanto 0s recursos naturais terrestres vém sendo
amplamente explorados ha milénios, 0s oceanos s&o
considerados ainda ambientes desconhecidos embora as algas
sejam 0s organismos mais antigos da Terra, havendo evidéncias
de sua existéncia ja no periodo pré-cambriano, ha
aproximadamente 3,5 bilhdes de anos (OHSE, 2009).

A &gua representa cerca de 70% da superficie da Terra,
com destaque para 0s oceanos, que possuem a capacidade de
promover ambientes Unicos e ricos, repletos de recursos naturais
(MENEZES, 2010), com grande diversidade de organismos com
potencial na producdo de compostos bioativos, que podem vir a
se tornar produtos farmacéuticos, nutracéuticos e cosméticos
(KIM et al, 2012).

A extensdo territorial e area litoranea brasileira, com cerca
de 8500 km de costa, ainda pouco explorada, instiga a
investigacdo quimica dos organismos marinhos, considerando
que os compostos produzidos eles contribuem para sua
adaptacdo ao ambiente em que estdo inseridos, e que §é
radicalmente diverso do ambiente terrestre (STENGEL;
CONNAN; POPPER, 2011).
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Os metabdlitos secundarios ndo sdo sintetizados pelas vias
metabolicas gerais, e ndo tém funcdo primaria diretamente
envolvida no crescimento normal, desenvolvimento ou
reproducdo de um organismo (MARTINS et al., 2014), sendo
muitos deles, no caso de algas, compostos halogenados
(HERRERA-RODRIGUEZ et al., 2011). Sdo geralmente
produzidos para controlar relagdes ecoldgicas, como forma de
defesa, contra predadores, na competicdo de luz, nutrientes e
espaco, também como fonte de comunicacdo entre espécies para
acasalamento, entre outras (MARTINS et al., 2014).

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de
produtos naturais tem sido um grande desafio, pois além da
complexidade quimica, acredita-se que existam cerca de 1,5
milhdes de espécies diferentes de algas (RAVEN et al., 2007;
FELICIO, OLIVEIRA, DEBONSI, 2012). Em busca de novos
farmacos provenientes dos oceanos, a industria farmacéutica
passou a procurar novos medicamentos a partir de produtos
naturais marinhos (SMIT, 2004), as principais classes estudadas
de organismos marinhos sdo algas, invertebrados (esponjas e
moluscos), e micro-organismos (BLUNT et al., 2017).

Estudos relacionados aos produtos naturais de origem
marinha (PNM) no Brasil iniciaram na década de 1960, mas ja
na década de 1980, o grupo de pesquisa da Universidade Federal
Fluminense (UFF), hoje coordenado pela Professora Valéria
Teixeira, ja se destacava com estudos quimicos de algas pardas.

Na Universidade Federal de Santa Catarina, o estudo
quimico de algas marinhas iniciou neste Programa de Pos-
graduacdo, em colaboracdo com o Prof. Paulo Horta, do
Departamento de Botanica da UFSC, no inicio deste milénio.
Atualmente, véarios departamentos da Universidade dedicam-se a
pesquisa de organismos marinhos de ilhas oceénicas brasileiras
através de um projeto integrado com varias universidades
federais, englobando é&reas relacionadas a bioprospeccao,
ecologia e biotecnologia (PROSPECMAR-IIhas). Através deste
projeto, foi possivel o0 acesso ao material de algas utilizado para
o desenvolvimento desta Dissertacdo, o qual foi coletado no Atol
das Rocas.
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Devido ao dificil acesso a matéria-prima de algas,
provenientes de um atol (uma ilha oceédnica em forma de anel,
composto por corais e algas coralinas), no qual a insercdo
humana é praticamente nula, até o presente momento nenhum
trabalho de investigagdo quimica havia sido realizado com a
espécie Canistrocarpus cervicornis coletada nesse ambiente.
Este aspecto representa um desafio ainda maior na busca de
novos metabdlitos secundarios, inclusive pela dificuldade de
obtencdo de material abundante, ja que se trata de area protegida.

O Atol das Rocas foi transformado em uma é&rea de
reserva bioldgica em 1979, sendo o principal ponto de
preservacdo do Oceano Atlantico, é o Unico Atol do Atlantico
sul, com uma area de 37.820 hectares que abriga duas ilhas (llha
do Farol e llha do Cemitério), constituindo a primeira reserva
bioldgica marinha do Brasil. As pesquisas até o momento
realizadas no Atol das Rocas foram relacionadas com a fauna
(aves, reptéis/queldnios, ictiofauna, equinodermas, crustaceos,
malacofauna, cnidofauna, esponjofauna e zooplancton)
(ICMBio, 2007). Em termos de algas, apenas uma investigacao
da espécie Dictyota pfaffii (BARBOSA et al.,, 2003) foi
encontrada.

Uma vez que na dissertacdo de mestrado desenvolvida no
grupo de pesquisa por Philippus (2016) ja haviam sido
encontradas diferencas interessantes de composicao quimica para
uma mesma espécie de alga parda coletada na costa continental e
em outra ilha oceénica (llha da Trindade), considerou-se
relevante a investigacdo quimica da espécie Canistrocarpus
cervicornis coletada no Atol. Para esta espécie, a partir do
trabalho de Philippus (2016) j& se dispunha de compostos
isolados de material coletado no litoral do Nordeste Brasileiro,
tendo sido identificados dois diterpenos ja descritos para a
espécie.

Considerando o potencial de produtos naturais marinhos
no desenvolvimento de novos farmacos, este projeto teve como
objetivo a investigacdo quimica do extrato de Canistrocarpus
cervicornis coletada no Atol das Rocas, com vistas a obtencao de
novos metabolitos bioativos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUTOS NATURAIS DE ORGANISMOS MARINHOS

Os mares e oceanos ocupam mais de 2/3 da superficie da
Terra e abrigam quase todos 0s grupos de organismos vivos. Os
ecossistemas marinhos podem ser considerados como detentores
da maior biodiversidade filética, com potencial biotecnoldgico
associado praticamente ilimitado (MUNRO, 1999; CORDELL,
2000; COSTA-LOTUFO et al., 2009).

As pesquisas com PNM iniciaram na década de 50, na
Universidade de Yale (E.U.A) pelo professor Werner Bergmann.
Porém, foi a partir da década de 70 que se teve maior acesso as
profundidades oceéanicas (FENICAL, 2006). Mesmo com a
evolugdo tecnoldgica de equipamentos para mergulho, ainda ha
uma grande dificuldade da coleta dos PNM por conta da
necessidade de embarcacGes, mergulhadores, a dificuldade ao
acesso em determinadas regifes (correntes, ondulagdo, rochas,
baixas temperatura e luminosidade), inclusive pela presenca de
animais marinhos que representam perigo potencial para a vida
humana. Tem-se, assim, um conjunto de fatores para cujo
manejo se requer um grande investimento financeiro e material,
no sentido de viabilizar uma logistica adequada e minimo de
seguranca as pessoas envolvidas no processo de aquisi¢do da
matéria prima de origem marinha (FENICAL, 2006; CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Alguns medicamentos no mercado farmacéutico ja s&o
provenientes de produtos naturais marinhos. Intensas pesquisas
ao longo de décadas geraram alguns bons resultados (Tabela 1),
como o desenvolvimento de farmacos como: citarabina (Ara-C),
ainda hoje utilizada pela atividade citostatica; vidarabina (Ara-
A), com atividade antiviral (ambas desenvolvidas com base na
molécula de um nucleosideo isolado de esponjas); o analgésico
ziconotida (Prialt®) foi isolado originalmente a partir de um
molusco marinho do género Conus e é obtido hoje em dia por
sintese total. Os ésteres de 6mega-3 (Lovaza®), obtidos a partir
de peixes, sdo utilizados para tratamento de hipertrigliceridemia;
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trabectedina (Halaven®) é proveniente de um invertebrado
(tunicado) e apresenta atividade antitumoral (GERWICK;
MOORE; 2012), enquanto brentuximabe vedotina (Adcetris®)
foi desenvolvido a partir de um metabdlito isolado do molusco
Dolabella auricularia e apresenta atividade frente ao Linfoma de
Hodgkin (SENTER; SIEVERS, 2012).

Tabela 1. Produtos naturais marinhos que deram origem a

Medicamentos

Composto
isolado/Fonte

citarabina (Ara-C)
esponja

vidarabina (Ara-A)
esponja

ziconotida
(Prialt®) molusco
marinho do género
Conus

Esteres 6mega-3
(Lovaza®) peixes

Estrutura quimica

L

o

NH;
N Y]
4
o (AL

OH

Atividade bioldgica

Citostatica

antiviral

analgésico

hipertrigliceridemia
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trabectedina
(Halaven®)
tunicado

antitumoral

brentuximabe
vedotina w,, | DY QU
(Adcetris®) vew ! (L0 Linfoma de Hodgkin
molusco Dolabella
auricularia

Fonte: Autora

Em uma dissertacdo anterior desenvolvida com a alga
parda C. cervicornis proveniente do Ceara (Pedra do Paraiso),
houve o isolamento de diterpenos do tipo dolastano
(PHILIPPUS, 2016) (Figura 1). O extrato foi testado quanto a
atividade antimicrobiana para as cepas Escherichia coli (ATCC
25922); Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Candida
albicans (ATCC 90112), apresentando resultados interessantes
frente a S. aureus, com inibi¢do de crescimento de 59,3%. Porém
as substancias isoladas ndo chegaram a ser avaliadas, pelo baixo
rendimento.
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Figura 1. Dolastanos isolados de C. cervicornis por Philippus
(2016)

2.1.1 Metabdlitos Primarios e Secundarios

Os metabolitos produzidos pelos organismos podem ser
primarios ou secundarios, sendo 0s primeiros essenciais a vida:
lipideos monossacarideos, aminoacidos, etc. Ja os metabolitos
secundarios sdo produzidos como forma de protecdo e/ou
adaptacdo do organismo ao meio ambiente (TEIXEIRA, 2013),
sdo geralmente produzidos para controlar relacdes ecoldgicas,
como forma de defesa, contra predadores, na competicdo por luz,
nutrientes e espago, como meio de comunicacdo entre espécies
para acasalamento, entre outras (MARTINS, VIEIRA,
GASPAR, SANTOS, 2014).

Dessa maneira, podemos considerar 0 metabolismo como
conjunto complexo de reagdes que ocorrem ativando rotas
metabdlicas, visando a producdo de energia através de ATP
(trifosfato de adenosina) e também a biossintese de substancias
indispensaveis a sua sobrevivéncia (CAPASSO; PASQUALE;
GRANDOLINI, 2011).

Os metabolitos secundarios ndo sao sintetizados pelas vias
metabolicas gerais, e ndo tém funcdo priméria diretamente
envolvida no crescimento normal, desenvolvimento ou
reproducdo de um organismo (MARTINS, VIEIRA, GASPAR,
SANTOS, 2014), sendo muitos deles, no caso de organismos
marinhos, compostos halogenados (HERRERA-RODRIGUEZ et
al., 2011), devido a abundancia de cloro e bromo na agua do
mar. Estas substancias sdo produzidas por rotas metabdlicas que
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evoluiram para possibilitar a adaptacdo e a conquista de novos
ambientes, tornando-as assim complexas, diversificadas e
particulares a determinados grupos de organismos (TEIXEIRA,
2009).

Dessa maneira, 0os metabolitos secundérios incluem os
terpenos, flavonoides, saponinas, alcaldides, esterdides
(ANARAT-CAPPILLINO; SATTELY, 2014). Especificamente
das algas C. cervicornis os metabolitos de maior interesse sdo 0s
terpenos (TEIXEIRA, 2013).

2.2 ALGAS

Os oceanos sdo considerados ambientes ainda
desconhecidos, porém as algas sdo 0s organismos mais antigos
da Terra, havendo evidéncias de sua existéncia ja no periodo pré-
cambriano, ha aproximadamente 3,5 bilhGes de anos (OHSE,
2009).

Cerca de 70% da superficie da Terra é recoberta por agua,
especialmente pelos oceanos, e acredita-se que 90% dos
organismos do planeta vivam neste ambiente (STENGEL,;
CONNAN; POPPER, 2011; WANG, 2014). As algas sao
responsaveis por cerca de 50% da fotossintese do planeta, que
promove um efeito positivo sob a emissdo de gases (QIN, et al
2012). Os oceanos promovem ambientes Unicos e ricos, ha
diversos organismos com potencial na producdo de compostos
bioativos que podem vir a tornarem-se produtos farmacéuticos,
nutracéuticos, cosméticos e biotecnolégicos (KIM et al, 2012;
PENGZHAN et al, 2003).

Podendo ser diferenciadas pela sua estrutura celular em
Eucariontes (Cyanobactérias) e Procariontes (LEE,2008), as
algas desenvolveram adaptacdo para se manterem mesmo em
condicbes ambientais extremas, produzindo metabdlitos
secundarios como defesa quimica, dessa maneira conseguem
sobreviver a diversos nichos ecolégicos (KELMAN et al., 2012).

As algas bentbnicas sdo multicelulares e crescem fixas ao
substrato, podendo haver adaptacbes a sobrevivéncia em
substratos arenosos ou lodosos (TEIXEIRA, 2013). Podem ser
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encontradas em &gua doce, nos mares e &gua salobra (LEE,
2008). Possuem papel extremamente importante na cadeia
alimentar, servindo como fonte alimentar para crustaceos,
peixes, moluscos, etc.

Sdo organismos taldfitos; ou seja, ndo sdo diferenciados
entre raiz, caule e folha, sendo a maioria fotossintetizantes
produtores de pigmentos, segundo os quais se classificam em:
Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) e
Rhodophyta (algas vermelhas) (Tabela 2). As Chlorophytas
(algas verdes) possuem como pigmentos acessdrios as clorofilas
a e b, carotendides (beta-caroteno, luteina e zeaxantina) e
possuem como material de reserva o amido. Rhodophytas (algas
vermelhas) possuem como pigmento acessorio as clorofilas a e
d, carotendides (beta-caroteno e alfa-caroteno) possuindo como
material de reserva o amido das florideas. Ja as Phaeophytas sdo
as algas pardas, que possuem como pigmentos acessorios as
clorofilas a e «c, carotendides (beta-caroteno, xantofila,
fucoxantina) e possuem como material de reserva a laminarina,
enquanto na estrutura da parede celular possuem alginato
(carboidrato estrutural) (REVIERS, 2006; OLIVEIRA,

2008).

Tabela 2. Classificagdo das macroalgas

Divisdo Clorofilas Carotendides dMaterlaI
e reserva
Chlorophyta beta-caroteno, .
(Verdes) a, luteina, zeaxantina amido
Rhodophyta beta-caroteno, alfa-  Amido das
a, d .
(vermelhas) caroteno florideas
beta-caroteno
Phaeophyta e .
(pardas) a,c xantofila, laminarina

fucoxantina

Fonte: Autora
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A classe Phaeophyceae € reconhecida pelo elevado
numero de espécies de grande porte, servindo de fonte de
alimento a inimeros animais marinhos, também é responsavel
por criar auténticas florestas no Oceano Pacifico, podendo
crescer 30 cm por dia e ir até aos 65 m de comprimento
(GAMAL, 2010).

Existem cerca de 1800 espécies de algas pardas, em geral,
as algas marrons sdo maiores e sdo encontradas em maior
guantidade em aguas mais frias (GUIRY; GUIRY, 2017). A cor
castanha destas algas resulta da dominédncia do pigmento
xantofilico fucoxantina, que mascara 0s outros pigmentos,
(TEIXEIRA, 2013, GUIRY; GUIRY, 2017, O'SULLIVAN et
al, 2010). As reservas alimentares sdo tipicamente
polissacarideos complexos, agUcares e alcoois.

Em nivel alimentar, assim como outros vegetais, sdo
capazes de fazer fotossintese e possuem vias para produzir
metabdlitos visando a sobrevivéncia e defesa (LEE 2008).
Muitas algas ja eram utilizadas como fonte de alimentos,
tratamento de doencas por alguns grupos étnicos e tribos, e mais
recentemente utilizados como produtos quimicos, tendo grande
importancia econémica (TORRES, 2014).

Algumas espécies de algas podem ser utilizadas como
fonte de alimento, sendo produzidas e consumidas
principalmente pelos paises asiaticos (Jap&o, China, Coréia do
Sul), que sdo grandes consumidores de macroalgas marinhas,
uma vez que possuem alto valor nutritivo, sendo ricas em
vitaminas (complexo B, K, D, E e C), carotenoides, proteinas,
fibras, &cidos graxos e minerais diversos, como célcio, fosforo,
sodio, magnésio, ferro, cobre, manganés, potassio, iodo, etc.
(BURTIN, 2003, ORTIZ et al., 2009).

Muitas algas podem ser cultivadas, sendo o Japdo e a
China grandes produtores de Undaria pinnatifida, que fornece o
Wakame (alga rica, muito utilizada na culinaria oriental). Toda a
biomassa no mundo vem de um ndmero relativamente pequeno
de espécies nas ordens Laminariales e Fucales, e o valor
acumulado anual dessas algas chega a US$ 300 milhdes
(GUIRY; GUIRY, 2017).
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As paredes celulares das algas sdo compostas por celulose
e é&cido alginico, um heteropolissacarideo de cadeia longa
(GUIRY; GUIRY, 2017, DAEMI; BARIKANI, 2012). Os
derivados de &cidos alginicos sdo utilizados comercialmente em
pasta de dente, sabonetes, sorvetes, carnes enlatadas, impressao
de tecido, entre outras (MURDZHEVA et al., 2016; GUIRY;
GUIRY, 2017), agindo como ligantes, estabilizantes,
emulsificantes ou agentes de moldagem.

Além do uso como fontes alimentares, as macroalgas séo
responsaveis em produzir metabdlitos com potencial acéo
farmacol6gica: aminoacidos do tipo micosporinas, compostos
sulfatados e halogenados, lectinas, terpenos, compostos
polifendlicos, entre outros (O'SULLIVAN et al., 2010;
FERNANDO et al., 2016).

2.2.1 Polissacarideos

As algas marinhas possuem grandes quantidades de
polissacarideos em sua parede celular, sendo esses compostos
por aglcares simples (monossacarideos) unidos por ligacdes
glicosidicas (SENTHILKUMAR et al., 2013).

A concentracdo de polissacarideos pode variar de 4 a 76%
do peso seco das algas (HOLDT E KRAAN, 2011). Esses
polissacarideos sdo constituidos principalmente por celulose e
hemiceluloses, responsaveis pela sustentacdo das algas nos
oceanos, a concentracdo de polissacarideos é espécie-especifica
(SENTHILKUMAR et al., 2013).

As algas verdes conttm galactanos sulfatados,
polissacarideos acidos, enquanto as algas pardas contém acido
alginico, polissacarideos sulfatados (constituido por alfa-L-
fucose sulfatada) (LI et al., 2008). J& as algas vermelhas contém
carragenanos, amilopectina e galactano sulfatado sollvel em
agua (PAL et al., 2014).
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2.2.1.1 Fucanos sulfatados

Os fucanos sdo polimeros/polissacarideos sulfatados, em
gue o aclcar em abundancia é a L-fucose sulfatada, sendo
encontradas nas paredes celulares de algas marrons e
invertebrados marinhos (BERTEAU; MULLOY, 2003). Esses
polissacarideos ndo sdo encontrados em plantas terrestres nem
nas plantas de &gua doce, acreditando-se que esses
polissacarideos sulfatados estdo relacionados com o ambiente
marinho, especialmente com a regulagdo mecanica, osmética ou
ibnica (KLOAREG; QUATRANO, 1988).

Acredita-se que os fucanos constituem mecanismo de
defesa por possuir caracteristica higroscopica, com finalidade de
protecdo da alga quando submetida & exposi¢do solar intensa e
marés baixas, evitando a desidratacdo. O fato de apresentar
parede celular mucilaginosa também contribui para a
flexibilidade da alga, promovendo melhores caracteristicas para
crescimento em ambiente liquido para captar luz solar e
nutrientes (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967).

Podem ser classificados como homofucanos ou
heterofucanos; quando constituidas majoritariamente por
unidades de fucose sulfatada (>90%) sdo consideradas
homofucanos; quando apresentam além da fucose sulfatada,
concentracdes diversas de D-galactose, D-manose, D-xilose, L-
ramnose, e/ou acido D-glucurdnico, além de grupos acetila, sdo
chamadas de heterofucanos (PAINTER, 1983; NAGUMO,;
NISHINO, 1996; TAKO et. al., 2000, ROCHA et al., 2006).

O primeiro isolamento de fucanos em algas pardas foi
relatado em 1913, pelo pesquisador Kelling. Em 1948, Vasseur
verificou que os fucanos ndo sdo exclusivos de algas, mas
também podem ser encontrados em organismos invertebrados
marinhos (BERTEAU; MULLOY, 2003).

Ha muitos estudos que buscam relacionar os fucanos com
atividade bioldgica, conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Atividades bioldgicas de fucanos.

Atividade biolb6gica

Autores

Anticoagulante

Hipolipemiante

Antitrombotica

Anti-inflamatoria

Antitumoral
Antibacteriana

Antiviral

Anti-hipertensiva

Imunomodulatéria

Antiadesiva

Antioxidante

Cumashi et al., 2007

Ustyuzhanina et al., 2013

Camara et al., 2013
Dore et al., 2013
Yokota et al., 2009
Park et al., 2011
Cuong et al., 2015

Boisson-Vidal et al., 2000

Mouro, 2004

Drozd et al., 2011
Dore et al., 2013
Clement et al., 2010
Park et al., 2011
Marques et al., 2012
Pomin, 2015
Siqueiraetal., 2011
Park et al., 2011
Berteau; Mulloy, 2003

Berteau; Mulloy, 2003
Berteau; Mulloy, 2003

Xueyan et al., 2004

Liu etal., 2010
Zhang et al., 2015
Cumashi et al., 2007
COSTA et al., 2010
Nariyoshi et al., 2013

Fonte: Autora
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2.2.1.2 Acidos alginicos

Os alginatos sdo polissacarideos encontrados tanto na
matriz intercelular de algas marrons, quanto recobrindo
extracelularmente algumas espécies de bactérias (MOE et al,
1995). Foram descobertos no final do século XIX, tornando-se
importante  produto industrial, utilizado pela industria
alimenticia, téxtil, de papel, dermocosméticos, médica e
farmacéutica (HAY et al., 2010, DRAGET; TAYLOR, 2009). Os
acidos alginicos podem estar associados a ions calcio, magnésio
e ferro, formando os alginatos (PAULA et al., 2007).

Os alginatos sdo derivados de acidos alginicos,
heteropolissacarideos localizados na matriz extracelular de algas
marrons, chegando a representar de 40 a 60% do peso do vegetal
seco. As espécies de algas utilizadas e a época da colheita
influenciam na quantidade e a qualidade dos alginatos extraidos
(IWAKI, 2010, DAVIS, VOLESKY, MUCCI, 2003).

Devido a sua viscosidade, os alginatos sdo utilizados
como agente gelificante, estabilizantes e emulsificante (IWAKI,
2010). Também sdo utilizados para controlar viscosidade em
xaropes e molhos, como estabilizante na indUstria de sorvetes,
pois impedem a formac&o de cristais macroscopicos de gelo; na
indUstria de cervejas permitem a formacdo de espuma, criando
uma pelicula resistente & formacdo de bolhas provenientes da
agitacdo do liquido (FACCINI, 2007; PAULA et al., 2007,
GARCIA-CRUZ et al., 2008). Também sdo utilizados como
agente de suspensao em bebidas e temperos para saladas; agentes
de formagdo de filmes em salsichas, e agentes gelificantes em
doces contendo leite e em geléias (SABRA; ZENG; DECKWER,
2001).

Em aplicagbes médicas, os alginatos sdo importantes na
imobilizacdo de células, tratamento do refluxo esofagico,
dermatologia e cicatrizacdo de feridas, também vem sendo
utilizada na microencapsulagdo de farmacos, peptideos ou
sistemas de liberagdo controlada (REMMINGHORST; REHM,
2006).
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Algumas aplicacBes dos alginatos ja reportadas estdo
relacionadas com o estimulo a mediadores do sistema imune,
como citoquinas, interleucina-1, interleucina-6 e TNF-alfa (Fator
de necrose tumoral alfa), cuja resposta esta associada a estrutura
sequencial de biopolimeros constituidos exclusivamente de
grupos manurdnicos (SABRA; ZENG; DECKWER, 2001).

2.3 Canistrocarpus cervicornis (Kitzing) De Paula & De Clerck

A alga Canistrocarpus cervicornis, pertencente a familia
Dictyotaceae e género Canistrocarpus, foi classificada pela
primeira vez em 1859, como Dictyota cervicornis Kiitzing
(GUIRY; GUIRY, 2017).

O género Canistrocarpus (Kitzing) De Paula & De
Clerck é composto pelas seguintes espécies: Canistrocarpus
cervicornis  (Kitzing) De Paula & De  Clerck,
Canistrocarpus crispatus (J.VV. Lamouroux) De Paula & De
Clerck, Canistrocarpus cervicornis f. pseudohamatus (Cribb) M.
J. Wynne e Canistrocarpus magneanus (De Clerck &
Coppejans) De Paula & De Clerk (CLERCK, LELIAERT,
VERBRUGGEN, 2006; GUIRY e GUIRY, 2017). Na Figura 1
podem-se observar os aspectos morfolégicos microscopicos e
macroscépicos da espécie C. cervicornis.


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Bb7b51b6c922861f9
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=Bb7b51b6c922861f9
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Figura 2. Canistrocarpus cervicornis: aspectos macro e
microscopicos

(1) Padréo de ramificagdo jovem epifitica em Padina. (2) Sorus anterideo
cercado por parafisias. (3) Riz6ides marginais. (4) Habitat, piscina intertidal
(Vietnd).

Fonte: Algaebase (www.algaebase.org)

De Clerck e colaboradores (2006) sugeriram uma revisdo
da classificacdo de algumas espécies de Dictyota, propondo o
novo género Canistrocarpus. A espécie C. cervicornis estd
presente em diversas partes do mundo, sendo considerada uma
alga abundante na costa brasileira (FALCAO; SZECHY 2005,
GUIRY; GUIRRY, 2017).

Ainda, na tentativa de agrupar as algas conforme suas
caracteristicas quimiotaxonémicas e/ou marcadores quimicos,
Fenical (1980), Kelecom e Teixeira (1986) propuseram uma
nova classificacdo relacionada com a producdo de metabdlitos
secundarios.

Kelecom e Teixeira (1988), Vallim et al., (2005)
propuseram a divisdo dos diterpenos da familia Dictyotaceae em
trés grupos quimicos de acordo com a ciclizagdo do geranil-
geraniol (precursor comum da via dos diterpenos) (Figura 2),
sendo considerados pertencentes ao Grupo | 0s que possuem 0s
derivados prenilados de sesquiterpenos (isolados a partir de
Dictyota pfaffii), em que a ciclizagdo ocorre entre 0s carbonos 1
e 10; o Grupo Il € subdividido em 1l A e Il B, sendo aqueles
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derivados de ciclizagéo entre os carbonos 1 e 11 pertencentes ao
Grupo Il A (dolabelanos); ocorrendo uma segunda ciclizacdo
entre os carbonos 2 e 7, tem-se o Grupo Il B (dolastanos e
secodolastanos), os quais ja foram isolados de C. cervicornis.
Por fim, pertencem ao Grupo Ill, os xenianos e seus derivados
(como os isolados de Dilophus guineensis e Dictyota
menstrualis) (TEIXEIRA; KELECOM, 1988; VALLIM et al.,
2005).

Figura 3. Proposta biossintética para os diterpenos de
Dictyotaceae, de acordo com a ciclizagcdo do geranil-geraniol.
(Adaptado de Vallim et al., 2005).

18 Grupo |

17 OH 4 20 Grupo Il
geranilgeraniol T

Al Grupo Il

1
2

10

Fonte: Autora, adaptado de Vallim et al., 2005
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2.3.1 Metabdlitos isolados a partir de C. cervicornis

Os estudos a partir da alga parda C. cervicornis iniciaram
no Brasil na década de 80 com matéria prima da costa brasileira,
sendo considerados os metabdlitos de maior interesse os terpenos
do tipo dolastano e secodolastano (TEIXEIRA, 2013), sendo
proposto que 0s principais metabdlitos secundarios encontrados
na familia Dictyotaceae estdo diretamente relacionados ao
controle da herbivoria (VALLIM et al., 2005).

No Brasil, Teixeira e colaboradores (1986) tiveram grande
sucesso ao realizarem o isolamento quimico de sete diterpenos
do tipo dolastano (1-7) e trés do tipo secodolastano (8-10). A
professora Valéria Teixeira foi uma das pioneiras no Brasil nos
estudos com a espécie, obtendo sucesso no isolamento de
diversos novos compostos quimicos: cervicol (11) (TEIXEIRA;
TOMASSINI; KELECOM, 1986), 4a,90,140-trihidroxidolasta-
1(15),7dieno; 40,80,9a, 14a-tetrahidroxidolasta-1(15),-eno;
Toacetoxi-4a, 14a-dihidroxidolasta-1(15),8-dieno (12-14)
(TEIXEIRA; KELECOM, 1988). Vallim et al. (2010) isolou
4a,7a,140-trihidroxidolasta-1(15),8-dieno  (15). Em 2015,
Bianco ¢ colaboradores isolaram mais um dolastano inédito: 4a-
acetoxiamijidictiol (16-18). Mais recentemente, Campbell et al.
(2017) isolaram dois compostos inéditos 4R-acetoxi-8S,9S-
epoxi-14S-hidroxi-7-oxodolastano  (19) e 4R-hidroxi-8S,9S-
epoxi-14S-hidroxi-7-oxodolastano (20). Todas as estruturas
guimicas estdo representadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Estruturas de diterpenos relatados para Canistrocarpus

cervicornis

Estrutura quimica
Férmula molecular

1
(I)Ac

o

1
OAc

CaoH300,

C2oH3,03

H
C20H3203

CyoH3404

Tipo de terpeno
Nome quimico
Dolastano
4a,140-

dihidroxidolasta-
1(15),7,9-trieno

Dolastano
4a-acetdxi-14a-

hidroxidolasta
1(15),7,9-trieno

Dolastano
40,98,140-

trihidroxidolasta-
1(15),7-dieno

Dolastano

4a-acetoxi-9p,14a-

dihidroxidolasta-
1(15),7-dieno

Referéncia

Teixeira;
Tomassini (1986)

Teixeira;
Tomassini (1986)

Teixeira;
Tomassini (1986)

Teixeira;
Tomassini (1986)
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Dolastano

Teixeira;

4a,7a-diacetoxil4o- Tomassini (1986)

hidroxidolasta-
1(15),8-dieno

8 ‘ Iy Secodolastano Teixeira;
linearol Tomassini (1986)
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10

11

12

13

14

Secodolastano

Acetato de
isolinearol

Secodolastano

Cervicol

Dolastano
40,9a,140-
trihidroxidolastan-
1(15),7-dieno

Dolastano

40,8B.9a, 14a-
tetrahidroxidolastan-
1(15)-eno

Dolastano
7a-acetoxi-4o,14a0-

dihidroxidolastan-
1(15),8-dieno

Teixeira;
Tomassini (1986)

Teixeira;
Tomassini;
Kelecom (1986)

Kelecom;
Teixeira (1988)

Kelecom;
Teixeira (1988)

Kelecom;
Teixeira (1988)
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15

16

17

18

19

:
OH

‘oH

C2oH3203

“,
7/

Dolastano

4a,70,140-
trihidroxidolasta-
1(15),8-dieno

Dolastano

10p-acetoxi-8a,9a-

epoxi-14p-hidroxi-

7-oxodolasta-1(15)-
eno

indicol

4a-
acetoxiamijidictyol

Oxodolastano
4R-acetoxi-8S,9S-
epoxi-14S-hidroxi-

7-oxodolastane

Vallim et al.
(2010)

Bianco et al.
(2015)

Bianco et al.
(2015)

Bianco et al.
(2015)

Campbell et al.
(2017)
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Oxodolastano

Campbell et al.

20 (2017)

4R-hidroxi-8S,9S-
epoxi-14S-hidroxi-

7-oxodolastano

CZOH3004

Fonte: Autora
2.3.2 Atividades bioldgicas reportadas para C. cervicornis

Os organismos marinhos guardam muitas substancias
desconhecidas que atuam na comunicacdo entre espéci(m)es, na
defesa contra herbivoros ou predadores, entre competidores, na
reproducdo ou simplesmente como produto de seu metabolismo.
Uma substancia que atua como mediador quimico para um
organismo pode também vir a se tornar uma possibilidade
concreta para o tratamento ou cura de muitas doengas conhecidas
(BRASIL, 2010).

Ja foram descritas algumas func@es para os metabélitos
gerados pelas algas, como as relacionadas com aspectos
ecoldgicos, como a defesa contra predadores ou anti-herbivoria
(PEREIRA et al., 2002), anti-incrustante (BIANCO, TEIXEIRA,
PEREIRA, 2010), também frente a microorganismos
patogénicos (ENGEL, JENSEN, FENICAL, 2002). Também
foram caracterizadas algumas atividades biologicas: antiviral
(BARBOSA et al., 2004; VALLIM et al., 2010), antiprotozoéria
(SANTOS et al., 2011); antibacteriana (MORALES et al., 2006);
antioxidante (ZUBIA et al., 2007) e anticoagulante (MEDEIROS
et al., 2008), conforme apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Atividades bioldgicas relatadas para a espécie C.
cervicornis

Atividade bioldgica Referéncia

Anti-herbivoria Pereira et al., 2002

(Astrea latispina)

Anti-herbivoria Bianco et al., 2010,

(Lytechinus variegatus) Ortiz-Ramirez et al.,
2013

Anti-incrustante Bianco et al., 2009

(Perna perna)

Antioxidante Costa et al., 2010;
Nariyoshi et al., 2013

Antiprotozoéria Santos et al., 2011

(Leishmania amazonensis)

Antiviral (HSV-1) Vallim et al., 2010

Atividade anticoagulante  (via Camaraetal., 2011
intrinseca  e/fou  comum) e
prolongamento do tempo de
coagulacdo
Inibicdo da hemolise e Mouraetal., 2011
neutralizagdo da  coagulacgdo,
hemorragia e protedlise causada
pelo veneno de Lachesis muta
Inibicdo da hemdlise e protedlise Domingos et al., 2015
causada pelo veneno de Bothrops
jararaca
Fonte: Autora

2.4 ATIVIDADE BIOLOGICA
2.4.1 Atividade anticoagulante

Uma das principais estratégias para prevenir a formagédo
de trombos sanguineos em pacientes é a administracdo de
farmacos anticoagulantes, sendo a heparina ainda o mais
utilizado na terapéutica (WEITZ e WEITZ, 2010). Apesar dos
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beneficios, esse farmaco pode apresentar diversas reacoes
indesejaveis, sendo as mais graves o risco de sangramento e a
trombocitopenia tipo 1l (BEYER et al., 2010); osteopenia e efeito
hemorragico residual também ja foram observados (NADER et
al., 2004).

A heparina é o farmaco de escolha relacionado com a
prevencdo de distlrbios tromboembdlicos, no entanto os
polissacarideos sulfatados provenientes de algas tém chamado
atencdo da indlstria farmacéutica por prolongar o efeito
anticoagulante (ATHUKORALA et al, 2007). Li e
colaboradores (2008) extrairam da alga Ecklonia kurome um
composto fucoidano que consegue inibir a geracdo de trombina,
blogueando a formacdo do complexo protrombinase, prevenindo
a geracdo do fator Xa e intensificando a atividade da
antitrombina via cofator Il da heparina.

Os fucanos também podem atuar de forma indireta no
processo de coagulagdo, promovendo a liberacdo do TFPI
(inibidor do fator tecidual) ou de heparana sulfato
(glicosaminoglicano) por células endoteliais (ALMEIDA-LIMA
etal., 2010; ROCHA et al., 2005; NADER et al., 2004).

Para C. cervicornis, Camara e colaboradores (2011)
relatam atividade anticoagulante (via intrinseca e/ou comum) e
prolongamento do tempo de coagulacéo a partir de heterofucanos
isolados de C. cervicornis. Leite e colaboradores (1998) também
relatam atividade anticoagulante e antitrombética a partir de
fucanos.

2.4.2 Atividade antimicrobiana

A utilizagdo de antibidticos € uma das intervengdes
terapéuticas mais importantes na histria mundial, com relagdo
direta com a reducdo da morbidade e mortalidade
(ANDERSSON e HUGHIES, 2010). Porém, atualmente, ha uma
grande preocupagdo com o aumento da resisténcia das bactérias
frente aos antibidticos disponiveis, o que se tornou um grande
problema na salde publica, como o caso da resisténcia a
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penicilina, que iniciou na década de 40, ap6s o0 seu uso em larga
escala (WIESCH et al., 2011).

O aumento de casos de resisténcia bacteriana aos
antibidticos eleva os custos com o paciente, pois aumenta o
tempo de internagdo, além da necessidade de mais consultas
médicas, e, possivelmente, de medicamentos mais caros ou até
mesmo uso concomitante de diversas classes de antimicrobianos
(ALHOMUD et al., 2017, FREITAS, 2006).

Em estudo de Padmakumar e Ayyakkannu (1997, apud
PEREZ, FALQUE E DOMINGUEZ, 2016), os autores relatam a
atividade antibacteriana e antifngica de extratos de algas, sendo
que 70% deles exibiram atividade antibacteriana e 27,5%
apresentaram atividade antifngica. S. aureus, Vibrio spp. e
Trichophyton mentagrophytes foram 0s mais suscetiveis,
enquanto P. aeruginosa e Aspergillus flavus foram mais
resistentes.

Morales et al. (2006) testaram 6 extratos de macroalgas
diferentes seus frente a S. aureus, B. subtilis e T.
mentagrophytes, resultando em bons resultados para as cepas
Gram positivas, porém perante as cepas Gram negativas 0s
extratos apresentaram baixa atividade.

Assim, diante do rapido desenvolvimento de resisténcia
bacteriana e flngica, ha a possibilidade de desenvolvimento de
novos farmacos a partir de algas, que possam contribuir para o
tratamento de microrganismos ja resistentes aos antibioticos
convencionais e sejam seguros para o ser humano.

2.4.3 Atividade citotéxica

Céncer € um dos maiores problemas na salde publica
mundial, sendo necessarias pesquisas para o desenvolvimento de
novos medicamentos, com maior seletividade para os alvos
moleculares de interesse, possibilitando maior eficacia no
tratamento e menos danos ao paciente pelos efeitos colaterais.

Nesse ambito, a industria PharmaMar, fundada em 1986,
teve como objetivo principal a busca de novos protétipos na area
oncoldgica, tendo como objeto de estudo organismos marinhos.



44

Em 2001, obtiveram o primeiro medicamento anti-cancer a partir
de semi-sintese, com a trabectedina (Yondeles), a qual foi
aprovada para uso clinico em 2007 para lipossarcoma, tendo uma
segunda indicacdo aprovada em 2009 para o tratamento de
cancer de ovario, nos Estados Unidos, pelo Food and Drug
Administration (FDA).

Segundo dados obtidos na plataforma do Instituto
Nacional de Cancer (INCA) (2018), estima-se que cerca de
59.700 novos casos de cancer de mama (0 mais frequente entre
as mulheres) ocorram entre os anos de 2018-2019. O céancer de
colo de Utero ocupa o sétimo lugar no ranking mundial, sendo o
quarto mais comum na populacdo feminina, e sdo estimados
16.370 novos casos no Brasil para o préximo biénio.

Dados apresentados pela Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) estimam que cerca de 8,8 milhdes de pessoas morrem ao
ano por causa do cancer (OMS, 2017), e que aproximadamente
14 milhdes de novos casos sdo relatados anualmente. Estima-se
gue 0s casos aumentem em até 70% até 2038, sendo a maioria
dos casos registrados em paises de baixa renda, principalmente
pela falta de diagndstico precoce e também pela precariedade ao
acesso ao medicamento (OMS, 2018).

A busca constante por novos farmacos para combate aos
diversos tipos de cancer é um grande desafio, muitas instituicdes
de pesquisa acreditam nos oceanos como alternativa no
desenvolvimento de novos farmacos a partir de organismos
marinhos, inspirado principalmente no nucleosideo isolado por
Bergmann e Feeney (que serviram de prototipo para o
desenvolvimento de Ara-C e Ara-A na década de 50. As ciéncias
farmacéuticas também contam com a sintese, possibilitando a
obten¢do de maiores quantidades das moléculas ativas e também
com o0 uso de anticorpos monoclonais para maximizacdo de
resultados, como foi o caso do brentuximabe vedotina, citado
anteriormente.



45

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Investigar a composicdo quimica dos extratos da espécie
de alga Canistrocarpus cervicornis, proveniente de Atol das
Rocas - Rio Grande do Norte.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Isolar e purificar os principais metabdlitos secundarios
presentes no extrato, utilizando métodos cromatograficos;

v  Identificar/elucidar a estrutura quimica das substancias
isoladas através de técnicas espectroscopicas.

v Investigar as substancias isoladas para avaliar atividade
bioldgica anticoagulante, antimicrobiana e citotdxica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todo o processo de investigacdo fitoquimica foi
desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais
do CIF/CCS/UFSC, incluindo os experimentos de extracéo,
fracionamento, isolamento, purificagdo e identificacdo dos
compostos. As analises de atividade bioldgica foram realizadas
em parceria com a professora Dr®. Ana Carolina Rabello de
Moraes (atividade anticoagulante), da Universidade Federal de
Santa Catarina, com a Dr®. Marcia Regina Franzolin (atividade
antibacteriana) do Instituto Butantan, Sdo Paulo, e professor Dr.
Diego Wilke (atividade citotdxica) da Universidade Federal do
Ceara.

4.1 ESPECIFICACOES DOS REAGENTES E
EQUIPAMENTOS

4.1.1 Equipamentos

Para concentrar os extratos e fracGes obtidas, foi utilizado
rotaevaporador Biichi® modelo R-210 sob pressio reduzida e
banho em temperatura controlada (até 40 °C).

Na etapa de fracionamento cromatografico por
cromatografia liquida de média pressdo (CLMP) foi utilizado
sistema Sepacore/Syncore® da marca Biichi. Para cromatografia
liguida de alta eficiéncia foi utilizado cromatégrafo modelo
Shimadzu SPD-10AV equipado com detector de ultravioleta
SCL-10A.

Para revelacdo das placas de cromatografia em camada
delgada (CCD) com indicador de fluorescéncia foi utilizada a
camara de luz ultravioleta (UV) da marca Prodicil, modelo VA
50.

Foram também utilizadas balancas de alta precisdo das
marcas Katashi e Ohaus®.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
IH e 18C, e os mapas de correlagdo HSQC, HMBC e COSY
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foram obtidos em equipamento Bruker, modelo Fourier 300
MHz.

4.1.2 Métodos cromatograéficos, solventes e reagentes
aplicados

Os solventes utilizados para analise quimica foram
hexano, ciclohexano, acetato de etila, metanol, cloroférmio, de
grau analitico (para extracdo e fracionamento cromatografico
gravimétrico ou por média pressdo) ou HPLC, de procedéncia
Lafan®, Neon® ou Vetec®.

No processo de avaliacdo das amostras em cromatografia
em camada delgada (CCD), foram utilizadas cromatoplacas de
aluminio com gel de silica 60 F254 da marca Sigma Aldrich®,
com indicador de fluorescéncia em 254 nm. Utilizou-se como
agente revelador (cromogénico) solucdo de anisaldeido-
sulfurico, preparada com reagentes de grau analitico (0,5 mL de
anisaldeido; 10,0 mL de &cido acético glacial; 85,0 mL de etanol;
5,0 mL de H,SO4 concentrado), seguido de aquecimento das
placas por alguns segundos em altas temperaturas.

Para etapa de fracionamento cromatografico foram
utilizados métodos de adsorcdo: cromatografia liquida a vacuo
(CLV), cromatografia ~em coluna aberta (CCA),
Sepacore/Syncore® silica gel 60 de procedéncia Vetec® como
fase estacionaria, com granulometria na faixa de 0,040-0,063
mm (230-400 mesh). Para purificacdo por cromatografia de
permeacdo em gel (exclusdo por tamanho de particula), foi
utilizada resina Sephadex® LH20 como fase estacionaria. Na
extracdo em fase sélida (EFS) foi utilizado cartucho Chromafix®
da marca Macherey-Nagel e seringa preenchida com gel de silica
60. Para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi
utilizada coluna de fase normal Supelcosil 25 cm x 10 mm, 5 um
e cromatografo com detector por absorcdo de Ultravioleta
modelo Shimadzu SPD-10AV e SCL-10A.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)
foram obtidos utilizando solventes deuterados: cloroformio
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deuterado (CDCls3) e benzeno deuterado (CgDs), ambos da marca
Cambridge Isotope Laboratories.

4.1.3 Analise instrumental

As estruturas das substancias isoladas foram determinadas
a partir dos dados obtidos por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de tH e 3C, e os mapas de correlacao
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC
(Heteronuclear  Multiple Bond Correlation) e COSY
(Correlation Spectroscopy).

Os dados adquiridos (FID — Free Induction Decay) foram
processados no programa TopSpin (3.5pl 7), sendo utilizado com
padrdo interno de referéncia o TMS - tetrametilsilano (delta =0
ppm) e os deslocamentos quimicos (delta) foram expressos por
ppm (partes por milhdo). Para a multiplicidade dos sinais foram
adotadas a convencdo vigente, e a constante de acoplamento (J)
expressa em Hertz (Hz).

A identificacdo estrutural das substancias isoladas foi
confirmada por comparacdo dos dados obtidos com os ja
descritos na literatura.

4.2 MATERIA PRIMA VEGETAL

O material selecionado para investigacdo, Canistrocarpus
cervicornis, foi coletado em marco de 2015, no litoral do Rio
Grande do Norte a 260 km a nordeste de Natal, no Atol das
Rocas (coordenadas -3.862559, -33.802187) (Figura 4), pela
equipe do projeto PropecMar-Ilhas.

A conservagdo do material foi feita em agua do mar,
sendo posteriormente removidas epifitas e outros organismos. O
material limpo e triado foi submetido a secagem sob ar frio,
sendo confeccionada uma exsicata que foi encaminhada para o
Herbério do Departamento de Boténica da Universidade Federal
de Santa Catarina (FLOR0063021).
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Figura 4. a) Local de coleta de C. cervicornis utilizada para a
investigacdo quimica; b) Aspecto da alga C. cervicornis
a) Atol das Rocas - RN

T oasi

b) C. cervicornis

N Rt 8T
.

% .';‘algaep/xsw;' 7

Fonte: a) Google EarthTM; b) GUIRY e GUIRY,
2017.
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4.3 EXTRACAO

Nesse processo foram realizadas sucessivas maceragdes
de todas as partes da alga, com solvente diclorometano: metanol
na propor¢do 2:1, em temperatura ambiente, por um periodo de
sete dias. Os extratos obtidos foram reunidos e concentrados em
rotaevaporador a temperatura inferior a 40 °C.

4.4 FRACIONAMENTO

O fracionamento do extrato bruto e fracdes foi realizado
através de sucessivas separacfes cromatograficas sobre gel de
silica 60 e eluicdo realizada por gradiente, com eluentes de
polaridade crescente. A cada fracionamento, as fracBes foram
submetidas a analise cromatografica por CCD e, para as fragdes
consideradas promissoras, também por espectroscopia de RMN
de hidrogénio, para verificar viabilidade de continuidade do
fracionamento em fungdo do rendimento e complexidade da
amostra.

Para reunir as fracGes, foram avaliadas as semelhancas de
perfil cromatogréfico na CCD e as fragbes foram nomeadas por
letras seguidas de nimeros, em que a letra representa 0 nome da
coluna e o nimero, o intervalo das fragdes.

A Figura 5 apresenta um fluxograma resumindo o0s
procedimentos cromatograficos realizados com o extrato da
espécie C. cervicornis que levaram aos compostos isolados.
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Figura 5. Fluxograma resumindo os procedimentos cromatograficos que resultaram em compostos isolados
a partir do extrato da espécie C. cervicornis. Rendimentos das fragdes estdo expressos em miligramas.
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4.4.1 Fracionamento preliminar do extrato de Canistrocarpus

cervicornis: CLV (A)

O fracionamento por CLV foi realizado a partir de 1,3 g
do extrato bruto, empregando gradiente crescente de polaridade
com solventes hexano e acetato de etila (Tabela 6). Foram
coletadas 19 fragdes, sendo cada uma coletada em frasco
separado e posteriormente submetida a rotaevaporacdo. As
fragbes consideradas mais promissoras foram selecionadas para
dar continuidade ao fracionamento.

Tabela 6. Esquema de solventes utilizados na CLV: Coluna A

Fase movel Volume (mL) Fragoes
Hex 100% 300 Al
Hex 95 : 5 AcOEt 200 A2
Hex 9 : 1 AcOEt 100 A3
Hex 85 : 15 AcOEt 100 A4
Hex 8 : 2 AcOEt 100 A5
Hex 8 : 2 AcOEt 100 A6
Hex 75 : 25 AcOEt 100 A7
Hex 7 : 3 AcOEt 100 A8
Hex 7 : 3 AcOEt 100 A9
Hex 65 : 35 AcOEt 100 A 10
Hex 6 : 4 AcOEt 100 All
Hex 6 : 4 AcOEt 100 A1l2
Hex 1 :1 AcOEt 2x100 A 13
Hex 3 : 7 AcOEt 100 Al4
Hex 2 : 8 AcOEt 100 A 15
AcOEt 100% 100 A 16
AcOEt 1 : 1 MeOH 100 A 17
MeOH 100% 100 A 18
MeOH 1:1H,0 100 A 19

Fonte: Autora
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4.4.2 Fracionamento: Coluna AA

A fracdo A3 obtida a partir da CLV-A na quantidade de
58,2 mg foi submetida a separacdo cromatografica em coluna
com silica gel 60 (Coluna AA) de 25 cm de altura e 2,5 cm de
diametro, com fluxo de 3 mL por minuto. Utilizaram-se como
fases moveis proporgles diversas de ciclohexano e acetato de
etila (Tabela 7), obtendo-se 104 fragbes (5 mL
aproximadamente), as quais foram agrupadas conforme
semelhanca do perfil cromatografico em CCD, totalizando 16
fracOes reunidas. Realizou-se uma nova CCD com as fragdes
reunidas, o que permitiu reagrupar as fragdes AA5, AAG e AA7,
cuja associacdo foi denominada como AA5’.

Tabela 7. Esquema de solventes utilizados na Coluna AA

Fracoes Fase movel Volume (mL)
1-10 cHex 100% 50 gsp
11-58 cHex 98 : 2 AcOEt 200
59-71 cHex 97 : 3 AcOEt 50
72-92 cHex 95 : 5 AcOEt 100

93-104 AcOEt 100% 50

Fonte: Autora
4.4.3 Fracionamento: Coluna AB

Para fracionamento da fracdo A4 (239,4 mg) foi utilizada
cromatografia de média pressdo em sistema Sepacore/Syncore®,
por conta da complexidade da amostra e também da sua
quantidade. O gradiente de solventes utilizado est4 apresentado
na Tabela 8, o fluxo foi de 8 mL/min, resultando em 125 fra¢des
de 5 mL. Apos avaliagdo por CCD, foram reunidas as de
caracteristicas semelhantes, originando 19 frac6es.
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Tabela 8. Esquema de eluentes utilizados na Coluna AB

Fase movel Tempo (minutos)
Hexano 100% 10
Hex 98 : 2 AcOEt 10
Hex 97 : 3 AcOEt 100
Hex 95 : 5 AcOEt 20
AcOEt 100% 40

Fonte: Autora
4.4.4 Fracionamento: Coluna AS1

A fragdo AB17 (119,0 mg) advinda da coluna AB foi
submetida a separacdo por Sephadex LH20 em diclometano
100%, resultando em 28 fragdes de 5 mL que, apos avaliagdo por
CCD foram reunidas, resultando em 11 fragcdes denominadas AS.

4.4.5 Fracionamento: Coluna EFS1

Foram reunidas as fragdes AS1-4 e AS1-5, advindas da
coluna AS-1, pela semelhanca apresentada em CCD, totalizado
10,8 mg. A fracdo foi submetida a extracdo em fase sélida (EFS),
com gradiente de solventes conforme apresentado na Tabela 9.
No total, foram obtidas 15 fra¢des de 3 mL cada.

Tabela 9. Esquema de eluentes utilizados na Coluna EFS1

Fase movel FracGes
Hex 100% 1-3
Hex 95 : 5 AcOEt 4-6
Hex 93 : 7 AcOEt 7-9

Hex 9 : 1 AcOEt 10-12

AcOEt 100% 13- 15

Fonte: Autora



56

4.4.6 Fracionamento: EFS2

A amostra AS1-7 (2,1 mg) foi submetida a extracdo em
fase solida totalizando 4 frages de 3 mL cada (Tabela 10).

Tabela 10. Esquema de solventes utilizados na Coluna EFS1

Fase movel Fracoes
Hexano 100% 1
Hexano 95 : 5 Acetato de etila 2
Hexano 9 : 1 Acetato de etila 3
AcOEt 100% 4

Fonte: Autora
4.4.7 Fracionamento: Coluna AC

As fracOes AS1-8 e AS1-9 foram unidas (47,8 mg) e
submetidas a coluna gravimétrica sobre gel de silica conforme
gradiente de solventes apresentado na Tabela 11. A altura da
coluna foi de 23 cm e didmetro de 2 cm, com fluxo 0,9mL/min,
totalizando 138 fracGes de 4 mL cada; ap6s analise em CCD
foram reagrupadas em 4 fragdes.

Tabela 11. Esquema de solventes utilizados na Coluna AC

Fracdes Fase movel Volume (mL)
1-2 Hex 100% 50 gsp
3-119 Hex 9: 1 AcOEt 450
120 -133 Hex 8 : 2 AcOEt 50
134 -138 AcOEt 100% 50

Fonte: Autora
4.4.8 Fracionamento: Coluna AD
A fracdo AS1-10 (11,5 mg) foi submetida a separacdo em

coluna gravimétrica sobre gel de silica, em coluna com 11 cm de
altura, 1,5 cm de didmetro, fluxo de 0,5 mL/min, seguindo o
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gradiente de solventes conforme a Tabela 12, totalizando 47
fragdes de 3 mL; apds analise em CCD, foram reunidas em 10
fragoes.

Tabela 12. Esquema de solventes utilizados na Coluna AD

Fracgdes Fase movel Volume (mL)
1-2 Hex 100% 20
3-40 Hex 8 : 2 AcOEt 100
41— 47 AcOEt 100% 20

Fonte: Autora
4.4.9 Fracionamento: Coluna E

As fragcbes da CLV-A 5 e 6 foram reunidas pela
semelhanga, avaliada por CCD e espectros de RMN. Esta
amostra (400 mg) foi aplicada em coluna gravimétrica com gel
de silica, em coluna com 2,5 cm de didmetro, 24 cm de altura e
fluxo de 1,6 mL/min, utilizando gradiente de solventes conforme
apresentado na Tabela 13.

Tabela 13. Esquema de solventes utilizados na Coluna E

Fracoes Fase movel Volume (mL)
1-100 98:2 500
101 -175 Hex 96 : 4 AcOEt 300
176 - 230 Hex 95 : 5 AcOEt 300
231280 Hex 94 : 6 AcOEt 300
281 — 304 Hex 8 : 2 AcOEt 200
305 AcOEt 100% 100
306 MeOH 100% 160

Fonte: Autora
4.4.10 Fracionamento por CLAE “F”
Ap6s jungdo, as fragdes que originaram a AAS’ (30 mg)

foram submetidas a CLAE utilizando cHexano: acetato de etila
97:3, originando 23 novas fracbes denominadas F.
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4.4.11 Fracionamento por CLAE “G”

A fracdo F9 (4,6mg) foi submetida foi submetida a CLAE
utilizando um sistema de solvente de cHexano: acetato de etila
95:5, originando 4 novas fracfes denominadas G.

4.4.12 Fracionamento por CLAE “H”

A juncdo das fragdes AAI12-AAl6 (23,6mg) foi
submetida a CLAE utilizando um sistema de solvente de
cHexano: acetato de etila 93:7, originando 16 novas fracdes
denominadas de H.

4.4.13 Fracionamento: Coluna |

A unido das amostras E24-E27 (20 Omg) foi submetida ao
fracionamento em coluna gravimétrica de gel de silica 60, com
25 cm de altura e 2,5 cm de didmetro. Manteve-se um fluxo de 1
mL/min e coletaram-se 5 mL em cada fragdo. Foram utilizados
como eluentes cloroférmio: metanol em diferentes proporcdes
conforme Tabela 14.

Tabela 14. Esquema de solventes utilizados na Coluna |

Fracoes Fase movel Volume (mL)
1-10 CHCI; 100% 60
11-33 CHCI599 : 1 MeOH 100
34-59 CHCI; 98 : 2 MeOH 100
60-72 CHCI; 97 : 3 MeOH 50
73-82 CHCI; 96 : 4MeOH 50

83- 97 CHCI; 95 : 5 MeOH 50

98-105 CHCI; 94 : 6 MeOH 50

106-109 CHCI; 93 : 7 MeOH 50

110-122 MeOH 100% 50

Fonte: Autora
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A investigacdo antimicrobiana foi realizada em parceria
com a professora Dr®. Marcia Regina Franzolin, do Instituto
Butantan, USP/SP. A metodologia aplicada na avaliacdo da
atividade antimicrobiana do extrato de C. cervicornis frente aos
micro-organismos  Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 90112
foi a de microdiluicdo em caldo em placas de ELISA de 96
pocos de fundo chato (Figura 6).

Foram colocados 50 pL dos extratos na concentragdo de 2
mg/mL por poco ¢ em seguida foram adicionados 50 pL de
Caldo Miiller-Hinton contendo 10° bactérias. Dessa maneira a
concentracdo final do extrato testado foi de 1 mg/mL e das
bactérias de 5x10° UFC/mL. Apos aplicacdo, a placa foi vedada
e incubada a 37°C por 18 horas e, em seguida, foram realizadas
as leituras das densidades dpticas (DO) a 595 nm em leitor de
ELISA Multiskan®EX (Thermo Fisher Scientific, EUA) para
avaliacdo da atividade antimicrobiana. Os resultados foram
expressos em porcentagem de inibicdo do crescimento
microbiano, observados através da comparacdo do valor da DO
das amostras com o controle, que foi preparado da mesma forma
gue os testes, porém sem adicao de extratos.
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Figura 6. Esquema da metodologia aplicada na avaliacdo da
atividade antimicrobiana.

15 uL

DO (595nm)
Multiskan®EX

With bacteria*
10° UFC/mL

aureus, coli and Candida albicans

Fonte: Autora
4.6 AVALIAQAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Os testes de atividade citotdxica foram realizados em
parceria com o o professor Dr. Diego Wilke, do laboratorio
LaBBMar-UFC/CE. A metodologia aplicada na avaliacdo da
atividade citotoxica foi o teste do MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio]}, teste colorimétrico
usado para avaliar a viabilidade celular. O principio do teste esta
associado a mensuracdo da absorbancia da formazana gerada
apos metabolizacdo do sal de MTT pelas células tumorais viaveis
(MOSMANN, 1983).

Células tumorais de adenocarcinoma de célon (HCT-116)
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco modification of
Minimum Essential Media) suplementado com 10% de soro fetal
bovino foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas
com as amostras por 72 horas. Ao final, o sal de MTT (0,5
mg/mL) foi adicionado e a absorbancia mensurada a 595 nm. A
triagem inicial foi realizada utilizando concentracdo de 50
pg/mL das amostras para avaliar a porcentagem de inibicdo do
crescimento da célula tumoral (%GIl). Para amostras que
demonstraram inibicdo maior que 75%, o valor de Cls, foi
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calculado por regressdo ndo linear utilizando o GraphPad Prism
5.1 (Intuitive Software for Science).

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE
4.7.1 Coagulagdo sanguinea

O estudo de coagulacdo foi realizado de acordo com
Triplett, Harms e Koepke (1978) utilizando-se coagulémetro
semi-automatizado (CLOTimer, Quick Timer). Para os ensaios
de coagulagdo, foi utilizado um pool de plasma pobre em
plaquetas (PPP). Para a obtencdo do pool de PPP, as amostras de
sangue anticoagulado com citrato de sodio 0,38% foram
centrifugadas a 1x10” g por 15 minutos & temperatura de 8°C.
Apos a centrifugacgio, o sobrenadante (PPP) de todos os tubos foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Para a realizacdo
dos ensaios, 100 uL do pool de PPP foram incubados a 37 °C por
5 minutos com 10 pL de extrato bruto de alga ou de veiculo de
dissolu¢do (DMSO 0,7 % concentracdo final) e, em seguida,
foram realizados os testes de tempo de protrombina (TP) ou de
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) conforme a bula
do kit HemosIL® (Instrumentation Laboratory, Massachusetts,
EUA).

4.7.2 Agregacao plaquetaria

A agregacdo plaquetéria foi avaliada de acordo com Born
e Cross (1963), utilizando-se um agregbmetro  semi-
automatizado (AgreGO, Qualiterm). Depois de coletadas as
amostras de sangue total, as plaquetas foram isoladas através de
centrifugacdo do sangue citratado a 123 g por 10 minutos a
temperatura ambiente para a obtencdo do pool de plasma rico em
plaquetas (PRP). As plaquetas foram contadas em camara de
Neubauer e reajustadas com PBS para 250.000 plaquetas/mm? e
foi utilizada a epinefrina (Hipolabor, Minas Gerais, BR) como
agonista. Para avaliar os efeitos dos extratos brutos, fracfes e
compostos sobre a agregagdo plaquetaria, 400 puL do pool de
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PRP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 pL de
extrato bruto, de fracBes de extrato bruto, de composto ou de
veiculo de dissolugdo (DMSO 0,6 % concentragdo final). A
seguir, as amostras foram estimuladas individualmente com
epinefrina (6 pM) e a agregac@o foi acompanhada por 5 minutos.
Para acertar a linha de base de turbidez da amostra, utilizou-se o
PPP obtido pela centrifugacdo das amostras de sangue citratado a
1x10’ g por 15 minutos & temperatura de 8 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INVESTIGACAO FITOQUIMICA DA ALGA
Canistrocarpus cervicornis PROVENIENTE DO ATOL DAS
ROCAS.

Foram obtidos trés extratos (A-azul, B-vermelho e C-
verde) provenientes do Atol das Rocas. Todos 0s materiais foram
coletados na mesma expedicdo, em margo de 2015. Trabalhados
de maneira independentes para aquisi¢cdo do extrato. Seguindo
analise em CCD e *H RMN, para selecionar o extrato, seguindo
fracionamento  cromatografico, selecionado por  maior
diversidade de sinais CC.AT1-3 (C-verde).

Em avaliagio em CCD os perfis cromatogréficos se
mostraram bastante semelhantes, ao ponto que foi necessario
avaliar também o perfil dos extratos pela analise do espectro de
'H RMN, o qual esta representado na Figura 7. Os conjuntos de
sinais apresentados pelos extratos A e B foram bastante
similares, com sinais na regido entre 1-2 ppm, caracteristicos de
metilas. Entretanto, a maior diversidade de sinais levou a escolha
para investigacdo do extrato C, apresentando uma metila
(dubleto), sinal em 3,55 ppm e hidrogénios olefinicos,
considerando o conjunto de sinais distintos daqueles encontrados
na literatura.

O fracionamento do extrato C da alga C. cervicornis (1,3
g) proveniente do Atol das Rocas esta representado na Figura 8,
assim como valores de rendimentos das fragfes obtidas, expressa
em miligramas (mg).

Foram realizadas as seguintes técnicas cromatograficas:
CLV (1), coluna em silica gel (5), Sepacore (1), Sephadex LH20
(1), extracdo em fase sélida (2) e CLAE (3), obtendo como
resultado duas substancias puras, denominadas CS-6 e CS-7.

As substancias isoladas foram identificadas como
terpenos inéditos para a espécie.
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Figura 7. Espectros de "H RMN (300 MHz, CDCI,) dos extratos provenientes do Atol das Rocas, marco de
2015. Extratos A, B e C estdo representados, respectivamente, em azul, vermelho e verde.
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Figura 8. Esquema geral do fracionamento cromatografico de C. cervicornis. Rendimentos das fragdes
estdo expressos em miligramas.

Fonte: Autora
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5.2 IDENTIFICAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA
ISOLADA CS-6

A substancia CS-6 (24,3 mg) foi obtida na fracdo AC2
(coluna com silica gel), como uma substancia que apresenta
extingdo de fluorescéncia em 254 nm e ndo apresenta
fluorescéncia em 366 nm. Apresentou Rf igual a 0,45 na CCD
usando hexano: acetato de etila (8:2 v/v); ap6s revelagdo com
anisaldeido-sulfirico adquire cor roxa, ficando marrom apds
algum tempo.

O espectro de *H RMN (Figura 9) sugeriu tratar-se de um
terpeno, pelos sinais de hidrogénios metilicos (5 CH3) em 64
0,76 (d, J=6,7), 64 1,60 (s), 6 1,78 (s), 814 1,93 (s), 84 1,98 (m).
Destacaram-se ainda os hidrogénios olefinicos (3), ressonando
em &y 5,47 (dd, J= 6,91/1,84), 64 5,38 (d, J=11,15) e &y 5,10
(ddd, J=6,95).

O espectro de *C RMN (Figura 10) apontou a presenca
de 20 atomos de carbono, sendo que com auxilio do mapa de
correlagdo HSQC (Figura 11) foi possivel identificar o tipo de
carbono, bem como a sua conectividade. Em ordem do mais
blindado para o menos blindado, estdo dispostos da seguinte
maneira: carbonila (I C=0) 8¢ 180,4; carbonos olefinicos (3
HC=C) &8¢ 140,9, oc 135,5, 6c 131,8, 6c 127,3, d¢c 126,4, dc
125,0; metinos alifaticos (2 CH) 8¢ 50,2, dc 34,1; metilenos
alifaticos (6 CHz) dc 41,6, oc 38,5, d¢ 30,0, 6c 28.4; 6c 28,0, d¢c
26,3; metilas (5 CH3) oc 26,0, 6c 22,4, 6¢c 18,0, o¢c 17,1 e d¢
15,49.

A partir do conjunto de dados espectrais foi realizada uma
pesquisa na base de dados Marinlit®, a qual possui compilados
dados de metabdlitos de origem marinha, porém para CS6 a
busca ndo apontou nenhuma hipotese de compostos conhecidos.
Dessa maneira, prosseguiu-se a elucidacdo estrutural, com o
auxilio dos mapas de correlacdo HMBC (Figura 12) e COSY
(Figura 13). Os dados espectrais dos experimentos
bidimensionais viabilizaram a proposicdo de estruturas parciais
(Figura 14, 15 e 16) que, combinadas, possibilitaram a
identificacdo estrutural do composto (Figura 17).
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Figura 9. Espectro de *"H RMN (300 MHz, CDCl5) do composto CS-6.
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Figura 10. Espectro de **C RMN (300 MHz, CDCl3) do composto CS-6.
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Figura 11. Mapa de correlagdo HSQC (300 MHz, CDCl3) do composto CS-6.
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Figura 12. Mapa de correlagdo HMBC (300 MHz, CDCl;) do composto CS6.
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Figura 13. Mapa de correlagdo COSY (300 MHz, CDCl3) do composto CS-6.

-]
........................................... L T
B
=5
-
- - - [ ap
E T T "

O

F1 Tepml

Fonte: Autora

F2 [ppm]



72

A primeira estrutura parcial proposta (Figura 14) contém
dois dos hidrogénios olefinicos; considerando as constantes de
acoplamento é possivel considerar o acoplamento vicinal do
hidrogénio ressonando em dy 5,47 com o hidrogénio em dy 2,44,
assim como do hidrogénio em 6y 5,33 com o hidrogénio oy 2,93.
Também foram identificadas correlagdes ‘H-'H entre: 8,4 5,33 e
SH 2,93, SH 5,47 € SH 2,44

As metilas em 6y 1,92 e oy 1,78 apresentam-se como
simpleto e ndo apresentaram COSY, sugerindo estarem
conectadas com carbonos quaternarios. Com dados adicionais
das correlacdes *H-*C a longa distancia, foi possivel evidenciar
algumas correlagdes do hidrogénio que ressona em 645,47 com
os atomos de carbono ressonando em: 6¢ 127,2; d¢c 47,9; d¢c 22,4,
também do hidrogénio em 645,33, com 0 carbonos em: ¢ 17,2;
Oc 41,6; ainda, do hidrogénio em dy1,78 com o carbono em: d¢
135,9; do hidrogénio em 641,92 com o carbono &¢ 140,9; do
hidrogénio em 812,44 com os carbonos em ¢ 135,9; 6¢ 140,8; d¢
127,2; 8¢ 50,2 e finalmente do hidrogénio em 842,93 com 0
carbono d¢ 140,9.

Figura 14. Primeira estrutura parcial proposta para CS-6. Setas
vermelhas representam correla¢cGes homonucleares (H x H) e
verdes, heteronucleares (C x H).
2,44
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Fonte: Autora
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A segunda estrutura parcial (Figura 15) inclui a carbonila
de acido carboxilico com deslocamento quimico dc 180,4, tendo
um carbono vizinho com deslocamento quimico em dc 47,9
acoplado ao hidrogénio 6H 3,46.

Figura 15. Segunda estrutura parcial proposta para CS-6. Setas
vermelhas representam correlagdes homonucleares (H x H) e
verdes, heteronucleares (C x H).
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Fonte: Autora

As correlacdes a longa distancia 'H-"*C observadas no
mapa de correlagdo HMBC permitiram estabelecer a
conectividade entre os atomos de mais uma parte da molécula
(Figura 16).
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Figura 16. Terceira estrutura parcial proposta para CS-6. Setas
vermelhas representam correlagdes homonucleares (H x H) e
verdes, heteronucleares (C x H).
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Fonte: Autora

Reunindo as informagGes obtidas com o0s mapas de
correlagdes, representadas na Figura 14, 15 e 16, combinando as
estruturas parciais foi possivel propor a estrutura do composto
CS-6 como sendo a substancia representada na Figura 17.

A mesma estrutura quimica proposta para CS-6 foi
descrita pelos pesquisadores Schlenk e Gerwick, em 1986, como
de um composto inédito na época, que foi nomeado &cido
dil6fico, em alusdo a origem do composto, obtido da alga parda
Dilophus guineensis, da ordem Dictyotales. Os solventes usados
por aqueles autores para extracdo foram cloroférmio: metanol,
sendo o extrato metandlico escolhido para prosseguir o
fracionamento, e para obtencdo dos dados espectroscopicos foi
utilizado equipamento de 400 MHz e benzeno-ds como solvente
(SCHLENK; GERWICK, 1986).

Os dados espectroscdpicos obtidos inicialmente para CS-6
foram como solvente CDCl3-d, sendo obtidos novos espectros de
RMN de *3C e 'H em benzeno deuterado, apresentados na Tabela
15, para fins de comparagédo com os dados da literatura.

A alga investigada por aqueles autores foi coletada em
Porto Rico no més de margo, periodo no qual a alga (C.
cervicornis) em estudo neste trabalho também foi coletada.
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Figura 17. Estrutura proposta para o composto CS-6

acido diléfico

Os dados da tabela 15 confirmam a estrutura proposta
para CS-6, como sendo a mesma de Schlenk e Gerwick (1986).
Considerando o conjunto de sinais, deslocamentos quimicos e
multiplicidade dos sinais bastante semelhantes, prop6s-se
também a mesma estereoquimica, principalmente pela constante
de acoplamento do hidrogénio do C-7.

Os metabdlitos secundarios do tipo xeniano estdo
relacionados a atividades antipredatdrias ou antifouling (inibindo
0 assentamento de espécies competitivas). Porém, alguns
derivados de diterpenos xenianos apresentam relatos de atividade
biologica frente a HIV-1 (herpes simples tipo 1) e HIV-1 (DE-
PAULA, 2012).

Até o presente momento foi relatada apenas baixa
atividade antimicrobiana para o acido diléfico contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Candida albicans (sem maiores detalhes) e atividade
considerada mais significativa, com halo de inibicdo de 8 mm, na
concentracdo de 100 mg/mL frente a Bacillus subtilis
(SCHLENK e GERWICK, 1986).



Tabela 15. Comparacéo dos dados de RMN de **C e *H de CS-6
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e 4cido dildfico, conforme Schlenk e Gerwick (1986). Os

deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm e as constantes

de acoplamento (J) em Hz.

CS-6 Schlenk e Gerwick (1986)
300 MHz benzeno- 400 MHz benzeno-d6
dé6
oc on oc o
1 140,8 140,78
2 48,0 3,71 (1H, s) 48,02 3,71 (1H, s)
3 50,3 1,85 (1H, m) 50,37 1,85 (1H, m)
4 28,3 1,58 (1H, m) 28,34 1,58 (1H, m)
2,10 (1H, m) 2,10 (1H, m)
5 41,6 2,05 (1H, m) 41,62 2,05 (1H, m)
2,15 (1H, m) 2,15 (1H, m)
6 135,0 135,04
7 127,3 5,46 (2H, d, J =10) 128,23 5,46 (2H, brd, J =
10,0)
8 27,9 2,95 (1H, ddd J = 27,95 2,95 (1H, ddg, J =
12,7; 12,7 e 2,05) 12,7,12,7e1,9)
2,40 (1H, m) 2,40 (1H, brdd, J=
12,7e7,3)
9 126,5 5,46 (2H, d, J =10) 126,59 5,46 (1H, brd,J=
10,0)
10 341 2,30 (1H, t,J=2x 34,12 2,30 (1H, tq, J=2x
7,0) 6,5)
11 38,4 1,32 (2H,d, J =7,7) 38,41 1,32 (2H, dt, J=2 x
7,0)
12 26,3 2,15 (2H, m) 26,39 2,15 (2H, m)
13 125,22 5,25 (1H, J = 6,6) 125,25 5,25 (1H, brt, J =
6,7)
14 1312 131,26
15 25,8 1,75 (3H, s) 25,83 1,76 (3H, s)
16 17,7 1,64 (3H, s) 17,73 1,65 (3H, s)
17 155 1,00 (3H,d,J=6,7) 15,56 1,00 (3H, d, J=7,0)
18 180,55 181,12
19 22,4 2,21 (3H, sl) 22,43 2,21 (3H, brs)
20 16,8 1,81 (3H,s) 16,87 1,82 (3H, s)
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5.3 ELUCIDAGCAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA
ISOLADA CS-7

A substancia CS-7 (6,1 mg) foi obtida da fracdo AC3
(coluna gravimétrica), como uma substancia que nao apresenta
extincdo de fluorescéncia sob luz UV em 254 nm, nem
fluorescéncia no comprimento de onda de 366 nm.

Apresenta Rf igual a 0,13 na CCD em hexano: acetato de
etila (8:2 v/v); apds revelacdo com anisaldeido sulfdrico adquire
cor roxa, ficando marrom ap6s algum tempo. Os sinais
apresentados no espectro de 'H RMN (Figura 18) sugeriram
tratar-se de um terpeno. Os terpenos derivados de organismos
marinhos sdo produtos metabdlicos secundarios, formados por
unidades isoprénicas, havendo combinacdo das unidades por
ligagBes cabeca-cauda, com grupos metilicos em ramificacdo de
cadeia ou anel (DEWICK, 2009).

No espectro de RMN *H (Figura 18), observaram-se
diversos sinais de hidrogé€nios metilicos (5 CH3) em oy 0,78
(3H, d, J = 6,6 Hz), 64 1,48 (3H, s), 84 1,58 (3H, s), 8y 1,67 (3H,
s) € &4 2,03 (3H, s). Também se destacam os sinais dos
hidrogénios olefinicos de dois metinos (=CH) ressonando em 6y
5,08 (1H, dddd, J = 7,26; 6,98; 1,2; 1,01 Hz) e 8y 5,50 (1H, d, J
= 6,8 Hz), conforme expansdo da regido entre 5,0 e 6,0 ppm
apresentada na Figura 19.

Os sinais do espectro de *C RMN (Figura 20) em
conjunto com o mapa de correlagdo HSQC (Figura 21)
permitiram atribuir o tipo de carbono, bem como sua
conectividade. Os mapas de correlagio HSQC e HMBC
(respectivamente, figuras 21 e 22) demonstraram a presenca de
20 carbonos: cinco metilas: &¢ 14,9 (84 0,78); 6¢c 17,1 (8y 1,48);
oc 18,0 (6H 1,58), Oc 21,4 (8H 2,03) e Oc 26,0 (6H 1,67) Cinco
metilenos: ¢ 25,2 (6 2,41 e 2,13); 6¢ 39,6 (64 2,31 e 1,08); oc
23,8 (84 1,80 e 1,58); 8¢ 38,5 (8 1,25) e 8¢ 26,2 (dy 1,96), seis
metinos: dc 33,9 (8y 2,15); o¢ 48,1 (8y 3,55); &¢c 48,9 (64 1,67);
dc 64,5 (dy 2,82); dc 123,1 (3 5,50) e 124,8 (84 5,08) além de
trés carbonos quaternarios: d¢c 60,9; d¢c 142.1 e d¢ 132,1 e de uma
carbonila (C=0) &C 178,8.
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O deslocamento quimico da carbonila sugere tratar-se de
grupamento &cido carboxilico (RUCKER et al., 2001). Os
carbonos em oc 60,9 e dc 64,5 possuem deslocamentos
sugestivos de ligacdo a atomo de oxigénio (-OR). Com tal
deslocamento quimico, seria possivel tratar-se de éteres simples,
alcool ou epoxido.

Para ser considerado alcool ou éter, o carbono em d¢c 64,5
que esta conectado com o hidrogénio ressonando em &y 2,82,
deveria estar ligado a um hidrogénio menos blindado em torno
de 8y 3,5-4,0 ppm (PAVIA, 2006), correlacdo que ndo é vista no
HSQC.

Foram descartados da analise os carbonos em 6¢ 30,0 e d¢c
14,5, pois correlacionam com oy 1,25 (S), sugerindo tratar-se de
composto do tipo graxa, comum como residuo em compostos
purificados cromatograficamente, e 0 sinal de carbono em &¢
27,2 que provavelmente se trata de residuo de solvente
ciclohexano.

Para CS-7 também o experimento de correlagdo COSY
(Figura 23) permitiu auxiliar na identificacdo de hidrogénios
vicinais e geminais, para dar inicio a montagem das estruturas
parciais do composto. Também foi realizada pesquisa na base de
dados Marinlit® com base nas estruturas parciais disponiveis a
partir dos dados de RMN, porém novamente a pesquisa nao
apontou nenhuma hipo6tese de composto conhecido. Partiu-se,
dessa maneira, para a elucidacdo estrutural, considerando a
possibilidade de ser um composto inédito. Nas Figuras 24, 25 e
26 estdo representadas algumas estruturas parciais para CS-7.



Figura 18. Espectro de *H RMN (300 MHz, CDCl;) de CS-7
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Figura 19. Expanséo do espectro de *H RMN (300 MHz, CDCl;) de CS-7, regido entre 5,5-5,0 e 0-2,5 ppm
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Figura 20. Espectro de **C RMN (300 MHz, CDCl,) de CS-7
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Figura 21. Mapa de correlacdo HSQC (300 MHz, CDCls) do composto CS-7
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Figura 22. Mapa de correlagdo HMBC (300 MHz, CDCl5) do composto CS-7.
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Figura 23. Mapa de correlacdo COSY (300 MHz, CDCls) do composto CS-7
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A cadeia lateral alifatica bastante tipica dos terpenos foi a
primeira estrutura parcial proposta (Figura 24), tendo em vista que o
composto CS-6 (&cido dilofico) também possui as mesmas
caracteristicas.

O COSY, nesta etapa, foi a ferramenta principal para deducéo
da estrutura quimica. Os hidrogénios da metila ressonando como
dubleto &4 0,78 (3H, d, J=6,6 Hz) possuem COSY com &y 2,15 (1H, m),
enquanto os hidrogénios que ressonam em oy 2,15 (1H, m): 6 1,25 (2H,
m); oy 1,25 (2H, m): 4 1,96 (2H, m), e 6 1,96 (2H, m) correlacionam
com 0 hidrogénio olefinico em oy 5,08 (dddd, J=7,26, 6,98, 1,2, 1,01).
As duas metilas terminais da cadeia lateral ressonam em 6y 1,67 € 0y
1,58 como singletos, por serem vicinais ao carbono quaternario
ressonando em 132,1 ppm.

Algumas correlagdes heteronucleares (C x H) foram observadas
como 0 8y 0,78 com os carbonos em 6¢: 33,9, 38,5 e 48,9. Também os
hidrogénios da metila em &y 1,58 correlacionam com os carbonos em
dc: 26,2; 124,8 ¢ 132,1 e os hidrogénios em &y 1,67 com 0s carbonos em
dc: 124,8 e 132,1, confirmando a primeira estrutura parcial.

Figura 24. Primeira estrutura parcial proposta para CS-7. Setas
vermelhas representam correlagbes homonucleares (H x H) e verdes,
heteronucleares (C x H)

5,08
125 (m) (dddd, J=7,3; 7,0;‘1,2; 1,0)
,25 (m -
H .= .
0,78
(d, J=6,6)
»
[
|
\
2,15 (m)

Fonte: Autora

Considerando os sinais semelhantes de deslocamento de ‘H e
3C, obtidos do composto CS-7 com os apresentados por Schlenk e
Gerwick (1986) pode-se acreditar que a cadeia lateral prenilada (C-10 a
C-17) segue a mesma conformag&o quimica do &cido diléfico.
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A segunda estrutura parcial (Figura 25) pode ser deduzida com
base nas correlagdes a partir do COSY, do hidrogénio em &y 1,80 (1H,
m) com o hidrogénio em &y 1,08 (1H, dd J=12,6; 4,4), bem como do
hidrogénio em dy 1,58 (1H, m) com aquele em &y 2,31 (1H, ddd,
J=12,8; 3,2;3,0) e ainda deste com o hidrogénio em 8y 1,08. Correlagdes
heteronucleares foram visualizadas para o hidrogénio em &y 3,55 com 0s
carbonos em d¢: 178,8; 48,9 e 23,8; 21,4; 33,9; 123,1; 142,1.

Figura 25. Segunda estrutura parcial proposta para CS-7. Setas
vermelhas representam correlagfes homonucleares (H x H) e verdes,
heteronucleares (C x H)

1,08
(dd, J=16,6; 4,4)

Fonte: Autora

A carbonila de &cido, também presente no acido dil6fico
apresentou o mesmo perfil de sinal, com os hidrogénios préximos
ressonando com sinais semelhantes de deslocamento de *3C, obtidos do
composto CS-7 com os apresentados por Schlenk e Gerwick (1986).

Na terceira parcial (Figura 26), o sinal em 84 5,5 (d, J=6,8), a
primeira vista mostra-se como um sinal de dubleto, porém ao ser
ampliado, percebe-se um sinal assimétrico, podendo ter mais de uma
constante de acoplamento; com uma constante J= 9,3 Hz, pode-se
pressupor 0 acoplamento com 0 hidrogénio em &y 2,41 (1H, dd, J=9,3;
15,3). Os hidrogénios ressonando em &y 2,13 e 8y 2,41 sdo hidrogénios
geminais.
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No experimento de COSY, percebem-se os acoplamentos do
hidrogénio em &y 5,50 com aqueles em dy 2,13 ¢ 8y 2,41; também, dos
hidrogénios em 8, 2,82 e 64 2,13.

Muitas correlagdes heteronucleares foram visualizadas entre o
Oy 2,41 e os carbonos em dc: 142,1; 123,1; 64,5 e 60,9; ainda, do
hidrogénio em dy 2,82 com os carbonos dc: 60,9; 25,2 e 123,1;
finalmente, do hidrogénio em &y 1,48 com 0s carbonos d¢ 60,9; 64,5.

Figura 26. Terceira estrutura parcial proposta para CS-7. Setas
vermelhas representam correlag@es homonucleares (H x H) e verdes,
heteronucleares (C x H)

5,50 2,82
(d, J=6,8) (d,7=10,3)

Fonte: Autora

Comparando os dados de CS-7 com diversos estudos que
relatem terpenos com grupamento 4&cido e/ou carbonos com
deslocamento de grupamento epo6xido, foram encontrados alguns dados
espectrais de carbono semelhantes (Tabela 16), como os de Norte e
colaboradores (1990) e Schlenk e Gerwick (1986) (Figura 27), em que
as algas de estudo também pertencem ao grupo das algas pardas e
familia Dictyotaceae. Com base nos dados apresentados por Norte e
colaboradores (1990), foi possivel avancar na elucidagdo estrutural,
propondo-se entdo que CS-7 seja um derivado do 4&cido diléfico
contendo grupamento epoxido.
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Tabela 16. Comparagéo entre os dados de RMN de CS7 e os dados de
compostos com estruturas semelhantes, reportados por Norte e
colaboradores (1990). Deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm
e constantes de acoplamento, em Hz.

CS-7 Norte et al. (1990)
300/75 MHz 200/50 MHz
6C 8H 8C 8H
1 142,1 - 146,6 -
2 48,1 3,55 (1H, s) 449 2,56 bs
3 48,9 1,67 (3H, s) 53,8 -
4 23,8 1,80 (1H, m) 37,9 -
1,58 (3H, s)
5 39,6 2,31(1H, ddd, J=12,76; 39,8 -
3,2;2,8)
1,08 (1H, dd, J =44,
12,6)
6 60,9 60,4 -
7 64,5 2,82 (1H,d,J=10,3) 63,9 3,03dd J=1,9;
10,8)
8 25,2 2,41 (1H, dd, J=9,3, 26,1 2,33ddd (J=1,9;
15,2) 8,4; 10,8)
2,13 (1H, m)
9 1231 5,50 (1H, d, J = 6,8) 116,6 5,64 dd (J=1,6; 8,4)
10 33,9 2,15m 31,9 1,88 m
11 38,5 1,25m 38,1 1,16 m
12 26,2 1,96 m 26,6 1,92 m
13 1248 5,08 (1H, dddd, J = 7,26; 124,4 5,03 bt
6,98; 1,2; 1,01)
14 1321 - 131,4 -
15 26,0 1,67 (3H, s) 17,6 1,65
16 18,0 1,58 (3H, s) 25,5 1,58
17 14,9 0,78 (3H, d, J = 6,6) 17,3 0,98
18 178,8 100,2 5,67 bs
19 21,4 2,03 (3H, s) 71,1 4,39 bs
20 17,1 1,48 (3H, s) 17,0 1,40 (s)
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Figura 27. Estruturas quimicas que foram utilizadas para comparacao,
com vistas a elucidacao estrutural de CS-7

Schlenk e Gerwick (1986) Norte e colaboradores (1990)
Acido diléfico 6,7 epoxi isodictiohemicetal (2)

Considerando os deslocamentos quimicos de carbono em d¢ 60,9
e Oc 64,5, caracteristicos de grupamento epoxido (PAVIA, 2006),
também semelhantes ao encontrado no estudo de Norte et al. (1990),
pode-se estabelecer a estereoquimica de CS-7, considerando que os
carbonos C-5 a C-8 e C-20 de CS-7 apresentam praticamente 0s mesmos
deslocamentos quimicos que o composto 2 de Norte et al. (1990), que
utilizaram dados de difracdo de raios X para estabelecer a
estereoquimica da molécula.

Deste modo, pode-se determinar a estrutura quimica e
estereoquimica do composto CS-7, sendo um terpeno inédito do tipo
xenicano (Figura 28). Esta dissertagdo apresenta os primeiros relatos de
compostos do tipo xenicano para a espécie, considerando o local de
coleta o Atol das Rocas, local amparado por leis ambientais, sendo de
dificil acesso para seres humanos, dado o isolamento geografico.

O Atol das Rocas apresenta piscinas naturais de baixa
profundidade, com pouca variagdo de temperatura e de salinidade ao
longo do ano, tendo aumento maximo na primavera (maximo 36,2
mg/g). O atol tem papel fundamental na reproducdo (servindo de
bercario para peixes e crustaceos) e alimento para diversos peixes,
tubardes, tartarugas, etc. A auséncia de populagdo humana na regido cria
condicBes especiais para estudos de biodiversidade em ambientes
pristinos.
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Figura 28. Estrutura proposta para o composto CS-7
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Foi utilizada na discussdo da elucidacdo estrutural, por
conveniéncia, a numeracado ja utilizada por outros autores para 0 acido
dilofico, mas essa ndo corresponde a numeragdo preconizada pela
IUPAC. Assim, CS-7 teria como nome quimico &cido (1R,4R,5R,9R,Z)-
1,6-dimetil-4-((R)-6-metilhept-5-en-2-il)-10-oxabiciclo[7.1.0]dec-6-
eno-5-carboxilico, pelas regras da IUPAC. A numeracdo preconizada
pela IUPAC para o anel encontra-se representada na Figura 29.

Figura 29. Nomenclatura de CS-7 conforme IUPAC

O

Acido (1R,4R,5R,9R,Z)-1,6-dimetil-4-((R)-6-metilhept-5-en-2-il)-10-
oxabiciclo[7.1.0]dec-6-eno-5-carboxilico
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5.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

O extrato de C. cervicornis em estudo foi submetido a avaliacdo
da atividade antimicrobiana, anticoagulante e citotdxica.

As substancias isoladas também foram encaminhadas para testes
apos a elucidacéo estrutural, como o CS-6 (acido diléfico), submetido a
testes para avaliacdo de atividade citotdxica.

5.4.1 Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana, a qual
foi testada para o extrato na concentracdo de 1 mg/mL, foram
interessantes: E.coli (ATCC 25922) obteve um percentual de inibigdo de
46,3; S. aureus (ATCC 25923) de 13,3 e C. albicans (ATCC 90112) de
95,6.

Novas alternativas terapéuticas para reduzir o0s casos de
resisténcia a fungos patogénicos, principalmente em ambito hospitalar,
sdo consideradas necessarias (NUNES et al., 2011). O risco é maior em
pacientes internados entre 3 a 30 dias, especialmente em
unidades/centros de terapia intensiva, sendo as infec¢cbes do trato
urinario e hematogénica as mais comuns. Em estudo publicado em
2001, Miller e colaboradores estimaram que 0s gastos dos Estados
Unidos no manejo das candidemias chega a 1 bilhdo de dolares,
evidenciando a relevancia destas infec¢cBes em termos de satde publica.

As espécies patogénicas testadas para avaliar atividade
antimicrobiana do extrato foram Gram positiva, Gram negativa e fungo,
Schlenk e Gerwick (1986) submeteram o acido diléfico para teste na
concentracdo de 100 pg/mL, levando a inibicdo da bactéria gram-
positiva Bacillus subtilis, porém néo foi observada inibicéo significativa
no crescimento das outras cepas de P. aeruginosa, S. aureus, E.coli e C.
albicans. Contudo, ndo podemos afirmar que a inibi¢do do crescimento
de C. albicans se deve a presenca do acido dil6fico (CS-6).

5.4.2 Atividade citotoxica

Os ensaios de citotoxicidade realizados preliminarmente com o
extrato foram com células da linhagem de cancer de célon do tipo HCT-
116; posteriormente, os metabdlitos isolados CS-6 e CS-7 também
foram enviados para avaliacdo de citotoxicidade.
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Na etapa de triagem, 0 composto CS-7 apresentou baixa agdo
citotdxica, porém para o extrato e CS-6, os resultados se mostraram
bastante promissores, superiores a 75%, de modo que os estudos
prosseguiram com estas amostras no sentido de determinar as suas Clsg
(concentracdo inibitéria média), conforme apresentado na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados de atividade citotoxica

Amostras Clso (1C 95%) - pg/mL
HCT 116
Extrato 11,39 (8,97 a 14,44)
CS-6 7,17 (5,89 a 8,78)

Fonte: Autora
5.4.3 Atividade anticoagulante

Os ensaios de atividade anticoagulante foram realizados com o
extrato bruto, o qual obteve resultados interessantes frente a agregacéao
plaquetaria com estimulo por ADP e epinefrina, como estdo
representados nas Tabelas 18 e 19. Verificou-se interessante reducédo da
agregacdo plaquetaria induzida por ADP (34,0 + 4,2%) e epinefrina
(15,5 + 6,4%), em relacdo ao controle.

Tabela 18. Resultados de atividade anticoagulante: Agregagdo com
estimulo por ADP

Amostras Agregacao (%)
Controle 84,5+ 9,6
Extrato 34,0+4,2

Fonte: Autora

Tabela 19. Resultados de atividade anticoagulante: Agregacdo com
estimulo por epinefrina

Amostra Agregacao (%)
Extrato 155+64

Fonte: Autora
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O prop6sito do desenvolvimento deste trabalho foi a busca de
novos metabdlitos secundarios potencialmente bioativos a partir da alga
do género C. cervicornis proveniente do Atol das Rocas, ilha oceanica
cercada pelo oceénico Atlantico.

As ilhas oceanicas possuem um ecossistema Unico, rico e ainda
pouco explorado. Até o presente estudo nenhum trabalho com a alga C.
cervicornis proveniente do Atol das Rocas foi publicado, deste modo
pode-se considerar o estudo quimico inédito.

Foram realizadas andlises preliminares dos extratos: A (AT1), B
(AT2) e C (AT3); todos foram coletados na mesma época, em marco de
2015, sendo submetidos ao mesmo processo de maceracdo utilizando
como solvente diclometano: metanol (2:1 v/v).

A partir da analise comparativa dos trés extratos de RMN foram
avaliados o conjunto de sinais e seus deslocamentos quimicos de
hidrogénio, sendo os extratos de AT1 e AT2 bastante semelhantes e
AT3 apresentava sinais diferentes e mais interessantes para se trabalhar.
Dessa maneira partiu-se do extrato AT-3 para busca de novos
compostos quimicos.

Como resultados obtiveram-se o0s diterpenos  xenicanos
denominados de CS-6 e CS-7, os quais foram obtidos em fragdes
préximas.

A substancia CS-6 (C,oH3,0,) trata-se de uma substancia com
cinco insaturagdes, sendo trés provenientes de carbonos olefinicos (¢
140,8; 6c126,5; 8¢135,0; 6c127,3; 6¢125,2; 6:131,2), uma da carbonila
acida (6c180,5) e outra da ciclizacdo do anel contendo nove atomos de
carbono. Também possui quatro metilas ressonando como singletos (8¢
16,8; 6¢c 22,4; dc 25,8 e 8¢ 17,7) e uma metila dupleto (8¢15,5). Esta
substancia é aqui reportada para o género pela primeira vez, porém ja
havia sido descrita para Dilophus guineensis, da ordem Dictyotales.

O segundo metabodlito isolado, CS-7 (C,oH3,03), apresenta quatro
insaturac@es, sendo duas provenientes de carbonos olefinicos (5¢ 142,1;
dc 123,1; 8¢ 124,8; 6¢ 132,1), uma do acido carboxilico (8¢ 178,8) e
outra da ciclizacdo do anel composto por nove atomos de carbono. A
diferenca encontrada em relacdo ao acido dilofico é a presenca de
grupamento epdxido em C-7 e C-6, caracteristica nunca reportada para a
espécie. Assim, CS-7 apresenta uma estrutura inédita.

Os resultados encontrados nesse estudo contradizem 0s
apresentados por Teixeira et al. (2013), nos quais hd a proposi¢do de
determinados marcadores taxondmicos de terpenos da familia
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Dictyotaceae. Segundo aqueles autores, terpenos isolados do género
Canistrocarpus seriam apenas dos tipos dolastano e secodolastano, e 0s
xenianos seriam pertencentes ao Grupo Ill. Em estudo anterior, com
Dictyota mertensii de ilha oceénica, Philippus (2016) também isolou
composto cuja estrutura contraria a proposta de Teixeira (2013). Tais
divergéncias apenas contribuem para evidenciar a diversidade quimica
do ambiente marinho, principalmente em ambientes pristinos, ainda
pouco explorados.
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7 CONCLUSOES

O estudo do extrato AT1-3, de C. cervicornis proveniente do Atol
das Rocas resultou no isolamento de dois diterpenos do tipo xenicano.

O composto isolado codificado como CS-6 foi identificado como
acido dildfico, inédito para o género;

A estrutura do composto codificado como CS-7 foi elucidada
como sendo um composto inédito, derivado do acido diléfico, mas
contendo um grupamento epoxido na posi¢do onde se encontrava uma
das duplas ligacdes do anel.

O extrato AT3 apresentou moderada citotoxicidade para HCT116
e boa atividade antimicrobiana frente a C. albicans.

O composto CS-6 (acido dil6fico) apresentou Clsy de 7,17 pg/mL
frente a células HCT116.
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