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Resumo

O complexo Laurencia abrange seis géneros: Laurencia s.s., Osmundea, Chondrophycus,
Palisada, Yuzurua e Laurenciella e suas espécies estdo entre as mais estudadas do ponto de
vista quimico, devido a grande diversidade de metabolitos produzidos. Essas algas apresentam
notavel diversidade morfoldgica e produzem um dos mais interessantes e numerosos conjunto
de terpenos. A tese é composta por cinco capitulos, visando analisar o potencial das espécies
do complexo Laurencia no litoral da PB e PE e selecionar as espécies para o desenvolvimento
do estudo de seus metabolitos, conhecer os diterpenos e triterpenos produzidos pelas espécies
do complexo Laurencia, identificar possiveis terpenos em Palisada furcata e isolar as fracdes
dos seus extratos para avaliacdo de atividade antitumoral, identificar os acidos graxos das
espécies de Palisada e avaliar o seu desempenho frente as atividades antimicrobiana e
antitumoral e identificar os compostos volateis de Laurencia translucida. Foram coletadas
cinco espécies do complexo Laurencia: L. dendroidea, L. translucida, Palisada flagellifera, P.
furcata e P. perforata. Foram identificados 18 acidos graxos nas espécies de Palisada. Nos
testes de atividade antimicrobiana, a espécie com maior espectro de atividade frente aos
patdgenos testados foi P. perforata, seguida por P. flagelllifera. Empregando o método do
MTT, P. furcata apresentou melhor atividade frente as células de glioblastoma em ratos. As
trés fracGes de acidos graxos isoladas dessa espécie apresentaram até 70% de inibicdo de
crescimento das células tumorais, indicando alto potencial farmacoldgico dessa espécie. Foram
também identificados trés monoterpenos como compostos volateis em L. translucida,
representando o primeiro registro dessas moléculas no complexo Laurencia. A distribuicdo das
espécies produtoras de diterpenos e triterpenos € disjunta, ocorrendo quase gque totalmente no
hemisfério norte, o que sugere evolugdo independente na produgéo dessas moléculas dentro do
complexo.

Palavras-chave: Complexo Laurencia, Monoterpeno, Diterpeno, Triterpeno, Acidos graxos,

Antimicrobianos, Antitumoral



Abstract

The Laurencia complex that occur in Paraiba and Pernambuco, Braxil. This complex includes
six genera: Laurencia ss, Osmundea, Chondrophycus, Palisada, Yuzurua and Laurenciella and
their species have been one of the most studied from the chemical point of view, due to the
great diversity of metabolites produced. These algae have remarkable morphological diversity
and produce one of the most interesting and numerous sets of terpenes. This thesis was
developed in five chapters in order to analyze the potential of Laurencia complex species on
the coast of Paraiba and Pernambuco and select the species to develop the study of metabolites;
to know diterpenes and triterpenes produced by the complex Laurencia; identify possible
terpenes in Palisada furcata, isolate Palisada furcata extract fractions for evaluation of
antitumor activity; to identify the fatty acids of the species of Palisada and assess their
performance against the antimicrobial and antitumoral activities. Five species were collected
from the complex Laurencia: L. dendroidea, L. translucent, Palisada flagellifera, P. furcata
and P. perforata. Eighteen fatty acids were identified in species Palisada. Also, the best result
of the antimicrobial activity with the greatest spectrum of activity against the tested pathogens
was P. perforata, followed by P. flagelllifera. On the other hand, using the MTT method, P.
furcata showed better activity against glioblastoma cells into the mice, a common and very
aggressive brain tumor. The three fractions isolated counting fatty acids showed up to 70%
inhibition of tumor cell growth, indicating high pharmacological potential of these species.
Three monoterpenes were also identified as constituents of volatile substances in L. translucent,
representing the first record of these molecules in the Laurencia complex. The distribution of
species that produce diterpenes and triterpenes is disjunct, occurring almost entirely in the
northern hemisphere, which suggests independent evolution in the production of these

molecules within the complex.

Keywords: Laurencia complex, Monoterpene, Diterpene, Triterpene, Fatty acid, Antimicrobial,

Antitumor



Introdugéo

A busca por determinados produtos naturais marcou épocas na historia da humanidade:
as moléculas picantes, aromaticas e conservantes das especiarias redundaram em grandes
descobrimentos; a morfina, isolada em 1804, juntamente com seus derivados, € utilizada até os
dias atuais no controle da dor. A penicilina continua sendo um dos antibiéticos mais

empregados.

As necessidades da humanidade se modificam no decorrer do tempo. Entre os desafios

atuais estdo a cura do cancer e das doengas neurodegenerativas, como o mal de Alzheimer.

O ambiente marinho vem sendo reconhecido como um tesouro de produtos bioativos a
serem encontrados (Teixeira 2002, Fujii et al. 2011), uma vez que sua diversidade ¢ tdo vasta
guanto desconhecida. De fato, novas moléculas promissoras para areas especificas estdo

continuamente sendo descritas e alavancando novas pesquisas (Cabrita et. al. 2010).

A impressionante biodiversidade marinha ocupa nichos bastante distintos, determinados
por fatores abidticos como hidrodinamismo, temperatura, sedimento e também, fatores bi6ticos
como a competicdo inter- e intra-especifica, o que determina a producdo de diferentes
metabolitos que podem ser usados como marcadores quimiotaxondmicos, principalmente em

macroalgas (Gottlieb 1990, Fernandes et al. 2014, Keith et al. 2014).

Dentre os organismos marinhos alvo da bioprospeccdo, destacam-se esponjas,
briozoarios, corais e macroalgas marinhas, principalmente as vermelhas e pardas (Blunt et. al.
2009, Blunt el al. 2011). O metabolito primario, igualmente ao secundario, também mostra
potencial de aplicacdo. Dentre eles, os ficocoldides — agar, carragena e alginato séo os mais
explorados. Entretanto, pesquisas em biotecnologia ficoldgica tem buscado principalmente

metabolitos secundarios (Bixler & Porse 2011).



Mesmo com os resultados das pesquisas revelando o potencial dos produtos naturais
marinhos (Cardozo et al. 2007, Mohamed et al. 2012), existe um importante fator limitante: a
escassez de biomassa, tanto a baixa quantidade das substancias no organismo, quanto a do
proprio organismo (Pereira & Costa-Lotufo 2012). As macroalgas aparecem, portanto, como
organismos promissores, uma vez que apresentam a vantagem de serem cultivaveis.

O complexo Laurencia (Rhodophyta) € um tipico exemplo de organismos capazes de
se desenvolver em ampla variedade de ambientes e, por isso, produzir expressiva variedade de
substancias diferentes. Essas espécies sao encontradas desde as regiGes temperadas a tropicais,
sendo capazes de crescerem em muitos ambientes: desde a faixa inferior da zona entremarés
até o infralitoral, tanto em costdes rochosos como em ambientes recifais, de locais protegidos
ou expostos, fixas diretamente ao substrato ou epifitando outras algas, em pogas de maré ou
compondo as comunidades de "turf" (Fujii & Senties 2005). Essas espécies podem sintetizar
diferentes classes de substéncias, tais como terpenos (sequiterpenos, diterpenos e triterpenos),
halogenados ou ndo e acetogeninas, a maioria com esqueleto cabdnico exclusivo (Pereira &
Teixeira 1999). Mais recentemente, Fujii et al. (2011) apresentaram um panorama do
conhecimento sobre a taxonomia, os principais metabolitos secundarios e suas atividades
biologicas relacionadas a salde humana, a partir das espécies do complexo Laurencia
conhecidas para o Brasil.

O complexo Laurencia é considerado fonte de interessantes metabolitos secundarios,
que de acordo com sua natureza podem ser sesqui-, di- ou triterpenos ou ainda, acetogeninas,
0S quais, por sua vez, podem ser halogenados, ou ndo. Estes metabolitos formam um dos
maiores e mais diversos grupos de terpenos, formados por 205 sesquiterpenos (Al-Massarani,
2014), 101 diterpenos (Carvalho et al., 2015) e 39 triterpenos (Capitulo 3).

A utilizacdo do termo complexo Laurencia é justificada pela grande plasticidade
fenotipica de suas espécies e dificuldade taxonémica na delimitagdo dessas espécies. O

complexo Laurencia, atualmente, compreende seis géneros: Laurencia sensu stricto,



Osmundea Stackhouse (Nam et al. 1994), Chondrophycus (Tokida & Saito) Garbary & J.
Harper (1998), (Nam 1999), Palisada (Yamada) K.W. Nam (2006, 2007), Yuzurua Martin-
Lescanne (Martin-Lescanne et al. 2010) e Laurenciella Cassano, Gil-Rodriguez, Senties, Diaz-
Larrea, Oliveira & M.T. Fujii (2012), totalizando 194 espécies (Guiry & Guiry 2015). A histdria
da taxonomia do complexo Laurencia é marcada por profundas mudangas nomenclaturais;
desde a proposta inicial, muitas espécies foram incluidas e muitas outras transferidas para

géneros reestabelecidos ou novamente propostos (Fujii & Senties 2005).

O presente trabalho tem como objetivo principal realizar o levantamento das espécies
do complexo Laurencia que ocorrem no litoral dos estados da Paraiba e Pernambuco, avaliando

0 potencial biotecnoldgico e os resultados sdo apresentados em cinco capitulos.

Objetivos

e Realizar o levantamento das espécies do complexo Laurencia no litoral da Paraiba e
Pernambuco e selecionar aquelas para a caracterizagdo do perfil quimico e potencial

bioldgico (Capitulo 1).

e Levantamento dos triterpenos produzidos pelas espécies do complexo Laurencia

(Capitulo 2).

e Obter o perfil quimico de Palisada furcata e isolar compostos para avaliacdo de

atividade antitumoral (Capitulo 3).

e Identificar os &cidos graxos de Palisada flagellifera, P. furcata e P. perforata e avaliar

o desempenho frente as atividades microbiana e tumoral (Capitulo 4).

e ldentificar os compostos volateis de Laurencia translucida (Capitulo 5).



Material e métodos

Area de estudo

Os estados da Paraiba e Pernambuco estdo localizados na regido nordeste do Brasil,
caracterizada por clima tropical quente e imido do tipo As’, com temperaturas médias anuais
de 24 a 27°C e umidade relativa do ar de 80% (Andrade & Lins 1971, Carvalho 1982). O litoral
da Paraiba e de Pernambuco possuem extensdo de 138 km e 187 km, respectivamente, inseridos
na zona tropical, com &guas oligotroficas, abundancia de substratos duros, propicios ao
crescimento de macroalgas bentdnicas. Nessa regido, as macroalgas desenvolvem-se
principalmente sobre os recifes de arenito incrustados por algas calcérias e corais (Horta et al.

2001).

As condic¢des ambientais da regido, bem como a diversidade de microhabitats favorecem
o desenvolvimento das espécies do complexo Laurencia (Fujii & Senties 2015). Todavia, ainda
ha caréncia de conhecimento sobre o potencial biotecnoldgico das espécies do complexo que

ocorrem nos estados da Paraiba e Pernambuco.

Coleta de material

As coletas foram realizadas manualmente, na regido entremarés e no infralitoral raso,
durante as marés baixas, nos estados da Paraiba e Pernambuco. Logo apds a coleta, 0 material
foi limpo para remocdo de organismos epibidnticos e transportados para o laboratério. A
quantidade de material, bem como os procedimentos utilizados em cada experiemento estdo
especificados em cada capitulo. Cada experimento foi realizado com espécimes de uma unica

coleta, para ndo misturar material de praias ou épocas diferentes.
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Capitulo 1



Potencial biotecnolégico das espécies do complexo Laurencia (Ceramiales, Rhodophyta)

nos estados da Paraiba e Pernambuco

Introducéo

O uso de algas e seus produtos derivados sofreu um aumento substancial na industria
farmacéutica, cosmética, veterinaria, nutracéutica, biomedicina, bioenergia, alimentos e
industrias agricolas (Marinho-Soriano et al. 2012). No Brasil, pesquisas envolvendo
biotecnologia de algas comecaram a se desenvolver mais recentemente, ha algumas décadas,

apos os trabalhos de taxonomia e de ecologia terem sido consolidados (Fernandes et al. 2014).

Dentro desse contexto, como fruto das pesquisas com algas na Paraiba, destacam-se 0
perfil de éacidos graxos em espécies de Gracilaria Greville (Rhodophyta) com enfoque
quimiotaxondmico (Tomaz et al. 2012). Os testes realizados utilizando extratos de algas
vermelhas, Bryothamnion triquetrum (S.G.Gmelin) M.A.Howe e verdes, Caulerpa mexicana
Sonder ex Kitzing e C. sertularioides (S.G.Gmelin) M.A.Howe mostraram atividade anti-
infamatoria (Matta et al. 2011, Cavalcante-Silva et al. 2012), assim como extratos da alga parda
Dictyota pulchella Hoérnig & Schnetter apresentaram acgdes hipotensoras e de bradicardia

(Queiroz et al. 2011).

Alianca et al. (2014) analisaram a atividade do extrato diclorometano/metanol de
Dictyota mertensii (Martius) Kitzing (Ochrophyta) coletada em Pernambuco e mostraram que
essa espécie representa um agente promissor no tratamento da leshimaniose cuténea. Frente as
larvas de Aedes aegypti, transmissor da dengue, extratos de quinze espécies de algas foram

testados e apresentaram bons resultados, com destaque para a rodoficea Laurencia dendroidea
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J. Agardh e seu metabolito secundario majoritario, o elatol (Koishi et al. 2012, Bianco et al.

2013).

Dentre as macroalgas marinhas, as pardas e vermelhas sdo consideradas as mais
promissoras para a bioprospeccao, e entre as algas vermelhas destaca-se 0 complexo Laurencia
(Ceramiales, Rhodophyta), constituido por 194 espécies validas dos 518 nomes atribuidos
(Guiry & Guiry 2015), incluidos em seis géneros: Laurencia sensu stricto, Osmundea
Stackhouse (Nam et al. 1994), Chondrophycus (Takida & Saito) Garbary & J. Harper (1998),
(Nam 1999), Palisada (Yamada) Nam (2006, 2007), Yuzurua Martin-Lescanne (Martin-
Lescanne et al. 2010) e Laurenciella Cassano, Gil-Rodriguez, Senties, Diaz-Larrea, Oliveira &
M.T. Fujii (2012) cujos constituintes quimicos comecaram a ser estudados na década de 50
(Obota & Fukushi 1953) e continuam a ser uma das principais fontes de metabolitos com
potencial biotecnoldgico (Blunt et al. 2007), por possuirem alto potencial de obtencéo de novos

prototipos de farmacos a serem utilizados em diversas patologias (Machado et al. 2010).

No litoral da Paraiba e de Pernambuco foram referidas até 0 momento sete espécies do
complexo Laurencia: L. dendroidea, L. oliveirana Yoneshigue, L. translucida Cordeiro-Marino
& M.T. Fujii, Palisada flagellifera (J. Agardh) K.W. Nam, P. perforata (Bory) K.W. Nam, P.
furcata (Cordeiro-Marino & M.T. Fujii) Cassano & M.T. Fujii e Yuzurua poiteaui (J.V.
Lamouroux) Martin-Lescanne var. gemmifera (Harvey) M.J. Wynne (Cocentino 1994, Pereira
et al. 2002, Fuijii et al. 2011).

A identificacdo correta dos taxons e o estabelecimento da posicdo filogenéticas
constituem a base para a implementacédo do desenvolvimento biotecnoldgico. Assim sendo, 0
presente capitulo objetivou realizar o levantamento das espécies do complexo Laurencia no
litoral da Paraiba e Pernambuco e selecionar aquelas para a caracterizacdo do perfil quimico e

potencial bioldgico.
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Material e Métodos

O material para o presente estudo foi coletado em seis pontos ao longo do litoral da
Paraiba e Pernambuco (tabela 1), na regido entremarés e no infralitoral raso (até 1 m de
profundidade). Parte do material foi fixada em solugdo de formol a 4% em agua do mar para
identificacdo taxonémica e confecgdo de exsicatas, que foram depositadas no Herbario Maria

Eneyda P. Kauffman Fidalgo (SP), do Instituto de Botanica, em S&o Paulo.

A andlise das caracteristicas diagnosticas das especies foi realizada por meio de
observac@es, sob microscopia de luz. Cortes histolégicos foram feitos a méo livre, utilizando
laminas de aco e, em seguida, corados com o azul de anilina a 1%, acidificado com HCI 1
mol.L. A identificacdo foi baseada em literatura especializada (Fujii & Senties 2005, Fuijii et
al. 2011) e as imagens dos caracteres diagnosticos foram obtidas com camera digital Panasonic

DMC-FT3.

Paralelamente, foi realizado um minucioso levantamento bibliografico em busca de

substancias e atividades metabolicas ja descritas para as espécies-alvo na regido de estudo.

Resultados e Discussao

Foram identificadas cinco espécies para a area de estudo (tabela 1), de acordo com a
chave de identificagc&o apresentada abaixo.

Dentre as espécies do complexo Laurencia encontradas no litoral da Paraiba e
Pernambuco, L. dendroidea tem sido alvo de vérios estudos relacionado a caracterizagdo dos
metabolitos secundarios e avaliacdo de atividades bioldgicas (Santos el al. 2010, Veiga-Santos
et al. 2010, Fujii et al. 2011, Machado et al. 2011, Stein et al. 2011a, b, Campos et al. 2012,

Soares et al. 2012, Bianco et al 2013). Em vista disso, o presente trabalho concentrou esforcos
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nas investigacOes de caracterizacdo quimica e potencial biolégico nas espécies de Palisada e

Laurencia translucida.

Tabela 1. Espécies do complexo Laurencia identificadas nos estados da Paraiba e Pernambuco
no presente estudo.

Estados Paraiba Pernambuco
Municipio/Praia Municipio/Praia
Espécies Conde/ Conde/ Pitimbu/ Ipojuca Cabo de Santo Recife/
Carapibus  Coqueirinho  Pitimbu Toquinho Agostinho/ Boa viagem
Enseada dos
Corais
Laurencia + + + + + +
L. dendroidea
L. translucida - + - + - +
Palisada + + - + + +
P. furcata
P. flagellifera + + - + + +
P. perforata + + + + + +

+ indica presenca da espécie no ponto de coleta; - indica auséncia
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Chave de identificacdo das espécies coletadas

la. Presenca de células corticais externas translucidas........................ Laurencia translucida
1b. Auséncia de células corticais externas translucidas ...........ccooereirieiereieneneesese e 2
2a. Presenca de quatro células pericentrais por segmento vegetativo .............. L. dendroidea
2b. Presenca de duas células pericentrais por segmento vegetativo ...........cccccoceveevnciirnnnenn 3
3a. Células corticais externas com ligagdes SeCUNdArias ..........c.ccocervevruennnn. Palisada furcata
3b. Células corticais externas sem ligagdes SECUNTArIAS..........ccevrereererereeene e 4
4a. Presenca de ramulos de Gltima ordem papiliformes ..........cccovevviiciniiennnn, P. perforata
4b. Auséncia de ramulos de ultima ordem papiliformes ...........ccccceovvvieiiennne P. flagellifera
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Aspectos taxondmicos das espécies identificadas

Laurencia dendroidea J. Agardh (1852)
LOCALIDADE TIPO: Brasil.
SINONIMO HOMOTIPICO: Laurencia obtusa var. dendroidea (J.Agardh) Yamada (1931)

Figuras 1-5

Plantas de habito ereto com até 20 cm de altura, coloracdo avermelhada escura a verde,
formando tufos, fixas ao substrato por meio de apressorio discoide. Talo cilindrico 700-1250
pum de diametro na regido mediana. Ramificacdo alterna-espiralada a irregular, densa desde a
base até o apce, ou apresentando por¢des mais espacadas. Presenca de corps en cerise em
namero de 2-3 em cada célula cortical externa e individualmente nos tricoblastos. Em sec¢éo
transversal, células corticais arredondadas a longitudinalmente alongadas (27,5-42,5 x 37,5-50
pum), conectadas entre si por ligacdes secundarias. Uma camada de células corticais
pigmentadas e 5 a 6 camadas de células medulares despigmentadas. Célula axial produz quatro

células pericentrais. Tetrasporangios tetraédricos. Nao foram observados talos gametofiticos.

Material examinado: Brasil, Paraiba, Municipio Conde, Praia de Coqueirinho, 12-03-2009, col.
M.T. Fujii (SP400759). Praia de Carapibus, 11-03-2013, col. J.N. Farias & M.T. Fujii
(SP468861). Pernambuco, Municipio de Cabo de Santo Agostinho, Enseada dos Corais, 26-10-
2011, col. J.N. Farias & T. Reis (SP468883). Municipio de Serrambi, Praia do Toquinho, 17-

09-2013, col. M.T. Fujii (SP468862).

Habitat: Essa espécie foi encontrada na zona entremarés dos recifes areniticos.
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Distribuicdo geogréfica no Brasil: Maranhdo, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana e Santa Catarina (Fujii &

Cassano 2015)

16



Figuras 1-5. Laurencia dendroidea. 1. Aspecto geral da Praia de Coqueirinho, PB. 2. Aspecto
geral da planta densamente ramificada. 3. Fotomicrografia da seccdo transversal do talo. 4.
Detalhe das células corticais conectadas entre si por ligacdes secundarias (seta). 5. Célula axial
(a) formando quatro células pericentrais (p).
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Laurencia translucida M.T. Fujii et Cordeiro-Marino (1996)

LOCALIDADE TIPO: Espirito Santo, Brasil.
SINONIMO HoMOTIPICO: Chondrophycus translucidus (M.T.Fujii & M.Cordeiro-Marino)
D.J.Garbary & J.T.Harper (1998)

Figuras 6-10

Plantas de hébito ereto com até 12 cm de altura, coloracao avermelhada escura, formando tufos,
firmemente fixos por meio de apressorio discoide ou epifitas sobre outras macroalgas.
Opcionalmente, esta espécie cresce fixa ao substrato consolidado sobre recifes areniticos e/ou
substrato rochosos. Talo cilindrico 300-875 pm. Ramificacdo alterna a espiralada com porcoes
apicais achatadasEspécimes vivos apresentam coloragdo brilhante e exalam odor adocicado
caracteristico. Células corticais externas pequenas (30,4-50 x 21-31,5) um, transllcidas, com
pouca pigmentacdo, ndo apresentando ligacfes secundarias. Células corticais mais internas
maiores, bem pigmentadas e apresentando ligacGes secundarias. Auséncia de corps en cerise
nas células corticais. Célula axial produz duas células pericentrais. Ndo foram observados talos

férteis.

Material examinado: Brazil, Pernambuco, Recife, Praia de Boa Viagem, 28-09-2011, col. M.T.
Fujii (SP468863). Brazil, Paraiba, Conde, Praia de Coqueirinho, 15-08-2014, col. J.N. Farias

(SP468864)

Habito: Essa espécie foi encontrada na zona entremarés dos recifes areniticos dos estados de
Pernambuco e Paraiba. Nas praias do Toquinho, Boa Viagem e Coqueirinho, formando tufos e
crescendo firmemente fixas ou epifitas em outras macroalgas, principalmente, rodoficea

Cryptonemia seminervis (C. Ahardh) J. Agardh e alga parda Sargassum spp.

18



Distribuicdo geografica no Brasil: Ceara, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Bahia, Espirito

Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina (Fujii & Cassano 2015)
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Figuras 6-10. Laurencia translucida. 6. Vista geral do ambiente de ocorréncia da espécie (seta),
Praia de Boa Viagem, PE. 7. Aspecto geral da planta. 8. Fotomicrografia da sec¢éo transversal
do talo com a camada de célula cortical translicida. 9. Detalhe das células corticais externas
menores e transldcidas. 10. Célula axial (a) formando duas células pericentrais (p).
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Palisada flagellifera (J. Agardh) K.W. Nam (2007)

BasiONIMO: Laurencia flagellifera J. Agardh (1852)

LocALIDADE TIPO: Indonésia.

SINONIMO HoMoTIPICO: Chondrophycus flagelliferus (J.Agardh) K.W.Nam (1999)

Figuras 11-15

Plantas de habito ereto, com até 20 cm de altura, coloracdo avermelhada intensa, comumente
formando tufos, fixas ao substrato por meio de apressorio discoide. Talo cilindrico 1000-1500
um de didmetro, com ramificacdo alterna a espiralada, presente principalmente nas porc¢des
superiores do talo, quando apresentam-se mais densas, enquanto nas por¢des mais basais, a
ramificacdo mais esparca. Auséncia de corps en cerise nas células corticais e nos tricoblastos.
Em seccdo transversal, células corticais arranjadas em palicada (26-60,5 x 14-45) um, nunca
apresentando ligacBes secundarias. Segmento axial produz duas células pericentrais.
Tetrasporangios tetraédricos, radialmente dispostos nos ramos férteis. Ndo foram observados

talos gametofiticos.

Material examinado: Brasil, Pernambuco, Serrambia, Praia de Toquinho, 17/09/2013, col. M.T.
Fujii (SP468865). Brasil, Pernambuco, Recife, Praia de Boa Viagem, 12/03/2013, col. J.N.
Farias (SP468866); Brasil, Pernambuco, Cabo de Santo Agostinho, Enseada dos Corais,

26/10/2011, col. J.N. Farias & T. Reis (SP468884).

Brasil, Paraiba, Conde, Praia de Carapibus, 11-03-2013, col. J.N. Farias (SP468867). Brasil,

Paraiba, Conde, Praia de Coqueirinho, 04-07-2012, col. J.N. Farias (SP468868).

Habitat: A espécie foi encontrada na zona entremarés dos recifes areniticos dos estados de
Pernambuco e Paraiba, nas praias da Enseada dos Corais, do Toquinho, Boa viagem, Carapibus

e Coqueirinho.
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Distribuicdo geografica no Brasil: Ceara a Santa Catarina (Fujii & Cassano 2015)
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Figuras 11-15. Palisada flagellifera. 11. Fotografia do talo no ambiente, Praia de Toquinho-
PE. 12. Aspecto geral da planta. 13. Fotomicrografia da seccédo transversal do talo cilindrico.
14. Detalhe das celulas corticais arranjadas em palicada e auséncia de ligagfes secundarias. 15.
Célula axial (a) formando duas células pericentrais (p).
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Palisada furcata (Cordeiro-Marinho & M.T. Fujii) Cassano & M.T. Fujii In: Cassano et al.
(2012).

BAsiONIMO: Laurencia furcata Cordeiro-Marinho & M.T. Fujii (1994: 374)

LOCALIDADE DO TIPO: Praia de Guajiru, Municipio de Trairi, Ceard, Brasil. .

SINONIMO HOMOTIPICO: Chondrophycus furcatus (Cordeiro-Marinho & M.T. Fujii) M.T. Fujii
& Senties (2005)

Figuras 16-20

Planta ereta, com até 10 cm de altura, coloracdo avermelhada, consisténcia rigida, formando
tufos, fixos por meio de apressorio discoide fortemente aderido ao substrato. Ramificacédo
radial, alterna a irregular. Nas por¢6es apicais do talo, a presenca de ramo muito curto entre a
bifurcacdo é bastante caracteristica da espécie. Auséncia de corps en cerise nas células corticais
ou nos tricoblastos. Em seccdo transversal, talo levemente comprimido, embora seja mais
cilindrico quando proximo a base (750-1240 um em didmetro). Em vista superficial, células
corticais poligonais (28-40 x 13,3-25) um, unidas entre si por ligacdes secundarias. Em sec¢édo
transversal, células corticais ndo arranjadas em palicada, com ligacdes secundarias esporadicas
entre as células. Segmento axial vegetativo produz duas células pericentrais. Tetrasporangios
tetraédricos com disposicdo radial em relacdo ao eixo central. Ndo foram observados talos

gametofiticos.

Material examinado: Brasil, Paraiba, Municipio do Conde, Praia de Coqueirinho, 04-07-2012,
col. J.N. Farias (SP468872); Praia de Carapibus, 11-03-2013, col. J.N. Farias (SP468873).
Pernambuco, Municipio de Recife, Praia de Boa Viagem, 14-11-2012, col. T. Reis (SP468871);
Municipio de Cabo de Santo Agostinho, Praia Enseada dos Corais, 27-09-2011, col. M.T. Fujii
(SP468870); Municipio de Ipojuca, Praia do Toquinho, 17-09-2013, col. M.T. Fujii

(SP468869).
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Habitat: A espécie foi encontrada na zona entremarés dos recifes areniticos dos estados de
Pernambuco e Paraiba. Nas praias da Enseada dos Corais e do Toquinho P. furcata forma

populacdes densas no limite entre as zonas mesolitoral e infralitoral.

Distribuicdo geografica no Brasil: Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia,

Espirito Santo (Fujii & Cassano 2015).
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Figuras 16-20. Palisada furcata. 16. Aspecto geral do talo na praia de Coqueirinho-PB (seta).
17. Detalhe da ramificacdo formando uma furca, caracteristica da espécie. 18. Seccéo
transversal do talo. 19. Detalhe da célula axial (a) com duas células pericentrais (p). 20. Detalhe
da seccdo transversal apontando as células corticais unidas por meio de ligagdes secundarias

(seta).
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Palisada perforata (Bory de Saint-Vincent) K.W. Nam (2007)

BAsiONIMO: Fucus perforatus Bory (1803: 505)

LocALIDADE TIPO: Tenerife, Ilhas Canarias, Espanha.

SINONIMO HOMOTIPICO: Laurencia perforata (Bory de Saint-Vincent) Montagne (1840)
Chondrophycus perforatus (Bory de Saint-Vincent) K.W. Nam (1999)

Figuras 21-25

Talo parcialmente ereto, muitas vezes formando tufos de 2—7cm de altura, coloragdo marrom a
esverdeada, consisténcia rigida, fixo por meio de apressério discoide, fortemente aderido ao
substrato. Fixacdo secundaria se faz por apressorios originados de ramos prostrados ou
decumbentes. Talo cilindrico (700-1500 pm em didmetro) e de conscisténcia rigida.
Ramificacdo densa, alterna a irregular, com rdmulos de Gltima ordem papiliformes. Auséncia
de corps en cerise. Em seccéo transversal, células corticais arranjadas em pali¢ada (22,5-50 x
11,5-29) um, nunca apresentando liga¢Bes secundarias. Talo com até duas camadas de células
pigmentadas. Segmento axial vegetativo produz duas células pericentrais. Tetrasporangios

tetraédricos, radialmente dispostos no ramo fértil. N&o foram observados talos gametofiticos.

Material examinado: Brasil, Paraiba, Conde, Praia de Carapibus, 11-03-2013, col. J.N. Farias
& M.T. Fujii (SP468874); Praia de Coqueirinho, 04-07-2012, col. J.N. Farias & M.T. Fujii
(SP468875); Praia de Pitimbu, 12-03-2013, col. J.N. Farias & M.T. Fujii (SP468881).
Pernambuco, Recife, Praia de Boa Viagem, 12/03/2013, col. J.N. Farias & M.T. Fujii
(SP468877); Municipio de Cabo de Santo Agostinho, Praia Enseada dos Corais, 26-10-2011,
col. J.N. Farias & T.N. Reis (SP468876); Municipio de Serrambi, Praia do Toquinho, 15-03-

2013, col. J.N. Farias & M.T. Fujii (SP468878).
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Habitat: A espécie foi encontrada na regido superior da zona entremarés dos recifes areniticos
dos estados de Pernambuco e Paraiba. Nas praias da Enseada dos Corais, do Toquinho, Boa

viagem, Carapibus, Coqueirinho e Pitimbu. E a espécie mais comum em ambos os estados.

Distribuicdo geografica no Brasil: todo litoral brasileiro exceto Sergipe, Alagoas e Rio

Grande do Sul (Fujii & Cassano 2015).
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Figuras 21-25. Palisada perforata. 21. Vista geral das plantas no ambiente, praia de
Coqueirinho-PB. 22. Aspecto geral do talo. 23. Sec¢do transversal do talo. 24. Seccéo
transversal mostrando as células corticais externas dispostas em palicada. 25. Detalhe da célula
axial (a) formando duas pericentrais (p).
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Os géneros Laurencia e Palisada divergem primordialmente quanto ao nimero de
células pericentrais produzidos pelo segmento axial vegetativo; o primeiro apresenta quatro e 0
segundo, duas (Nam 1999, 2006, Garbary & Harper 1998), com excecéo de L. translucida, que
se assemelha a Palisada, produzindo apenas duas células pericentrais (Fujii & Cordeiro-Marino
(1996), Fujii et al. 2006).

No tocante as diferencas intraespecificas, as espécies do género Palisada distinguem-se
entre si pelo aspecto geral e detalhes da ramificacédo e dos ramulos. Como descrito por Cordeiro-
Marino et al. (1994, como Laurencia furcata), Palisada furcata apresenta ramificacdo bi a
trifurcada nas porgdes apicais dos talos, com um dos ramos curtos, semelhante a protuséo de
gema, muito caracteristica da espécie. Palisada flagellifera é morfologicamente semelhante a
P. furcata, porém a ramificacdo é mais esparsa, alterna-espiralada a irregular, apresentando as
porcBes mais basais dos eixos principais com ramificacdo escassa ou até sem ramificacdo e ndo
possui ramos curtos semelhante a protusédo de gema descrito para P. furcata. Os espécimes de
P. perforata apresentam-se densamente ramificadas, sendo os ramos de Gltima ordem,
papiliformes, muito caracteristicos da especie e facilmente identificaveis.

Laurencia translucida e L. dendroidea apresentam grande semelhanca quanto ao habito,
mas podem ser diferenciadas entre si pelo odor caracteristico de L. translucida e pela coloracdo
brilhante e nunca esverdeada como em L. dendroidea. A coloragdo brilhante é devido a presenca
de células corticais translucidas, que indicam ser o local de armazenamento das substancias

volateis identificadas nesta espécie (Capitulo 5).

Potencial biotecnoldgico das espécies encontradas

A. Laurencia dendroidea

28



Das espécies do complexo Laurencia que ocorrem no Brasil, L. dendroidea &, sem
duvidas, a mais estudada, do ponto de vista quimico. Seu metobolito secundario majoritério é
o elatol, cujo transporte até a superficie do talo foi mostrado por Reis et al. (2013).

Em relacdo a salde humana, o elatol jA mostrou efeitos antileishmania, antitripanassoma
e citotoxico em melanona (Santos el al. 2010, Machado et al. 2011, Veiga-Santos et al. 2010,
Campos et al. 2012, Soares et al. 2012).

Obtusanos e o triquinano isolados de L. dendroidea também mostraram efeito
antileishmania (Machado et al. 2011), além de atividade antiherpes, que foi observada em elatol
e obtusano (Soares et al. 2012).

Davyt et al (2001, 2006) relataram moderada atividade anti-helmintica contra
Nippostrongylus brasiliensis em diversas substancias isoladas, principalmente um
sesquiterpeno do tipo B-bisaboleno.

Stein et al (2011a) e Bianco et al (2013) observaram atividade antitumoral (MES-AS) e
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, respectivamente.

Além dos sesquiterpenos, foram isolados dois diterpenos em representantes de L.
dendroidea (como L. majuscula) do Hawai, o kahukueno A e B (Brennan 1993), todavia, ndo

ha registros de atividades bioldgicas dessas substancias.

B. Laurencia translucida
Stein et al. (2011a e b) realizaram estudos com L. translucida e, utilizando seu extrato

bruto, mostraram interessante atividade citotdxica e antifingica.

C. Palisada flagellifera
Apesar de ndo existir nenhum metabolito secundario isolado desta espécie, ensaios com
0 extrato bruto mostraram citotoxidade em células de sarcoma uterino (Stein 2011a) e atividade

antileishmania (Bianco et al. 2013).
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D. Palisada perforata
Assim como P. flagellifera, nunca foi detectado nenhum metabolito secundéario para
esta espécie. Entretanto, Vieira & Caland-Noronha (1971) relataram efeito antibacteriano a
partir de extrato bruto e, mais tarde, foi observado efeito na coagulagéo do sangue (Ainouz et
al.1992). Extrato bruto obtido com diclorometano/metanol também mostrou-se promissor

frente ao virus da dengue (Koishi et al 2012).

E. Palisada furcata

Estevam & Carvalho (2002) relataram a ocorréncia de um triterpeno em P. furcata
(como Laurencia furcata) em exemplares coletados no litoral da Bahia (Fujii et al. 2011).
Entretanto, estudos mais detalhados para isolamento dessa substancia levaram a identificacéo

de &cidos graxos (Capitulo 3) e ndo triterpenos como inicialmente prevista.

A auséncia de metabolitos secundarios em Palisada talvez esteja relacionada a
caracteristica do talo, visto que, essas espécies apresentam talos mais rigidos quando
comparados aos de espécies do complexo Laurencia. No que se refere a composicdo de
acucares, Palisada flagellifera e P. perforata (como Chondrophycus flagelliferus e C.
papillosus, respectivamente) apresentaram grandes quantidades de monossacarideos Xilose e
manose (Cardoso et al. 2007, Ferreira et al. 2012), porém ndo foram observadas em L.
nipponica Yamada. Em Osmundea pinnatifida (Hudson) Stackhouse (como L. pinnatifida)

foram encontrados apenas tracos de xilose (Usov & Elashvili 1991).
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Capitulo 2



Triterpenos produzidos pelas espécies do complexo Laurencia (Ceramiales,

Rhodophyta), distribuicdo geogréfica e atividade bioldgica

Introdugéo

As algas vermelhas que compem o complexo Laurencia J.V. Lamouroux apresentam
grande plasticidade morfoldgica e distribuicdo mundial, ocupando oceanos temperados e
tropicais. Este grupo, mais diverso do que se acreditava anteriormente, foi denominado
Complexo Laurencia. Ele abrange seis géneros: Laurencia propriamente dito (Nam et al.
1994), Osmundea Stackhouse (Nam et al. 1994), Chondrophycus (Tokida & Saito) Garbary &
J.T. Harper (1998), (Nam 1999, 2006, 2007), Palisada (Yamada) K.W. Nam (1999), Yuzurua
(K.W. Nam) Martin-Lescanne et al. (2010) e Laurenciella Cassano, Gil-Rodriguez, Senties,
Diaz-Larrea, M.C. Oliveira & M.T. Fujii (2012).

As espécies que formam este complexo Laurencia produzem interessantes metabolitos
secundarios, que segundo sua natureza podem ser sesqui-, di- ou triterpenos ou ainda,
acetogeninas, 0s quais, por sua vez, podem ser halogenados, ou ndo. Estes produtos naturais
formam, sem duvida, um dos maiores e mais diversos grupos de terpenos, pois, até 0 momento,
somam 205 sesquiterpenos (Al-Massarani 2014), 101 diterpenos (Carvalho et al. 2015) e 39

triterpenos. Os triterpenos sao o alvo desta revisao.

Diversidade quimica
Estes triterpenos sdo formados por processos de ciclizacdo incomuns e se destacam por
suas estruturas Unicas (Domingo et al. 2009). Sdo definidos como moléculas oxigenadas,

formadas por uma sequéncia de anéis contendo grupos C — O— C (éteres ciclicos) que podem
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estar isolados ou fundidos em grupos de duas ou mais unidades, interconectadas por uma
ligagdo carbono-carbono (Vilotijevic & Jamison 2009). Os anéis isolados podem ser
tetrahidrofuranos conectados & molécula pelas posi¢des 2,5 (1) ou tetrahidropiranos, ligados
pela posicdo 6 (I1), enquanto os fundidos, podem ser o dioxabiciclo [4.4.0] decano, (I11), o
dioxabiciclo [5.4.0] undecano (1V) e o trioxaciclo [5.3.0.3.4.0] hexadecano (V) (Fernandez et

al. 2000) (Figura 1).

2,5- tetrahidrofurano 6- tetrahidropirano Dioxabiciclo [4.4.0] decano
H
v v

. .. Sistemas trans-anti-trans 7,7,6
Dioxabiciclo [5.4.0] undecano ! !

Figura 1. Anéis isolados e fundidos encontrados nos triterpenos de Laurencia.

Fernandez et al. (2000) propuseram, como precursor biossintético para estes triterpenos,
0 (10R, 11R)- 10, 11- epoxido de esqualeno (V1) (Kigoshi et al., 1986) que, em seguida, é
transformado em (6S, 7S, 10R, 11R, 14R, 15R, 18R, 19R) tetraepdxido de esqualeno (1); neste
ultimo, reacGes nucleofilicas endo-seletivas, em cascata, levam & abertura dos anéis epdxido,
dando origem a este grupo particularmente interessante de triterpenos (Figura 2). Estas reacoes
ndo concertadas sdo promovidas pela dgua (Ueberbacher et al., 2012; Morten et al., 2011;

Vilotijevic & Jamison, 2009, 2011).

40



Figura 2. Estruturas do (10R, 11R)- 10, 11 epdxido de (+) esqualeno (1) e 6S,7S,10R,11R,
14R,16R, 18R,19R tetraepoxido de esqualeno (V1).

Underwood (2011) sugeriu que o enshuol (35), que possui um sistema de aneis
dioxabiciclo [5.4.0] undecano, tem como intermediario o 6S, 7S,10R, 11R, 14R, 16R, 18S, 19S
tetraepdxido de esqualeno, em substituicdo ao composto VI.

Com base nos pressupostos de Fernandez et al.(2000), Underwood (2011) e Souto et al.
(2002), a partir destes intermediarios, existem quatro possiveis rotas para a formacao desses
oxaesqualenoides: a primeira é a via de sintese dos compostos que possuem 0 sistema de anéis
[4.4.0] dioxabiciclo decano, tal como o thirsiferol e o venustatriol (2 ,3); a segunda, leva a
triterpenos com um sistema de aneis 2,8-dioxabiciclo [5.4.0] undecano, como o enshuol (35); a
terceira da origem a compostos simétricos, como o teurilene (37) e a quarta, as estruturas que
contém um sistema de anéis fundidos trans-anti-trans-7,7,6.

O Unico tetraepoxido de esqualeno isolado de Laurencia foi (1), extraido de L. okamurai
coletada em Goza, Japdo (Kigoshi et al. 1986).

O grupo que contém o sistema de anéis dioxabiciclo [4.4.0]decano esta dividido em
duas séries, de acordo com a configuracdo de C-18 e C-19, que estdo em posi¢des opostas no
tirsiferol e no venustatriol; na posicdo C-22, a configuracdo de ambas as séries de moléculas

permanece a mesma (Fernandez et al. 2000).
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Tirsiferol Venustatriol

A tabela 1 contém os triterpenos pertencentes a estas séries.

Tabela 1. Triterpenos contendo o sistema de anéis dioxabiciclo [4.4.0]decano e congéneres, produzidos

por espécies de Laurencia senso stricto, 0s respectivos locais de coleta e suas atividades biolégicas.

Série do tirsiferol

@ Triterpeno Local de Atividade Referéncia

8 coleta bioldgica

&

Ll
An Thoi, Citotoxicida  Suzuki et al.
PhuQuoc de frente a 1995

- Island, linhagem P-

& KienGiang 388 de

§ Province, leucemia em

S Vietnam ratos

—

4. Calicladol
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A¥™?magireol B
11.
A™¥magireol C

Hainan e Ji et al. 2008
Weizhou
Islands,
China
B2
2
e
[
©
G
S
—
6.
(21w)-21-hidroxitirsiferol
e tirsiferol
H Hokkaido, Citotoxicida  Suzuki et al.
Japéo de frente a 1987
OAC .
linhagem P-
388 de
leucemia em
Br ratos
7
18,23- diacetato de
A28 _anidrotirsiferila
3
5 HO HO N
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o
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° Los Gonzalez et
S Cristianos, al. 1984
% § Tenerife ,
E = ggﬁirias
© .S !
£ = Espanha.
=S
g2
23 12.
g - Dehidrotirsiferol
o) e acetogenina e sesquiterpenos
Yantai, Jietal.
China 2008b
‘S
-
13. 23-acetato de thirsiferila
e tirsiferol
Seal Reef, Blunt et al.
Kaikoura, 1978
© Nova
ko Zelandia
—
1. Tirsiferol
Onna, 23-acetato  Sakemi and
Okinawa, de Tirsiferila Higa 1986;
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L. viridis

\\\\\

15.
10-epidehidratirsiferol

Ilhas
Canarias,
Macronésia

Antitumoral

Norte et al.
1996

L. viridis

16. Tirsenol AR; =0OH e R, = CH,OH
17. Tirsenol B R1 = CH,OH e R,= OH

Callao
Salvaje,
Tenerife,
llhas
Canarias

Norte et al.
1997a.

L. viridis

18.
16-Hidroxidehidrotirsiferol

19.
10-epi-15,16-dehidrotirsiferol
e
venustatriol, tirsiferol, dehidrotirsiferol,
isodehidrotirsiferol,viridianol, viridiol A e B

Paraiso
Floral,
Callao
Salvage e
El Palmar,
South
Tenerife,
Ilhas
Canarias

Norte et al
1997b
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Macaronesi

Manriquez et

a, llhas al. 2001
"o °"  Candrias
20.
Pseudodehidrotirsiferol
=
=S
_ 21.
16-epihidroxidehidrotirsiferol
22. Martiriol
Tenerife, Souto et al.
Ilhas 2002
Canarias
=
=
—

25. Lactodehidrotirsiferol
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Tenerife,

Cen-Pacheco

Ilhas etal. 2010
" Canarias
§=)
=
i 26.
14-ceto-dehidrotirsiferol
on Tenerife, Cen-Pacheco
Ilhas et al. 2011.
Canarias
=
=
—
28.
1,2- Dehidropseudodehidrotirsiferol
29. Secodehidrotirsiferol
Serie do venustatriol
Venustatriol:  Sakemi &
ativo frente Higa 1986;
aos virus de )
estomatite Gonzalez &
vesicular Fosyth 2000
- (VSV) e
2! herpes
§ simplex tipo
_ 1 (HSV-1)

3. Venustatriol
e tirsiferol
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Paraiso Norte et al.
Floral, 1997b
Callao

Salvage e

El Palmar,

Tenerife,

llhas

Canaérias

L. viridis

32. Acetato de predehidrovenustatriol
e venustatriol, tirsiferol, dehidrotirsiferol,
isodehidrotirsiferol,viridianol, viridiol A e B

Tenerife, Cen-Pacheco
Ilhas et al. 2010
on Candrias

L. viridis

33. Spirodehidrovenustatriol

Tenerife, Cen-Pacheco
Ilhas et al. 2011.
Canarias

L. viridis

34.
22-hidroxi-15(28)-dehidrovenustatriol

As informacdes acerca do Unico triterpeno que contem o sistema de anéis 2,8-

dioxabiciclo [5.4.0] undecano sdo mostradas na tabela 2.
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Tabela 2. Triterpenos contend o Sistema de anéis 2,8-dioxabiciclo [5.4.0]
undecano, produzidos por Laurencia senso stricto e local de coleta.

:§ Triterpeno Local de  Referéncias
& coleta
L
Omaezaki Matsuo et
o OH
= , Japao al. 1995,
= 2008
>
©
IS
o
i

35. Enshuol
e 15, 16-anidrotirsiferol

Os triterpenos com estruturas simétricas assemelham-se aos iondforos, deles diferindo
apenas pela auséncia da carboxila presente nas extremidades das moléculas ion6foras(

Vilotijevic & Jamison, 2009); esses triterpenos estdo reunidos na tabela 3.
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Tabela 3. Triterpenos simétricos produzidos por espécies do complexo Laurencia e

seus locais de coleta

(3]

8 Triterpeno Local de coleta  Referéncia

o

i
Bikyni, Suzuki et al.
Shimamaki e 1993
Oshoro Bay em
Hopkkaido,
Japdo

(3]

S

8

E

i
Teuri Islands, Suzuki et al.
Hokkaido, Japdo 1985

&

=2

o)

o

_i

37.Teurilene
Omaezaki, Japdo Matsuo et al.
1995, 2008

[15]

c

8

4

©

)

©

£ .

e 38. Omezaquianol

-

O unico triterpeno de Laurencia contendo um sistema de trés anéis fundidos € o ent-
dioxepandehidrotirsiferol, que possui um grupo trans-anti-trans-7,7,6 de anéis. Um sistema

6,7,7 de anéis fundidos foi observado nos triterpenos de Chondria armata (Kitzing) Okamura,
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gue sdo os armatois A - F, que também possuem o esqualeno como precursor biossintético

(Ciavatta et al., 2001). A tabela 4 apresenta dados sobre esse oxasqualenoide de Laurencia.

Tabela 4. Triterpeno contendo o sistema fundido trans-anti-trans 7,7,6

Composto Local de coleta Referéncia

Espécie

]

Macronésia, Souto et al.
Ilhas Canarias 2002

39.
ent-dioxepandehidraotirsiferol

L. viridis

Distribuicdo Geografica

Sdo conhecidos, até 0 momento, trinta e nove triterpenos produzidos por algas do
complexo Laurencia. A figura 3 mostra a distribuicdo geogréafica e as espécies que produzem
triterpenos.

A maioria deles (84,62%) pertence as séries do tirsiferol e do venustatriol, cujos
membros tém um sistema de anéis dioxabiciclo [4.4.0] decano em suas estruturas; L. viridis
produz 77,77% destes terpenos (21 compostos), ou seja, 16 do tipo do tirsiferol e 5, do grupo
do venustatriol.

Os simétricos representam 7,69% do total e os restantes possuem estruturas Gnicas, por
conseguinte, cada uma responsavel por 2,56% destes compostos.

L. viridis s6 é encontrada na regido da Macronésia; a espécie Osmundea pinnatifida
também ocorre nas Ilhas Canarias. Sete dessas espécies produtoras de triterpenos sdo
encontrados no Japdo, uma no Vietna, uma na China e uma na Nova Zelandia (Figura 3). Em
conclusdo, este cenario de distribuicdo disjunta sugere tendéncia evolutiva independente na

producéo de triterpenos, dentro do complexo Laurencia.

51



. Laurencia caliclada "

. @ Laurencia intricata...

. Laurencia mmgl'a :

. Laurencia obiusa

O Laurencia okarmural

. Leurencia omaezakiang

. LAUrEneia Sairs

@ Lourencia thyrsifera

A Lovrencia venusta

‘ Laurencia wndis

() Laurencia pinatifida
i —

i N e e, D

Figura 3. Distribuicdo geografica das espécies componentes do complexo Laurencia que produzem triterpenos.
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Capitulo 3



Isolamento e caracterizagdo dos metabolitos de interesse em Palisada furcata

(Ceramiales, Rhodophyta)

Introducéo

Metabolitos sdo substancias organicas que resultam da adaptacdo de um organismo ao
meio ambiente e, consequentemente, diretamente relacionados a historia de vida da espécie.
Desta forma, detém valiosas informacgdes filogenéticas (Cimino & Ghiselin 2001) e
frequentemente sdo também possuidores de importantes atividades bioldgicas (Mandeo 2007)

Essas substancias, de acordo com sua funcdo, sdo tradicionalmente denominadas
metabolitos primarios ou especiais (secundarios) e estdo divididas em classes quimicas:
proteinas, peptideos, aminoacidos, acidos graxos, alcaloides, polifendis, terpenos,
acetogeninas, dentre outras (Gottlieb 1990, Carvalho & Roque 2000, Mandeo 2007)

Diferentemente das plantas, as algas produzem poucos alcaloides, sendo, até o
momento, conhecidos apenas 44 (Guven et al., 2013).

Dentre as macroalgas vermelhas, as espécies do complexo Laurencia ,J.V. Lamouroux,
que € reconhecido por 194 espécies validas dos 518 nomes atribuidos, incluidos em seis
géneros: Laurencia senso stricto, Osmundea Stackhouse (Nam et al. 1994), Chondrophycus
(Takida & Saito) Garbary & J. Harper (1998), (Nam 1999), Palisada (YYamada) Nam (2006,
2007), Yuzurua Martin-Lescanne (Martin-Lescanne et al. 2010) e Laurenciella Cassano, Gil-
Rodriguez, Senties, Diaz-Larrea, Oliveira & M.T. Fujii (2012), produzem predominantes 0s
acidos graxos e os terpenos, seguidos pelas acetogeninas. Os terpenos sao formados a partir do
difosfato de isopentenila e os acidos graxos e acetogeninas, pela condensagéo do &cido acético,

tendo todos, como precursor comum, a acetil CoA. (Cardozo et al. 2007).
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As espécies de alga do complexo Laurencia sdo reconhecidas como importante fonte de
terpenos, halogenados ou ndo, que podem ser sesqui, di ou triterpenos, possuidores de
aprecidvel gama de atividades biologicas (Pereira & Teixeira 1999; Fujii et al. 2011). Muitas
dessas moléculas sdo especificas da espécie (Fenical & Norris 1975), como o diterpeno
Dactylomelol, produzido por Laurenciella marilzae (Fernandez et al. 2005; Cassano 2009) e
aldigenina A, B, C e D, sesquiterpenos produzidos por L. aldingensis Saito & Womersley

(Carvalho et al. 2003 e 2006).

Dentre as substancias terpenoidicas produzidas pelas espécies do complexo Laurencia,
0S sesquiterpenos sao 0s mais numerosos e estdo amplamente distribuidos nos oceanos, de
regides temperadas a tropicais. (Al-Massarani 2014). Em menor numero estdo os diterpenos,
tendo sido registrados, até 0 momento, uma centena deles, produzidos, em sua maioria, em
espécies que habitam o hemisfério norte (Carvalho et al. 2015). Os triterpenos, por sua vez,
compreendem 39 diferentes esqueletos carbdnicos, que tém distribuicdo restrita a regido da
Macronésia e Japdo (capitulo 2).

Ainda ndo sdo conhecidas a distribuicdo geogréafica das espécies do complexo Laurencia
que produzem acetogeninas, substancias que se originam a partir de Cis hidroxi-, halohidroxi
ou epoxipolieninas lineares, que por sua vez surgem do acido hexadeca 4,7,10,13-tetraenoico

(Murai 1997, Cepeda 2012).

Devido a dados preliminares gerados ao longo da pesquisa quimica a que vém sendo
submetidas as espécies brasileiras do complexo Laurencia e que indicavam a possibilidade da
presenca de triterpeno na espécie endémica do Brasil, Palisada furcata (Cordeiro-Marino &
M.T. Fujii) Cassano & M.T. Fujii (Estevam & Carvalho 2002, Fujii et al. 2011), o presente

estudo foi direcionado para identificar os triterpenos produzidos por P. furcata.
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Material e métodos

Os espécimes de Palisada furcata (100g, peso seco) coletadas da praia Enseada dos
Corais, Pernambuco, em 26/10/2011 (SP468882) formam submetidos a triagem e limpeza
manual para retirada das espifitas e organismos indesejaveis associados e secos a sombra em
temperatura ambiente. Em seguida, o material seco foi levado ao laboratério de Quimica de
Algas e de Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do IBT, o material foi triturado
e submetido a extracdo com diclorometano (5x, 48 horas, na auséncia de luz). Os extratos foram
filtrados, reunidos em frasco ambar, e acondicionados a 4 °C, até a fase de concentracéo,

realizada em rotoevaporador, em temperatura ambiente.

O extrato obtido foi submetido a uma série de procedimentos cromatograficos em
coluna de gel de silica ou de Sephadex LH20 e em placas preparativas com fases moveis
adequadas. Todos esses procedimentos foram acompanhados por cromatografia planar
comparativa, utilizando-se fases moveis adequadas e, como revelador, p-hidroxibenzaldeido.

Todos esses procedimentos estdo descritos no fluxograma na figura 1.

Todas as fragdes resultantes do primeiro procedimento cromatogréafico foram analisadas
em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM); as amostras foram
diluidas em 1mL de DCM. Esta anélise foi feita em GCMS-QP2010 Plusinjetor AOC-20i com

acessorio AOC20s para acomodar 150 amostras.

Foram utilizadas as seguintes condicdes cromatograficas: coluna ZB-5MS
(Phenomenex), 30m x 0.25mm x 0.25um; temperatura do injetor 220 °C; programacao da
temperatura do forno de 60 a 300 °C (5 °C/min) e mantida a 300 °C por 20 min. Temperatura
de interface de 250 °C; temperatura do detector 200 °C. Hélio como gas de arraste, a um fluxo

constante de 1,76 mL.min. Faixa de varredura: 40 a 800 (m/z).
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Também foram submetidas a analise por CG-EM todas as fragGes, que nas analises por
Cromatografia Planar aparentavam conter substancias isoladas, o0 mesmo ocorrendo com

fracOes de interesse.
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Silica e DCM-MeOH (0-10%)
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Figura 1. Fluxograma mostrando os procedimentos cromatograficos para busca de terpenos em P. furcata.

63



Resultados e discussao

A massa do triturado da alga foi de 95 g e a do extrato em DCM, de 1,6488 g. Os
cromatogramas das fragdes Pfur | desenvolvidos com as fragdes eluidas da coluna de gel de

silica, estdo mostrados na figura 1.

D E

Figura 2. Cromatogramas das fragdes impares do extrato em DCM de P. furcata, revelador: p-
hidroxibenzaldeido. Fig. A. Fracdes 3 a 27; fase mével DCM 100%. Fig B. Fragdes 29 a 51;
fase movel DCM/MeOH 1%. Fig. C. Fragdes 53 a 69; fase mével DCM/MeOH 3%. Fig. D. 71
a 93; fase movel DCM/MeOH 4%. Fig. 1E. Fragdes 95 a 114; fase mével DCM/MeOH 10%.

As fracdes foram reunidas segundo a similaridade de caracteristicas fisico-quimicas

observadas nestes cromatogramas e pesadas; essas massas estdo compiladas na tabela 1.
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Tabela 1. Massa das fragdes reunidas, ap0s primeira comparacao cromatografica

Fracdes P. fur |
0a3
4ab
6al2
14a19
21a27
29a35
36 a 39
40a43
44 a 47
48 a 51
53ab5
57 a69
70a71
5a77
83a93
97 a101
105 a 109

Massa (mg)
2,0
9,3
109,4
37
11,6
43,3
108,3
124,5
136,2
338,2
9,8
55,5
152,6
34,0
51,1
4,6
826,1

Cromatogramas adicionais permitiram que mais fracdes fossem reunidas (Figura 3).

-
(AN

€

D

Figura 3. Cromatogramas das fragcbes do extrato em DCM de P. furcata, revelador: p-
hidroxibenzaldeido. Fig. A. Cromatograma das fragdes do volume morto a 43 com solvente
DCM 100%. Fig B. Fragdes de 28 a 72, fase movel DCM/MeOH 2%. Fig. C. FragOes de 70 a
94, fase mével DCM/MeOH 5%. Fig. D. 95 a 114; fase mével DCM/MeOH 10%.
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Os procedimentos cromatogréaficos, seguidos pela reunido das frages semelhantes e a
posterior analise das fracGes reunidas por CG-EM, permitiu a identificacdo dos acidos graxos
listados na tabela 2. As identificagdes foram feitas por comparagéo com a Biblioteca NISTO8,

disponivel no equipamento.

Tabela 2. Acidos graxos identificados em extrato em DCM de Palisada

furcata, fragdo onde foi encontrado e a area do seu pico.

Nome Nome comum  Sigla Fracao Area
Pfur 1 36-43  0,87%
Pfur144-47  0,11%

Acido tetradecanoico Acido miristico = C14:0
Pfur 148-51 15,31%
Pfur 52-55  8,58%
a . . Lfur144-47 0,59%
Acido pentadecanoico C15:0

Lfur136-43 0,13%
Acido 9-Octadecenoico  Acido oleico C18:1n9c Pfurl36-43 12,18%

5,8,11,14-Acido Acido - Pfur136-43 11,15%
Eicosatetraenoico aracdonico ' Pfur 1 44-47 0,02%
Acido 9,12-

Octadecadienoico Acido linoleico = C18:2n6¢c  Pfur144-47 @ 9,3%

Pfur | 36-43
Acido n-hexadecan6ico  Acido palmitico C16:0 Pfur 152-55 4,01%
Pfur 157-69  24,95%

Também foram identificados os ésteres citados na tabela 3.

Tabela 3. Esteres de acidos graxos identificados no extrato em DCM de P. furcata,
fracdo de origem e area do correspondente pico.
Nome Fracéo Area

Ester bis (2-etilexilico) do acido P fur 36-43  0,07%
hexanodioico

Ester metilico do &cido 4,7,10,13,16,19- P fur 36-43  11,53%
docosahexaenoico
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Os espectros de massas obtidos e os correspondentes espectros da Biblioteca AOCS
(Christie 2013), que permitiram a identificacdo das substancias componentes das fragdes

analisadas, estdo nas figuras 4-11

1004 3
A
43 60
129
50 38
‘ | | 83 87 o7 115 143 71 lTS 228
B | O 1 | I A A | A TP | i I 190
500 750 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250
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% 3
g0 3 tetradecanoic acid
703
B0 3
&0 % 129
3 +
40 185 M
= 30 a7 228
= F 83
= 20
o 3 97 114 143 171
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Figura 4. Espectro de massas do &cido tetradecanoico (A) e o espectro de referéncia (B)
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%
10
A
5l
264
i lh . 166 180 103 23 22 o g | 282
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 17‘I5.0 ZOb.O 22‘5.0 25b.0 27’5.0
Abundance 55
% B
40 9-octadecenoic acid
a0
70
60
&0
40
s 30
E 20
- . 264 MmF
E 10 el 15"1 1'?5 180 195207 222 235045 | 282
L 1)l I 1,

60 a0 100 120 140 160 180 2UU 220 240 260 miz

Figura 6. Espectro de massas do acido 9-octadecenoico (A) e o espectro de referéncia (B)

68



9
100 79
91
50
67 108 119

4t 55 145

| | | | | 130 166 201 215
o - o el BT 187 : 232 248 259 213 284

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0

Figura 7. Espectro de massas do acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico

Acido 9,12-octadecadienoico

1004 67
81 A
95
501 4 55
109
o |.| ||'| (" ‘l L 1 1Islﬁ... ol 18, 185 199 218 ooy %98 i
500 750 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0
Abundance 67 B
%
90 9 12-octadecadienoic acid
B4
al 81
HOOC e e T T
70
60
95

50

40
s % M
s 20 110 280
0
3 123
g 10 136 150
) ||||||||”|| ||||||| 1Ef L 1|8|5 209 223 241 2[?4 |

60 a0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 mfz

Figura 8. Espectro de massas do acido 9,12-octadecadienoico (A) e o espectro de referéncia (B)

0
100
43
75.0 - A
129
50.0
63 256
25.0] ‘ ‘ || a7 115 45 1T7 171 185 213
199 | bo7
Ly ..|..| Bl pilld ||||||| ..|.||| ] 1‘.‘1. A | | | A I 239 |
0.0 o g T " T T T T T
500 750 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0

69



Abundance

%

alsUYD A AG @

90 3
80 3
70
60 3
50 3
403
30 3
20 1
10 3

60 44

hexadecanoic acid

129

83
213

97 115 157 171 185

143

199
|||I .,..|!Ih. I .,..=.|, o,

227
238

256

. ..|| ..|.||‘|| ul
0 80 100 120 140 160 180 200 220 240

6

m/z

Figura 9. Espectro de massas do acido n-hexadecanoico (A) e o espectro de referéncia (B)

Esteres de acidos graxos

1004

50

79

91

67 108 419

|LM. i

187 201 215 232 248 259

| 145 159
N L |||. L 10 295

273

284

Abundance

%

BUSLLD A0,

90-;
80
70
60 ]
50 ]
am-;
30
20 7
10

T T T T
125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0

9

CH3CHR00C . _

119
108

67 i
131

159

55
173

201

215 241

160 200 220 240 260 280 300 320 340

60 &80 100 120 140 160

T
275.0

ethyl 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoate or 22:6(n-3)

M+
356
m/z

Figura 10. Espectro de massas do éster metilico do acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico
(A) e o espectro de referéncia (B)

70



1004 129

50+
57 -
112 147
i3
100 H 241
o || : M 67|| . il | Ay A4 157 1?5 185 . 213 . I
50.0 75.0 100.0 1250 150.0 175.0 200.0 2250

83
iy

Figura 11. Espectro de massas do éster bis (2-etilexilico) do &cido hexanodidico.

As fragdes reunidas Pfur | 36-43, devido a quantidade disponivel (153,9 mg) e aos
resultados de seu estudo por CG-EM, foram submetidas a fracionamento em Sephadex LH-20
(coluna Pfurll). O cromatograma desenvolvido com Pfur Il 37-45, apds derivatizacdo com p-

hidroxibenzaldeido, mostrou uma Unica mancha (Figura 12).

Figura 12. Cromatograma da fracdo Pfur 1l 37-45, desenvolvido com a fase mével DCM/MeOH

97:3, viv e derivatizado com p-hidroxibenzaldeido.

Por esse motivo, essa fracdo foi submetida & estudos por Ressonancia Magnética de *H

e de 13C e a espectrometria de massas (Figuras 13-17).

71



Normalized Intensity

“““““““““““““““““““““““““““““““““““““
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 5 5 5 5

Figura 13. Espectro de RMN de *H (500 MHz,) da fracdo Pfur Il 37-45 (em CDCls).
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Figura 14. Espectro de RMN de 3C (500 MHz,) da fragdo Pfur 1l 37-45 (em CDCls).
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Figura 17. Espectro de massas do acido palmitico obtido da fracdo Pfur Il 37-45.

Como pode ser observado no espectro de RMN de!H de Pfur I1 37-45 (Figura 13), esta
fracdo é uma mistura de diversas substancias; em seu espectro de massas (Figuras 15-17)
obtidos por CG-EM, aparecem em maior quantidade o acido oléico (M =282 , 54,85%) (Figuras

15 -16 e 18) e 0 acido palmitico (M = 256, 39,71%) (Figura 15, 17 e 19).

18 16 14 12 10 9 7 5 3 10H
17 15 13 11 8 6 4 2

Figura 18. Estrutura do acido oléico.

HO 1 3 5 7 9 11’ 13' 15'

Figura 19. Estrutura do acido palmitico.

Os sinais observados no espectro de RMN de *H da fragdo Pfur 1l 37-45 (Figura 13)

estdo listados na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados de RMN de *H (500 MHz,) da fragdo Pfurll 37-45 (em
CDCly).

Acido oleico Acido SH Multiplicidade
palmitico
18 16' 0,85-0,91 tripletos
(superpostos)
4,5,6,7,12, 13,14 4,5,6', 7,8, 122-130 multipleto
15,16e 17 9, 10, 11, 12
13, 14, 15'
3 3 1,60 - 1,65 multipleto
11,18 2,00 -2,03 multipleto
2 2' 2,32-2,38 tripleto
10,9 5,32 - 5,37 multipleto

Deslocamento quimico (3) em ppm
A figura 14 mostra o espectro de RMN de *C da fragdo Pfur Il 37-45. Os sinais neles

observados estdo compilados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados de RMN de *C (125 MHz,) da fragdo X (em CDCls).

Acido oleico Acido palmitico
dc dc

C18 14,0 C16' 14,0
C17 22,6 C15' 22,6
Cle 32,4 c14" 32,4
C4, C5, Ce, C7, 28,5-29,9, C4', C5', Ce', C7', C8/, 28,5-29,9
C12, Ci13, Ci4, C9, C10, C11', C12,
C15 C13
Cl1 27,2
C9eC10 130
C8 27,2
C3 24,7 c3 24,7
Cc2 34,1 c2 34,2
C1 180 cr 180

Deslocamento quimico (8) em ppm

No espectro de RNM de 'H da fracdo Pfur 1l 37-45 (Figura 13), os deslocamentos
atribuiveis ao acido oleico podem ser facilmente observados, enquanto que os do &cido
palmitico estdo encobertos pelos do acido oleico; neste espectro, a maioria dos picos aparece
como multipletes, devido a essa superposic¢do. Os sinais atribuiveis ao acido palmitico podem

ser observados no espectro de RMN de *3C (Figura 14). Todas as atribui¢cdes foram feitas com
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auxilio dos espectros bidimensionais homonuclear COSY (Figura 20) e do heteronuclear
HMBC (Figura 21) e dos dados existentes para os espectros de H e de $3C dos acidos palmitico

e oleico YMDB (2012)
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Figura 20. Espectro bidimensional homonuclear COSY da fragédo Pfur Il 37-45
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Figura 21. Espectro bidimensional heteronuclear HMBC

Os demais acidos graxos e ésteres identificados na sequéncia de fracionamentos e estudos por

CG-EM, realizados segundo o esquema mostrado na figura 1, estdo reunidos na tabela 6.
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Tabela 6 Substéncias identificadas por CG-EM, fracdo de origem, area do pico, tempo de
retencdo (TR) e massa (m/z).

Substéncia Fracgéo Area (%) TR (min) M (m/z)
Pfurll51-55 53,91 27,96
Acido n-hexadecanoico PfurV106 36 27,85 256
(Acido palmitico) PfurVileVIli 49,34 27,77
Faixa 2
Acido tetradecanoico Pfurl151-55 30,11 23,93 228
(Acido miristico)
Diexadecanoato do  4cido | PfurV 111 94 28,17 652
ascorbico
Ester bis(2-etilhexil) do &cido | PfurV 115 29 35,57 370
hexanedioico
Dioctalato do acido | Pfur VlleVII 15,2 35,57 370
hexanedioico Faixa 5

Algumas substancias sintéticas, consideradas poluentes, foram também identificadas (Figuras

22-25).
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Figura 22. Espectro de massas do éster bis(2-metilpropilico) do acido 1,2-
benzenodicarboxilico
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Figura 24. Espectro de massas do éster mono(2-etilexilico) do acido 1,2-benzenodicarboxilico

%

100.04 9L
75.04
] 106
50.04
25.01 10
] 77
44 51 65 79
oolL—20 1| 1 L L] 89 || | !
.- I - - - I I T I
40 50 60 70 80 90 100

Figura 25. Espectro de massas do 1,4-dimetil-benzeno (p-xileno)

N&o foram identificados terpenos no extrato em DCM de Palisada furcata, mas sim
acidos graxos e alguns de seus esteres. Este resultado indica auséncia de terpenos nesta espécie,

0 que estd em conformidade com os membros do género Palisada do litoral brasileiro.
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Entretanto, a auséncia de terpenos ndo diminui a importancia desta espécie, como candidata a
bioprospeccdo, uma vez que as substancias encontradas também apresentam importantes
atividades bioldgicas (Desbois & Smith 2010).

As figuras 1-11 confirmam a presenca dos &cidos miristico (C:14), pentadecandico
(C15:0), oleico (C18:1n9c), araquiddnico (C20:0), linoleico (C18:2n6c) e palmitico (C16:0),
listados na tabela 2 e dos ésteres bis (2-etilexilico) do acido hexanodidico e metilico do acido
4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico, mostrados na tabela 3. Todos esses compostos sdo comuns
entre as algas (Kumari et al. 2013) sendo que as algas vermelhas apresentam o acido palmitico
(C16:0) como &cido graxo majoritario (Gnneken 2011, Kumari et al. 2013) e Palisada furcata
enquadra-se nesse padrdo. Em faner6gamas, o &cido hexadecanoico (palmitico) esta envolvido
na protecdo contra a dessecacdo, radiacdo e herbivoria (Chen et al. 2006). Os &cidos
hexadecanoico e o tetradecandico (&cido miristico) estdo entre os acidos graxos com o maior
espectro de atividades antimicrobianas (Mahadkar et al. 2013). Segundo Paradas (2013), o

acido palmitico apresenta atividade citotoxica e anti-incrustante.

A presenca desses acidos graxos que possuem distintas e multiplas atividades descritas

por Desbois & Smith (2010) agrega valor comercial a essa espécie de algas marinha vermelha.
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Capitulo 4



Avaliacéo das atividades microbiana e antitumoral dos acidos graxos de trés

espécies de Palisada (Ceramiales, Rhodophyta) de ambiente tropical brasileiro

Introdugéo

Algas marinhas bentdnicas sdo reconhecidamente proficuas produtoras de moléculas
com uma variedade quimica excepcional que podem ser revertidas em utilidade na saude
humana. Na literatura, ha numerosos exemplos de compostos produzidos por macroalgas que
apresentam atividades bioldgicas tais como antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral,
anticoagulante e antioxidante (Kumaran et al. 2010, Rhimou et al. 2010; Shalaby 2011,
Vijayabaskar & Shiyamala 2012; Liang et al. 2014).

Embora possuam baixa quantidade de lipidios, as algas podem produzir importantes
acidos graxos como os da familia 6mega (®-3 e w-6), 0s chamados acidos graxos essenciais,
uma vez que o corpo humano néo pode sintetizar e precisa obté-los por meio de dieta (Kumari
et al. 2013; Mohamed et al. 2012). As fontes tradicionais dessas substancias para dieta sédo 0s
peixes marinhos. Entretanto, dados apontam um declinio e um futuro exterminio do pescado
(Worm et al. 2009), aumentando a importancia da busca por novas fontes.

Acidos graxos s&o comumente encontrados ligados a outros compostos como glicerol,
acucar e grupo fosfato, formando os lipidios. Estes, embora sejam considerados indesejaveis
em dietas, teorias modernas de nutricdo tém atribuido numerosos beneficios para a saude
humana com a manutenc¢do dos niveis de &cidos graxos em nossos organismos, especialmente
os poli-insaturados (PUFA) (Arts et al. 2001).

Além da importancia nas dietas, os acidos graxos vem demonstrando atividades
biolégicas frente a micro-organismos patogénicos ou oportunistas; por estar entre 0S

componentes de membrana podem funcionar como barreira de protecdo (Desbois & Smith
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2010). Também é observada a influéncia destas moléculas na inibi¢do do desenvolvimento do
cancer. Por exemplo, dietas ricas em &cidos graxos poli-insaturados, dmega 3, possuem

propriedades supressoras de tumor (Kato et al. 2002, 2007).

Considerando o aumento da resisténcia de bactérias e fungos a antimicrobianos e ao
crescente numero de pacientes imunocomprometidos, além da escassez de agentes
antimicrobianos eficazes (Norrby et al. 2005), € urgente a necessidade de busca por moléculas
que possam combater as doencas infecciosas e tumorais. O presente trabalho objetiva avaliar
as atividades dos extratos lipidicos das espécies de Palisada Nam (Ceramiales, Rhodophyta)
coletada na Paraiba, frente as atividades antimicrobiana e antitumoral, uma vez que as

caracteristicas quali e quantitativas dos acidos graxos variam entre as espécies.

Material e métodos

Material

Espécimes de Palisada flagellifera (SP468879)(J. Agardh) K.W. Nam, P. furcata
(SP468880) (Cordeiro-Marino & M.T. Fujii) Cassano & M.T. Fujii e P. perforata
(SP468881)(Bory de Saint-Vincent) K.W. Nam foram coletadas na praia de Coqueirinho,
municipio de Conde, Paraiba. Cada espécie foi coletada uma Unica vez. Inicialmente, foram
feitas triagens minuciosas para retirada de organismos epibidnticos e, em seguida, 0s materiais
foram secos a sombra em temperatura ambiente. Para os testes de ativididades bioldgicas, foram

utilizados 3g de material seco de cada espécie.

Extracdo de &cidos graxos

A extracdo de lipidios seguiu 0 método convencional de Bligh & Dyer (1959) utilizando

1 g de material seco, triturado. Este método baseia-se na extracdo de &cidos graxos utilizando
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cloroférmio e metanol em temperatura ambiente. As amostras foram agitadas durante 30
minutos com um agitador magnético, com 30 mL de cloroférmio / metanol (1: 2v/v) e 10 mL
de sulfato de s6dio a 1,5% (m/ v). Depois de agitacdo foram adicionados 10 mL de cloroférmio
e 10 mL de sulfato de sddio a 1,5% (m / v). Os extratos foram centrifugados a 3000 rpm

(rotagdes por minuto) durante 30 minutos e, em seguida, a fase organica foi recolhida e seca.

Os &cidos graxos extraidos foram metilados e convertidos nos seus respectivos ésteres
metilicos dos acidos graxos (FAME), de acordo com a metodologia modificada de Moss et al.
(1974): em um frasco de 100 ml contendo os lipidios foi adicionado 2 mL de solucdo de NaOH
(0,5 mol . LY) em metanol a 2% (m / v) sob agitacio e aquecimento a 100 °C, por um periodo
de 5 minutos a partir do inicio do refluxo. Foram adicionados 3 mL de BFz (&cido de Lewis),
sequido de agitacdo por 2 minutos e depois adicionou-se 3 mL de solu¢do de NaCl a 20 % (m /
v). A amostra foi deixada em repouso em temperatura ambiente e, em seguida, transferida para
um funil separador com 20 mL de hexano. A fase organica foi separada em hexano (15 mL) e
seca com 2 g de sulfato de sodio anidro. A evaporacdo do solvente foi realizada com Nz e a

amostra pesada. As amostras foram analisadas em triplicata.

As andlises quantitativas em cromatografia gasosa do material derivatizado foram
realizadas de acordo com as seguintes condic¢des: cromatografo de gas CG / DIC com COA-20i
amostrador automatico (Shimadzu 2010, Japdo) equipado com uma coluna capilar de silica
fundida (Rtx-WAX, com dimensdes de 30 m x 0,25 mm DI x 0,25 mm de espessura). As
injecBes foram realizadas com uma razdo de 1:25 e o hidrogénio foi utilizado como géas de
arraste no modo de fluxo constante de 1,2 mL / min. O injetor foi aquecido a 250 °C e um
detector de ionizacdo de chama operou a 250 °C. Programacao de temperatura inicial do forno
utilizado foi de 100 °C a 7 °C / min até 200 °C e, em seguida, aumentada a 5 °C min* 223,7
°C, isotérmica durante 2 min a esta temperatura, e depois aumentada para 5 °C min™ a 222,9

°C, isotérmica, mantida durante 2 min e, em seguida, aumentada para 230 °C a 5 °C mint e
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mantida isotérmica durante 10 min a 230 °C (Tang et al. 2013). As identificacGes foram feitas

utilizando padrdo FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich).

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos acidos graxos de algas foi determinada utilizando duas
bactérias representativas gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC19095 e Enterococcus
faecalis ATCC4083), duas bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC29214 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027), e seis cepas representativas de cinco espécies diferentes
de leveduras (Candida albicans ATCC62342 e isolados clinicos de C. albicans a partir da
cavidade bucal humana (3), C. parapsilosis, C. lipolytica e C. famata). As bactérias e os fungos
foram mantidas em agar Mueller-Hinton e &gar de dextrose de Sabouraud, respectivamente, a

4 °C e foram reativados antes do uso.

Teste de microdiluicéo

O ensaio antimicrobiano para levedura (M27-A3) e para bactérias (M7-A7) foi realizado
com o método de microdiluicdo em caldo, de acordo com as orienta¢des do Instituto de Padrdes

Clinicos e Laboratoriais (CLSI).

As cepas microbianas foram inoculadas por 12h. Col6nias foram ressuspendidas em
solucdo salina até uma turbidez equivalente ao padrdo de McFarland de 0,5. Esta suspenséo foi
entdo ajustada para se obter uma concentracéo de trabalho de 5 x 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) mL™. Caldo de Mueller-Hinton (BD, Sparks, MD, EUA) e meio RPMI-1640
(Sigma, St Louis, MO, EUA) tamponado a pH 7,0 com MOPS foram usadas para o cultivo e

diluindo as suspensdes bacterianas e fungicas, respectivamente. Dimetil sulféxido (DMSO) foi
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usado como um diluente para obter a concentracdo desejada dos extratos e farmacos de

referéncia.

As amostras diluidas em série foram transferidas em duplicatas para microplacas de 96
pocos, e 100 pL de indculo microbiano foi adicionado para atingir um volume final de 200 pL.
As concentracdes variaram entre 1 e 500 (1; 1,9; 3,9; 7,8; 13,6; 31,25; 62,5; 125; 250; 500
ug.mL1. Os experimentos controle para testar a viabilidade microbiana e esterilidade do meio
e do extrato foram também realizados. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h para as
bactérias e 48 horas para os fungos. As placas foram lidas antes e ap0os incubacdo a 630 nm para
as bactérias e 590 nm para os fungos. O efeito antimicrobiano foi caracterizado pela CI150, que
¢ a concentracdo que inibe em 50% o crescimento dos micro-organismos, bactérias ou fungos,
comparado ao crescimento do controle. Os valores de CI50 foram determinados a partir de
gréficos logaritmicos de inibicdo do crescimento em fungdo da concentracdo. Os testes foram

realizados em duplicata.

Atividade antitumoral

A linhagem de glioblastoma multiforme, grau IV, de rato (C6) foi obtida de ATCC
(CCL-107™). As células foram cultivadas em DMEM suplementado com 5% de FBS (soro
fetal bovino), pH 7,4, inativado pelo calor. As células foram mantidas numa atmosfera
umidificada a 37 °C, em 5 % de CO». O estudo de citotoxicidade foi realizado quando as células
atingiram 70-80% de confluéncia. As células foram semeadas em placas de 96 pocos, fundo
chato. Apds 24h de cultivo da linhagem C6, foram realizados ensaios utilizando o método do
MTT - brometo de tetrazdlio/azul de tolidina, a fim de verificar a viabilidade celular (Mosmann,

1983).
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O extrato lipidico das espécies de Palisada: P. flagellifera, P. furcata e P. perforata,
bem como as fragdes da P. furcata foram solubilizados em DMSO, obtendo-se uma solugéo de
10 mg/mL em DMEM 5 %. A partir da solucdo estoque foram relaizadas diluicbes em DMEM

para obtencgéo de cinco concentragdes para a linhagem C6.

As fracOes testadas foram isoladas do extrato de Palisada furcata (SP468882), em

DCM, mostrado no capitulo 3 do presente trabalho, aqui nomeadas de A, Be C
Fracdo A
Acido oleico — 54,85%
Acido palmitico — 39,71%
Fracdo B
Acido palmitico — 53,91%
Acido miristico — 30,11%
Fracdo C

Acido palmitico — 49,34%

Antes da aplicacdo do MTT diluido em 5 % de DMEM, os pocos foram lavados com
100 pL de PBS. Apos 2h de exposicao em atmosfera umidificada a 37 °C, em 5 % de CO, a
solucdo de MTT foi retirada e, ao final, através de um leitor de microplacas a 405 nm, foi
verificada a absorbancia em cada poco e calculada a percentagem da inibicdo celular,

descontando os controles (DMEM + DMSO).
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Analises dos dados

Os resultados foram expressos em médias e desvio-padrdo. Os perfis de acidos graxos
das trés espécies estudadas foram comparados entre si por ANOVA. Os testes de atividade
microbiana, por ndo atenderem as premissas para teste paramétricos, foram analisados pelo
teste Kruskal-Wallis. Enquanto os experimentos de atividade antitumoral foram avaliados por
ANOVA bifatorial e as multiplas comparacdes analisadas pelo teste de Tukey. Foi considerado

estatisticamente significativo p< 0,05.

Resultados e discussao

Composicdo de acidos graxos

A partir de trés espécies Palisada furcata, P. perforata e P. flagellifera, dezoito &cidos
graxos foram identificados e o perfil desses acidos graxos em porcentagem de éster € mostrado
na tabela 1. Os cromatogramas representavos dos acidos graxos metilados das espécies séo

mostrados na figura 1
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Figura 1. Cromatograma dos acidos graxos metilados obtidos de P. flagellifera (a), P. furcata
(b) e P. perforata (c)
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Tabela 1. Perfil de &cidos graxos nas trés espécies de Palisada analisadas, em porcentagem de

éster.
Nome comum P. flagellifera P. furcata P. perforata
C12:0 Laurico 0,35+0,02 nd Nd
C13:0 Tridecanéico 0,190 nd Nd
C14:0 Miristico 5,44+0,08 5,88+0,21 8,36+0,47
C15:0 Pentadecandico 0,57+0 1,72+0,05 0,7240,07
C16:0 Palmitico 33,39+0,07 42,3+0,65 42,15+0,82
C17:0 Margarico 0,3+0,01 nd 0,72+0,09
C18:0 Estearico 2,26+0,04 7,61+0,05 5,62+0,08
C20:0 Araquidico nd nd 0,74+0,04
C22:0 Docosanoico 0,35+0 nd Nd
C24:0 Lignocérico nd nd 1,12+0,08
Cl4:1 Miristoléico 0,08+0 nd Nd
C16:1 Palmitoléico 1,22+0 8.33+0.45 5,77+0,09
C18:1n9c Oléico 11,36+0,04 8.25+0.35 6,34+0,24
C18:2n6c Linoléico 9,66+0,02 3.28+0.17 2,59+0,04
C18:3n6 y-linolénico 0,24+0,02 nd Nd
C18:3n3 a-linolénico 0,8+0,01 nd 2,38+0,09
C20:4n6 Araquidonico 4,23+0,05 3.66+0.32 4,18+0,03
C20:5n3 Eicosapentaendico  2,48+0,04 3.56+0.16 4,36+0,06
SFAs 42,89+0,22 57,53+0,96 59,45+1,57
MUFAs 12,67+0,04 16,59+0,8 12,12+0,33
PUFAs 17,41+0,14 10,51+0,65 13,53+0,22
PUFAw6 14,14+0,09 6,94+0,49 6,77+0,07
PUFA®3 3,30+0,05 3,56+0,16 6,75+0,15
®-6: ®-3 4,29 1,95 1,00

SFA=4cidos graxos saturados; MUFA= &cidos graxos monoinsaturados; PUFA=&cidos graxos poli-insaturados;

nd=nao detectado.
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N&o foram encontradas diferencas significativas entre os valores totais de 4cidos graxos

saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, de acordo com a ANOVA (p=0,6117).

Os mais abundantes foram os acidos graxos saturados, com 42,8 % P. flagellifera, 57,5
% em P. furcata e 59,4 % em P. perforata. Estes valores correspondem quase inteiramente ao
teor de &cido palmitico (C16:0), seguido do acido miristico (C14:0). Os outros acidos graxos
saturados foram observadas em tracos que, conjuntamente contribuiram com 4-9,3 %. As algas
vermelhas tem como &cido graxo majoritario o palmitico (Gnneken 2011; Kumari et al. 2013)

e este apresenta atividade antibidtica

A melhor quantidade MUFAs foi observada em P. furcata com 8,3 % de C16:1 e 8,2 %
do -9 C18: 1n9c (tabela 1). Em P. perforata foram observados 5,7 % de C16:1 e 6,3 % de
C18:1n9c. Os quase MUFAs de P. flagellifera foi »-9 C18:1n9c, C16:1 apareceu com

aproximadamente 1% e foi detectado tragos de C14:1.

O total de PUFA variou de 10,51 % em P. furcata a 17,4 % em P. flagellifera ¢ -3 e
©-6 PUFAs contribuiram bastante para estes valores (Tabela 2). Acido araquidonico (C20:4n6)
conta cerca de 4%. Outro C20 PUFA observado foi o eicosapentaendico (C20:5n3),
contabilizado com 3,5 % em P. furcata, 4,3 % em P. perforata e 2,4 % em P. flagellifera. O
acido linoleico (C18:2n6) foi em maior quantidade em P. flagellifera com 9,6 %, seguido por
P. furcata (3,2 %) e P. perforata (2,5 %). Tragos de acido a-linoleico foram detectados em P.
flagellifera. Nenhum FAs trans foram encontradas em nenhuma espécie. A razio ®-6: ®-3

obtida foi de 1,9 para P. furcata, 1 para P. perforata e 4,2 para P. flagellifera.

As espécies aqui estudadas mostraram grande quantidade de &cidos graxos saturados,
com maior teor de &cido palmitico. Além disso, foi observada alta quantidade de PUFAs
(C20:5n3, C20:4n6, C18:2n6¢c, C18:3n3). Estes resultados encontrados nos perfis das espécies
estdo de acordo com as observadas anteriormente em algas vermelhas (Kumar et al. 2011,
Kumari et al. 2013).
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Os acidos linoléico (w-6) e a-linolénico (®-3) ndo sdo produzidos pelo corpo humano,
sendo obtidos através da dieta. Assim, a caréncia na alimentacdo dos mamiferos acarreta
problemas fisiologicos (Innis 2004). Dietas ricas em ®-6 S80 caracteristicas de paises
ocidentais. O equilibrio dos acidos graxos ®-6:0-3 € importante na diminui¢do do risco de
doencas modernas como as cardiacas, inflamatdrias e cancer (Kang 2008, Simopoulus 2008).
A OMS (Organizagdo Mundial de Saude) recomenda a relagdo w-6:0-3 inferior a 10

(Simopoulos 2009), o que foi observado nas espécies estudadas.

Assim, a disponibilidade de PUFAs importantes, como acido linoléico, acido
araquidénico, acido eicosapentaendico, com aplicaces biomédicas e nutracéuticas
comprovadas, indicam o potencial uso de algas na preparacao de alimentos com baixo teor de
gordura (Kumar et al. 2011). Além disso, a escolha de algas como fonte de FAs pode melhorar
a qualidade da dieta e evitar a dependéncia de fonte tradicional, o que é relevante se
considerarmos dois pontos principais: a diminuicdo da pesca e o fato de que as algas podem ser

cultivadas (Arts et al. 2001).

Atividade antimicrobiana

A partir dos extratos lipidicos testados, foram observados CI150 em duas cepas de

bactéria e quatro de fungos, como mostrado na tabela 2.
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Tabela 2. C150 de bactérias gram-positivas (G+) e gram-negativas (G-) e fungos e farmacos de referéncia, expressos em pg.mL™,

P. flagellifera P. furcata P. perforata Fluconazol Tetraciclina Clorafenicol

Enterococcus faecalis (G+) - - -

Escherichia coli (G-) - - -

Staphylococcus aureus (G+) - 261,4 408,2 <1 2,1
Pseudomonas aeruginosa (G-) - 401,1 167,7 <1 1,92
Candida albicans - - -

C.albicans isolado clinico 1 - - -

C.albicans isolado clinico 2 - - 476,2 <1

C.albicans isolado clinico 3 - - - <1

C. parapsilosis isolado clinico 258,1 16,73 140,8 <1

C. lipolytica isolado clinico 35,61 279,1 1,14 <1

95



A estrutura e forma dos acidos graxos devem influenciar a atividade bacteriana, embora
ainda ndo haja um consenso (Desbois & Smith 2010). Nossos resultados para Staphylococcus
aureus estao de acordo com o relatado por Feldlaufer et al. (1993) e Desbois & Smith (2010),
de que os &cidos graxos monoinsaturados que apresentam maior atividade frente a organismos
gram-positivos, usualmente tém 14 ou 16 atomos de carbonos. Dentre os extratos testados, o
de P. furcata apresentou o maior valor. O melhor resultado antibacteriano foi observado no

extrato lipidico de P. perforata contra a gram-negativa E. faecalis (160 pg.mL™).

Extrato lipidico de P. furcata apresentou bons resultados contra Candida parapsilosis,
com CI50 de apenas 16,7 pg.mL. Candida parapsilosis é uma das espécies mais comuns de
fungos causadores de doengas invasivas em todo o0 mundo, sendo a espécie ndo-albicans mais
comum em alguns paises. C. parapsilosis € um comensal frequente dos tecidos epiteliais e

mucosas (Kuhn et al. 2004).

Como os testes foram feitos em extratos, os altos valores de CI50 em relacdo aos

farmacos de referéncia ja eram esperados e testes com isolados podem ser promissores.
Citotdxica

A viabilidade das células da linhagem de glioblastoma de rato, C6, nos extratos das
espécies de Palisada estdo mostrados na figura 1. No tratamento antitumoral com extrato de
Palisada flagellifera foi observada diferenca significativa em relacdo ao controle (C) na
concentragdo de 100 pg.mL™? com exposicdo de 96h (p<0,05). Os melhores resultados foram
observados nos tratamentos com extrato de P. furcata que, em 72h de exposicao, apresentou
diferencas significativas em relacéo ao controle (C) nas concentracgdes de 50, 100 e 200 pg.mL?
(p<0,005), sendo a inibi¢do do crescimento das células de 42,6; 42,9 e 41,2 %., respectivamente.
Com 96h de exposicdo também foram observadas diferencas significativas entre 50, 100 e 200
ug.mL*e o controle (p<0,005), bem como com 10 pug.mL? (p<0,05). O tratamento com extrato
em DCM de P. perforata mostrou diferenca significativa na concentragio de 100 pg.mL?*em
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72 e 96h, comparados aos respectivos controles, havendo inibicdo de crescimento de 25,5 e

24,3 %, respectivamente.
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Figura 1. Viabilidade celular do glioblastoma de ratos. A. Tratamento com extrato em DCM de
Palisada flagellifera. B. Tratamento com extrato em DCM de P. furcata. C. Tratamento com
extrato de DCM de P. perforata.O Controle (C) corresponde a exposi¢do sem nenhum extrato
algal.

*p <0,05; **p < 0,005; ***p < 0,005 comparando os tratamentos ao controle (C) correspondente
ao mesmo tempo de exposicao.
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Dentre as espécies estudadas, a que mostrou melhor atividade foi P. furcata (figura 1B). Nas
concentragdes de 50, 100 e 200 pg.mL™, com 72h de exposicéo, apresentaram inibicdo de
crescimento de 37,2, 37,5 e 35,9 %, sugerindo que testes com fracfes de seu extrato
apresentem resultados ainda melhores. De fato, a figura 2 mostra a viabilidade das fracGes A,
B e C nas concentracdes 40 e 80 pg.mL™*. Em 48 e 72h observa-se diferencas significativas

em relacdo aos respectivos controles, sem drogas (C).
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Figura 2. Viabilidade das células C6 quando expostas as fracdes A, B e C do extrato de P. furcata nas
concentracBes de 80 e 40 pug.mL™. *#p < 0,005; ***p < 0,005 e ****p < 0,0001 comparando os
tratamentos ao controle (C) correspondente ao mesmo tempo de exposi¢do, mas sem exposi¢do a
nenhuma fracao.

A tabela 3 mostra as porcentagens de inibicdo de crescimento das células C6 expostas

as fracdes dos extratos.
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Tabela 3. Inibicdo de células da linhagem C6 em relagdo ao controle

24h 48h 72h
A 80 pg.mL™ 17,8% + 1,69 29,28% +3,43 48,25% +7,33
A 40 pg.mL? 12,05% +1,13 25,41% +4,54 30,14% +5,18
B 80 pg.mL™ 31,33% +3,9 60,44% +13,8 74,22% +6,3
B 40 pg.mL? 5,35% +1,28 45,72% +10,78 65,63% +4,76
C 80 pg.mL* 27,71% +2,62 40,13% +9,8 42,1% +7,84
C 40 ug.mL* 20,08% +2,28 28,29% 5,82 42,3% +12,96

Embora preliminares, os resultados observados nas fracBes do extrato em DCM de
Palisada furcata sdo bastante significativas, uma vez que glioblastoma € o tumor maligno
cerebral mais comum e bastante letal, levando a ébito em 2 anos, aproximadamente, contados

a partir do diagnostico (Antal et al. 2014). Dentre as fracdes, destaca-se a fracdo B composta

por acido palmitico e miristico, com os maiores percentuais de inibicéo.

Os resultados observados com as fragdes A, B e C, de P. furcata, mostram que elas
contem promissores quimioterapicos para glioma maligno. As trés fracfes sdo essencialmente
compostas por acidos graxos comuns nas dietas, sugerindo baixa toxicidade. O quimioterapico
gue vem sendo usado no tratamento desse tipo de tumor, a Temozolamida apresenta toxicidade

moderada-severa (Mason & Cairncross 2005) e, portanto, hd grande necessidade de novos

farmacos.
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Capitulo 5



Primeiro registro de monoterpeno para o complexo Laurencia (Ceramiales,
Rhodophyta) identificado em compostos volateis de Laurencia translucida, espécie

endémica do litoral brasileiro

Introducéo

Metabolitos secundarios de algas vém despertando interesse devido as suas multiplas
potenciais aplicagcdes. As espécies que compdem o complexo Laurencia J.V. Lamouroux,
atualmente constituido por 194 espécies reconhecidas (Guiry & Guiry 2015), e distribuidas em
seis géneros, destacam-se, sobremaneira, pela profusdo dos metabolitos que produzem e que
podem ou ndo ter natureza terpenoidica (Fujii et al. 2011).

Como compreendido atualmente, o complexo € composto por Laurencia senso stricto,
Osmundea Stackhouse (Nam et al. 1994), Chondrophycus (Takida & Saito) Garbary & J.
Harper (1998), (Nam 1999), Palisada (Yamada) Nam (2006, 2007), Yuzurua Martin-Lescanne
(Martin-Lescanne et al. 2010) e Laurenciella Cassano, Gil-Rodriguez, Senties, Diaz-Larrea,
Oliveira & M.T. Fujii (2012). As revisoes de Fujii et al. (2011), Al-Massarani (2014) e Carvalho
et al. (2015) mostram que, dos seis géneros deste complexo, Laurencia €, sem davida, o maior
produtor de terpenos, contabilizando um total de 342 destas substancias, até 0 momento.

Laurencia translucida M.T. Fujii & Cordeiro-Marino é endémica em nosso litoral e é a
Unica representante do género que ndo possui corps en cerise em células corticais e, segundo
a literatura, ndo produz sesqui- di ou triterpenos (Fujii et al. 2011, Paradas 2013). Essa espécie
tem como caracteristica a presenca de uma camada externa de células menores, translucidas,
com poucos plastidios, em comparacdo com as ceélulas subcorticais, que sdo maiores e

pigmentadas (Fujii & Cordeiro-Marino 1996, Paradas 2013). Na descricdo original desta
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espécie (Fujii & Cordeiro-Marino 1996) j& consta a observacdo de que 0s espécimes vivos
emitem um cheiro adocicado, informac&o bastante Util para a sua identificacdo em campo, uma
vez que, morfologicamente, é bastante semelhante a Laurencia dendroidea J. Agardh.

Compostos organicos volateis emitidos por algas geralmente sao terpenos menores, cujo
odor é, na maioria das vezes, bastante agradavel. Também podem ser &cidos, fendis,
benzaldeidos, alcoois e substancias halogenadas e sulfatadas, cujos aromas sdo desagradaveis
(Given et al. 2013). De modo analogo ao que ocorre nas plantas terrestres, essas moléculas
volateis desempenham fungdes de comunicacdo na populacdo, na comunidade e no meio-
ambiente (Loreto et al. 2014).

Estudos quimicos e bioldgicos realizados com esta espécie relatam que seu extrato
hexanico apresenta atividade citotoxica frente a células de sarcoma uterino (Stein et al. 2011)
e anti-incrustante frente ao mexilhdo (Da Gama et al. 2008) e as microalgas marinhas
incrustantes (Paradas 2013) e que seu componente majoritario é o acido palmitico (Paradas
2013).

O presente estudo visa contribuir para o conhecimento dos constituintes quimicos das
espécies brasileiras do complexo Laurencia e teve como objetivo analisar os compostos volateis

de L. translucida, particularmente quanto a producéo de terpenos.

Material e Métodos

Laurencia translucida foi coletada na praia de Coqueirinhos, municipio do Conde,
Paraiba, em agosto de 2014. Ainda em campo, um talo com cerca de 2,5g foi acondicionado
em uma bolsa plastica a qual foi acoplado um cartucho de extracdo em fase sdlida [C1s (SPE),
1 mL, Sigma-Aldrich/Supelco]. Com auxilio de um émbolo ajustado ao cartucho, o sistema foi
submetido, manualmente, a sucgcdo, de modo a obrigar 0s compostos volateis, que porventura

ai existissem, a passarem juntamente com o ar, através da silica octadecilssilanizada. O
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procedimento foi repetido por 100 vezes. No laboratorio, imediatamente antes de ser analisado
em sistema formado por headspace/CG-MS, o cartucho foi eluido com pentano.

A andlise dos volateis foi realizada em CG-EM-QP2010 Ultra (Shimadzu) e autoinjetor
AOC-5000 (Shimadzu), nas seguintes condi¢cGes cromatograficas: coluna ZB-5MS
(Phenomenex), 30 m de comprimento, 0.25 mm de diametro interno e 0.25 um de espessura da
camada do filme; temperatura do injetor 150 °C; programacdo da temperatura do forno de 40
°C 4220 °C (5 °C - min't) e mantida & 220 °C por 10 min; temperatura de interface de 150 °C;
temperatura do detector de 150 °C; Heélio como gas de arraste, em fluxo constante de 0,7
mL-min?. Faixa de varredura da massa: 30 a 650 m/z. Headspace com seringa ‘a 50 °C;
temperatura de incubacdo 50 °C, por 5 min. Os espectros de massas obtidos foram comparados
com os das bibliotecas NIST08 e Wiley9, disponiveis no equipamento.

O material bioldgico seguiu para a analise morfoldgica, para a confirmacdo da espécie.
Foram realizadas secc¢Ges transversais para a visualizagdo das células corticais translicidas e

consequente identificacdo em nivel especifico.

Resultados e Discussdo

As figuras 1-3 mostram as caracteristicas diagnosticas de Laurencia translucida certificando a

identificacdo da espécie.
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Figura 1-3. Laurencia translucida. 1 Aspecto geral do talo. 2. Fotomicrografia da seccao
transversal, mostrando as células corticais mais externas despigmentadas. 3. Detalhe da célula

axial (a) formando duas células pericentrais (p).
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O perfil cromatografico obtido por cromatografia gasosa, desenvolvido com o material

volatil capturado de espécimes vivos de L. translucida é mostrado na Figura 4.

Os dados de fragmentacgéo resultantes desse estudo estdo compilados na tabela 1, com

as configurac6es das moléculas identificadas.

Intersity
2,135,660

1500000

IO

Figura 4. Cromatograma dos compostos volateis de Laurencia translucida.
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Tabela 1. Substancias identificadas no presente estudo e seus principais dados.

No

Substancia

Massa TR(min)

Principais picos (m/z)

Area

Area (%)

Molécula

1

Canfeno

136

9,209

M* 136;
(M* - CHa) 121; 107;
(M* - CH-(CH3), 93

383615

9,55

2,2-dimetilheptano(?)

10,332

Pico molecular ausente;
Pico base: 57(CsHy)

107025

2,66

2-bornanol

154

20,436

Pico molecular ausente
(M*-18) 136;

(M* - HO -CH3) 121;
109;

[M* - CH-(CHa)2] 93

46824

1,17

Acrilato de isobornila

208

21,644

Pico molecular ausente
(M* -72) 136;
(M*-72-CHs) 121; 108;
M* 95

3435467

85,49

Perbenzoato de tert-
butila

194

22,115

M*194; 77; 59

45547

1,13
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Além dos espectros de massas obtidos nas bibliotecas Wiley9.lib e NIST08, a
caracterizacgéo dessas substancias foi feita por comparagdo com os dados existentes na literatura
(Ryhage & Von Sidow 1963, Budzikiewicz et al. 1967, Daniel & Pavia 1971, Brophy &
Maccoll 1992, Adams 2001, Yermakov et al. 2010).

O espectro de massas da substancia 1 (canfeno) é mostrada na figura 5.

IUG_ &

264 282 307 335 357371 393 419 441 464 481 511 545 550 574 591 606618 642

121 \\

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600 630

Figura 5. a. Espectro de massas da substancia 1 (canfeno), eluida em TR = 9.210 min. b. Espectro de

massas do canfeno, obtido da Biblioteca Wiley9.lib.

O pico base (100%) em m/z 93, segundo os autores Ryhage & Von Sidow (1963) e
Keller (2011), forma-se a partir do pico molecular (M* 136), pela saida do radical isopropilico
(fragmento neutro).

No espectro de massas da substancia 2, um hidrocarboneto linear, o pico base [m/z 57]
é devido ao ion butilico (C4Hs"). Entretanto, o espectro ndo oferece condi¢des para a
determinacdo do tamanho da cadeia desta substancia. O fato de ser uma substancia volatil indica

que sua cadeia ndo pode ser muito longa (Fig. 6).
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Fig 6. a. Espectro de massas da substancia 2 [2,2-dimetilheptano (?)], eluidaem Tr 10.33min. b. Espectro

de massas do 2,2-dimetildecano (Biblioteca Wiley9.lib).

A figura 7 mostra o espectro de 2-bornanol (substancia 3), para o qual ndo foi encontrado
similar, nas bibliotecas consultadas. Neste espectro, a intensidade do pico em m/z 136 (100%)
indica que ele ndo é o pico molecular, que nos monoterpenos de massa molecular 136 D tém
intensidade menor, mas sim resultado de perda de fragmento neutro (Adams 2001).

O estudo sobre monoterpenos monossubstituidos, pertencentes a série do bornano,
realizado por Daniel & Pavia (1971), mostra que os picos em m/z 93, 109, 121 e 136, sdo
observados durante a fragmentacdo do 2-bornanol. O pico em m/z 136 corresponde a perda de
H20 (m/z 18) e os picos em m/z 121 e 93 sdo derivados de m/z 136 por eliminacdo de CHs e
CsHy, respectivamente. Nao foi dada explicacdo para a formacdo dos picos em m/z 55 e109.

O 2-bornanol € uma das poucas excecdes, entre os terpenos da série do bornano, que
ndo apresenta pico em m/z 95, mas sim em m/z 93. Este pico em m/z 95 é caracteristico desta

série de substancias (Daniel & Pavia, 1971).

100 121 136

55
109

80
67 | 93
41
3 N 145 169 193 221234 256269 289 306319 345 375 395410425 446 467 488 510 530 552566 586 614628
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20 50 %0 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590 620

Figura 7. Espectro de massas da substancia 3 (2-bornanol), eluida em TR 20.435 min.
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A figura 8 mostra o espectro de massas do acrilato de isobornila (substéncia 4),
caracterizado por comparacdo com 0 espectro correspondente da Biblioteca Wiley9.lib. Na
quebra do acrilato de isobornila (éster), a molécula sofre um duplo rearranjo de hidrogénios,

descrito por Budzikiewcz et al. (1967), do qual resulta o ion [M — 136] *.

100 g 95 136
121 a
1 4 o 108
79
30 [l | |N | ]SJI 11'{'(‘1193 208 225 248 277 304 321 342 362 3RS 405420434 449 469483 502 522 537 572 591 614 633
50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590 620
100 - =
136
121 b
1 . 108 OY\
69
27 \L u &l o]
|, L, Ll 133

200 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530 560 590 620

Figura 8. a. Espectro de massas de acrilato de isobornila (substancia 4), eluida em TR 21.645 min. b.

Espectro de massas de acrilato de isobornila (Biblioteca Wiley?9.lib).

No espectro de acrilato de isobornila (substancia 4), o pico base em m/z 95, que
corresponde ao ion [C7H11]", é formado pela maioria dos monoterpenos da série do bornano,
sendo portanto um indicador bastante Util para a caracterizacdo de uma substancia (Dimmel &
Wolinsky 1967, Partanen et al. 1990, Daniel & Pavia 1971).

A substancia 5, o perbenzoato de tert-butila, cujo espectro encontra-se na figura 9, foi

reconhecida por comparagdo com o padrdo da Biblioteca Wiley?9.lib.
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Fig. 9. a. Espectro de massas de perbenzoato de tert-butila (substancia 5), eluida em TR 20.435 min. b.
Espectro do padréo perbenzoato de tert-butila (Biblioteca Wiley9.lib).

Dentre as espécies do complexo Laurencia que ocorrem no Brasil, L. translucida e
Osmundea sanctarum M.T. Fujii & Rocha-Jorge sdo as que apresentam células corticais
transllcidas, com escassos cloroplastos nessas células (Paradas 2013). Em campo, € possivel
identifica-las devido ao odor caracteristico, exalado por espécimes vivos, como 0s descritos por
Fujii & Cordeiro-Marino (1996) e Rocha-Jorge & Fujii (2013), respectivamente para L.
translucida e O. sanctarum. Esta caracteristica é bastante Gtil para a identificacdo da espécie,
apesar de estar presente em outras espécies do complexo Laurencia, tais como em Osmundea

pinnatifida (Hudson) Stackhouse, encontrada nas Ilhas Canarias (Machin-Sanchéz et al. 2012).

De acordo com os trabalhos filogenéticos realizados sobre o complexo Laurencia
utilizando o marcador molecular rbcL, L. translucida agrupa-se com as demais espécies de
Laurencia, porém geralmente ocupando posicao isolada das outras (Fujii et al. 2006, 2011).
Esta condicdo é compativel com as caracteristicas morfolégicas apresentadas por esta espécie,
que sdo compartilhadas com varios outros géneros do complexo, simultaneamente. Embora
pertencente a Laurencia, L. translucida apresenta duas células pericentrais e auséncia de corps
en cerise como em Chondrophycus, Osmundea, Palisada e Yuzurua e arranjo paralelo dos
tetrasporangios, que é tipico de espécies de Laurencia e Laurenciella (Cassano 2009, Fujii et
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al. 2011). Em vista disso, Garbary & Harper (1998) haviam transferido a espécie para o género
Chondrophycus, porém com base em resultados da analise filogenética (Fujii et al. 2006)

mantiveram-na como integrante do género Laurencia.

Imagens de microscopia eletrdnica mostram que as células translGcidas de L.
translucida apresentam caracteristicas de alta atividade secretora, a qual foi relacionada a
secrecdo do metabolito majoritario do extrato hexanico, o &cido palmitico (Paradas 2013).
Porém, segundo Nagegowda (2010), a enzima responsavel pela producgéo de terpenos localiza-
se no reticulo endoplasmatico e estruturas vesiculares esféricas no citoplasma. As observacdes
destes dois autores, Paradas (2013) e Nagegowda (2010), consideradas em conjunto, sugerem
que estas estruturas poderiam estar envolvidas na produgdo e secre¢do dos monoterpenos
produzidos por L. translucida, uma vez que no presente estudo foram identificados trés
monoterpenos: o canfeno, o bornanol-2 e o isoborneol, este Gltimo formando o éster acrilato de

isobornila.

O canfeno ¢é encontrado em plantas, estando presente na citronela, na noz moscada e no
gengibre e, na industria, vem sendo utilizado como aromatizante e em fragrancias (Tiwari &
Kakkar 2009). Possui atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria e
recentemente foi objeto de estudos relacionados a riscos decorrentes da obesidade e de doencas

metabolicas do figado, com 6timos resultados (Kim et al 2014).

O isoborneol também é encontrado em diversas plantas (Sell 2003). O acido acrilico é
produto da reacdo da quebra do DMSP (dimetilsulfoniopropionato), que ocorre, em situacoes

de estresse, como mostrado no esquema abaixo (Alstyne et al. 2001):

H;C H5C DK =4,4 H,C
>+SCH20H2000' _DwvsP__ >S + CH,CHCOO" + H* =——= >s + CH,CHCOOH

H,C Liase H,C H;C
DMSP DMS Acrilato DMS Acido acrilico
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Os espectros de massas de um grupo bastante numeroso de monoterpenos,
particularmente dos que possuem massa molecular 136 D apresentam valores idénticos para
uma série de picos de ions, os quais diferem apenas quanto a intensidade. Isto dificulta
sobremaneira a caracterizacdo dessas substancias, que normalmente é feita com auxilio de
bibliotecas e de estudos de fragmentacdo (Daniel & Pavia 1971, Dimmel & Wolinsky 1967,

Adams 2001).

No presente estudo, foram encontrados monoterpenos pela primeira vez no complexo
Laurencia, e todos eles pertencem a série do bornano. Muitos compostos volateis sao restritos
a linhagens especificas e sdo responsaveis por interacdes espécie-especificas (Pichersky et al.
2006, Pichersky & Gang 2000), podendo tornar-se ferramentas importantes em estudos
quimiosistematicos (Fenical & Norris 1975, Masuda et al. 1997). Desta forma, L. translucida

exibe grande potencial para dar continuidade as pesquisas, visando aplica¢des biotecnoldgicas.
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Consideracdes finais

o Cinco espécies do complexo Laurencia foram identificadas para o litoral da Paraiba e
Pernambuco: Laurencia dendroidea, L. translucida, Palisada flagellifera, P. furcata e P.

perforata, as quais indicaram fontes potenciais de bioativos importantes.

o Exceto Laurencia dendroidea, todas as demais careciam de estudos com abordagens
quimicas e de atividades bioldgicas. Com o presente trabalho, o primeiro registro de
monoterpenos em espécies do complexo Laurencia esta sendo feito, identificados como

componentes de compostos volateis em L. translucida, uma espécie endémica do Brasil.

o O perfil quimico das espécies estudadas de Palisada revelou presenca de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, sendo &cido palmitico o majoritario. Os dados

obtidos até entdo sugerem que P. furcata ndo produz ou acumula triterpenos.

o Os extratos lipidicos das espécies de Palisada apresentaram atividades contra os fungos,
bactérias e células de glioma de rato e caracterizam-se como potenciais fontes de novos

farmacos.

o Diante deste cenério, fica patente a importancia de dar continuidade & prospeccao de
novas moléculas com potencial biotecnolégico a partir da vasta biodiversidade de macroalgas
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disponiveis na costa brasileira, porém de maneira racional e salvaguardando a diversidade,
preservando o meio ambiente e garantindo a sustentabilidade, obtendo biomassa de interesse a

partir de cultivos.
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