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RESUMO

Os produtos naturais marinhos contribuem significativamente para a descoberta de novos
farmacos. Assim como algas e esponjas, corais representam uma promissora fonte de
metabolitos secundarios. Do ponto de vista ecoldgico, um importante género de corais ¢ o
Tubastraea. Suas principais espécies sao 1. coccinea e T. tagusensis, nativas do Oceano
Pacifico e consideradas invasoras devido a alta capacidade de desenvolvimento em substratos
naturais e artificiais. No litoral catarinense, 7. coccinea foi encontrada pela primeira vez em
2012, incrustada em costdes rochosos na Ilha do Arvoredo, e esta inserida no plano de manejo
do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio). Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi investigar extratos do coral 7. coccinea do ponto de vista quimico e
bioldgico. Para tanto, foram investigados extratos brutos obtidos a partir de seis coletas
realizadas entre os anos de 2016 e 2019. Apds maceragdo, os extratos brutos obtidos foram
submetidos ao fracionamento cromatografico utilizando-se colunas em gel de silica e em
resina Sephadex® LH-20. Ao todo, foram isoladas cinco substancias: trés peroxidos de
esteroides (CS.PE.O1, CS.PE.02, CS.PE.03), dois derivados inddlicos (CS.DIL.01 e CS.DI.02)
e uma fragdo rica em ésteres de acidos graxos. Dessas, quatro foram identificadas por meio de
técnicas espectroscopicas. Um dos peroxidos de esteroides isolados (CS.PE.03) nao pdde ter
sua estrutura quimica identificada devido ao baixo rendimento e maior complexidade. As
atividades citotoxica, anti-herpética e antiprotozodaria foram avaliadas. Como resultados mais
promissores, os peroxidos de esteroides CS.PE.O1 e CS.PE.02 mostraram uma Clsy de 19,3
png/mL e 17,3 pg/mL sobre a linhagem de células tumorais HCT-8, respectivamente, € uma
baixa citotoxicidade sobre a linhagem nao-tumoral Vero (Clso de 37,5 pg/mL e 61,2 pg/mL).
Com relacdo a atividade antiprotozoaria, a substancia CS.PE.01 (testada a 50 pg/mL)
demonstrou-se bastante promissora, com uma porcentagem de inibi¢do de 96,5% para
Trypanosoma cruzi € 52,1% para Leishmania infantum. Até o momento, ndo ha registros do
isolamento de peroxidos de esteroides para corais do género Tubastraea. Considerando os
resultados obtidos na avaliagdo da atividade citotoxica, estes podem sugerir que os peroxidos
de esteroides sejam os responsaveis pela capacidade invasora de 7. coccinea no ambiente
marinho, em particular na Ilha do Arvoredo.

Palavras-chave: Coral-sol. Tubastraea coccinea. Perdéxidos de esteroides. Derivados
indolicos. Atividade biologica.



ABSTRACT

Marine natural products contribute significantly to the discovery of new drugs. Like algae and
sponges, corals represent a promising source of secondary metabolites. From an ecological
point of view, an important genus of corals is Tubastraea. Its mains species are 7. coccinea
and 7. tagusensis, native to the Pacific Ocean and considered invasive due to their high
growth capacity on natural and artificial substrates. On the coast of Santa Catarina, 7.
coccinea was first found in 2012, inlaided in rocky shores on Arvoredo Island, and it is part of
the management plan of the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio).
In this context, the objective of this work was to investigate the chemical and biological
aspects of the coral 7. coccinea. For this purpose, crude extracts obtained from six collections
between 2016 and 2019 were analyzed. After maceration, the crude extracts obtained were
subjected to chromatographic fractionation procedures using silica gel columns and
Sephadex® LH-20 resin. Altogether, five substances were isolated: three epidioxysterols
(CS.PE.O1, CS.PE.02, CS.PE.03), two indole derivatives (CS.DI.0O1 and CS.DI.02) and a
fraction rich in fatty acid esters. Of these, four were identified by spectroscopic techniques.
One of the isolated epidioxysterol (CS.PE.03) could not have its chemical structure identified
due to its low yield and greater complexity. Cytotoxic, antiherpetic and antiprotozoal
activities were evaluated. As most promising results, the epidioxysterols CS.PE.01 and
CS.PE.02 showed an ICsy of 19.3 pg/mL and 17.3 pg/mL on HCT-8 tumor cell lines,
respectively, and low cytotoxicity on non-tumor Vero strain (ICsy of 37,5 ug/mL and 61.2
nug/mL). Regarding to antiprotozoal activity, CS.PE.O1 (tested at 50 pg/mL) proved to be very
promising, with an inhibition percentage of 96.5% for Trypanosoma cruzi and 52.1% for
Leishmania infantum. Until now, there are no records of the isolation of epidioxysterols for
corals of the genus Tubastraea. Considering the results obtained in the evaluation of cytotoxic
activity, these may suggest that steroid peroxides are responsible for the invasive capacity of
T. coccinea in the marine environment, especially in Arvoredo Island.

Keywords: Sun coral. Tubastraea coccinea. Epidioxysterols. Indole derivatives. Biological
activity.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo utilizados ao longo da histdéria para o alivio de
sintomas e para a cura de determinadas doencas. Além do uso medicinal, os recursos naturais
também foram utilizados pelas civilizagdes antigas para outras fungdes, como a extracao de
6leos de plantas para aplicagdo na escrita, por povos mesopotamicos, € o uso de secregdes de
moluscos para tingimento de tecidos, pelos fenicios (CRAGG; NEWMAN, 2005, 2013). Os
produtos naturais também representam uma importante fonte para o desenvolvimento de
distintas classes de farmacos, como anestésicos locais derivados da cocaina, analgésicos
analogos a morfina e hipolipémicos obtidos a partir da mevastatina (BERNARDES et al.,
2017).

O estudo de produtos naturais ¢ capaz de contribuir de diversas formas para a
sociedade, proporcionando-lhe avangos importantes. Pode-se citar a descoberta de novos
agentes terapéuticos, como o citostatico paclitaxel, os antibioticos penicilina e tetraciclina e o
antimitotico podofilotoxina, além de substancias bioativas utilizadas como repelentes,
herbicidas e pesticidas. Esta ¢, também, uma 4rea importante para a medicina alternativa,
como a fitoterapia e a homeopatia, e que impulsiona a economia, através do desenvolvimento
de pigmentos, nutracéuticos e oleos essenciais (KHAN, 2018).

A enorme biodiversidade encontrada em todo o litoral brasileiro contribui para o
estudo dos recursos naturais gracas a quimica de produtos naturais. Além da grande variedade
natural observada, a propria historia do Brasil apresenta registros do uso desses recursos. Um
dos motivos da colonizagdo portuguesa no Brasil foi, alids, a presenga da arvore pau-brasil no
territorio nacional, promissora fonte de extragdo de corantes (PINTO et al., 1995). Essa
grande diversidade bioldgica observada em todo o territdrio brasileiro é também considerada
uma promissora fonte de novas moléculas com atividade biologica. Na busca por esses
compostos, investigam-se plantas e micro-organismos, como fungos e bactérias, além de
organismos marinhos, como esponjas, corais e algas (BARREIRO, 2009).

Uma importante espécie de coral que vem ganhando destaque devido as

caracteristicas observadas no ambiente marinho é Tubastraea coccinea, abordada mais
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profundamente a seguir. Essa espécie foi encontrada em costdes rochosos no sul do Brasil
pela primeira vez em janeiro de 2012 e, a partir desse momento, a Reserva Bioldgica (Rebio)
Marinha do Arvoredo iniciou as atividades de retirada do coral invasor.

Diversos estudos vém sendo realizados sobre a espécie 7. coccinea, principalmente
com o objetivo de assinalar novos locais invadidos pelo organismo. Atualmente, porém, ainda
hé poucos trabalhos sobre sua composi¢io quimica e atividade bioldgica. E nesse contexto
que o presente trabalho esta inserto, ja que 7. coccinea apresenta uma grande capacidade
invasora, a qual pode influenciar na producdo de novos metabodlitos secundarios e,
consequentemente, na sua atividade bioldgica. Contudo, pouco se sabe sobre seu perfil
quimico e biologico.

Para a realiza¢ao deste trabalho, foi importante a relagdo com a Rebio Marinha do
Arvoredo, Unidade de Conservacao criada pelo Decreto Federal 99.142 de 12 de margo de
1990, localizada entre Florianopolis ¢ Bombinhas, no estado de Santa Catarina. A Rebio
Marinha do Arvoredo ¢ composta, além da Ilha do Arvoredo, pelas ilhas Galé, Deserta e
Calhau de Sao Pedro. Ja a Ilha do Arvoredo ¢ composta pelo Saco do Capim, Baia Mansa e
Baia do Farol, conforme ilustrado na Figura 1. Estd localizada na costa catarinense e

apresenta uma area total de 17.600 hectares.
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Figura 1. Reserva Biologica Marinha do Arvoredo.

Fonte: ICMBio, 20-?.

O Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), criado em
2007 como parte da Lei 11.516 de 28 de agosto, esta vinculado ao Ministério do Meio
Ambiente e ¢ responsavel pela fiscalizacdo e monitoramento das Unidades de Conservagao,
das quais a Ilha do Arvoredo (ICMBio, 20-?).

Entre as a¢des desenvolvidas pelo ICMBio encontram-se a criagdo ¢ a execugdo de
planos de manejo, visando a conserva¢do da biodiversidade brasileira, a investigagdo ¢ a
caracterizagdo de coldnias encontradas no entorno da Ilha do Arvoredo, bem como a remog¢ao

de espécies invasoras. Dessa forma, os planos de manejo tém como intuito preservar o
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ambiente marinho, proteger as espécies nativas da regido, bem como recuperar o ecossistema
local (ICMBio, 20-?).

A seguir sera abordada uma revisdao bibliografica sobre os produtos naturais
marinhos, os corais, o género Tubastraea e os metabolitos secundarios ja isolados de espécies

pertencentes a esse género.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Produtos naturais marinhos

Considerando toda a superficie terrestre, as dguas cobrem mais de 70% dessa
extensao (CRAGG; NEWMAN, 2013). Em se tratando do territorio brasileiro, esse apresenta
uma costa de aproximadamente 9.200 km (DOMINGUEZ, 2009), desde Cabo Orange,
extremo norte do pais localizado no estado do Amapa, até Arroio Chui, extremo sul
localizado no estado do Rio Grande do Sul (KNOPPERS; EKAU; FIGUEIREDO, 1999), com
seu litoral banhado pelo oceano Atlantico. Toda essa extensao colabora para a biodiversidade
do ambiente marinho, representando um enorme potencial para a descoberta de novos
farmacos (ALMEIDA; PALERMO, 2017).

A investiga¢do quimica e biologica de produtos naturais marinhos inclui o estudo de
organismos como algas, ascidias, briozoarios, corais, esponjas, moluscos € micro-organismos
(PINTO et al.,, 2002), representando uma promissora fonte de agentes antitumorais,
analgésicos, antivirais, antibioticos e anti-inflamatdrios (ALMEIDA; PALERMO, 2017).

Para realizar atividades essenciais a manutencdo da vida, os organismos marinhos
necessitam produzir energia a partir de compostos organicos. Esse processo recebe o nome de
metabolismo intermediario, € as suas vias recebem o nome de vias metabolicas
(MARZZOCO; TORRES, 1999). O metabolismo primdrio, por sua vez, ¢ formado de
compostos essenciais ao crescimento e que estdo envolvidos em vias mais complexas, como
aminoacidos e acidos graxos (DREW; DEMAIN, 1977).

Alguns organismos podem sintetizar compostos em resposta as condi¢des externas.
Esses compostos sdo chamados de metabolitos secundarios (DEWICK, 2002; WINK, 2003).

Em organismos marinhos, os metabolitos secundarios sdo mais comumente produzidos por
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seres desprovidos de sistema imunolégico — a exemplo de esponjas, algas e corais — atuando
como forma alternativa de defesa e podendo apresentar promissora atividade bioldgica. Os
metabolitos secundarios apresentam uma estrutura quimica mais complexa e variada quando
comparados aos metabolitos primarios (MAPLESTONE; STONE; WILLIAMS, 1992) e
representam uma animadora fonte de moléculas biologicamente ativas.

Ao final do século XX, os avangos tecnologicos facilitaram a coleta de organismos
marinhos gracas a mergulhos em grandes profundidades e a elucidacao estrutural de
substancias complexas (COSTA-LOTUFO et al., 2009; ALMEIDA; PALERMO, 2017). Um
dos primeiros estudos na area foi realizado por Bergmann e Feeney (1951) com o isolamento
de nucleosideos provenientes da esponja Cryptotethya crypta, os quais serviram como base
para a sintese dos andlogos vidarabina (antiviral) e citarabina (citostatico) (SAGAR; KAUR;
MINNEMAN, 2010). Outro exemplo da importancia do estudo com produtos naturais
marinhos foi a investigacdo quimica do octocoral Plexaura homomalla por Alfred J.
Weinheimer e Robert L. Spraggins, também nos Estados Unidos, com a consequente
descoberta da presenga de prostaglandinas (ALMEIDA; PALERMO, 2017).

Diversos farmacos comercializados tiveram sua origem em organismos marinhos. A
trabectedina (Yondelis®), por exemplo, ¢ utilizada para o tratamento de sarcoma de tecidos
moles. Essa substancia ¢ um alcaloide isolado da ascidia Ecteinascidia turbinata, capaz de se
ligar & guanina presente nas fitas de DNA, dobrando-as e, consequentemente, bloqueando a
divisdo celular. Apesar de seus efeitos terapéuticos, a trabectedina demonstrou diversos
efeitos adversos graves. Para diminuir sua toxicidade, estudos foram realizados com o
objetivo de compreender seus efeitos e ajustar a dosagem, progredindo nos ensaios clinicos
(COSTA-LOTUFO et al., 2009; RANGEL; FALKENBERG, 2015).

A ziconotida (Prialt®) foi isolada pela primeira vez em 1980 do molusco Conus
magus. Apresenta atividade analgésica devido ao bloqueio de canais de célcio do tipo N
presentes nas fibras A-0 e na raiz dorsal do corddo nervoso, locais responsaveis pela
nocicep¢do. A ziconotida foi liberada para uso clinico em 2004 e sua administragdo ¢
intratecal (MAYER et al., 2010). Outro composto isolado de organismos marinhos foi a
halicondrina B. Essa substancia, com atividade antitumoral, foi isolada de diversas espécies
de esponjas, assim como do briozoario Bugula neritina. Devido a complexidade de sua

estrutura quimica e consequente dificuldade de sintese, estudos foram realizados com o
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objetivo de gerar andlogos estruturalmente mais simples, originando assim a eribulina
(CRAGG; NEWMAN, 2013).

O desenvolvimento de novas técnicas e os avangos nos métodos seguidos para o
isolamento de novos compostos possibilitaram o aumento nos estudos com produtos naturais
marinhos, area atualmente em expansao (ALMEIDA; PALERMO, 2017) e que ja vem sendo
desenvolvida no Programa de Pos-graduacao em Farmacia (PGFar) na Universidade Federal

de Santa Catarina (UFSC) desde 2004, por meio da investigagcdo de algas, esponjas e corais.

1.2.2 Os corais

Entre os organismos marinhos investigados, os corais produzem os mais variados
metabolitos secundarios como estratégia de defesa, os quais podem contribuir para a
descoberta de novas moléculas com promissora atividade biologica (MARANGONI;
MARQUES; BIANCHINI, 2016).

Os corais pertencem ao filo Cnidaria, juntamente com as anémonas-do-mar,
hidroides, gorgonias e dguas-vivas Em geral, os cnidarios sdo animais compostos por células
urticantes chamadas de cnidocitos (LINDNER, 2014). Esses animais habitam os recifes de
corais, estruturas resistentes que abrigam um sem-ntimero de seres vivos, contribuindo para a
diversidade do ambiente marinho e para a produ¢do de metabolitos secundarios devido a
competi¢do entre predadores pelo espago (BIRKELAND, 1997).

Atualmente os recifes de corais encontram-se ameagados por causa das diversas
alteracdes ambientais observadas. Em 2019, o derramamento de petroleo no nordeste
brasileiro impactou 0o meio ambiente, atingindo mangues e corais. Segundo as Cartas SAO
(Cartas de Sensibilidade Ambiental ao Oleo), publicadas pelo Ministério do Meio Ambiente,
os recifes de corais apresentam nivel 10 de sensibilidade, indicando a necessidade de agdes
para contencdo do 6leo derramado (BBC NEWS, 2019). As consequéncias desse evento,
contudo, sdo pouco previsiveis e levardo anos para serem amenizadas.

Os fatores estressantes capazes de afetar as comunidades de corais podem ser
categorizados em agudos (ciclones e pesca destrutiva, por exemplo) ou crénicos (como
poluicdo e sedimentacdo) (OSBORNE et al., 2017). Esses fatores, associados as mudancas

climaticas, como aquecimento e acidificagdo dos oceanos, incidéncia de radiagdo solar e
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diminui¢ao da salinidade, podem provocar o fenomeno conhecido como branqueamento de
corais (BROWN, 1997; OSBORNE et al., 2017).

Segundo a organizacdo NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration),
por alteraram o ambiente marinho, esses fatores sdo capazes de interferir na relagdo
simbidtica entre algas e corais. Essas algas, além de servirem de alimento aos corais, também
sao responsaveis por sua coloragdo. Em situagdes de estresse, desprendem-se do esqueleto do
coral, deixando-o com aspecto esbranquicado e mais susceptivel as doencas (NOAA, 20-?).

Em 2011, o Instituto de Recursos Mundiais (WRI), na publicagdo “Reefs at Risk
Revisited”, identificou os paises mais vulneraveis a degradag¢ao dos recifes de corais; o Brasil
figura nessa lista (BURKE et al.,, 2011). Na Australia, por sua vez, conforme relatorio
publicado em 2019 pelo governo local e pelas autoridades do Parque Marinho de Grande
Barreira de Corais, a situacdo dos recifes de corais passou de “ruim” para “muito ruim”,
afetando peixes, tartarugas e aves marinhas (GBRMPA, 2019).

Espécies de corais ja foram estudadas com o objetivo de isolar novos compostos e
avaliar suas atividades bioldgicas. A seguir sdo apresentados alguns exemplos, como o estudo
de Lobophytum durum por Cheng e colaboradores (2008), com o isolamento de durumolideos
(Figura 2), os quais apresentaram promissora atividade anti-inflamatoria com redugdo

significativa nos niveis das proteinas iNOS e COX-2.
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Figura 2. Estrutura quimica dos durumolideos A—E isolados do coral L. durum por Cheng e

colaboradores (2008).

1 Durumolideo A 2 | Durumolideo B
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AN
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3 | Durumolideo C 4 | Durumolideo D 5 | Durumolideo E

Fonte: CHENG et al., 2008.

Ospina e colaboradores (2007), por sua vez, isolaram um diterpeno oxapoliciclico,
denominado de bipinapterolideo B (Figura 3), do coral Pseudopterogorgia bipinnata,
coletado na Ilha de Providéncia, Colombia. Esse composto demonstrou um percentual de
inibi¢do de 66,0% (quando testado a uma concentracdo de 128 pg/mL) em estudos in vitro

sobre a bactéria Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 3. Estrutura quimica do diterpeno oxapoliciclico (bipinapterolideo B) isolado do coral

P. bipinnata por Ospina e colaboradores (2007).

CHj;

Fonte: OSPINA et al., 2007.

Um estudo mais recente, realizado por Hegazy e colaboradores (2016), investigou
quimicamente o coral Sinularia polydactyla coletado no Mar Vermelho, Egito. Gragas ao uso
de andlise espectroscopica e de cristalografia de raio-X, foi possivel elucidar novos diterpenos
denominados sinularcasbanos (Figura 4), os quais, todavia, ndo tiveram seu potencial

bioldgica analisado.

Figura 4. Estrutura quimica dos diterpenos sinularcasbanos isolados do coral S. polydactyla

por Hegazy e colaboradores (2016).

7 Sinularcasbano M 8 Sinularcasbano N 9 Sinularcasbano O

Fonte: HEGAZY et al., 2016.

Algumas espécies de corais ja foram estudadas pelo Programa de Pos-graduagdo em
Farmacia da UFSC, conforme apresentado na revisdo “Chemical and biological aspects of

octocorals from the Brazilian coast” de Almeida e colaboradores (2014), principalmente
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abrangendo octocorais das ordens Alcyonacea e Pennatulacea. Moritz e colaboradores (2014)
analisaram quimica e biologicamente o octocoral Leptogorgia punicea, coletado na Ilha das
Aranhas (SC), com o consequente isolamento de esteroides polioxigenados denominados
punicinois A—E (Figura 5), os quais apresentaram promissora atividade citotoxica diante da

proliferagdo de células cancerigenas de pulmao (células A549).

Figura 5. Estrutura quimica dos esteroides polioxigenados (punicinois A—E) isolados do coral

L. punicea por Moritz e colaboradores (2014).
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Fonte: MORITZ et al., 2014.
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1.2.2.1 Corais do género Tubastraea

Um dos géneros abrigados em recifes de corais € o Tubastraea, pertencente ao reino
Animalia, filo Cnidaria, classe Anthozoa, subclasse Hexacorallia, ordem Scleractinia e familia
Dendrophylliidae. Segundo a base de dados WoRMS (World Register of Marine Species),
esse género ¢ composto pelas espécies Tubastraea coccinea (= Tubastraea aurea),
Tubastraea tagusensis, Tubastraea faulkneri, Tubastraea micranthus, Tubastraea floreana,
Tubastraea diaphana e Tubastraea caboverdiana.

Do ponto de vista ecoldgico, as duas principais espécies do género Tubastraea sao T.
coccinea Lesson (mais encontrada em regides de clima tropical) e 7. tagusensis Wells (nativa
do Arquipélago de Galapagos), ambas oriundas do Oceano Pacifico e popularmente
conhecidas como coral-sol (Figura 6) (WELLS, 1982). A vinda dessas espécies ao Brasil
aconteceu ao final do século XX, possivelmente incrustadas em navios e plataformas de
petrdleo. Foram encontradas pela primeira vez no Brasil na Bacia de Campos, no Rio de
Janeiro (PAULA; CREED, 2004). Sdo consideradas espécies invasoras devido ao alto poder
de competicdo e capacidade de se desenvolverem sobre substratos artificiais, como

plataformas de petréleo e navios (MANGELLI; CREED, 2012).

Fonte: CREED et al., 2016.

A espécie T. coccinea ¢ composta por colonias em formato esférico, com didmetro de
até 12 cm. Seus coralitos medem de 10 a 12 mm e seus poélipos apresentam coloragao

vermelha-alaranjada (CAIRNS, 1991). Suas caracteristicas podem ser observadas na Figura 7.
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Figura 7. Caracteristicas visuais do coral 7. coccinea.

Fonte: CAIRNS, 1991.

O coral T. tagusensis, por sua vez, apresenta formato geralmente cilindrico com
coralitos medindo cerca de oito milimetros, paredes lisas ou, mais raramente, granulares
(Figura 8). Os polipos podem ter coloragdo amarelo-limao com prolongamentos variando de
vermelho a violeta (WELLS, 1982). O formato e o tamanho dos coralitos, bem como as
demais caracteristicas estruturais, sdo de grande importancia na identificacdo taxondmica de

espécies pertencentes ao género Tubastraea.

Figura 8. Caracteristicas visuais do coral 7. tagusensis.

Fonte: WELLS, 1982.

A capacidade de propagacdo e sobrevivéncia de corais da espécie 7. coccinea ja foi
objeto de estudo de Capel e seus colaboradores (2014). Os autores demonstraram, mediante

simulacdo em aquarios, que os polipos do coral-sol sdo capazes de se desprender de suas
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coldnias de origem e de formar um novo esqueleto calcario, responsavel pela sua aderéncia

em substratos (Figura 9).

Figura 9. Evolugdo de um poélipo encontrado distante de sua colonia de origem (A) e

formac¢ao de um esqueleto calcario apos desprendimento de um polipo de 7. coccinea (B).

Fonte: CAPEL et al., 2014.

Quanto a reproducdo, o coral T. coccinea ¢ capaz de produzir larvas de maneira
sexuada e assexuada (Figura 10), sendo considerada uma espécie oportunista comumente

encontrada em substratos artificiais em diversas localidades (PRECHT et al., 2014).
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Figura 10. Reprodugao do coral-sol.
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Fonte: MAATE — Monitoramento Ambiental da Reserva Bioldgica Marinha do Arvoredo e

Entorno.

Ainda que as espécies T. coccinea ¢ T. tagusensis tenham se notabilizado com a
invasdo de diversos ambientes, pouco se sabe dos metabodlitos secundarios produzidos por
elas. A preocupagdo com a invasdo desses corais em diversas localidades ja vinha sendo
demonstrada por Castro (2001, p. 367) em seus primeiros estudos, conforme mostrado no

trecho a seguir:

Existe também a preocupagdo com a introdugdo de espécies exoticas de corais. No
final da década de 80, algumas colonias de Tubastraea foram registradas em

plataformas de petrdleo, em Campos, norte do Estado do Rio de Janeiro (dados ndo
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publicados). Esta espécie ¢ agora encontrada em muitas margens rochosas do sul do
Rio de Janeiro (P. S. Young ¢ F. B. Pitombo, pers. comm.) [...] H4 uma preocupagdo
com as consequéncias da introdu¢do de espécies exodticas em comunidades com

baixa diversidade de corais no Brasil (tradugio nossa).'

Com base em relatos na literatura e considerando que as espécies 7. coccinea e T.
tagusensis sdo nativas do Oceano Pacifico, pode-se afirmar que o processo de invasdo por
parte destas provavelmente seguiu uma sequéncia geografica através do Golfo do México,
Caribe, Curacao, Equador e Brasil. Neste ultimo, essas espécies podem ser encontradas
invadindo uma grande extensdo, desde a costa de Santa Catarina até Sergipe. No Rio de
Janeiro ha uma série de localidades invadidas pelo coral-sol, com destaque para a Ilha
Grande, conforme relatado por Paula e Creed (2005), Lages e colaboradores (2010) e Silva e
colaboradores (2011 e 2014). J& no litoral de Sdao Paulo, j4 foi descrita a presenca de
Tubastraea sp. na Ilha Vitéria, por Mantelatto e colaboradores (2011).

Mais recentemente, em 2012, T. coccinea foi encontrada em costdes rochosos na Ilha
do Arvoredo, em Santa Catarina, sendo identificada pelo professor Dr. Alberto Lindner, do
Departamento de Ecologia e Zoologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFSC. Desde
entdo, a Rebio Marinha do Arvoredo, juntamente com a UFSC e o projeto coral-sol, realizam
o manejo do coral invasor no entorno da Ilha.

A disseminagdo de Tubastraea sp. pode causar prejuizos para populagdes nativas e
para a economia, afetando a pesca e o turismo. Medidas de controle da invasdo sdo
necessarias, como o controle de vetores que auxiliam na propagacao do organismo invasor.
No caso do coral-sol, seus principais vetores sdo a bioincrustacao e a agua de lastro, ja que a
dissemina¢do do género Tubastraea estd relacionada principalmente com a navegagao

(OIGMAN-PSZCZOL et al., 2017).

' No original: There is also concern about the introduction of alien coral species. In the late 80s, a few colonies
of Tubastraea were recorded on offshore oil platforms, in Campos, northern Rio de Janeiro State (unpubl. data).
This species is now found on many rocky shores south of Rio de Janeiro (P. S. Young and F. B. Pitombo, pers.
comm.) [...] There is concern about the consequences of introducing alien species into Brazilian low diversity
coral communities.
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1.2.2.1.1 Metabdolitos secundarios isolados de Tubastraea sp.

Considerando o contexto ecologico em que o coral-sol estd inserto, grande parte dos
estudos demonstra sua capacidade invasora e apresenta as novas localidades em que foi
observado. Estudos quimicos com o objetivo de caracterizar os metabolitos secundérios
(produzidos por corais do género Tubastraea) existem em menor niamero, todavia.

Com o objetivo de investigar quimicamente as espécies 7. coccinea ¢ T. tagusensis,
Maia e colaboradores (2014) analisaram os extratos desses corais (coletados em Angra dos
Reis, RJ) por meio de espectroscopia de Raman, revelando a presenga de carotenoides do tipo

astaxantina (Figura 11), responsaveis pela coloracdo amarelada desses organismos.

Figura 11. Carotenoide do tipo astaxantina isolado das espécies T.ccocinea ¢ T. tagusensis.
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Fonte: MAIA et al., 2014.

Atualmente, sabe-se que corais do género Tubastraea produzem alcaloides indolicos
tipo aplisinopsina, alcaloides piperidinicos tipo tubastraina, alcaloides bisinddlicos tipo
tubastrindol, além de macrolideos tipo micalolideo, lipideos e esteroides, os quais serdao

mostrados a seguir.
1.2.2.1.1.1 Alcaloides

Alcaloides sdo metabolitos encontrados em plantas, fungos, animais e organismos
marinhos, geralmente derivados de aminoécidos, de caracteristica basica e apresentando em
sua estrutura quimica atomos de nitrogénio (KLEIN-JUNIOR e HENRIQUES, 2017).

Conforme relatos na literatura, os alcaloides ja isolados de corais do género Tubastraea
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podem se apresentar como derivados da piperidina (amina heterociclica composta por um anel
de seis membros) e do indol (sistema biciclico composto por um anel benzénico acoplado a

um pirrol).

1.2.2.1.1.1.1 Alcaloides inddlicos tipo aplisinopsina

Os alcaloides indolicos apresentam em sua estrutura um sistema indolico derivado do
aminoacido L-triptofano. Um dos seus representantes ¢ a aplisinopsina, metabolito isolado
pela primeira vez de esponjas do género Aplysinopsis ¢ com atividades citostatica e
antimicrobiana ja relatadas. Essa classe de alcaloides ja foi isolada de corais do género
Tubastraea, conforme publicado por Guella e colaboradores (1988) e Meyer e colaboradores

(2009) (Figura 12).

Figura 12. Alcaloides indolicos tipo aplisionopsina isoladas de Tubastraea sp. 3’-deimino3’-

oxoaplisinopsina (16) e 6-bromo-3’-oxoaplisinopsina (17).

O O
\N\( \N\(
— N\ — N\
N, o N, o
N Br N
16 17

Fonte: GUELLA et al., 1988, MEYER et al., 2009.

Para a espécie T. coccinea, coletada em uma regido da Pupukea, no Oahu, EUA,
Okuda e colaboradores (1982) relataram o isolamento de cinco aplisinopsinas (18-22),
representadas na Figura 13 a seguir. Essas substancias foram isoladas a partir do extrato
etandlico, fazendo-se uso de resina Sephadex® LH-20 ou de alumina como fase estacionéria

durante a separa¢ao cromatografica.
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Figura 13. Aplisinopsinas isoladas de 7. coccinea coletada em Oahu, EUA.
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Fonte: OKUDA et al., 1982.

1.2.2.1.1.1.2 Alcaloides bisinddlicos tipo tubastrindol

Os alcaloides bisindolicos caracterizam-se pela presenca de dois grupamentos
inddlicos. O isolamento desse tipo de alcaloide, a partir de Tubastraea sp. coletado no Japao,
foi relatado por Iwagawa e colaboradores (2003 e 2008), sendo denominados de tubastrindol
A, tubastrindol B, tubastrindol C, tubastrindol D, tubastrindol E, tubastrindol F, tubastrindol
G e tubastrindol H (Figura 14).
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Figura 14. Estruturas quimicas dos compostos tubastrinddis A-H (23-30) isolados de

Tubastraea sp. coletado no Japao.
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Fonte: IWAGAWA et al., 2003 e 2008.
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Mancini e colaboradores (2003), por sua vez, isolaram de Tubastraea sp. coletado
nas Filipinas um novo composto dessa mesma classe, porém denominaram-no de
cicloaplisinopsina B. Posteriormente, Meyer e colaboradores (2009) investigaram um coral do

género Tubastraea coletado no Yemen, isolando a cicloaplisinopsina C (Figura 15).

Figura 15. Estruturas quimicas dos compostos cicloaplisinopsina B (31) e cicloaplisinopsina

C (32) isolados de Tubastraea sp.

CH,

Fonte: MANCINI et al., 2003; MEYER et al., 2009.

1.2.2.1.1.1.3 Alcaloides piperidinicos tipo tubastraina

Os alcaloides piperidinicos sdo caracterizados pela presen¢a de uma piperidina (anel
heterociclico saturado com seis membros, um dos quais nitrogénio). Como exemplos cldssicos
da presenga de alcaloides piperidinicos pode-se citar a cicuta (substancia toxica extraida de
Conium maculatum) e a lobelina (alcaloide extraido da Lobelia inflata).

Tratando-se da presencga de alcaloides piperidinicos em organismos marinhos, Alam
e colaboradores (1988) investigaram o coral da espécie T. micranthus coletado em Palau, com

o isolamento de um novo alcaloide chamado tubastraina (Figura 16).
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Figura 16. Tubastraina isolada de 7. micranthus coletado em Palau.
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Fonte: ALAM et al., 1988.

1.2.2.1.1.2 Macrolideos tipo micalolideo

Os macrolideos sdo metabolitos que contém em sua estrutura uma lactona em um
anel macrociclico. Um dos compostos pertencentes a classe dos macrolideos ¢ o micalolideo,
isolado pela primeira vez da esponja Mycale sp. (micalolideos A, B e C), com atividade
citotoxica sobre células de melanoma B-16 com Clsg entre 0,5 ¢ 1,0 ng/mL (FUSETANE et
al., 1989). Compostos dessa classe ja foram isolados por Rashid e colaboradores (1995), ao
investigarem a espécie 1. faulkneri coletada na Austrdlia, com o isolamento de um
micalolideo ja relatado previamente (micalolideo C) e dois novos (micalolideos D e E)

(Figura 17).
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Figura 17. Estruturas quimicas do micalolideo D (34) e micalolideo E (35) isolados de T.

faulkneri coletado na Australia.
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Fonte: RASHID et al., 1995.

1.2.2.1.1.3 Lipideos e esteroides

Os lipideos sd@o moléculas organicas hidrofobicas responsaveis pelo fornecimento de
energia para o corpo, além de apresentarem fung¢des regulatorias, atuarem no controle da
homeostase e estarem presentes nos componentes estruturais das membranas biologicas. Entre
as classes mais comuns de lipideos pode-se citar os triglicerideos, os fosfolipideos, os
esteroides e os glicolipideos (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006), estando presentes no
metabolismo de diversos organismos marinhos, como peixes, esponjas e corais. Como
exemplo, Yamashiro e colaboradores (1999) encontraram em Tubastraea sp. fosfolipideos,
esteroides, 4cidos graxos livres, triglicerideos, monoalquildiacilglicerois, ésteres e alcoois

graxos superiores e ésteres de esteroides.
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1.2.2.1.1.4 Peroxidos de esteroides

Até o presente momento, ndo ha relatos do isolamento dessa classe de compostos de
corais do género Tubastraea. Uma revisdo de seus aspectos quimicos e bioldgicos ¢
importante, no entanto, para a compreensao dos resultados apresentados nesta dissertagao.

Os esteroides sao compostos que apresentam o anel tetraciclico do lanosterol (Figura
18). Variacdes na cadeia lateral sdo responsaveis pela grande diversidade de esteroides
encontrados, sendo o colesterol o de maior ocorréncia em organismos marinhos e em animais

(DEWICK, 2009).

Figura 18. Estrutura quimica do lanosterol.

Fonte: DEWICK, 2009.

Quando um composto apresenta o grupo peroxido (—O—O-), formando uma ponte
entre dois atomos de carbono de um anel, este ¢ chamado de “epidioxi” (SOCIETAT
CATALANA DE QUIMICA, 2013). Estando presente na estrutura de esteroides sdo
denominados de “epidioxiesteroides” ou “perdxido de esteroides”.

Um dos primeiros trabalhos com peroxidos de esteroides foi publicado por
Gunatilaka e colaboradores (1981), com o isolamento de 16 substancias pertencentes a essa
classe, provenientes dos organismos marinhos Ascidia nigra, Dendrogyra cylindrus,

Thalysias juniperina e Aplysia dactylomela (Figura 19).
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Figura 19. Perdxidos de esteroides isolados dos organismos marinhos Ascidia nigra,

Dendrogyra cylindrus, Thalysias juniperina e Aplysia dactylomela (37-52).
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Fonte: GUNATILAKA etal., 1981.
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Na mesma época, Guyot e Durgeat (1981) isolaram quatro peréxidos de esteroides

dos tunicados Phallusia mammillata ¢ Ciona intestinalis, coletados na costa francesa (Figura

20).

Figura 20. Perdéxidos de esteroides isolados dos tunicados Phallusia mammillata e Ciona

intestinalis (53-56).
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Fonte: GUYOT e DURGEAT, 1981.

Ioannou e colaboradores (2009), posteriormente, investigaram os extratos da
gorgonia Eunicella cavolini e da ascidia Trididemnum inarmatum, coletados no Golfo de
Malia (Grécia) com consequente isolamento de doze esteroides pertencentes a classe dos

peroxidos de esteroides (Figura 21).
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Figura 21. Peroxidos de esteroides isolados de E. cavolini e T. inarmatum (57-68).
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Fonte: IOANNOU et al., 2009.

Legenda: i\(: Peroxidos de esteroides isolados anteriormente por Gunatilaka e colaboradores (1981).

Num estudo mais recente, Mun e colaboradores (2014) investigaram a esponja
Monanchora sp., isolando sete peroxidos de esteroides (Figura 22, compostos 69-73), trés
deles inéditos: S5a,8a-epidioxi-24-norcolesta-6,9(11),22-trien-3B-ol (69), Sa,8a-epidioxi-
colesta-6,9(11),24-trien-3pb-ol (70) e 5a,8a-epidioxi-colesta-6,23-dien-3f3,25-diol (71), os
quais tiveram sua citotoxicidade avaliada pelo ensaio do MTT. Dos sete esteroides isolados,

cinco foram citotoxicos para as células de cancer de pancreas PANC-1, e um composto
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apresentou promissora atividade citotoxica sobre as células de cancer colorretal HCT 116

(ClIso apresentadas na Figura 22).

Figura 22. Perdoxidos de esteroides isolados da esponja Monanchora sp.
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Fonte: MUN et al., 2014.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os aspectos quimicos e a atividade biologica de extratos do coral 7.

coccinea presente na Ilha do Arvoredo, em Santa Catarina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar o fracionamento cromatografico de extratos obtidos a partir de material coletado
entre 0os anos de 2016 e¢ 2019 na Ilha do Arvoredo, visando ao isolamento dos metabolitos
secundarios predominantes;

b) Elucidar a estrutura quimica dos metabdlitos secundarios isolados;

c) Avaliar as atividades citotoxica, anti-herpética e antiprotozodria, por intermédio da

cooperacao com grupos de pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina.
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3 METODOLOGIA

A investigagdo quimica dos extratos do coral 7. coccinea foi realizada no laboratério
Central Analitica, no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal de Santa Catarina (CIF/CSS/UFSC), utilizando a
infraestrutura disponivel nesse laboratério e nos laboratérios do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas.

A avaliacdo das atividades bioldgicas foi realizada em colaboragdo com laboratdrios
parceiros. A avaliagdo das atividades citotoxica e anti-herpética foi desenvolvida no
laboratorio de Virologia Aplicada, no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina
(MIP/CCB/UFSC), pela Dra. Naira Fernanda Zanchett Schneider, sob a coordenagdo da
professora Dra. Claudia Maria Oliveira Simdes. A avaliacdo da atividade antiprotozoaria foi
realizada no laboratério de Protozoologia, no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina
(MIP/CCB/UFSC), pela Dra. Milene Hoehr de Moraes, sob a coordenacdo do professor Dr.
Mario Steindel.

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Material marinho

As coletas do coral-sol foram realizadas pelo ICMBio na Ilha do Arvoredo, em Santa

Catarina (Figura 23), nas datas, locais e coordenadas geograficas descritas na Tabela 1.
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Figura 23. Locais de coleta do coral 7. coccinea.

ITha do
Arvoredo

Saco do Capim
Parcel do Boi -

Baia das
Tartarugas

Baia do Engenho *

]

Saco do Farol Rancho Norte *
& J‘if i
Saco do Vidal * A

i
ot

Ponta do Farol

Google“

Fonte: Google Earth®, modificado pela autora.
Legenda:* = Locais de coleta do coral 7. coccinea.



Arvoredo, em Santa Catarina.

Data da coleta

Local da coleta

Coordenada geografica
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Tabela 1. Datas, locais e coordenadas geograficas das coletas do coral 7. coccinea na Ilha do

Abril de 2016 Saco do Vidal 27°17°48”S e 48°21°42”0
Maio de 2017 Saco do Vidal 27°17°48”S e 48°21°42”0
Maio de 2018 A Baia do Engenho 27°17°377S e 48°22°01”0
Maio de 2018 B Rancho Norte 27°17°44”S e 48°21°36”0
Abril de 2019 Baia do Engenho 27°17°37°S e 48°22°01”0
Junho de 2019 Rancho Norte 27°17°44”S ¢ 48°21°36”0

3.1.2 Solventes e reagentes

Os extratos brutos foram obtidos por maceragdo com etanol e/ou acetona P.A. O
fracionamento cromatografico e as analises por cromatografia em camada delgada (CCD)
foram realizados utilizando-se solventes P.A. das marcas Qhemis®, Sigma®, Neon®, Synth®
e Vetec®.

As colunas de cromatografia liquida a vacuo (CLV), cromatografia liquida de média
pressdo (CLMP) e cromatografia em coluna aberta (CCA) foram realizadas fazendo-se uso de
gel de silica SiliaFlash® G60 com particulas de granulometria entre 0,040 e 0,063 mm e
eluentes em ordem crescente de polaridade, contendo predominantemente hexano e acetato de
etila. As fragdes que apresentavam espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN 'H) sugerindo a presenca de compostos interessantes (sinais acima de & 6,0
sugerindo hidrogénios em anéis aromaticos ou hidrogénios possivelmente ligados a carbonos
halogenados ou oxigénio acima de & 3,0) foram purificadas sequencialmente através de
cromatografia em coluna aberta e/ou resina de Sephadex® LH-20. As colunas preenchidas
com resina de Sephadex® LH-20 foram realizadas fazendo-se uso de cloroférmio:metanol
(1:1) como fase movel.

Para avaliagao do perfil cromatografico, foram utilizadas cromatoplacas, com suporte
de aluminio e cobertas com gel de silica 60 F,s4 da Silicycle®, reveladas com solugdo de
anisaldeido sulfurico sob aquecimento. Quando necessario, utilizou-se padrao de colesterol
95% da marca Sigma® para comparacdo cromatografica. Para a obtencdo de espectros por

RMN as amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCls) da marca CIL®.
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3.1.3 Equipamentos

A concentragdo dos extratos brutos e de fragdes obtidas apds procedimentos
cromatograficos foi realizada por meio de rotaevaporador da marca Biichi®. Fra¢des de maior
polaridade e de menor volume foram evaporadas fazendo-se uso de equipamento Syncore®.

O fracionamento cromatografico foi feito através de colunas em sistemas abertos ou
fechados (Sepacore® da marca Biichi®) utilizando gel de silica de fase normal.

As cromatoplacas foram visualizadas sob luz UV em comprimento de onda de 254 e
366 nm em camara de luz ultravioleta modelo Prodicil®.

Os espectros de RMN foram obtidos por espectrometros Bruker® de 300 MHz
(modelo Fourier 300) ¢ 500 MHz (modelo Fourier 500) e os espectros de ultravioleta foram
obtidos por espectrofotometro UV/Vis da PerkinElmer® (modelo Lambda 25).

A andlise espectroscopica de absor¢do no infravermelho foi realizada por
espectrofotometro Shimadzu® (modelo IRPrestige-21).

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foram
realizadas utilizando-se cromatografo a gas (Clarus 680) acoplado ao espectrometro de
massas (Clarus SQ85) da PerkinElmer®. O método consistiu no seguinte programa de
temperatura: detector a 280 °C, injetor a 250 °C, gradiente de temperatura de 170 °C nos
primeiros quatro minutos até atingir uma temperatura de 300 °C (3 °C/min). As amostras
foram dissolvidas em acetonitrila grau HPLC e, como gas carreador, fez-se uso de hélio. O
tempo de cada corrida foi de 47,33 minutos.

A analise microscopica do esqueleto calcario de 7. coccinea (apds extragdo de seus
compostos) foi realizada por Microscopio Zeiss Axio Zoom V.16 (lente de aumento 16x). O

processamento da imagem obtida foi realizado utilizando-se o software ZEN Lite.
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3.2 METODOS

3.2.1 Coleta e obtencao do extrato bruto

Para a investigacdo quimica e biologica do coral 7. coccinea foram utilizados os
materiais marinhos disponibilizados pelo ICMBio. Como parte do plano de manejo do coral-
sol, os profissionais do ICMBio realizaram a contagem dos polipos com o intuito de
quantificar o nimero de colonias de 7. coccinea presentes na Ilha do Arvoredo. Apds esse
procedimento, o coral foi encaminhado para a UFSC, sendo armazenado em solvente para
extracdo dos compostos por meio de maceracdes sucessivas, conforme descrito na Tabela

abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Métodos de extragdo dos compostos de 7. coccinea conforme a data de coleta.

Data da coleta Método Solvente extrator
Abril de 2016 Maceracao (3 x) Etanol
Maceragao (1 x) Acetona
Maio de 2017
Maceragao (3 x) Etanol
Maio de 2018 A Maceragao (3 x) Acetona
Maio de 2018 B Maceragao (3 x) Acetona
Abril de 2019 Maceragao (3 x) Acetona
Junho de 2019 Maceragao (3 x) Acetona

Ao final, os extratos foram concentrados, separadamente, por meio de
rotaevaporador, sob pressdo reduzida e em banho-maria com temperatura de 40 °C. A
variagdo na utilizagdo de solventes para a extracdo e obtencdo do extrato bruto se deu na
tentativa de aprimorar o método de extracdo, aumentando o rendimento e reduzindo a

quantidade de carbonato de calcio (caracteristico de corais) e de sal nos extratos.

3.2.2 Fracionamento cromatografico

O fracionamento cromatografico dos extratos brutos e fracdes foi realizado por meio

de colunas cromatograficas (CLV, CLMP e CCA), preenchidas com gel de silica, utilizando-
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se solventes em ordem crescente de polaridade, ou resina Sephadex® LH-20. O processo de
fracionamento variou conforme as caracteristicas do extrato bruto de cada coleta. A

metodologia mais detalhada para cada extrato bruto serd abordada a seguir.

3.2.2.1 Coleta de abril de 2016: isolamento da substancia CS.PE.01

ApoOs evaporacao de todo o solvente extrator, o extrato bruto seco foi misturado ao
gel de silica e macerado com auxilio de gral e pistilo. A pastilha obtida foi utilizada em uma
primeira separa¢do cromatografica, realizando-se ao todo trés CLVs (CLV1, CLV2 e CLV3).
Como fase estaciondria, fez-se uso de gel de silica de fase normal, e como fase mével foram
utilizados solventes em ordem crescente de polaridade, contendo hexano, acetato de etila,
metanol e butanol. As propor¢des de cada solvente foram definidas por meio de testes
prévios, as quais se mostraram adequadas diante da polaridade dos compostos presentes nos
extratos. Ao final, as fragdes geradas foram analisadas por CCD e reunidas conforme

semelhanca cromatografica, resultando em sete fragcdes, denominadas de A a G (Tabela 3).

Tabela 3. Fragdes e sistemas de solventes utilizados nas CLVs da coleta de abril de 2016.

Fracao Fase movel

A Hexano:Acetato de etila (9:1)
B Hexano:Acetato de etila (1:1)
C Acetato de etila 100%

D Acetato de etila:Metanol (7:3)
E Acetato de etila:Metanol (1:1)
F Metanol 100%

G Butanol 100%

A partir das fragdes obtidas nas CLVs, foram realizadas, ao todo, sete colunas
cromatograficas abertas (CS1 a CS7), duas colunas liquidas de média pressao (CLMPI1 e
CLMP2) e 15 colunas Sephadex® LH-20 (SPH1 a SPH15).

O fracionamento cromatografico do extrato bruto da coleta de abril de 2016, que
levou a substancia isolada (CS.PE.01), ¢ apresentado de forma esquematica no fluxograma a

seguir (Figura 24).
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Figura 24. Fluxograma representando a obten¢do da substancia isolada CS.PE.O1 a partir do

coral T. coccinea — coleta de abril de 2016.

T. coccinea
]

Extrato bruto etandlico
(20,5 g)
I

CLV1, CLV2 e CLV3

I
| |

CLV1-C (125,7 mg) CLV1-D (773,5 mg)

CLV2-C (1,3 9) CLV2-D (1,6 9)
CLV3-C (581,6 mg) CLV3-D (10,3 g)
CS1 - 128 fracoes CLMP1 — 189 fracbes
CS2 - 121 fracbes

F53_58 (CS1 = 12,1 mg)
Fes.71 (CS2 - 10,2 mg)
Fap.ea (CLMP1 — 2,8 mg)

v

CS.PE.O1 (25,1 mg)

Fonte: Autoria propria.

Conforme mostrado no fluxograma da Figura 24, o fracionamento cromatografico

realizado se deu da seguinte maneira:

Fracdo C: A fracdo resultante da reunido das fragdoes C (fase movel acetato de etila 100%)
provenientes das trés CLVs foi fracionada por meio de duas colunas cromatograficas em gel
de silica (CS1 e CS2). Como fase movel, foi utilizado hexano, acetato de etila e etanol em

diferentes proporgdes, resultando em 52 fragdes (25 na CS1 e 27 na CS2).
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Fragdo D: Com a fragdo resultante da reunido das fracdes D (fase moével acetato de
etilazmetanol 7:3) foi realizada uma coluna liquida de média pressao Sepacore® (CLMP1),
resultando em 15 fragdes.

Apods avaliagdo preliminar por CDD e por RMN 'H, as fragdes Fs3.ss (CS1, com 12,1
mg), Fg3.71 (CS2, com 10,2 mg) e Fsy.34 (CLMP1, com 2,8 mg), obtidas nas trés colunas em
gel de silica, foram reunidas, originando a substancia isolada denominada CS.PE.O1, com
25,1 mg. A substancia CS.PE.O1 foi analisada por meio de RMN, obtendo-se os espectros de
RMN 'H ¢ RMN "C ¢ mapa de correlagio HSQC.

3.2.2.2 Coleta de maio de 2017: isolamento das substancias CS.PE.02, CS.PE.03 ¢ CS.DI.O1

Com os extratos brutos secos (acetonico e etanodlico) obtidos do material marinho
coletado em maio de 2017, foi realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente. Apos
evaporacdo do solvente extrator, os extratos foram misturados ao gel de silica e macerados
com auxilio de gral e pistilo. Com as pastilhas obtidas foram realizadas duas CLVs (CLV4
com o extrato acetonico e CLVS5S com o extrato etandlico), utilizando-se como fase
estaciondria gel de silica de fase normal. Como fase mével foram utilizados solventes em
ordem crescente de polaridade, contendo hexano, acetato de etila, metanol e butanol,

resultando em 11 fracdes (A a K) para a CLV4 e sete fragdes (A a G) para a CLVS (Tabela 4).



Tabela 4. Fragdes ¢ sistemas de solventes utilizados nas CLVs da coleta de maio de 2017.

57

CLV4:

Extrato acetonico

CLVS:

Extrato etanolico

Fracao Fase movel Fracao Fase movel

A Hexano 100% A Hexano:Acetato de etila (9:1)
Hexano:Acetato de etila (95:15) Hexano:Acetato de etila (1:1)

C Hexano:Acetato de etila (9:1) C Acetato de etila 100%

D Hexano:Acetato de etila (85:15) D Acetato de etila:Metanol (7:3)

E Hexano:Acetato de etila (8:2) E Acetato de etila:Metanol (1:1)

F Hexano:Acetato de etila (7:3) F Metanol 100%

G Hexano:Acetato de etila (6:4) G Butanol 100%

H Hexano:Acetato de etila (1:1)

I Acetato de etila 100%

J Acetato de etila:Metanol (1:1)

K Metanol 100%

Com as fragoes obtidas nas duas CLVs foram realizadas, ao todo, sete colunas
cromatograficas abertas (CS8 a CS14), seis colunas Sephadex® LH-20 (SPH6 a SPH21) e
quatro extragdes em fase solida. O fracionamento cromatografico do extrato bruto da coleta
de maio de 2017, que levou ao isolamento de trés substancias (CS.PE.02, CS.PE.O3 e
CS.DI.01) ¢ apresentado no fluxograma da Figura 25.
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Figura 25. Fluxograma representando a obtencdo das substancias isoladas CS.PE.02,
CS.PE.O3 e CS.DI.O1 a partir do fracionamento cromatografico do coral 7. coccinea — coleta

de maio de 2017.

T. coccinea
Extrato bruto aceténico Extrato bruto etandlico
(11,9 g) (3.99)
CLV4 CLV5
|
CLV1-G (58,1 mg) CLV1-H (35,1 mg) CLV1-B (151,1 mg)
| | |
CS10 - 9 fragbes SPH17 — 10 fragbes CS11 — 15 fragoes
* L | Fao-43 J |
CS PE.03 P9t | SPH21 - 3 fragdes |2 SPH18 — 4 fragdes

(5,7 mg) + ¢

CS.DI.01 CS.PE.O2
(15,1 mg) (8,3 mg)

Fonte: Autoria propria.

Como mostrado na Figura 25, os extratos brutos obtidos foram fracionados da

seguinte forma:

Fracdao B: Apds observar o perfil cromatografico em CCD com a fragdo B (fase movel
hexano:acetato de etila 1:1) da CLVS5, foi realizada uma coluna cromatografica aberta (CS11
— 15 fragdes), resultando na fragdo CSCSI11 Fy735, com a qual foi realizada uma coluna
Sephadex® LH-20 (SPH18), que por sua vez deu origem a substancia isolada denominada

CS.PE.02 (8,3 mg).

Fracdo G: Com a fracdo G (fase movel hexano:acetato de etila 6:4) da CLV4 foi realizada
uma coluna cromatografica aberta (CS10 — 9 fragdes), resultando na substincia isolada

CS.PE.03 (5,7 mg).
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Fracdo H: Com a fracdo H (fase movel hexano:acetato de etila 1:1) da CLV4 foi realizada
uma coluna Sephadex® LH-20 (SPH17), dando origem a fragdo SPHI17 Fi943 (2,2 mg).
Devido a semelhanga cromatografica, a fragdo SPH17 F4.43 foi reunida as fracdes CS10 Fg3.94
(21,2 mg) e CS11 Fsp55 (26,7 mg), sendo realizada uma nova coluna Sephadex® LH-20
(SPH21). A fragao SPH21 Fj¢.,3 deu origem a substancia isolada denominada CS.DI.O1, com
15,1 mg.

3.2.2.3 Coleta de maio de 2018 A: isolamento das substancias CS.PE.02, CS.DIOI e
CS.D1.02

Com o extrato bruto seco da coleta de maio de 2018 A foi realizada uma CLV
(CLV6), utilizando-se, como fase estacionaria, gel de silica de fase normal e, como fase
movel, solventes em ordem crescente de polaridade, contendo hexano, acetato de etila,

metanol e 4gua. Ao todo foram obtidas 11 fragdes, denominadas de A a K (Tabela 5).

Tabela 5. Fragoes e sistemas de solventes utilizados na CLV6 da coleta de maio de 2018 A.

CLVé6
Fraciao Fase mével
A Hexano 100%

Hexano:Acetato de etila (95:15)
Hexano:Acetato de etila (9:1)
Hexano:Acetato de etila (85:15)
Hexano:Acetato de etila (8:2)
Hexano:Acetato de etila (7:3)
Hexano:Acetato de etila (6:4)
Hexano:Acetato de etila (1:1)
Acetato de etila 100%
Acetato de etila:Metanol (1:1)
Metanol 100%

I - - B N T I - A o W -

Com as fragdes obtidas na CLV6 foram realizadas, ao todo, cinco colunas
cromatograficas abertas (CS15 a CS19) e cinco colunas Sephadex® LH-20 (SPH22 a

SPH26). Em seguida, serd dada énfase as fracdes em que as substancias foram isoladas. O
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fracionamento cromatografico do extrato bruto da coleta de maio de 2018 A, com
consequente isolamento de trés substancias (CS.PE.02, CS.DI.01 e CS.DI.02) ¢ apresentado

no fluxograma da Figura 26.

Figura 26. Fluxograma de fracionamento cromatografico do coral 7. coccinea — coleta de

maio de 2018 A.
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Fonte: Autoria propria.

Conforme apresentado na Figura 26, o extrato bruto obtido a partir da coleta de maio

de 2018 A foi fracionado da seguinte maneira:

Fracdo E: Apds observar o perfil cromatografico em CCD com a fragdo E (fase moével
hexano:acetato de etila 8:2), fez-se uma coluna cromatografica aberta (CS15 — 12 fragdes),

resultando na substancia CS.PE.02 (16,0 mg).

Fragdo F: Com a fragdo F (fase movel hexano:acetato de etila 7:3) foi realizada uma nova
coluna cromatografica aberta (CS16 — 11 fracdes), resultando na substancia CS.PE.02 (87,4
mg). Uma fragdo desta coluna, a CS16 F33.34, foi submetida a uma coluna Sephadex® LH-20

(SPH22), na qual também foi isolada a substancia CS.PE.02 (18,7 mg).
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Fragdo G: Com a fragcdo G (fase movel hexano:acetato de etila 6:4) foi realizada uma coluna
cromatografica aberta (CS17 — 12 fragdes), resultando em diversas fragcdes promissoras. Com
a fragdo CS10 Fjp37 foi realizada uma coluna com resina Sephadex® LH-20 (SPH23),
isolando-se novamente a substancia CS.PE.02 (8,0 mg). Com a fragdo CS10 F4345 foi feita
uma nova coluna Sephadex® LH-20 (SPH26), com a qual foi possivel isolar a substancia
chamada CS.DI.O1 (8,2 mg). J& a fragdo CS10 F.s, foi aplicada em uma nova Sephadex®
LH-20 (SPH24), dando origem a uma nova substancia, denominada CS.DI.02 (5,5 mg).

3.2.2.4 Coleta de maio de 2018 B: isolamento da substancia CS.PE.02

Visto que em maio de 2018 foram realizadas duas coletas (coleta 2018 A e coleta
2018 B), optou-se por utilizar uma nova maneira de fracionamento dos componentes do
extrato bruto, mediante uma parti¢ao liquido-liquido, na tentativa de aprimorar o processo de
separa¢ao dos compostos.

Desse modo, apds evaporacao do solvente extrator (acetona), o extrato bruto ainda
umido foi ressuspendido em diclorometano, ao qual foi adicionado uma mistura de
metanol:agua na proporcao 3:1, a partir do qual se prosseguiu com a parti¢ao liquido-liquido,

conforme mostrado no fluxograma a seguir (Figura 27).
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Figura 27. Fluxograma da particdo liquido-liquido realizada com o extrato bruto do coral T.

coccinea — coleta de maio de 2018 B.

T. coccinea

I

Extrato acetonico

(14,2 g)

|

Extrato ressuspendido
em diclorometano

Fase em
diclorometano

Rotaevaporagao

1. Metanol:agua (3:1)

Fase

hidroalcoolica

1. Evaporar diclorometano
2. Hexano:metanol (1:1)

Nova partigao com
diclorometano

Fracédo
Hexano

Fragcao
Metanol

Fragcao

diclorometano

Residuo
aguoso

Fonte: Autoria propria.

Pelo fluxograma acima (Figura 27) € possivel perceber que, com a particao liquido-

liquido, foram geradas trés fragcdes de interesse: fragdo hexano (168,4 mg), fragdo metanol

(143,9 mg) e fragdo diclorometano (246,8 mg). A partir dessas fragdes foram realizadas, ao

todo, trés colunas cromatograficas abertas (CS20 a CS22). Na coluna CS20 (8 fragdes),

realizada a partir da fragao hexano, foi isolada novamente a substancia CS.PE.02 com 4,5 mg

(Figura 28).



63

Figura 28. Fluxograma de fracionamento cromatografico do coral 7. coccinea — coleta de

maio de 2018 B.
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|
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v
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Fonte: Autoria propria.
3.2.2.5 Coleta de abril de 2019: isolamento das substancias CS.PE.02 ¢ CS.DI.01

Com o extrato bruto seco da coleta de abril de 2019 foi realizada uma CLV (CLV7),
utilizando-se gel de silica de fase normal como fase estacionéria, e solventes em ordem
crescente de polaridade, contendo hexano e acetato de etila, como fase movel. Ao todo foram

obtidas nove fra¢des, denominadas de A a I (Tabela 6).

Tabela 6. Fragdes e sistemas de solventes utilizados na CLV7 da coleta de abril de 2019.

CLV7
Fracao Fase mével
A Hexano 100%

Hexano:Acetato de etila (95:15)
Hexano:Acetato de etila (9:1)
Hexano:Acetato de etila (85:15)
Hexano:Acetato de etila (8:2)
Hexano:Acetato de etila (7:3)
Hexano:Acetato de etila (6:4)
Hexano:Acetato de etila (1:1)
Acetato de etila 100%

- - QO m = T 0




64

Com as fragdes obtidas na CLV7 foram realizadas duas colunas com resina
Sephadex® LH-20 (SPH27 e SPH28), que levaram ao isolamento das substancias CS.PE.02 e

CS.DI.01, conforme apresentado no fluxograma a seguir (Figura 29).

Figura 29. Fluxograma de fracionamento cromatografico do coral 7. coccinea — coleta de abril

de 2019.

T. coccinea

I

Extrato bruto aceténico

(25,1 g)
CLv7
l
CLV7-G (80,0 mg) CLV7-H (67,3 mg)
I I
SPH27 — 3 fragdes SPH28 — 4 fragdes
v v
CS.PE.02 CS.DI.01
(33,5 mg) (13,6 mg)

Fonte: Autoria propria.

Como mostrado no fluxograma acima (Figura 29), o extrato bruto obtido a partir da

coleta de abril de 2019 foi fracionado da seguinte maneira:

Fracdo G: Com a fragdo G (fase movel hexano:acetato de etila 6:4) da CLV7 foi realizada a
Sephadex® LH-20 de nimero 27 (SPH27), dando origem a trés fragdes, sendo uma delas a

substancia ja isolada anteriormente e denominada como CS.PE.02 (33,5 mg).

Fracdo H: Com a fracao H (fase movel hexano:acetato de etila 1:1) foi feita uma nova coluna

Sephadex® LH-20 (SPH28 — quatro fragcdes) com o isolamento da substancia CS.DI.O1 (13,6
mg).
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3.2.2.6 Coleta de junho de 2019: isolamento das substancias CS.PE.01, CS.DL.01 e CS.DI.02
e da fracao CS.AG

O extrato bruto seco da coleta de junho de 2019 foi submetido a uma CLV (CLV8),
utilizando-se como fase estaciondria gel de silica de fase normal, e como fase mével solventes
em ordem crescente de polaridade, contendo hexano e acetato de etila. Ao todo, foram obtidas

nove fragcdes denominadas de A a I (Tabela 7).

Tabela 7. Fracdes e sistemas de solventes utilizados na CLVS da coleta de junho de 2019.

CLV8
Fracao Fase mével
A Hexano 100%

Hexano:Acetato de etila (95:15)
Hexano:Acetato de etila (9:1)
Hexano:Acetato de etila (85:15)
Hexano:Acetato de etila (8:2)
Hexano:Acetato de etila (7:3)
Hexano:Acetato de etila (6:4)
Hexano:Acetato de etila (1:1)
Acetato de etila 100%

- I = =T A

Com as fracdes obtidas na CLV8 foram realizadas duas colunas cromatograficas
abertas (CS23 e CS24) e quatro colunas com resina Sephadex® LH-20 (SPH29 a SPH32),
que levaram ao isolamento das substincias CS.PE.02, CS.DI.O1 e CS.DIL02, conforme
apresentado no fluxograma esquematico a seguir (Figura 30). Durante o fracionamento
cromatografico do extrato bruto acetonico, da coleta realizada em junho de 2019, também foi

obtida uma fragcdo de maior complexidade denominada CS.AG.
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Figura 30. Fluxograma de fracionamento cromatografico do coral 7. coccinea — coleta de

junho de 2019.

T. coccinea

Extrato bruto aceténico
(45,7 g)

CLV8

CLV8-C (77,7 mg)

SPH32 - 5 fragdes

v

CS.AG
(24,8 mq)

Fonte: Autoria propria.

CLV8-G (180,0 mg)

SPH29 — 4 fragbes

CS.PE.O1
(20,7 mg)

CLV8-H (160,0 mg)

SPH30 — 6 fragdes

v v

CS.DI.01 CS.DI.02
(6,9 mqg) (25,3 mq)

Como apresentado na Figura 30, o fracionamento cromatografico do extrato bruto

acetonico, obtido a partir da coleta de junho de 2019 se deu da seguinte maneira:

Fracdo C: Com a fragdo C (fase mdvel hexano:acetato de etila 9:1) foi feita uma Sephadex®

LH-20 (SPH32 — cinco fragdes), resultando em uma fracdo denominada CS.AG (24,8 mg).

Fracdo G: Com a fracdo G (fase movel hexano:acetato de etila 6:4) foi realizada uma coluna

Sephadex® LH-20 (SPH29 — quatro fracdes) com o isolamento da substancia CS.PE.O1 (20,7

mg).

Fracdo H: Com a fragdo H (fase mével hexano:acetato de etila 1:1) foi feita uma coluna

Sephadex® LH-20 (SPH30 — seis fragdes), dando origem a duas substancias ja isoladas, a
CS.DIL.01 (6,9 mg) e CS.DI1.02 (25,3 mg).
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3.2.3 Acetilacio da substancia CS.PE.(02

Apo6s isolamento e identificacdo da substancia CS.PE.02, isolada em maior
quantidade, esta foi acetilada, reagindo a substancia CS.PE.02 (11,9 mg) com anidrido acético
(15,8 uL), utilizando-se piridina (150,0 uL) como catalizador. Os reagentes necessarios para a
sintese foram adicionados em baldo volumétrico e mantidos sob agitacdo pelo tempo
reacional de 12 horas. Apds esse periodo, a reacdo foi cessada vertendo-se os reagentes em
agua gelada, seguido da adig¢@o de diclorometano para parti¢ao liquido-liquido. Ao final foram
obtidas duas fracdes: a fragdo organica, contendo a substancia CS.PE.02 acetilada e o residuo
aquoso. O produto da acetilagio (CS.PE.02 acetilado) foi analisado por RMN 'H e teve sua

atividade citotoxica e anti-herpética avaliada.

3.2.4 Identificacido estrutural

As substancias isoladas foram analisadas através de espectros de UV-Vis, IV, RMN
'H, RMN C ¢ mapas de correlagdo HSQC. A identificagdo dos metabdlitos secundarios
obtidos foi realizada por meio da andlise de tais espectros e comparacdo com os dados
publicados na literatura. Para auxiliar na identificagdo estrutural, foram utilizadas tabelas de
deslocamento quimico (Introduction to Spectroscopy, Pavia, D. L., et al., 4* edi¢do, 2009) e
de absor¢ao no infravermelho (Instrumentelle Pharmazeutische Analytik, Ricker, G.;

Neugebauer, M.; Willems, G. G., 5* edicao, 2013).

3.3 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

A avaliacdo das atividades citotoxica e anti-herpética foi realizada no laboratério de
Virologia Aplicada da UFSC (MIP/CCB/UFSC), pela pos-doutoranda Dra. Naira Fernanda
Zanchett Schneider e supervisdo da professora Dra. Claudia Maria Oliveira Simdes. A
avaliacdo da atividade antiprotozodria foi realizada pela pds-doutoranda Dra. Milene Hoehr
de Moraes, no laboratorio de Protozoologia da UFSC (MIP/CCB/UFSC), sob a coordenagao
do professor Dr. Mario Steindel. A metodologia utilizada em cada ensaio ¢ apresentada de

forma sucinta a seguir.
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3.3.1 Atividade citotoxica

A atividade citotdxica in vitro foi avaliada utilizando-se o método da Sulforrodamina
B?, investigando-se os efeitos antiproliferativos dos extratos e substincias isoladas em
linhagens celulares tumorais (células H460: carcinoma de derrame pleural de pulmao
humano; células A549: células nao pequenas de tumor de pulmao humano; HCT-8:
adenocarcinoma ileotecal humano) e nao tumoral (células Vero: fibroblasto de rim de macaco
verde da Africa). Foram incluidos nesse ensaio os extratos brutos das coletas de abril de 2016,
maio de 2017, maio de 2018 A e¢ maio de 2018 B. Com relagdo as substancias isoladas, os
peroxidos de esteroides CS.PE.O1, CS.PE.02 e a substancia CS.PE.02 acetilada tiveram sua
atividade citotoxica avaliada. Uma fragdo contendo uma mistura dos dois derivados indélicos
(CS.DIL.01 e CS.DI.02) também foi analisada.

O método da Sulforrodamina B ¢ utilizado na avaliagdo in vitro da citotoxicidade e
se baseia na medida da viabilidade celular. E um ensaio colorimétrico em que a
Sulforrodamina B (corante rosa) se liga aos residuos de aminoécidos basicos presentes em
células viaveis. Desse modo, a quantidade de Sulforrodamina B capaz de se ligar ao contetido
proteico de uma célula € proporcional a massa celular. Para tanto, as amostras € os controles
sdo dissolvidos em DMSO e diluidos conforme concentragdes padronizadas. Para preparagao
das placas, as células sdo lavadas com PBS e soltas das cavidades com tripsina-EDTA para
determinagdo da concentracao celular. Posteriormente, as amostras sao adicionadas aos seus
respectivos pogos, € a placa ¢ incubada a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 72 horas. Apos
esse periodo, adiciona-se acido tricloroacético 10% a cada poco, para fixagdo das células, e
incuba-se a placa a 4 °C por uma hora. Em seguida, sdo adicionados 100 pL de
Sulforrodamina B (0,057%), mantendo a placa a temperatura ambiente por 30 minutos e
lavando-a, logo apds, com solugdo de acido acético para remocao de todo o corante que nao
tenha se ligado ao conteudo proteico celular. Para solubiliza¢do do conteudo de cada poco, ¢
adicionado trisaminometano basico (Tris Base) e a placa ¢ agitada por cinco minutos. A

leitura da densidade Optica, por fim, € realizada a 510 nm em leitor de microplacas.

? Conforme metodologia descrita no trabalho de Vichai e Kirtikara (2006).
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3.3.2 Atividade anti-herpética

A atividade anti-herpética in vitro foi avaliada por meio do ensaio de redugao do
namero de placas de lises virais® sobre o virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1 — cepas KOS:
sensivel ao aciclovir ¢ 29R: resistente ao aciclovir). Nesse ensaio, os extratos brutos das
coletas de abril de 2016, maio de 2017, maio de 2018 A e maio de 2018 B foram investigados,
bem como dois peroxidos de esteroides (CS.PE.0O1 e CS.PE.02), substancia CS.PE.02
acetilada e uma fracdo contendo uma mistura dos dois derivados inddlicos (CS.DLO1 e
CS.DI.02).

Primeiramente, a citotoxicidade das amostras foi determinada pelo método da
Sulforrodamina B, j& descrito anteriormente, obtendo-se os valores de concentragdo citotoxica
para 50% das células (CCsp). Em seguida, com os valores de CCs, as amostras tiveram sua
atividade anti-herpética avaliada utilizando-se o ensaio de reducdo do numero de placas de
lises virais. Nesse ensaio, células Vero sio cultivas em placas (2,5 x 10° células/cavidade) e
incubadas durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO; até¢ a confluéncia. Em seguida, as cavidades
sdo lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) e infectadas com suspensdes de HSV-1 (cepas
KOS e 29R) (100 UFP/cavidade), com excecdo das cavidades contendo o controle. Apds nova
lavagem com PBS, adiciona-se solugdo de carboximetilcelulose (CMC) contendo as
diferentes amostras e incuba-se a placa por 48 horas, a 37 °C e 5% de CO,. A coloragdo
celular ¢ realizada utilizando-se solu¢do de preto de naftaleno, e a contagem celular ¢ feita
visualizando-se a placa em microscopio estereoscopio. Por fim, calculam-se a concentragdo
inibitoria a 50% (Clsg) e o indice de seletividade (IS — relagdo entre os valores de CCsg e

Clsp).
3.3.3 Atividade antiprotozoaria
A atividade antiprotozodria foi avaliada utilizando-se amastigotas intracelulares de

Trypanosoma cruzi, de Leishmania amazonensis e de Leishmania infantum, todos

expressando o gene da [-galactosidase, com o objetivo de determinar a porcentagem de

3 Conforme metodologia descrita no trabalho de Boff e colaboradores (2019).
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inibi¢do de crescimento desses parasitos’. Somente o extrato de abril de 2016 teve sua
atividade antiprotozoaria avaliada. Das substancias isoladas, por sua vez, o peroxido de
esteroide CS.PE.O1 foi o tnico testado (em uma concentragao de 50 pg/mL).

O ensaio foi realizado adicionando-se os parasitos as monocamadas celulares que,
uma vez infectadas, sdo cultivadas por 24 horas. Em seguida, as amostras sdo adicionadas em
diferentes concentracdes, ¢ a placa ¢ incubada por 72 horas. Por fim, apds remover o
sobrenadante, ¢ adicionado PBS e avaliada a viabilidade dos parasitos. Como controle
positivo, utilizaram-se os farmacos benznidazol para os experimentos com 7. cruzi e
anfotericina B para os experimentos com L. amazonensis e de L. infantum. Os resultados

obtidos sdo expressos por percentagem de inibicao do crescimento dos parasitos.

* Conforme metodologia descrita no trabalho de Pizzolatti e colaboradores (2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DOS PROCESSOS EXTRATIVOS

Ao realizar o manejo do coral-sol, a forma de armazenamento do material marinho
coletado pelo ICMBIio variou conforme as condi¢des disponiveis no momento da coleta.

O material coletado em abril de 2016 foi disposto diretamente no solvente extrator
(etanol P.A.). Para as demais coletas (maio de 2017, maio de 2018 A, maio de 2018 B, abril
de 2019 e junho de 2019), no entanto, o material foi encaminhado in natura até a sede do
ICMBio, onde foi congelado e, posteriormente, encaminhado para a UFSC, onde procedeu-se
ao descongelamento e processo de maceracao.

Por ndo se tratar de um organismo passivel primeiramente de secagem e, em seguida,
da extracdo, a medida da “massa seca” do coral ¢ impossibilitada (além de ndo ser
representativa), dado que o coral apresenta grande quantidade de 4gua em sua estrutura,
evidenciada apds congelamento, além de uma enorme quantidade de carbonato de calcio.
Desse modo, as massas abaixo (Tabela 8) servem apenas para comparagao entre a quantidade

de material de partida e a massa das substancias isoladas.

Tabela 8. Massa de extrato bruto para cada coleta do coral-sol.

Data da coleta Extrato Massa (g)*
Abril de 2016 Extrato etanolico 20,5
Extrato acetonico 11,9
Maio de 2017
Extrato etandlico 3,9
Maio de 2018 A Extrato acetonico 20,5
Maio de 2018 B Extrato acetonico 14,2
Abril de 2019 Extrato acetonico 25,1
Junho de 2019 Extrato acetonico 45,7

* Massas obtidas a partir dos extratos brutos semissolidos.
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4.2 ANALISE MICROSCOPICA DO CORAL-SOL

Apos realizagdo do processo de extragdo de seus compostos, a estrutura do coral 7.
coccinea foi visualizada microscopicamente, conforme mostrado na Figura a seguir (Figura
31). Essa andlise foi realizada pelo grupo ZEISS®, durante o evento “LAMEB 10 anos ¢ VI
Simposio de Integragdo das Pos-Graduagdes do Centro de Ciéncias Biolodgicas”, realizado na

UFSC em novembro de 2018.

Figura 31. Esqueleto calcério do coral T. coccinea visualizado microscopicamente (escala:

2000 pm).

Fonte: Grupo ZEISS®”.

Na Figura acima (Figura 31) € possivel visualizar o esqueleto calcario de uma
colonia do coral-sol apds extragdo. E possivel observar, ainda, a presenca de coralitos ¢ de
cristais, possivelmente de carbonato de calcio. Essas caracteristicas sdo relevantes na
identificacdo e diferenciacdo de espécies pertencentes ao género Tubastraea, auxiliando na

realizagdo do plano de manejo do coral-sol.

> Grupo ZEISS® do Brasil, empresa alema na 4rea 6ptica e optoeletronica com filial em S3o Paulo.
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4.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO, PURIFICACAO E ISOLAMENTO

Com o fracionamento cromatografico dos materiais marinhos coletados em abril de
2016, maio de 2017, maio de 2018 A, maio de 2018 B, abril de 2019 e junho de 2019 foram
isoladas cinco substancias, pertencentes a duas classes quimicas distintas.

Apesar dos cromatogramas dos extratos brutos mostrarem, aparentemente, uma baixa
complexidade, bem como a predominancia do colesterol (Figura 32), as substancias isoladas

puderam ser detectadas apos procedimentos de fracionamento cromatografico.

Figura 32. Cromatograma dos extratos brutos das coletas de maio de 2017, maio de 2018 A,
maio de 2018 B, abril de 2019 e junho de 2019. Fase movel: hexano:acetato de etila (8:2).

Revelador: solugdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento. C: padrao de colesterol.
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Fonte: Autoria propria.

A seguir serdo apresentados os resultados das andlises das substancias isoladas,
através de seus espectros de RMN uni- e bidimensionais, bem como das analises por CCD,
UV-Vis e 1V, quando realizadas. Os processos de fracionamento dos extratos e isolamento de
tais substancias encontram-se no item 3.2.2 Fracionamento cromatografico, em materiais e

métodos.
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4.3.1 Substancia CS.PE.01

A substancia denominada CS.PE.O1 foi isolada a partir do extrato bruto etanolico da
coleta de abril de 2016 e do extrato bruto acetonico da coleta de junho de 2019, na quantidade
total de 45,8 mg. Em CCD o fator de retengdo (Rf) observado para esta substancia ¢ de 0,32
quando utilizado hexano:acetato de etila (6:4) como fase movel (Figura 33). A mancha
correspondente ao composto apresenta coloragao verde-escuro quando a placa € revelada com
solugdo de anisaldeido sulfurico. Ao ser visualizada em luz ultravioleta a 254 nm, ndo ¢

observada extingao de fluorescéncia.

Figura 33. Cromatograma da substancia CS.PE.O1. Fase movel: hexano:acetato de etila (6:4).

Revelador: solugdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento.

CS.PE.OI

Fonte: Autoria propria.

Na anélise por RMN 'H e RMN "°C observaram-se sinais correspondentes a seis
metilas e, adicionalmente, sinais diferenciados em oy 6,24 (d, J = 8,4 Hz) e oy 6,49 (d, J =
8,4 Hz), com a multiplicidade de dupletos, bem como os sinais em 06¢ 130,7 e o¢ 135,4.
Tendo em vista o comportamento cromatografico similar ao colesterol (polaridade e
coloracdo apods o uso de reveladores), presente em elevada quantidade no extrato e utilizado
como comparac¢ao, foi realizada uma busca na literatura de caracteristicas de espectros de
RMN 'H e RMN "°C de esteroides, o que permitiu concluir que compostos com esses sinais
sdo caracteristicos para grupos H-C quando ligados ao grupo perdxido. Desse modo, a

fracdo foi caracterizada como um perdxido de esteroide, iniciando-se uma busca na
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literatura por compostos semelhantes. Os espectros de RMN "H ¢ RMN "*C e o mapa de

correlagdo HSQC do composto CS.PE.O1 sao mostrados a seguir (Figuras 34 a 37).

Figura 34. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da substéncia CS.PE.O]1.
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Figura 35. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da substéncia CS.PE.O]1.
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Figura 36. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCls) da substancia CS.PE.O1.
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Figura 37. Mapa de correlagdo HSQC da substancia CS.PE.O1.
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Na ampliagdo do espectro de RMN 'H (Figura 35) é possivel observar os sinais em
oy 6,24 (d, J = 8,4 Hz) e oy 6,49 (d, J = 8,4 Hz), bastante caracteristicos dos peréxidos de
esteroides. Esse sistema de dupletos ¢ formado devido a auséncia de hidrogénios vizinhos
aos carbonos com grupo —O-O—. No mapa de correlagdo HSQC (Figura 37) observa-se
que esses sinais presentes no espectro de RMN 'H correlacionam com os sinais em 8¢
130,7 e 8¢ 135,4, visiveis no espectro de RMN °C. Também na ampliacio do espectro de
RMN 'H (Figura 35) pode-se observar o multipleto em 8y 3,97 que, conforme visualizado no
HSQC, correlaciona com o sinal em d¢ 66,4 presente no espectro de RMN 3C. Esse sinal em
on 3,97 corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono C3 do anel, ao qual esta também ligado
a hidroxila.

Comparando-se os dados de RMN 'H e RMN "*C com aqueles descritos no trabalho
publicado por Ioannou e colaboradores (2009), foi possivel identificar a substancia CS.PE.O1
isolada como o peroxido de esteroide (24E)-5a,8a-epidioxi-24-etil-colesta-6,24(28)-dien-3[3-
ol (Figura 38), composto de formula molecular Cy9H40O3 € de massa molecular de 442,67

g/mol. A comparagao dos dados espectrais pode ser observada na Tabela 9.
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Figura 38. Estrutura quimica do perdxido de esteroide isolado do coral 7. coccinea e

identificado como (24E)-5a,8a-epidioxi-24-etil-colesta-6,24(28)-dien-33-ol.

Outro aspecto importante visivel no mapa de correlacdo HSQC (Figura 37) ¢ a
correlagdo entre os sinais oy 5,17 (q, J = 6,0 Hz) e d¢ 115,7, caracteristicos da dupla
ligacao presente na cadeia lateral. O sinal em oy 5,17, com multiplicidade sugerindo um
quarteto, pode ser atribuido ao grupo C—H em C28. Sinais bastante semelhantes foram
descritos por Ioannou e colaboradores (2009), mostrados na Tabela 9, com destaque para
os dupletos em dy 6,22 e oy 6,48, bem como os sinais dos atomos 20 a 29,

correspondentes aos grupamentos da cadeia lateral.
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Tabela 9. Dados espectrais de RMN 'H e RMN °C da substancia CS.PE.01 em comparago
com dados da literatura de Ioannou e colaboradores (2009), para (24E)-50,8a-epidioxi-24-

etil-colesta-6,24(28)-dien-33-ol.

CS.PE.O1 Toannou e colaboradores (2009)
Atomo RMN 'H RMN “C RMN 'H RMN “C
(300 MHz, CDCL;) (75 MHz, CDCl;) (400 ou 600 MHz, CDCl;) (50,3 ou 75 MHz, CDCly)
1 o 1,94 m 34,6 1,94 m 34,6
B 1,69 m - 1,68 m -
2 o 1,82 m 30,0 1,83 m 30,1
B 1,52 m - 1,52 m -
3 3,97 m 66,4 3,95m 66,5
4 o 2,09 m 36,9 2,10 m 36,9
B 1,91 m - 1,89 m -
5 - 82,2 - 82,1
6 6,24 d (8,4) 135,4 6,23 d (8,5) 135,4
7 6,49 d (8,4) 130,7 6,49 d (8,5) 130,8
8 - 79,4 - 79,4
9 1,48 m 51,1 1,48 m 51,1
10 - 36,8 - 37,0
11 o 1,49 m 23,3 1,49 m 23,4
B 1,20 m - 1,20 m -
12 o 1,95 m 39,3 1,97 m 39,4
B 1,21 m - 1,21 m -
13 - 44,6 - 44,5
14 1,54 m 51,6 1,54 m 51,7
15 o 1,59 m 20,5 1,63 m 20,6
B 1,38 m - 1,42 m -
16 o 1,78 m 28,3 1,93 m 28,2
B 1,37 m - 1,38 m -
17 1,18 m 56,3 1,19 m 56,2
18 0,82's 12,5 0,79 s 12,5
19 0,88 s 18,1 0,86s 18,2
20 1,39 m 35,6 1,39 m 35,8
21 0,97 d (6,6) 18,7 0,96 d (6,7) 18,7
22 1,94 m, 1,68 m 34,8 1,40 m, 1,09 m 34,9
23 2,04 m, 1,85 m 25,6 2,04 m, 1,85 m 25,5
24 - 146,7 - 146,7
25 2,33 m 33,6 2,17 m 34,8
26 0,97 d (6,6) 22,2 0,96 d (6,7) 22,0
27 1,00 s 20,1 0,95 d (6,9) 21,9
28 5,17 q (6,0) 115,7 5,17 q(6,3) 115,8
29 1,57 d (6,9) 12,8 1,55d (6,7) 13,2
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4.3.2 Substancia CS.PE.(2

A substancia CS.PE.02 foi isolada de praticamente todos os extratos: do extrato bruto
acetonico da coleta de maio de 2017, do extrato bruto acetonico da coleta de maio de 2018 A,
do extrato bruto acetonico da coleta de maio de 2018 B e do extrato bruto acetonico da coleta
de abril de 2019, na quantidade total de 176,5 mg. Essa substancia s6 ndo foi detectada no
extrato bruto da coleta de abril de 2016 e no extrato bruto acetonico da coleta de junho de
2019. Ao analisd-la por meio de CCD, revelada com solugdo de anisaldeido sulfurico sob
aquecimento, ¢ possivel observar uma mancha verde-escuro bastante semelhante a substancia
CS.PE.O1, nao sendo visualizada extin¢ao de fluorescéncia em UV a 254 nm. O seu Rf ¢ de

0,32 quando utilizado hexano:acetato de etila (6:4) como fase movel (Figura 39).

Figura 39. Cromatograma da substancia CS.PE.02. Fase movel: hexano:acetato de etila (6:4).

Revelador: solugao de anisaldeido sulftrico sob aquecimento.

—> -

CS.PE.02

Fonte: Autoria propria.

Assim como para a substancia CS.PE.O1, os espectros d¢ RMN 'H ¢ RMN "C
mostraram a presenga de sinais em oy 6,25 (d, J = 8,4 Hz) e oy 6,51 (d, J = 8,4 Hz), com a
multiplicidade de dupletos, bem como os sinais em J¢ 130,7 e ¢ 135,4, e o elevado
nimero de grupos metileno e metilas. Dessa forma, sugeriu-se a possibilidade de também
ser um perdxido de esteroide, iniciando-se uma busca na literatura por compostos
semelhantes. Os espectros de RMN '"He RMN “C e o mapa de correlagio HSQC da
substancia CS.PE.02 sdo mostrados a seguir (Figuras 40 a 43).



Figura 40. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da substéncia CS.PE.02.

"1.le+08

1.0e+08
:"_ 9.0e+07
é8.03+07
=7.0e+07
- 6.0e+07
5.0e+07
;4.0e+07

| £ 3.0e+07

F2.00407

£1.0a+07

' £ 0.0e+00

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 pem

@ w ™ oo = Ho I~ m
uy = R o oo a6 o
oW o w wy 0 N M™
L oJ h )
\!,’ \\,‘ \ |/ N | A
3.5e+07
—3.0e+07
—2.5e+07
—2.0e+07
\
| |
~1.5e+07
["1.0e+07
~5.0et06
~0.0e+00
| |
LI /
o — ™~ ™~
= ™~ = r~
= — 0 —
=} < o =
- - A s
I ' ' [
6.4 6.2 6.0 5.8 S.6 5.4 S.d 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 PPm




82

Figura 42. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCls) da substancia CS.PE.02.
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Figura 43. Mapa de correlacdo HSQC da substancia CS.PE.02.
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Na ampliacdo do espectro de RMN 'H (Figura 41) observam-se novamente os sinais
em oy 6,25 (d, J = 8,4 Hz) e oy 6,51 (d, J = 8,4 Hz), caracteristicos dos peroxidos de

esteroides. No mapa de correlagio HSQC (Figura 43) observam-se as correlacdes entre
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Oy 6,25 e d¢ 135,4 e entre dy 6,51 e d¢ 130,7. Outro aspecto importante visivel no HSQC ¢ a
correlagdo entre os sinais oy 5,17 (dd, J = 14,7, 7,3 Hz) e o¢ 115,7, j4 observados para o
peréxido CS.PE.O1, caracteristicos de uma dupla ligacao na cadeia lateral. Novamente se
observa, na ampliagdo do espectro de RMN 'H (Figura 41), o multipleto em &y 3,97,
correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono C3 do anel, estando também ligado a
hidroxila. No mapa de correlacio HSQC pode-se perceber que o sinal em dy 3,97 correlaciona
com o sinal em 8¢ 66,4 presente no espectro de °C.

Comparando-se os dados de RMN 'H e ""C com aqueles descritos no trabalho
publicado por Ioannou e colaboradores (2009), foi possivel identificar a substancia CS.PE.02
isolada como o perdxido de esteroide (22E,24S)-5a,8a-epidioxi-24-metil-colesta-6,22-dien-
3B-ol (Figura 44), de formula molecular C,3H440O3 e massa molecular de 428,65 g/mol. A

comparag¢do dos dados espectrais pode ser observada na Tabela 10.

Figura 44. Estrutura quimica do peroxido de esteroides isolado do coral 7. coccinea e

identificado como (22E,24S)-5a,8a-epidioxi-24-metil-colesta-6,22-dien-33-ol.
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//,// 28
%, 20

27

HO

Na Tabela 10 é possivel observar a grande semelhanca entre os sinais
encontrados nos espectros da substdncia CS.PE.02 e os relatados por loannou e
colaboradores (2009), com destaque para os sinais dos a&tomos 20 a 28, correspondentes a
cadeia lateral, assim como a presenca de dupletos em dy 6,25 e oy 6,51, no espectro de

RMN IH, e dos sinais em o¢ 130,7 e o¢ 135.4, no espectro de RMN Bc.
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Tabela 10. Dados espectrais de RMN "H e RMN "°C da substancia CS.PE.02 em comparagdo

com dados da literatura de Ioannou e colaboradores (2009), para (22E,24S)-5a,8a-epidioxi-
24-metil-colesta-6,22-dien-3-ol.

CS.PE.02 Toannou e colaboradores (2009)
Atomo RMN 'H RMN “C RMN 'H RMN “C
(300 MHz, CDCl;) (75 MHz, CDCl;) (400 ou 600 MHz, CDCl;) (50,3 ou 75 MHz, CDCl;)
1 o 1,90 m 34,7 1,93 m 34,7
B 1,68 m - 1,67 m -
2 o 1,85 m 30,1 1,82 m 30,1
B 1,54 m - 1,52 m -
3 3,97 m 66,4 3,95t (11,3, 5,0) 66,4
4 o 2,17 m 36,9 2,10 m 36,9
B 2,10 m - 1,89 m -
5 - 82,1 - 82,1
6 6,25 d (8,4) 135,4 6,22 d (8.5) 135,4
7 6,51 d (8.4) 130,7 6,48 d (8.5) 130,7
8 - 79,4 - 79,4
9 1,52 m 51,1 1,48 m 51,1
10 - 36,8 - 36,9
11 o 1,51 m 23,4 1,50 m 23,4
B 1,19 m - 1,20 m -
12 o 1,98 m 39,3 1,94 m 39,3
B 1,22m - 1,22 m -
13 - 44.5 - 44,5
14 1,56 m 51,7 1,54 m 51,7
15 o 1,60 m 20,6 1,58 m 20,7
B 1,39 m - 1,38 m -
16 o 1,77 m 28,9 1,75m 28,9
B 1,40 m - 1,34 m -
17 1,22 m 56,1 1,19 m 56,1
18 0,81s 12,6 0,79 s 12,8
19 0,89 s 18,0 0,86 s 18,2
20 2,01l m 39,8 1,99 m 39,8
21 0,98 d (6.7) 20,9 0,97 d (6,6) 20,9
22 5,12.dd (14,7, 7,3) 1354 5,10 dd (15,2, 8,2) 1354
23 5,17dd (14,7, 7,3) 1324 5,17 dd (15,2, 8,0) 1324
24 1,85 m 43,0 1,81 m 43,0
25 1,48 m 33,2 1,44 m 33,2
26 0,85 m 19,7 0,79 d (6,7) 19,6
27 0,91 m 20,1 0,81 d (6,8) 20,1
28 0,88 s 18,0 0,89 d (6,8) 18,0




85

4.3.3 Acetilaciao da substancia CS.PE.(2

Com o objetivo de avaliar mudangas na atividade citotdxica e anti-herpética, a
substancia CS.PE.02, isolada em maior quantidade, foi selecionada para a realiza¢do de uma
alteracdo em sua estrutura quimica, mediante uma reagcdo de acetilagdo, representada na

Figura a seguir (Figura 45).

Figura 45. Acetilagdo da substancia CS.PE.02.

y
Z,

HO

Comparando-se o perfil cromatografico da substancia CS.PE.02 com a substancia
CS.PE.O2 acetilada, ¢ possivel verificar uma diminuicdo na sua polaridade, conforme o
esperado, uma vez que a hidroxila presente no carbono C3 foi substituida por um grupamento

acetila (Figura 46).

Figura 46. Perfil cromatografico comparativo da substancia CS.PE.02 com a substincia
CS.PE.02 acetilada. Fase movel: hexano:acetato de etila (6:4). Revelador: solugdo de

anisaldeido sulftrico sob aquecimento.

-
CS.PE.02 CS.PE.02
acetilado

Fonte: Autoria propria.
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Para a substincia CS.PE.02 acetilada foi obtido o espectro de RMN '"H mostrado a

seguir (Figuras 47 e 48).

Figura 47. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da substincia CS.PE.02 acetilada.
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Figura 48. Amplia¢io do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da substancia CS.PE.02

acetilada.
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Na ampliacdo do espectro de RMN 'H da Figura 48 pode-se observar, além dos
sinais em oy 6,24 (d, J = 8,4 Hz) e oy 6,52 (d, J = 8,4 Hz), com a multiplicidade de
dupletos, caracteristicos dos peroxidos de esteroides, o sinal em oy 2,03 (integrando para
3H) com multiplicidade de simpleto, caracteristico da presenca de uma metila pertencente
ao grupamento acetila.

Além da mudanga observada no perfil cromatografico e de RMN, a substancia
CS.PE.02 acetilada também apresentou resultados distintos para a sua atividade citotoxica e
anti-herpética, conforme mostrado adiante (item 4.5.2 Atividade bioldgica das substincias

isoladas).

4.3.4 Substancia CS.PE.03

A substancia CS.PE.03 foi isolada do extrato bruto acetonico da coleta de maio de

2017, com 5,7 mg. Apds revelacdo com solucdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento, a
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andlise por CCD revela a presenga de uma substincia detectada como uma mancha
esverdeada em Rf 0,43, ao utilizar-se hexano:acetato de etila (6:4) como fase movel. Nao
apresentou exting¢ao de fluorescéncia ao ser observada em luz ultravioleta a 254 nm.

Com a analise dos espectros de RMN 'H e RMN "°C, verificou-se a presenga dos
mesmos sinais caracteristicos dos peroxidos de esteroides, em oy 6,18 (d, J = 8,4 Hz) e oy
6,44 (d, J= 8,4 Hz), com a multiplicidade de dupletos, bem como dos sinais em o¢ 130,7
e oc 135.4, e o elevado niimero de grupos metileno e metilas (Figuras 49 a 51). Além
disso, no espectro de RMN 'H ¢ possivel observar um sinal diferenciado em 8y 4,18, com a
multiplicidade de um tripleto, integrando para 1H. No espectro de RMN °C (Figura 51)
observa-se um sinal adicional em d¢ 70,6 correspondente a um grupo CH ligado a um
atomo de oxigénio, indicando uma hidroxila adicional nessa estrutura. No entanto, essa
informag¢do ndo € coerente com a menor polaridade observada para essa substancia na
analise por CCD. Dado que esta substancia foi isolada em baixa quantidade e apenas do

extrato acetonico da coleta de maio de 2017, sua estrutura nao pode ser elucidada.

Figura 49. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da substancia CS.PE.03.
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Figura 50. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da substancia CS.PE.03.
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Figura 51. Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCl;) da substéncia CS.PE.03.
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Até o momento ndo ha relatos da presenga de peroxidos de esteroides para corais do
género Tubastraea. A origem dessa classe quimica nos organismos marinhos ainda ¢
controversa. Alguns autores mencionam a possibilidade de que os peroxidos de esteroides
possam ser artefatos da conversdo de dienos esteroidais, especificamente A™ -esterol no seu
respectivo perdxido, j4 que esse sistema dieno € instavel e passivel de oxidacdo durante o
armazenamento ou a realizagdo dos experimentos em laboratério. Essa conversdo foi
observada por Elenkov e colaboradores (1994), ap6s isolamento de uma substancia da esponja
Dysidea fragilis coletada no Mar Negro. Nesse estudo, detectou-se a conversdo do A>-esterol
em Sa,8a-epidioxi-esteroide apds um més de armazenamento da substancia isolada.

Gauvin e colaboradores (2000) isolaram 10 perdxidos de esteroides da esponja
Luffariella cf. variabilis, coletada no Oceano Indico. Esses autores, todavia, descartaram a
possibilidade das substancias isoladas serem artefatos, visto que o extrato foi prontamente

analisado por CCD, mostrando a presenga dos peroxidos de esteroides.
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Serebryakov e colaboradores (1970), por sua vez, isolaram um peroxido de esteroide
a partir do micélio do fungo Fusarium moniliforme na auséncia de oxigénio, indicando que
este ¢ um metabolito formado pelo fungo e que nao foi formado a partir da oxidagdo de um

A>-esterol.

4.3.5 Substancia CS.DI1.01

A substancia CS.DI.01 foi observada em diversos extratos, sendo isolada a partir dos
extratos acetonicos das coletas de maio de 2017, de maio de 2018 A, de abril de 2019 e de
junho de 2019, em uma quantidade total de 43,4 mg. Em CCD, apresenta-se como uma
mancha com forte extin¢do de fluorescéncia em UV a 254 nm e Rf de 0,34 quando utilizado

hexano:acetato de etila (1:1) como fase movel (Figura 52).

Figura 52. Cromatograma da substancia CS.DI.01. Fase mdvel: hexano:acetato de etila (1:1).
A) Visualizagdo da cromatoplaca em luz UV a 254 nm. B) Cromatoplaca revelada com

solucdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento.

A B '

—> .

| CS.DLO1

Fonte: Autoria propria.

Tendo-se observado uma forte extingdo de fluorescéncia ao analisar a cromatoplaca
em luz UV a 254 nm, a substincia também foi analisada por espectrofotometria UV-Vis
(varredura entre 200 e 500 nm), obtendo-se o espectro abaixo (Figura 53) com méaximos de

absor¢ao em 220 nm, 245 nm, 265 nm e 300 nm.
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Figura 53. Espectro de UV-Vis da substancia CS.DIL.01.
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A anlise do espectro de RMN 'H da substancia CS.DI.01 mostrou a presenca de seis
sinais, todos integrando para 1H: em oy 7,45 (J = 8,7; 1,8 Hz) com a multiplicidade de duplo
dupleto, oy 7,63 (J = 1,8 Hz) e oy 8,22 (J = 8,7 Hz) com a multiplicidade de dupletos, oy
7,85 e oy 10,09 com a multiplicidade de simpletos, além de um simpleto largo em dy 8,82
(Figuras 54 e 55). O espectro de RMN "*C mostrou a presenga de oito sinais entre dc 114,6 e
Oc 185,0, sem sinais na regido de metilas e metilenos (Figura 56). O sinal alargado em 6y 8,22
sem correlagdo com carbonos, conforme foi visualizado no mapa de correlacio HSQC (Figura
57), indica a presenca de um hidrogénio ligado a um atomo de nitrogénio, sugerindo a
presenca de um anel inddlicos; o que seria coerente com o espectro de UV-Vis observado para

essa substancia (RASMUSSEN et al., 1993).



Figura 54. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da substancia CS.DLO1.
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Figura 55. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da substancia CS.DL01.
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Figura 56. Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) da substancia CS.DLO1.
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Figura 57. Mapa de correlagdo HSQC da substancia CS.DI.OI.
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Com base nestas informagdes, iniciou-se uma busca na literatura por compostos
aromaticos nitrogenados, contendo um nucleo indélico. Rasmussem e colaboradores (1993)
isolaram cinco compostos 6-bromoindois da esponja Pseudosuberites hyalinus, coletada nas
Ilhas Faroé, na Dinamarca. Ao comparar os dados de RMN 'H ¢ RMN "*C obtidos para a
substancia CS.DL.O1 com os descritos na literatura para o composto 6-bromoindol-3-
carbaldeido, observou-se uma grande semelhanga entre os sinais. Gragas a essa comparagao
também foi possivel perceber que o sinal em 8¢ 123,3 no espectro de RMN °C (Figura 56)

encontrava-se duplicado, totalizando nove carbonos. Essa comparagdo ¢ mostrada na Tabela
11.

Tabela 11. Dados espectrais de RMN 'H e '*C da substancia CS.DL.01 em comparagio com

dados da literatura de Rasmussen e colaboradores (1993), para 6-bromoindol-3-carbaldeido.

CS.DI.01 Rasmussen e colaboradores (1993)
Atomo RMN 'H RMN “C RMN 'H RMN "“C
(300 MHz, CDCly) (75 MHz, CDCl;) (CDCly) (CDCly)
- 10,09 s 185,0 10,05 CHO 184,5
1 8,82 sl - 8,67b -
2 7,85s 135,4 7,81d (J=3,0) 135,1
3 - 119,7 - 119,8
32 - 123,3 - 126,1
4 8,22d(J=28,7) 123,3 8,19d (J=9,0) 123,3
5 7,45dd (J=8,7;J=1,8) 126,4 7,43 dd (J=2,0) 126,4
6 - 117,0 - 118,0
7 7,63d(J=1,8) 114,6 7,61d 114,4
7* - 137,3 - 137,0

Além da grande semelhanca entre os dados de RMN, o espectro de UV-Vis
observado para a substancia CS.DI.01 apresentou os mesmos maximos de absor¢ao (245 nm,
265 nm e 300 nm) da substancia indol-3-acetaldeido (Figura 58), derivado indodlico analisado
por Cao e colaboradores (2014), confirmando se tratar de uma substancia dessa classe

quimica.
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Figura 58. Espectro de UV-Vis (varredura entre 225 e 400 nm) da substancia indol-3-

acetaldeido (linha continua).
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Fonte: CAO, H. et al., 2014, modificado pela autora.

Com a andlise descrita acima foi possivel confirmar a identidade da substancia
CS.DIL.01 isolada como 6-bromoindol-3-carbaldeido (Figura 59), com férmula molecular

C9H6BI'NO.

Figura 59. Estrutura quimica do derivado indolico isolado do coral 7. coccinea e identificado

como 6-bromoindol-3-carbaldeido.

Br

Wratten e colaboradores (1977) ja haviam isolado a substincia 6-bromoindol-3-

carbaldeido, ao investigar uma amostra de dgua coletada diretamente do mar da California,
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nos Estados Unidos. Nesse estudo foram isolados cinco metabdlitos (2-n-pentil-4-quinolinol;
2-n-heptil-4-quinolinol; indol-3-carbaldeido, 6-bromoindol-3-carbaldeido e p-
hidroxibenzaldeido) da bactéria marinha Pseudomonas spp. Os autores constataram que o0s
metabolitos  2-n-pentil-4-quinolinol;  2-n-heptil-4-quinolinol e  p-hidroxibenzaldeido
apresentaram atividade antimicrobiana. Tal atividade, contudo, ndo foi observada para as
substancias indol-3-carbaldeido e 6-bromoindol-3-carbaldeido.

Posteriormente, Olguin-Uribe e colaboradores (1997) isolaram as substancias 6-
bromoindol-3-carbaldeido e indol-3-carbaldeido da ascidia Stomazoa murrayi, coletada no
Meéxico, e das bactérias que viviam em associacdo com essa espécie de organismo marinho.
Nesse estudo os autores mostraram que a substancia 6-bromoindol-3-carbaldeido apresentou
moderada atividade antimicrobiana para Abdllus marinus e Vibrio campbellii (halo de
inibi¢do de 5 a 10 mm no ensaio de difusdo em disco, com aplica¢dao de 60 pg da substancia),
além de inibir 80% do crescimento da larva Balanus amphitrite ao ser testado em uma

concentragdo de 10 pg/ml.

4.3.6 Substancia CS.D1.02

A substancia CS.DIL.02 foi isolada a partir dos extratos acetonicos das coletas de
maio de 2018 A e de junho de 2019, em uma quantidade total de 30,8 mg. Ao ser analisada
por CCD, essa substancia apresenta uma mancha com forte extingao de fluorescéncia quando
visualizada em UV a 254 nm e com coloragdo rosada apos revelacdo com solucao de
anisaldeido sulfurico (Figura 60). O Rf para este composto, fazendo-se uso de hexano:acetato

de etila (6:4) como fase movel, ¢ de 0,34.
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Figura 60. Cromatograma da substancia CS.DI.02. Fase mével: hexano:acetato de etila (6:4).
A) Visualizagdo da cromatoplaca em luz UV a 254 nm. B) Cromatoplaca revelada com

solucao de anisaldeido sulfurico sob aquecimento.

ArB

CS.DI.02

Fonte: Autoria propria.

Observando-se uma forte extingdo de fluorescéncia ao analisar a cromatoplaca em luz
UV a 254 nm, a substincia também foi analisada por espectofotometria no UV-Vis, com

varredura entre 200 e 500 nm (Figura 61).

Figura 61. Espectro de UV-Vis da substancia CS.DI.02.

7000

2000 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 az0 440 480 as0 5000




99

O espectro de UV-Vis da substancia CS.DI.02 apresenta os mesmos maximos de
absor¢ao observados para a substancia CS.DI.0O1 previamente isolada. Pode-se perceber, no
espectro da Figura 62, um padrao muito semelhante ao observado por Cao e colaboradores
(2014) para a substancia indol-3-acetaldeido (Figura 58), com maximos de absor¢do nas
regides aproximadas de 245 nm, 265 nm e 300 nm, caracteristicos dos derivados indolicos.

A anélise do espectro de RMN 'H revelou a presenca de sete sinais, todos integrando
para 1H, sendo: dois multipletos em oy = 7,34 e 6y = 7,31, um duplo dupleto em oy 8,33 (J =
2,0; 3,4 Hz), dois dupletos em oy 7,43 (J = 1,8 Hz) e oy 7,85 (J = 2,3 Hz), um simpleto em Oy
10,06 ¢ um simpleto largo em &y 8,87 (Figuras 62 a 64). O espectro de RMN *C mostrou a
presenca de nove sinais entre o¢c 112,3 e ¢ 184,9, sem sinais na regido de metilas e metilenos
(Figura 65). O sinal alargado em dy 8,87 no espectro de RMN 'H sem correlacdo com
carbonos, conforme visualizado no mapa de correlagdo HSQC (Figura 66), indica tratar-se de
um hidrogénio ligado a um 4atomo de nitrogénio. Esses dados, novamente, confirmam a
presenca de um nucleo aromatico, conforme ja havia sido observado em CCD e no espectro

de UV-Vis.



Figura 62. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da substancia CS.DI02.
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Figura 63. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da substancia CS.DI.02.

g @ - MmN o T M T
. @ Mmoo m @ @ o - ™M
2.2e+08
2.0e+08
1l.8e+08
1.6e+08
1.4e+08
1.2e+08
1.0e+08
8.0e+07
6.0e+07
e 4.0e+07
L
P 2.0e+07
D b PSS ——— i, Y S p— et el 0.0e+00
o O (= o o | My @
o — o o o |y =
o — ] — - o
o o o o (= e R
— - ' - P -
10.0 9.8 9.6 9.4 8.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 ppm

Figura 64. Ampliagio da regido entre 8y 7,30 e 8y 7,48 do espectro de RMN 'H (300 MHz,
CDCl;) da substancia CS.DI.02.
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Figura 65. Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) da substancia CS.DI02.
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Figura 66. Mapa de correlagdo HSQC da substancia CS.DI.02.
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A partir dos dados encontrados nos espectros de RMN, iniciou-se uma busca na

literatura por compostos aromaticos nitrogenados contendo um nticleo inddlico, semelhante a
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substancia CS.DIL.01 ja isolada. Li e colaboradores (1994) isolaram trés derivados inddlicos
(triptofol; 6-bromoindol-3-carbaldeido e indol-3-carbaldeido) e dois outros metabolitos (p-
hidroxibenzaldeido e penilacetamida) da esponja Halichondria sp. coletada em Todquio, no
Japdo. Ao comparar os dados de RMN 'H ¢ RMN "*C obtidos para a substdncia CS.DL02
com os descritos para o composto indol-3-carbaldeido, observou-se uma grande semelhanca

entre os sinais, conforme apresentado na Tabela abaixo (Tabela 12).

Tabela 12. Dados espectrais de RMN 'H e >C da substincia CS.DL02 em comparagio com
dados da literatura de Li e colaboradores (1994), para indol-3-carbaldeido.

CS.DI.02 Li e colaboradores (1994)
Atomo RMN 'H RMN “C RMN 'H RMN "“C
(300 MHz, CDCl5) (75 MHz, CDCl;) (300 MHz, CDCl5) (75 MHz, CDCls)
- 10,06 s 185,2 10,04 s 185,1
1 8,87 sl - 8,73 sl -
2 7,85d (J=2,3) 135,0 7,81d(J=3,3) 135,1
3 - n.a. - n.a.
Rh - n.a. - n.a.
4 8,33dd (J=2,0;3,4) 122,0 8,29d (J=17,7) 122,1
5 7,31 m 123,4 7,23 m 123,1
6 7,34 m 124,1 7,24 m 124,5
7 7,43d (J=1,8) 111,0 743d(J=173) 111,4
7 - n.a. - n.a.

n.a.: Sinais ndo atribuidos.

Apds comparagdo com a literatura, foi possivel confirmar a identidade da substincia
CS.D1.01 isolada como indol-3-carbaldeido (Figura 67), com férmula molecular CoH;NO e

massa molecular de 145,16 g/mol.
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Figura 67. Estrutura quimica do derivado inddlico isolado do coral 7. coccinea e identificado

como indol-3-carbaldeido.

A estrutura quimica da substancia CS.DI.02 pode ser confirmada como indol-3-
carbaldeido mediante analise por CG/MS. O cromatograma, o espectro de massas € a
comparagdo com a biblioteca (NIST Mass Spectral Library) podem ser observados a seguir

(Figuras 68 a 70).



Figura 68. Cromatograma da substancia CS.DI.02 obtido por CG/MS.
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Figura 69. Espectro de massas do pico no tempo de retencdo 8,59 (substincia CS.DI.02)
obtido por CG/MS.
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Figura 70. Comparagdo entre os dados de fragmentacdo de compostos disponiveis na

biblioteca NIST e a substancia CS.DI.02 (pico no tempo de retengao 8,590) por CG/MS.
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1 971 929 1H-INDOLE-3-CARBOXALDEHYDE 145
2 971 929 1H-INDOLE-3-CARBOXALDEHYDE 145
3 946 902 INDOLE-5-ALDEHYDE 145
4 939 895 INDOLE-6-CARBOXALDEHYDE 145
5 938 907 1H-INDOLE-3-CARBOXALDEHYDE 145
6 932 888 INDOLE-7-CARBOXALDEHYDE 145
¥ 911 854 INDOLE-2-CARBOXALDEHYDE 145
8 905 268 1H-INDOLE-3-CARBOXALDEHYDE 145
9 905 867 1H-INDOLE-4-CARBOXALDEHYDE 145
10 895 847 1H-INDOLE-4-CARBOXALDEHYDE 145
11 834 701 4-(2-FURYL)PYRIDINE 145
12 804 733 1H-INDOLE-3-ACE TAMIDE, N-(3-CHLORO-4-FLUOROPHENYL)- ALPHA.-OXO- 316
13 792 719 1H-INDOLE-3-ACE TAMIDE, N-{(2-CHLORO-8-FLUOROPHENYL)METHYL]- ALPHA -OX 330
14 778 709 1H-INDOLE-3-ACE TAMIDE, N-{(2-CHLOROPHENYL)METHYL]- ALPHA -OXO- 312
15 773 689 1H-INDOLE-3-ACE TAMIDE, N-{(4-CHLOROPHENYLMETHYL]- ALPHA.-OXO- 312
16 770 694 ETHANONE, 2-(4-CHLOROPHENYL)-2-HY DROXY-1-(1H-INDOL-3-YL})- 285
17 767 692 ETHANONE, 1-(3-INDOLYL)-2-(3-METHYLPHENYL)- 249
18 766 696 1H-INDOLE-3-ACE TAMIDE, N,N-DIMETHYL- ALPHA -OXO- 216
19 759 668 BENZOIC ACID, 4-[[2-(1H-INDOL-3-YL)-1,2-DIOXOETHYL]AMINO]-, ETHYL ESTER 336
20 756 708 1H-INDOLE-3-ACETIC ACID, ALPHA.-OXO- 189

Na Figura 70 pode-se observar que os dados de fragmentacdo da substancia

CS.DI1.02 obtidos por CG/MS (pico no tempo de retencao 8,590) equivalem aos da substancia

indol-3-carbaldeido, conforme comparagao interna com a biblioteca NIST.

Nas

mesmas condi¢cdes de andlise por CG/MS (descritas no

item 3.1.3

Equipamentos), nao foram obtidos cromatograma e espectros adequados para a substancia

CS.DI.01 (6-bromoindol-3-carbaldeido).

Além da investigacdo quimica, Li e colaboradores (1994) também avaliaram

biologicamente os metabolitos secundarios isolados, os quais mostraram atividade antifingica
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sobre Mortiereila ramannianus. A substancia indol-3-carbaldeido ja havia sido isolada da
bactéria Pseudomonas spp. por Wratten e colaboradores (1977), conforme mencionado
anteriormente.

Além das aplisinopsinas mostradas na Figura 13 (item [.2.2.1.1.1.1 Alcaloides
indolicos tipo aplisinopsina), Okuda e colaboradores (1982) também relataram o isolamento
de dois derivados indolicos (6-bromoindol-3-carbaldeido — CS.DI.01 e indol-3-carbaldeido —

CS.DI.02) para o coral 7. coccinea coletado em uma regiao da Pupukea, no Oahu, EUA.

4.3.7 Fracao CS.AG

Na andlise preliminar dos extratos do coral-sol por CCD, verificou-se a presenca de
uma mancha intensa, uma das principais nos extratos analisados, conforme Figura 32 (item
4.3 Fracionamento cromatogrdfico, purifica¢do e isolamento). Buscou-se o isolamento dessa
substancia a partir do extrato acetonico da coleta de junho de 2019, do qual ela pode ser
obtida em uma quantidade total de 24,8 mg, sendo denominada CS.AG. Ao ser analisada por
CCD, essa substancia apresenta uma mancha com coloragdo arroxeada apds revelagdo com
solucdo de anisaldeido sulfurico (Figura 71), em Rf 0,91°, ao utilizar-se hexano:acetato de

etila (96:4) como fase mével.

% Rf inadequado para analise da fragio CS.AG, embora essa fase mével tenha sido utilizada com o objetivo de
comparar a fracdo com o padrio de colesterol.
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Figura 71. Cromatograma da fragdo CS.AG. Fase movel: hexano:acetato de etila (96:4).

Cromatoplaca revelada com solugdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento. C: padrdo de

colesterol.
-
CS.AG C
o ¥
Fonte: Autoria propria. | Padrio de colesterol |

O espectro de infravermelho da fragdo CS.AG, por sua vez, indicou claramente a
presenca de uma carbonila de éster, dada a absor¢io de cerca de 1740 cm™ (Figura 72).
Entretanto, a presenca de duas bandas nessa regido sugere tratar-se de uma mistura. Mesmo

assim, a amostra foi analisada por RMN 'H.
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Figura 72. Espectro de infravermelho da fracdo CS.AG.
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O espectro de RMN 'H confirmou o tipo de estrutura de ésteres de acidos graxos de
cadeia longa, haja vista a propor¢do de metilas e metilenos de 1:16, conforme integragao
mostrada na Figura 74. O espectro RMN 'H indica ainda a presenca de insaturagio, dada a
presenca do sinal em oy 5,39; todavia, essa regido pode coincidir com o sinal do solvente
diclorometano. No mapa de correlagdo HSQC (Figura 75) € possivel, no entanto, observar que
o sinal em oy 5,39 correlaciona com o carbono dc¢ 128,2, indicando a presenca de uma ligagao

dupla.



Figura 73. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da fra¢do CS.AG.
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Figura 74. Ampliacao do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) da fra¢do CS.AG.
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Figura 75. Mapa de correlagdo HSQC da fragao CS.AG.
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A fracdo CS.AG também foi analisada por CG/MS. O cromatograma da Figura 76

indica a presenca de uma mistura complexa, com predominadncia de aproximadamente dez
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compostos e destaque para a substancia no tempo de retencao em 13,81. O espectro de massas

dessa substancia ¢ apresentado na Figura 77.

Figura 76. Cromatograma da fracdo CS.AG obtido por CG/MS.
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Figura 77. Espectro de massas do pico no tempo de retengdo 13,81 (fracdo CS.AG) obtido por
CG/MS.
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No espectro de massas da Figura 77 € possivel observar um padrdo de fragmentacao

com série tipica de hidrocarbonetos de cadeia longa (m/z =83/ 97/ 111/ 125 e 139), ndo sendo
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possivel detectar claramente o ion molecular nas condi¢des utilizadas na anélise. Dessa forma,
o conjunto de andlises realizado indica tratar-se de uma mistura complexa de ésteres de acido
graxo de cadeia longa. A purificagdo dessa fragdo nao foi realizada, devido a priorizagdo do

isolamento de substancias das classes dos perdxidos de esteroides e derivados inddlicos.

4.4 COMPARACAO CROMATOGRAFICA E QUIMICA ENTRE AS COLETAS

Ao comparar o perfil cromatografico das CLVs realizadas com cada extrato bruto,
pode-se perceber certo padrdo de coloragdo, polaridade e complexidade entre as fragdes
obtidas, principalmente entre os extratos brutos acetonicos das ultimas coletas, que seguiram
o mesmo procedimento de separacdo cromatografica. As CCDs de cada CLV (CLVs 1 a 8)

encontram-se mostradas nas Figuras 78 a 83.

Figura 78. Cromatograma das fragdes da CLV2 da coleta de abril de 2016 (extrato etanolico).
A) Fase modvel: hexano:acetato de etila (9:1). B) Fase movel: B.A.W. (6:1:2). Revelador:

solucdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento.

A B G:>| Peroxidos de esteroides |

Fonte: Autoria propria.
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Figura 79. Cromatograma das fragdes da CLV4 (extrato acetdnico) da coleta de maio de 2017.

Fase movel: hexano:acetato de etila (7:3). Revelador: solucdo de anisaldeido sulfurico sob

aquecimento.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 80. Cromatograma das fragdes da CLV5 (extrato etandlico) da coleta de maio de 2017.
A) Fase modvel: hexano:acetato de etila (7:3). B) Fase mével: B.A.W. (6:1:2). Revelador:

solucdo de anisaldeido sulfurico sob aquecimento.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 81. Cromatograma das fracdes da CLV6 (extrato acetonico) da coleta de maio de 2018

A. Fase movel: hexano:acetato de etila (7:3). Revelador: solugdo de anisaldeido sulfarico sob

aquecimento.

Peroxidos de esteroides | ¢D % | Derivados indolicos
Fonte: Autoria propria.

Figura 82. Cromatograma das fragdes da CLV7 (extrato acetdnico) da coleta de abril de 2019.
Fase moével: hexano:acetato de etila (7:3). Revelador: solugdo de anisaldeido sulfurico sob

aquecimento.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 83. Cromatograma das fracdes da CLV8 (extrato acetdnico) da coleta de junho de
2019. Fase movel: hexano:acetato de etila (7:3). Revelador: solugao de anisaldeido sulfurico

sob aquecimento.
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Fonte: Autoria propria.

As fragdes da particdo liquido-liquido realizada com o extrato bruto acetdnico de
2018 B também foram analisadas por CCD, conforme cromatoplaca representada a seguir

(Figura 84).

Figura 84. Cromatograma das fragdes da parti¢do liquido-liquido (extrato acetonico) da coleta
de maio de 2018 B. Fase movel: hexano:acetato de etila (8:2). Revelador: solucdo de

anisaldeido sulftrico sob aquecimento. C: padrdo de colesterol.

A

i -
'”- ”

2018B Hex CH,Cl, MeOH C

¥

Fonte: Autoria propria. | Padrio de colesterol |
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Na Figura 84 pode-se perceber que, ao modificar a metodologia de fracionamento do
extrato bruto acetonico da coleta de 2018 B, as fragdes da parti¢ao liquido-liquido mostraram
um mesmo padrdo cromatografico, revelando que essa ndo ¢ uma maneira tao eficiente para
um primeiro fracionamento do coral-sol, se comparado as CLVs.

Com relagdo as fragdes das CLVs em que as substancias foram isoladas, ao longo do
fracionamento cromatografico percebeu-se que os peroxidos de esteroides geralmente se
encontravam nas fragdes E (hexano:acetato de etila 8:2), F (hexano:acetato de etila 7:3) e/ou
G (hexano:acetato de etila 6:4). Ja a fragdo H (hexano:acetato de etila 1:1) era a que continha
os derivados inddlicos. Apos algumas coletas, foi possivel perceber que esse padrao se
mantinha ao se repetir a metodologia de separacdo cromatografica, facilitando o reisolamento
de tais substancias, conforme destacado nas cromatoplacas das Figuras acima. Nas fra¢des da
particdo liquido-liquido do extrato bruto acetonico de 2018 B, por sua vez, a substancia
CS.PE.02 isolada proveio da fragdo hexanica, ndo sendo encontradas outras substancias nas
fracoes em metanol e em diclorometano.

Com o objetivo de comparar os extratos das diferentes coletas, foi realizada analise
por CG/MS. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados na Figura 85. Em todos eles observa-
se a predominadncia da substancia em tempo de retencdo 39,80, cujo espectro de massas
(Figura 86 — Referente a coleta de junho de 2019) mostra claramente tratar-se do colesterol,

conforme comparac¢do com dados da literatura (Figura 88).
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Figura 85. Cromatogramas dos extratos brutos das coletas de maio de 2017, maio de 2018 A,

maio de 2018 B, abril de 2019 e junho de 2019.
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Figura 86. Espectro de massas do pico no tempo de retengdo 39,80 (extrato bruto acetonico da

coleta de junho de 2019) obtido por CG/MS.

ext_junho2019 7264 (39.833) Scan El+
6.63e7
100+ 131.2129
219.1585
%_
264.0559
69.2105
119.2823
275.2486
7
67.9807 386.4079
145.2633
301.3038
43.1609 255.2437
213.3688 353.3079
41.0845 100.1776 147.2607 287 4384
163.3633
95.2687 302.3333
| ‘ ‘ ‘ | 388.4690
0 u‘.“:}iw‘.‘“u"!‘!“".!u ‘.‘.‘\H“J!Hﬂ:”.‘_‘.u“.,“‘.‘""."‘..“.“.."r‘;‘.‘w”‘..‘.‘.h‘;‘.H‘w.m,."a‘,.m! miz

30 50 70 S0 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390



122

Figura 87. Espectro de massas do colesterol.
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Fonte: CHRISTIE, 2018, modificado pela autora.

Um resumo das substancias isoladas, suas classes quimicas, nomenclaturas oficiais e

estruturas quimicas encontra-se na Tabela 13.
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Tabela 13. Substancias isoladas dos extratos do coral 7. coccinea.

Cédigo Classe quimica Nome quimico Estrutura quimica

2
Z,

Peroxido de (24E)-50,8a-epidioxi-24-etil-

CS.PE.01 ) .
esteroide colesta-6,24(28)-dien-33-ol
Peroxido de (22E,24S5)-50,80-epidioxi-24-
CS.PE.02 ) )
esteroide metil-colesta-6,22-dien-3f-ol
Peréxido de
CS.PE.03 ) Nio identificada Nao identificada
esteroide
o
Derivado
CS.DI.01 6-bromoindol-3-carbaldeido
indélicos AN
Br H
0
A\
Derivado
CS.DI.02 ) Indol-3-carbaldeido
inddlicos \
N
H
CS.AG Fragdo rica em ésteres de acidos graxos de cadeia longa

Na Tabela 14, a seguir, encontra-se descrita a relagdo entre os extratos do coral-sol e
as substancias isoladas. Pode-se perceber que grande parte das substincias isoladas foi
encontrada no solvente extrator acetona, variando conforme data de coleta. A acetona ¢ um
solvente de facil evaporagdo e, em virtude da sua polaridade, extrai uma menor quantidade de

sal do material marinho, comparada ao etanol.
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Tabela 14. Substancias isoladas dos extratos do coral T. coccinea, conforme cada coleta

realizada.
Data da coleta Extrato Substincia isolada Massa (mg)
Abril de 2016 Extrato etanolico CS.PE.O1 25,1
) CS.PE.03 5,7
Extrato acetonico
CS.DIL.01 15,1%*
Maio de 2017
CS.PE.02 8,3
Extrato etanolico
CS.DIL.01 15,1%*
CS.PE.02 130,2
Maio de 2018 A Extrato acetonico CS.DI1.01 14,7
CS.DIL.02 5,5
Maio de 2018 B Extrato aceténico CS.PE.02 4,5
CS.PE.02 33,5
Abril de 2019 Extrato aceténico
CS.DIL.01 13,6
CS.PE.01 20,7
CS.DIL.01 6,9
Junho de 2019 Extrato acetonico
CS.DIL.02 25,3
CS.AG 24,8

* Apos coluna Sephadex® LH-20 realizada com fra¢des obtidas dos extratos brutos acetdnico e etanolico.

Na tabela acima também ¢é possivel observar que a substancia isolada em maior

quantidade do coral 7. coccinea ¢ o peroxido de esteroide CS.PE.02, encontrada no extrato

etanodlico da coleta de maio de 2017 e nos extratos acetonicos das coletas de 2018 A, 2018 B e

abril de 2019, em uma quantidade total de 176,5 mg.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

A seguir serdo abordados os resultados obtidos na avaliacdo das atividades

citotoxica, anti-herpética e antiprotozodria dos extratos brutos e das substancias isoladas.
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4.5.1 Atividade biologica dos extratos
Os extratos brutos das coletas de abril de 2016, maio de 2017, maio de 2018 A ¢
maio de 2018 B tiveram suas atividades citotoxica e anti-herpética avaliadas. Com relagdo a
atividade antiprotozoaria, somente o extrato de abril de 2016 foi testado. Os extratos de abril
de 2019 e de junho de 2019 nao foram incluidos nos ensaios.
4.5.1.1 Atividades citotoxica e anti-herpética

a) Atividade citotoxica

Os resultados de atividade citotoxica dos extratos brutos das coletas de abril de 2016,

maio de 2017, maio de 2018 A e maio de 2018 B sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Efeitos antiproliferativos em linhagens celulares tumorais (A549, HCT-8 e H460)

e ndo-tumoral (Vero) apds 48 h de experimento pelo método da Sulforrodamina B.

Clsp (ng/mL)
Amostras
A549 HCT-8 H460 Vero
EB etanélico 2016 >250 >500 >250 >250
EB etanolico 2017 >250 >250 >250 >250
EB acetonico 2017 >250 115,3 (96,0-138,5) >250 >250
EB acetonico 2018 A 214,4 (153,6-299,1)  113,2 (79,9-160,1) >250 >250
EB acetonico 2018 B >250 >250 >250 >250
Fracao 2018 B —
68,7 (49,9-86,5) 29,4 (24,1-35,9) 140,0 (69,2-193,3) 117,7 (62,7-220,8)
Diclorometano
Fracio 2018 B —
131,8 (111,9-155,4)  131,5(95,8-180,5) >250 208,7 (133,9-295,4)
Hexano
Fracao 2018 B —
>250 >250 >250 >250
Metanol

A549 e H460: células ndo-pequenas de tumor de pulmao humano; HCT-8: células de adenocarcinoma ileocecal
humano; Vero: fibroblastos de rim de macaco verde da Africa; Cls,: concentragio que inibe 50% da proliferagdo
celular. Os resultados sdo representativos de dois experimentos independentes (Intervalo de Confianga 95%).

EB: extrato bruto.
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Pelos dados mostrados acima (Tabela 15), pode-se perceber que a fracdo em
diclorometano obtida a partir da parti¢ao liquido-liquido realizada com o extrato bruto de
2018 B foi a mais promissora, com uma Clsy de 68,7 pug/mL para A549, 29,4 pug/mL para
HCT-8 e 140,0 pg/mL para H460. Durante o fracionamento cromatografico dessa fra¢do, nao
foi detectada nenhuma das substancias ja isoladas. Essa fracdo também mostrou uma baixa
citotoxicidade para a linhagem de células nao tumorais Vero (117,7 pg/mL). O extrato bruto
acetonico da coleta 2018 B, que deu origem a tal fragdo, ndo se mostrou ativo afinal de

contas.

b) Atividade anti-herpética

Os resultados da avalia¢ao da atividade anti-herpética dos extratos brutos das coletas
de abril de 2016, maio de 2017, maio de 2018 A e maio de 2018 B encontram-se na Tabela
16. As concentracdes utilizadas no experimento foram definidas pelo grupo colaborador,

conforme protocolos pré-estabelecidos.

Tabela 16. Atividade anti-herpética sobre o virus HSV-1 (cepas KOS e 29R) apos 48 h de

experimento por meio do ensaio de reducdo do niumero de placas de lises virais.

Porcentagem de inibi¢ao (%)

Amostras Concentrag¢ao (ug/mL)*
Cepa KOS Cepa 29R
EB etandélico 2016 200 50,9+0,8 49,949,5
EB etanolico 2017 100 8,8+2.4 11,4+5,7
EB acetonico 2017 100 46,5+10,5 55,7+11,0
EB acetonico 2018 A 100 25,3+12,3 25,8448
EB acetonico 2018 B 100 30,2+9,7 27,0+5,1
2018 B — Diclorometano 50 60,9+18,3 52,2+10,4
2018 B — Hexano 100 21,7+8.8 30,0+11,4
2018 B — Metanol 100 39,1+10,2 32,5+8,1

Os dados estdo expressos como porcentagens de inibi¢do da replicacdo viral em relagdo ao controle viral e sdo
representativos de dois experimentais independentes + desvio padrdo da média. * Maior concentragdo testada,
que ndo foi citotoxica para as células Vero.

EB: extrato bruto.
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Com os resultados apresentados na Tabela 16 ¢ possivel perceber que, novamente, a
fracao 2018 B — Diclorometano, obtida a partir da parti¢ao liquido-liquido realizada com o
extrato bruto acetonico da coleta de 2018 B, foi a mais promissora, apresentando uma
porcentagem de inibigdo de 60,9% sobre a cepa KOS e de 52,2% sobre a cepa 29R. Os
extratos brutos das coletas de abril de 2016 (50,9% para cepa KOS e 49,9% para cepa 29R) e
de maio de 2017 (46,5% para cepa KOS e 55,7% para cepa 29R) também apresentaram
resultados significativos, porém nao tiveram seu indice de seletividade determinado em ensaio
posterior, uma vez que os resultados de porcentagem de inibi¢cao foram inferiores ao valor de
corte de 50%.

Com a fracdo 2018 B — Diclorometano foi realizado um novo ensaio, utilizando-se a
mesma metodologia anterior, com o objetivo de determinar o seu indice de seletividade. Os

resultados encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17. Atividade anti-herpética da fracdo 2018 B — Diclorometano sobre o virus HSV-1
(cepas KOS e 29R), em 48h de experimento, mediante ensaio de reducdo do niumero de placas

de lises virais.

CCs) (ug/mL) CIs (ug/mL) £ DP IS
Amostra HSV-1 HSV-1
Células Vero KOS 29R
Cepa KOS Cepa 29R
Fracao 2018 B —
117,7 36,1+9,3 40,3+8,5 3,2 2.9
Diclorometano

Vero: Fibroblastos de rim de macaco verde da Africa; CCs,: concentragdo que inibe 50% da proliferagio celular;
Cls: concentragdo que inibe 50% da replicagdo viral; IS: indice de Seletividade (CCs, / Cls); os resultados sdo

representativos de dois experimentos independentes + desvio padrao da média.

Conforme mostrado na Tabela acima (Tabela 17), a fragdo 2018 B — Diclorometano

apresentou um indice de seletividade de 3,2 para a cepa KOS e 2,9 para a cepa 29R.
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4.5.1.2 Atividade antiprotozoaria
Com relagdo a avaliagao da atividade antiprotozodria, somente o extrato bruto
etandlico de 2016 foi testado, utilizando amastigotas de 7. cruzi, L. amazonensis e L.

infantum. Os resultados encontram-se na Tabela 18.

Tabela 18. Triagem antiprotozoaria utilizando amastigotas intracelulares de 7. cruzi, L.

amazonensis ¢ L. infantum expressando B-galactosidase.

Amostra Porcentagem de inibicio (%)
T. cruzi
EB etanolico 2016 Inativo
Benznidazol 20 pM 90,9+0,6
L. amazonensis
EB etanolico 2016 9,4+2.4
Anfotericina 2 pM 96,6+1,8
L. infantum
EB etanolico 2016 24,6+2.9
Anfotericina 8§ pM 78,9£7,3

EB: extrato bruto.

O extrato bruto etanolico da coleta de abril de 2016 foi testado em uma concentragao
de 50 pg/mL, definida conforme protocolos internos do grupo parceiro. De acordo com os
dados mostrados na Tabela 18, o extrato bruto etandlico da coleta de abril de 2016 mostrou-se
inativo para 7. cruzi. Ao ser testado sobre amastigotas de L. amazonensis e de L. infantum, o
extrato apresentou uma porcentagem de inibicdo de 9,4% e de 24,6%, respectivamente,

resultados abaixo do valor de corte de 50,0% de inibicao.

4.5.2 Atividade biolégica das substancias isoladas

4.5.2.1Atividades citotoxica e anti-herpética

Das cinco substancias isoladas do coral 7. coccinea, dois perdxidos de esteroides

(CS.PE.O1 e CS.PE.02) tiveram sua atividade citotoxica e anti-herpética avaliada. A
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substancia CS.PE.02 acetilada também foi testada, assim como uma fracdo contendo uma

mistura dos dois derivados inddlicos (CS.DI.01 e CS.DI.02).

a) Atividade citotdxica

Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade citotoxica encontram-se na Tabela

19.

Tabela 19. Efeitos antiproliferativos em linhagens celulares tumorais (A549, HCT-8 e H460)

e ndo-tumoral (Vero) apds 48 h de experimento pelo método da Sulforrodamina B.

Cls (ng/mL)
Amostras
A549 HCT-8 H460 Vero
CS.PE.O1 47,8 (38,1-60,0) 19,3 (16,5-22,4) 48,4 (26,1-89,7) 37,5 (30,6-45,9)
CS.PE.02 45,1 (31,2-65,1) 17,3 (12,2-24,4) 82,6 (39,6-172,4) 61,2 (26,2-143,0)
CS.PE.02 acetilado 93,7 (75,4-116,4) 102,1 (85,2-122,3) >250 2441 (147,4-304,1)
Fracio contendo
81,3 (62,3-106,2) 48,9 (42,9-55,7) 189,5 (98,8-222,1)  106,5 (88,2-155,7)

CS.DI.01 + CS.DL.02

A549 e H460: células ndo-pequenas de tumor de pulm@o humano; HCT-8: células de adenocarcinoma ileocecal
humano; Vero: fibroblastos de rim de macaco verde da Africa; Clsy: concentragdo que inibe 50% da proliferagio

celular. Os resultados sdo representativos de dois experimentos independentes (Intervalo de Confianga 95%).

Conforme dados apresentados na Tabela 19, os perdxidos de esteroides CS.PE.O1 e
CS.PE.02 foram mais promissores a linhagem células tumorais HCT-8, com uma Cls, de 19,3
pg/mL e 17,3 pg/mL, respectivamente, além de uma baixa citotoxicidade sobre a linhagem
nao tumoral Vero (Clso de 37,5 pg/mL para CS.PE.O1 e¢ 61,2 pg/mL para CS.PE.02). A
substancia CS.PE.02 acetilada, no entanto, apresentou resultados mais elevados de Clsg
quando comparada aos dois peroxidos de esteroides (CS.PE.O1 e CS.PE.02).

Os derivados indodlicos CS.DI.01 e CS.DI.02 isolados ndo tiveram sua citotoxicidade
determinada individualmente, embora uma fragdo contendo uma mistura das duas substancias
tenha sido analisada, conforme resultados apresentados na Tabela 19, os quais indicam uma
moderada citotoxicidade sobre as linhagens testadas (Clsy para linhagens tumorais de 81,3
pg/mL sobre A549, 48,9 ug/mL sobre HCT-8 e 189,5 pg/mL sobre H460 e Clsy de 106,5

png/mL sobre a linhagem nao tumoral Vero).
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Comparando com dados da literatura, Abourriche e colaboradores (2000) isolaram
pela primeira vez um perdxido de esteroide (Figura 89) do tunicado Cynthia savignyi,
coletado em Marrocos. O perdxido de esteroide também apresentou atividade antifingica
sobre fungos patogénicos de tomates: Botrytis cinérea (halo de inibicdo de 9 mm), Fusarium
oxysporum (halo de inibi¢cdo de 15 mm) e Verticillium albo atrum (halo de inibigdo de 7 mm),
além de atividade antibacteriana sobre Agrobacterium tumefaciens (halo de inibicdo de 18
mm), Escherichia coli (halo de inibicao de 5 mm), Staphylococcus faecalis (halo de inibi¢ao
de 6 mm), Staphylococcus aureus (halo de inibi¢do de 12 mm) e Pseudomonas aeruginosa

(halo de inibi¢do de 13 mm).

Figura 88. Peroxido de esteroide isolado do tunicado Cynthia savignyi.

Fonte: ABOURRICHE et al., 2000.

Yen e colaboradores (2013), ao investigarem o coral Sinularia gaweli coletado em
Taiwan, isolaram dois peroxidos de esteroides e um esteroide. A citotoxicidade das trés
substancias foi avaliada sobre linhagens tumorais humanas (K562: leucemia
eritromieloblastoide; MOLT-4: leucemia linfoblastica aguda; HL-60: leucemia
promielocitica), usando o ensaio colorimétrico do MTT (sal tetrazélico) modificado. Dentre
os resultados obtidos, o esteroide (estrutura 83 da Figura 90) foi o mais promissor,
apresentando uma Clsy de 3,39 pg/mL sobre a linhagem de células tumorais HL-60. Os
peréxidos de esteroides (estruturas 81 e 82 da Figura 90) nao foram ativos quando testados na

concentragdo de 20 pg/mL, durante 72 horas de experimento.
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Figura 89. Esteroides isolados do coral Sinularia gaweli.
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Fonte: YEN et al., 2013.
b) Atividade anti-herpética

Na Tabela 20 encontram-se os resultados obtidos na avaliagdo da atividade anti-

herpética.

Tabela 20. Atividade anti-herpética sobre o virus HSV-1 (cepas KOS e 29R) apos 48 h de

experimento por meio do ensaio de reducdo do niumero de placas de lises virais.

Porcentagem de inibicio (%)

Amostras Concentrac¢iao (ng/mL)*
Cepa KOS Cepa 29R
CS.PE.O1 25 0,0 0,0
CS.PE.02 50 15,2+5,9 10,6+2,9
CS.PE.02 acetilado 100 65,2+12,5 60,3+14,1
Fracio contendo
50 54,3123 42,6+179

CS.DI1.01 + CS.DI.02

Os dados estdo expressos como porcentagens de inibi¢do da replicacdo viral em relagdo ao controle viral e sdo
representativos de dois experimentais independentes + desvio padrdo da média. * Maior concentragdo testada,

que nao foi citotdxica para as células Vero.
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Com relagdo a atividade anti-herpética, a fracdo contendo a mistura dos derivados
indolicos CS.DI.01 e CS.DIL.02 apresentou uma porcentagem de inibicdo de 54,3% sobre a
cepa KOS e de 42,6% sobre a cepa 29R, conforme resultados apresentados na Tabela 20.

Ao contrario da atividade citotoxica, a substincia CS.PE.02 acetilada foi a mais
promissora dos peroxidos de esteroides para atividade anti-herpética (Tabela 20),
apresentando uma porcentagem de inibicdo de 65,2% sobre a cepa KOS e de 60,3% sobre a
cepa 29R, resultados bastante superiores se comparados aos peroxidos de esteroides CS.PE.O1
e CS.PE.02. Por esse motivo foi determinado o indice de seletividade da substancia CS.PE.02

acetilada, mediante um novo ensaio. Os resultados encontram-se na Tabela 21.

Tabela 21. Atividade anti-herpética da substancia CS.PE.02 acetilada sobre o virus HSV-1
(cepas KOS e 29R), em 48h de experimento, mediante ensaio de reducdo do niumero de placas

de lises virais.

CCsy(ng/mL) Clsy (ng/mL) £ DP IS
Amostra
HSV-1 HSV-1
Células Vero KOS 29R
Cepa KOS Cepa 29R
CS.PE.02 acetilado 2441 68,5+8,3 57,4+4.,9 3,6 4,2

Vero: Fibroblastos de rim de macaco verde da Africa; CCs,: concentragdo que inibe 50% da proliferagio celular;
Cls: concentragdo que inibe 50% da replicagdo viral; IS: indice de Seletividade (CCs, / Cls); os resultados sdo

representativos de dois experimentos independentes + desvio padrdo da média.

A substancia CS.PE.02 acetilada, conforme mostrado na Tabela acima (Tabela 21),

apresentou um indice de seletividade de 3,6 para a cepa KOS e 4,2 para a cepa 29R.

4.5.2.2 Atividades antiprotozoaria

Das substancias isoladas, somente o peroxido de esteroide CS.PE.Ol teve sua

atividade antiprotozodria avaliada. Os resultados encontram-se mostrados na Tabela 22.
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Tabela 22. Triagem antiprotozoaria utilizando amastigotas intracelulares de 7. cruzi, L.

amazonensis ¢ L. infantum expressando [-galactosidase.

Amostra Porcentagem de inibicdo (%) Cls (ng/mL) CCs) (ug/mL) IS
T. cruzi

CS.PE.01 96,5+0,1 15,0+0,9 56,349,2 3,7

Benznidazol 20 pM 90,9+0,6 - - -
L. amazonensis

CS.PE.01 39,243,6 - - -

Anfotericina 2 pM 96,6+1,8 - - -
L. infantum

CS.PE.01 52,1£7,5 32,1+5,7 - -

Anfotericina 8§ pM 78,9+£7.3 27,840,9 1,7£0,03 6,4

Ao contrario do extrato bruto etandlico da coleta de abril de 2016, a substincia
CS.PE.O1 demonstrou uma promissora atividade antiprotozodria, com uma porcentagem de
inibi¢do de 96,5% para T. cruzi e 52,1% para L. infantum. Somente para o protozoario 7. cruzi
¢ que a porcentagem de inibi¢do da substancia testada (96,5%) foi superior a porcentagem de
inibicdo do controle (90,9% — benznidazol), tendo, assim, seu indice de seletividade

determinado (IS = 3,7).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foram investigados extratos brutos obtidos a partir de seis
coletas do coral 7. coccinea, realizadas na Ilha do Arvoredo, em Santa Catarina, em épocas
variadas: abril de 2016, maio de 2017, maio de 2018 A, maio de 2018 B, abril de 2019 e
junho de 2019.

Ao todo, foram isoladas cinco substancias dessa espécie, pertencentes a duas classes
quimicas distintas: peroxidos de esteroides (CS.PE.O1, CS.PE.02 ¢ CS.PE.03) e derivados
indolicos (CS.DL.01 e CS.DI.02). Dessas, apenas a substancia CS.PE.03 nao teve sua estrutura
quimica identificada, por ter sido pouco isolada e, também, em razao da maior complexidade
de sinais observados nos espectros de RMN 'H e RMN "*C.

Embora haja registros na literatura para as cinco substancias isoladas, somente os
derivados indolicos ja foram descritos para a espécie 7. coccinea, conforme trabalho realizado
por Okuda e colaboradores (1982), com o isolamento dos metabolitos indol-3-carbaldeido e 6-
bromoindol-3-carbaldeido. Esses derivados inddlicos também ja foram isolados da esponja
Pseudosuberites hyalinus, por Rasmussem e colaboradores (1993), e da esponja Halichondria
sp., por Li e colaboradores (1994) — publicagdes essas que foram Uuteis para a comparagao dos
dados de RMN 'H e RMN "C.

Ao contrario dos derivados inddlicos, este € o primeiro registro para os peroxidos de
esteroides no coral 7. coccinea. Anteriormente, essa classe quimica ja havia sido isolada dos
organismos marinhos Ascidia nigra, Dendrogyra cylindrus, Thalysias juniperina € Aplysia
dactylomela, segundo relatos de Gunatilaka e colaboradores (1981), dos tunicados Phalhsia
mamillata e Ciona intestinalis, conforme publicagdo de Guyot e Durgeat (1981) e da esponja
Monanchora sp., por Mun e colaboradores (2014). Ioannou e colaboradores (2009), por sua
vez, isolaram peroxidos de esteroides da gorgdnia FEunicella cavolini e da ascidia
Trididemnum inarmatum, trabalho esse que permitiu a comparacdo entre os dados dos
espectros de RMN "H e RMN °C.

A espécie T. coccinea € nativa do Oceano Pacifico, embora ja tenha sido encontrada
em diversas outras localidades, como Golfo do M¢éxico, Caribe, Curagao, Equador e Brasil.
Esse processo de invasdo possivelmente estd relacionado a abertura do canal do Panama e

consequente intensificacdo da navegacdo (CREED et al., 2016). Sabe-se que sua vinda ao
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Brasil ocorreu no final do século XX, provavelmente através de sua incrustagdo em navios e
plataformas de petroleo, conforme relatos de Paula e Creed (2005), Lages e colaboradores
(2010), Silva e colaboradores (2011 e 2014) e Mantelatto e colaboradores (2011).

Quando se encontra fora do seu ambiente de origem (oceano Pacifico), o coral-sol é
considerado uma espécie invasora, capaz de alterar o ecossistema local e de causar prejuizos a
pesca e ao turismo (OIGMAN-PSZCZOL et al., 2017). Na presenca de espécies invasoras,
uma forma de manter o equilibrio ecolégico do ambiente marinho ¢ fazendo-se uso de planos
de manejo, como os realizados pelo ICMBio na Rebio Marinha do Arvoredo. Embora haja um
planejamento para a realizagdo de planos de manejo periodicos, o coral 7. coccinea ¢ uma
espécie de rapida reproducdo, ja que produz larvas de forma sexuada e assexuada (PRECHT
et al., 2014). Na Ilha do Arvoredo ¢ observada uma grande dominincia desse coral
comparativamente as espécies nativas.

Apesar da baixa variedade quimica, os dois peroxidos de esteroides isolados e
identificados (CS.PE.O1 e CS.PE.(02), ao terem sua atividade citotoxica testada, mostraram-se
bastante interessantes. Sobre a linhagem de células tumorais HCT-8, as substancias CS.PE.O1
e CS.PE.02 foram as mais promissoras, com uma Clsy de 19,3 pg/mL e 17,3 pg/mL, além de
uma baixa citotoxicidade sobre a linhagem ndo tumoral Vero (Clso de 37,5 pg/mL para
CS.PE.OI e 61,2 ng/mL para CS.PE.02). Ainda que essas substancias tenham sido testadas
sobre células tumorais humanas, os resultados de citotoxicidade podem sugerir que os
peroxidos de esteroides sejam os responsaveis pela capacidade invasora de 7. coccinea. E
possivel que, no ambiente marinho, essa espécie libere tais substancias como forma de defesa
e de agressdo contra espécies nativas. Para confirmar essa suposi¢cdo, no entanto, seriam
necessarios experimentos ecologicos de simulagdo ou in situ.

No que tange a avaliagdo da atividade antiprotozoaria, o peroxido de esteroide
CS.PE.O1 demonstrou-se promissor, com uma porcentagem de inibicao de 96,5% para T.
cruzi e 52,1% para L. infantum. Para o protozoario 7. cruzi, a porcentagem de inibicdo da
substancia testada (96,5%) foi superior a porcentagem de inibicdo do benznidazol (90,9% —
controle), fArmaco utilizado no tratamento da doenga de Chagas.

Bianco e colaboradores (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos e
fracdes do coral-sol coletado na Ilha do Arvoredo pelo método de difusdo em disco e

bioautografia. Ao todo foram testadas 21 cepas/isolados, sendo 14 cepas ATCC (dentre as
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quais: Candida tropicalis, Clostridium sporogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium e Shigella flexneri) e sete isolados de pacientes de um hospital de Santa Catarina
(Acinetobacter baumannii, E. faecium, K. pneumoniae, K. pneumoniae Carbapenemase, S.
aureus, S. aureus resistente a meticilina e E. faecalis resistente a vancomicina). As fra¢des n-
butanol e aquosa demonstraram atividade sobre as cepas ATCC de S. aureus (MIC 31,25 ¢
250 ug/mL), S. typhimurium (MIC 125 e 500 pg/mL), E. coli (MIC 62,5 ¢ 500 pg/mL) e P.
aeruginosa (MIC 62,5 e 500 pg/mL). A fracdo n-butanol também mostrou atividade sobre as
cepas clinicas de S. aureus (MIC 62,5 ng/mL), K. pneumoniae Carbapenemase (MIC 125
pg/mL), S. aureus resistente a meticilina (MIC 125 pg/mL) e E. faecalis resistente a
vancomicina (MIC 62,5 pg/mL).

Essa pesquisa teve inicio em 2012 e foi desenvolvida na UFSC, pelos alunos de pds-
doutorado Everson Miguel Bianco e Simone Quintana de Oliveira e pela doutoranda Maria
Izabel Goularte Moritz, vinculados ao PGFar/UFSC, com o estudo do coral 7. coccinea
coletado na Ilha do Arvoredo. A época, fazendo-se uso do material marinho coletado, foi
realizado o processo de extracdo de seus compostos, utilizando-se etanol como solvente
extrator. Com a fragdo n-butanol, obtida a partir de uma parti¢do liquido-liquido, foram
realizadas analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de
Massas (HPLC/MS) na Universidade de Buenos Aires, na Argentina7. Essa fracao foi
escolhida para as analises em fun¢do dos resultados de atividade antimicrobiana mencionados
anteriormente no trabalho de Bianco e colaboradores (2016).

Em tais analises, os cromatogramas foram obtidos por intermédio do detector
ultravioleta, utilizando-se o comprimento de onda de 280 nm, apropriado para deteccdo de
derivados inddlicos, enquanto os espectros de massas das substancias detectadas foram
obtidos por Ionizagdo Quimica a Pressdao Atmosférica (APCI). Nos cromatogramas e
espectros de massas representados nas Figuras a seguir (Figuras 90, 94, 96 e 98), destaca-se a

presenca de substincias pertencentes a classe quimica dos derivados indolicos.

7 Agradecemos & professora Dra. Gabriela Cabrera e ao professor Dr. Jorge Alejandro Palermo a realizagdo das
andlises.
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Figura 90. Cromatograma da fra¢do n-butanol do coral 7. coccinea, com destaque para as

substancias 5, 6,9 e 17.
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—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 3, 13.4 min tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 4, 14.0 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 5, 14.9 min tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 6, 15.8 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 7, 16.6 min tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 8, 17.7 min
— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 9, 17.9 min —— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 10, 18.3 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 11, 19.5 min —— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 12, 20.2 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 13, 20.6 min — tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 14, 22.4 min
tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 15, 22.9 min tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 16, 23.2 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 17, 23.4 min — tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 18, 23.8 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 19, 24.3 min tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 20, 24.5 min
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— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:;, Cmpd 25, 29.7 min tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 26, 30.3 min
—— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 27, 30.5 min —— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 28, 30.8 min
tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 29, 31.0 min —— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 30, 31.5 min
tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 31, 31.7 min —— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 32, 32.2 min
tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 33, 32.3 min —— tubastrea apci_1-C,3_01_326.d: Dissect:, Cmpd 34, 32.4 min

No cromatograma da Figura 90 acima ¢ possivel observar que a substancia de
nimero 9 ¢ a majoritaria da fragdo n-butanol do coral 7. coccinea. A seguir serd dada énfase

para as substancias 5, 6, 9 e 17 destacadas na Figura 90.
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— Substancia numero 5: O espectro de massas (Figura 91) aponta um pico base m/z
241,1085 que, através de comparacdo com a biblioteca disponivel no equipamento, apresenta
a formula molecular C3H;3N40, possivelmente uma aplisinopsina, conforme representado na

Figura 92.

Figura 91. Espectro de massas da substancia 5 (pico m/z 241,1085).

|nten55--5. +MS, Dissect, 14.7-15.3min #(875-911)
x10°]

5] 241.1085
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Figura 92. Possivel estrutura quimica para a substancia 5 (2’-dimetilaplisinopsina).
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— Substincia nimero 6: O espectro de massas (Figura 93) aponta um pico base m/z
146,0602, apresentando a féormula molecular CoHgNO, indicando a presenca do derivado
indolico indol-3-carbaldeido (Figura 94). Essa substancia equivale a isolada no presente

trabalho e denominada CS.DI.02.
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Figura 93. Espectro de massas da substancia 6 (pico m/z 146,0602).
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Figura 94. Estrutura quimica para a substancia 6 (indol-3-carbaldeido).
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— Substiancia nimero 9: Substiancia majoritaria da fracdo n-butanol do coral 7. coccinea
coletado em 2012, na Ilha do Arvoredo. O espectro de massas (Figura 95) aponta um pico

base m/z 319,0187, apresentando a férmula molecular C;3H;,BrN4O, possivelmente uma

aplisinopsina (Figura 96).



140

Figura 95. Espectro de massas da substancia 9 (pico m/z 319,0187).
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Figura 96. Possivel estrutura quimica para a substancia 9 (6-bromo-2’-dimetilaplisinopsina).
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— Substincia nimero 17: E a segunda substancia presente em maior quantidade na fracio n-
butanol do coral 7. coccinea coletado em 2012. O espectro de massas (Figura 97) aponta um
pico base m/z 223,9710, apresentando a formula molecular CoH7BrNO, indicando a presenca
do derivado indolico 6-bromoindol-3-carbaldeido (Figura 98). Essa substancia equivale a

isolada no presente trabalho e denominada CS.DI.O1.
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Figura 97. Espectro de massas da substancia 17 (pico m/z 223,9710).
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Figura 98. Estrutura quimica para a substancia 17 (6-bromoindol-3-carbaldeido).
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Conforme o cromatograma e os espectros de massas obtidos por HPLC/MS
apresentados anteriormente, a fragdo n-butanol do coral 7. coccinea coletado na Ilha do
Arvoredo, em 2012, ja apontava para a presenca das substancias indol-3-carbaldeido e 6-
bromoindol-3-carbaldeido. Esses mesmos metabdlitos puderam ser isolados no presente
trabalho; todavia, outros derivados de alcaloides da classe das aplisinopsinas ndo foram
detectados nos extratos analisados. Em todos os seis extratos investigados, as substancias com
forte extingdo de fluorescéncia (254 nm) em CCD tratavam-se dos derivados inddlicos indol-
3-carbaldeido e 6-bromoindol-3-carbaldeido.

No que concerne a investigagao biologica do coral 7. coccinea, somente o estudo de
Bianco e colaboradores (2016) foi encontrado. Dai que os resultados de atividade bioldgica,
apresentados nesse trabalho, se tornem ainda mais relevantes, pois esse ¢ um campo de estudo

pouco explorado dessa espécie.
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6 CONCLUSOES

¢ O fracionamento cromatografico dos extratos brutos obtidos a partir das seis coletas (abril
de 2016, maio de 2017, maio de 2018 A, maio de 2018 B, abril de 2019 e junho de 2019)
levou ao isolamento de cinco substancias, pertencentes a duas classes quimicas distintas:
perdoxidos de esteroides (CS.PE.O1, CS.PE.02 e CS.PE.03) e derivados indolicos (CS.DIL.O1 e
CS.DL.02);

¢ Perdxidos de esteroides:

— CS.PE.O1 - Foi identificado como (24E)-5a,8a-epidioxi-24-etil-colesta-6,24(28)-dien-
3pB-ol, com base nos espectros de RMN ('H, "*C e mapa de correlagio HSQC) e
comparac¢ao com dados da literatura de loannou e colaboradores (2009).

— CS.PE.02 = Foi identificado como (22E,24S)-50,80a-epidioxi-24-metil-colesta-6,22-
dien-3p-ol, com base nos espectros de RMN ('H, *C e mapa de correlagio HSQC) ¢
conforme compara¢ao com dados da literatura de loannou e colaboradores (2009).

— CS.PE.O3 - Peroxido de esteroide ndo identificado em razdo de sua baixa quantidade e

de sua maior complexidade.

e Derivados inddlicos:
— CS.DI.0O1 = Foi identificado como 6-bromoindol-3-carbaldeido, com base nos
espectros de UV-Vis e de RMN ('H, "°C e mapa de correlagio HSQC) e comparacio
com a literatura de Rasmussen e colaboradores (1993).
— CS.DI.02 - Foi identificado como indol-3-carbaldeido, com base nos espectros de UV-
Vis e de RMN ('H, “C e mapa de correlagdo HSQC) e comparacdo com a literatura de
Li e colaboradores (1994).

e A partir do extrato bruto acetdnico da coleta de junho de 2019, foi obtida uma fragdo rica
em ésteres de acidos graxos (CS.AG), conforme dados de CG/MS. Esses compostos,
conforme andlises por CCD, também foram observados nas demais coletas, mostrando-se

majoritarios em comparagdo com substancias isoladas.
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e Com relacdo a avaliacdo da citotoxicidade, as substincias CS.PE.01 e CS.PE.02
apresentaram uma Clsy de 19,3 pg/mL e de 17,3 pg/mL sobre a linhagem de células tumorais
HCT-8, respectivamente, além de uma baixa citotoxicidade sobre a linhagem nao tumoral

Vero (Clso de 37,5 pg/mL e 61,2 ug/mL, respectivamente).

e Na avaliagdo da atividade antiprotozoaria, por meio de testes sobre amastigotas de 7. cruzi,
de L. amazonensis e de L. infantum, o perdxido de esteroide CS.PE.O1 apresentou uma
porcentagem de inibicdo de 96,5% para T. cruzi (superior a porcentagem de inibicdo do

farmaco de referéncia benznidazol) e 52,1% para L. infantum.
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Fragdo Metanol: CS21
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Legenda:

EB: Extrato bruto

CCA: Coluna cromatografica aberta
CLMP: Coluna liquida de média pressao

SPH: Sephadex® LH-20

CS.PE.O1: Peroxido de esteroide 1
CS.PE.02: Perdxido de esteroide 2
CS.PE.03: Perdxido de esteroide 3

CS.DI.01: Derivado inddlico 1
CS.D1.02: Derivado indolico 2
CS.AG: Fracdo rica em ésteres de acidos graxos
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