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“Para que haja progresso na compreensao
de defesas quimicas, os ecologistas terdo que
prestar mais atengio a complexidade dos processos
quimicos em quest3o e refletir sobre a tendéncia de
agrupar compostos e =suas atividades em grupos
convenientes, porém nio comprovados do ponto de
vista ecolégico.”

C(Hay, Duffy & Fenical, 1988)
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RESUMO

As algas pardas (Phaesophyta) constituem=-se no grupo de
maior biomassa na costa brasileira. Neste trabalho, foram
estudados representantes de duas das ordens mais evoluidas desta
divis3do: Dictyotales e Fucales.

Nossos resultados fitoquimicos indicaram um balango na
produgdo de trés classes de substancias: taninos, terpenos e
esterdis. Foi observado que as algas que apresentam alto teor de
esterdis, as Fucales, n3o possuem tLerpenos ou apenas pequenas
quantidades deles, enquanto as Dictyotales, que =30 ricas em
terpenos, apresentam baixos niveis de esterdis. Por outro lado,
os taninos, surpreendentemente, foram encontrados em baixos niveis
de concentra(;.'—:‘io, o que difere drasticamente do que ocorre em
regifes temperadas.

Testes de herbivoria foram realizados, mostrando que as
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substancias empregadas, a frag3o esteroidal e os diterpenos
dictyol H e 4o-acetoxi-14o~hidroxidolastano-1(15>,7,9-trieno
isolados de Sargassum furcatum Kuetzing, Dictyota cervicornis
Kuetzing, Dictyota mertensii Martiusd Kuetzing, respectivamente,
parecem ser inativas frente a pastagem pelo herbivoro marinho,
crustaceo anfipoda Parhyale hawaiensis Dana.

Para concluir, fol feita uma analise quimiossistematica
destas duas ordens de algas pardas, com base em dados da
literatura empregando indices taxontmicos como o de oxidagdo e o
de avango evolutivo de esqueleto. Os resultados obtidos
comprovaram a utilizagdo dos terpenos, sejam eles de origem
biossintética mista ou n3o, como bons marcadores taxonOmicos.
Entretanto, indicamos os meroterpenos (terpenos de origem
biossintética mistad como os marcadores quimiossistematicos e
filogenéticos mais "evoluidos"” dentre os estudados até o momento

em algas pardas.



ABSTRACT

Brown algae <(Phaeophytad are the group withtilargest
biomass in the Brazilian coast. Representative specimens of the
Fucales and Dictyotales orders were studied in this work. They
are among the most evolved of brown algae.

Our phytochemical results indicate a balance in the
productiontannins, terpenes and sterols. Fucales algae, which
are rich in sterols, show small amounts or absence of terpenes,
while with Dictyotales, the inverser occurs. Surprisingly,
tannins, were found in small concentrations, contrary to what is
observed in temperate regions.

Herbivory tests were conducted, showing that. the
substances employed, the steroidal fraction and the diterpens
dictyol H and 40-acetoxy-14c-hydroxydolastane-1(15),7,9-triene,

isolated from Sargassum jfurcatum Kuetzing, Dictyota cervicornis
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Kuetzing, Dictyota mertensii (Martius) Kuetzing, respectively,
seem to be inactive towards grazing by the marine herbivore
amphipod Parhyale hawaiensis Dala.

Finally, a chemo-sistematic analysis of these two orders
of brown algae was made, based of literature data and employing
t.axonomic indices such as “oxidation index”, and ‘skeleton
evolutive advancement index'. Our results show that terpenes,
either of simple or mixed biossynthetic origin, can be good
taxonomic markers. Meroterpenes (mixed biossynthetic origin
terpenes) are the most evolved" of the chemo-systematic and

phylogenetic markers so far studied for brown algae.
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CAPITULO 1

INTRODU(}ZO



~r »
1.1. ECOSSISTEMAS MARINHOS E INTERACOES SEMIOQUIMICAS
»

O ambiente marinho é um sistema complexo controlado por
varios processos fisicos-quimicos e biolégicos. As comunidades
biolégicas nele existente s3o dependentes das relagles troéficas e
sexualis entre os organismos. Tal conceito indica que este
ecossistema permite, a longo prazo, uma estabilidade no equilibrio
dinamico de uma rede biolégica altamente complexa‘.

As interacges entre os organismos no oceano
concentram-se principalmente na micro-camada superficial <(zona
f6ticad, onde se encontram a maioria dos organismos unicelulares e
uma rica acumulagdo de matéria organica dissolvida. As regiSes
mals préximas aos continentes, como os costSes rochosos, muito
ricos em seres bentoénicos, s3o particularmente adequadas a estudos

sobre estas interacgUes.



Uma abordagem recente para compreender os ecossistemas é
o estudo das Interacgdes entre os membros das comunidades
biolégicas mediadas por substancias quimicas. Esta aArea de estudo
é uma ciéncia nova, originaria da quimica de produtos naturais,
que passou a ser conhecida mais recentemente por “Ecologia
quimica marinha®.

Os estudos neste campo, Intensificados na década de
1980, permitiram reconhecer que a comunicagdo quimica ¢é um
fendmeno muito mais comum e de maior importancia no ambiente
marinho que no terrestre. A Agua do mar é um vetor melhor que o
ar, pois permite a dissolugdo de substancias organicas, liberadas
ativa ou passivamente pelos organismos que a habitam, e que mantém
entre si um verdadeiro “dialogo quimico"z.

Estas substancias, frequentemente micromoléculas
originarias do metabolismo secundario das plantas ou animais, agem
como portadoras de sinais quimicos provocando reagdes especificas
em outros organismos. Neste sentido, elas se comportam como
mediadoras de interagfes entre organismos.

Até o momento, apenas uma pequena proporgac dessas
substancias teve sua atividade biol6gica comprovada. Entretanto,
existem evidéncias crescentes da generalidade de seu papel em
diferentes fungles ecolégicasz—d como, por exemplo, a participagao
em estratégias defensivas. Contudo, ¢é importante ressaltar dque
nem todos os organismos desenvolveram mecanismos de defesa quimica

e, neste caso, a utilizagdo de outras estratégias alternativas tem



alcangado o mesmo ob jetivo.

As inumeras interacfes quimicas existentes no mar podem
ser visualizadas, de forma bem sintética, como um ciclo, onde as
moléculas organicas e inorganicas circulam dentro e entre os trés

reinos, mineral, vegetal e animal’ (Figura 1).

animal a «—— animal a «—» planta a «—— planta a

I I

animal b «—— animal b «——» planta b «— planta b
Ciclos de matéria organica e inorginica

Figura 1: Esquema simplificado das possiveis interagdes que

ocorrem na natureza (Barbier,1881).

Estas complexas relagtes moleculares, descritas per
Whit.taker & Feeny c1971>°? » e cqnhecidas por “Interagles
Semiogquimicas”’ dnteragles provocadas pelas substancias que
interferem no comportamento), s3oc separadas em dois grandes grupos
(Figura 2>: 77

- Intra-especificas, como no caso do grande grupo de

feromdnios C(ex: feromoOnios sexuaisd; e

- Inter-especificas, como os efeitos aleloquimicos. Estes se



dividem em:

-~ Cairoménios: s3do mensageiros quimicos que oferecem
vantagens adaptativas aos receptores da mensagem, ex: vasto namero
de atraentes e fagoestimulantes que ajudam os predadores encontrar
sua presa, como a localizacgao do hospedeiro pelo
simbionte; e

- Alomoénios: s3ic mensagelros quimicos que fornecem
vantagens adaptativas aos organismos que os produzem, sendo
produzidos frequentemente, mas ndo sempre, com finalidades
defensivas; ex: as substancias que s3o produzidas ou acumuladas
nos organismos para minimizar a predagdo, como os mecanismos de

defesas de macroalgas marinhas.

INTERACDES MOLECULARES

! !

Intra-especificas Inter-especificas
-Autotoxinas -Cairomdnios

- elocalizagdo de simbiontes

-Autominibidoras .localizaglo de presas
-Ferombnli os .alarme
. SEeXuals —ALomBnios
.alarme
.plsta . atrag¥o
grupamento . competic¢3o
: .defesa

.territoério

Figura 2: Interagfes quimicas nos ambientes marinho e terrestre



Dentre estas inumeras relagles ressaltamos as peculiares
interagBes entre os organismos pertencentes a uma importante
porgao da complexa rede biolégica marinha: produtores primarios e

produtores secundarios, ou seja, algas e herbivoros.

Mas que s3o0 algas? Como elas se distinguem de outros

organismos clorofilados?

1.2. ALGAS E HERBIVOROS

As algas constituem um grupo heterogéneo de vegetais
criptogamicos compreendendo treze grandes divistes e diversos

2 s3o organismos

grupos menores ainda n3o completamente est,udadosf
nio vasculares que contém clorofila a e possuem estruturas
reprodutivas simples n3o protegidas por células estéreisz (com
excegao das Charophyceae). Seu corpo vegetal ou talo ¢ simples,
com excegdo das algas pardas de grande porte que apresentam
escassa diferenciagdo em tecidos’’

Dentre estas, as macroalgas marinhas desenvolveram
grande variedade anatémica e complexidade morfolégica. Embora

muitas macroalgas sejam restritas a uma porg3o relativamente

pequena nos Oceanos do Mundo, sua biomassa concentrada, sua alta



produtividade primaria costeira, assim como seu papel na cadeia
alimentar fazem delas importantes contribuintes para o sistema
marinho™*

A intensa press3ao seletiva dos herbivoros sobre as
macroalgas marinhas benténicas tropicails exerce um forte impacto
em suas estruturas de comunidades, podendc até mesmo influenciar a
histéria evolutiva do seu ecossistema’®’ '’

As algas marinhas desenvolveram varios tipos de
estratéglas defensivas para minimizar a atividade predatéria, tais
como: 1) possuir uma estrutura fisica resistente e impalatavel
(ex.: algas calcareas e a rigidez do talo de certas algas
pardas)r’; 2) residir em locais gque s3c criticos ou desfavoraveis
aos herbivoros (ex.: frestas nas rochas e 1locais muito
batldos)w; 3) exibir um ciclo de vida heteromérfico, sendo uma
fase resistente (e.g.: Laminaria, com gametéfito microscéopico e
esporéfito grande com talo rigidod 1 9; 4> ser imprevistivel
temporal e espacialmente (ex.: espécies efémeras)zo, 5> viver em
associagdio com algas téxicas ou impalataveis <J(ex.: Caulerpa e
dinoflagelados t,éxicos)z"; e finalmente, 6) produzir metabélitos
secundarios fagorepelentes ou t,éxicos‘.-n'zs

Nos ddltimos vinte anos, tem =sido identificado um grande
namero dest.es metabélitos bioclogicamente ativos de algas
tropicais. Dentre os principais grupos, os representantes das

Cyanophyceae Calgas verde-azuladas ou cianobactériasd,

Chlorophyceae (algas verdes), Phaeophyceae Calgas pardas) e



Rhodophyceae <(algas vermelhas) tém despertado mailor interesse dos
fitoquimicos, taxonomistas e atualmente, em particular, dos

ecologistas, que tentam compreender melhor oS ecossistemas

marinhos>*'%®
Quais s3o estas micromoléculas organicas e
biologicamente ativas? Quais as diferengas principais entre os

metabélitos primarios e secundarios?

1.3. METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

HA pouco mais de quinze anos os metabdlitos secundarios
eram considerados simplesmente como produtos de excregdo ou de
detoxificacdo do metabolismo vegetal.

HA wuma tendéncia hoje em dia a considerar que a
separacao dos produtos, com base nos v caminhos biossintéticos, em
metabdlitos primarios (essencilais A vidad e secundarios
(adaptativos)d, se ja um pouco arbitraria, podendo mostrar
simplesmente lacunas em nosso conhecimento sobre a fungdo
biolégica dos metabdlitos secundarios-°

Ao longo da evolugdo, mutagBes genéticas provocaram

desvios do met.abolismo principal (met.abolismos de proteinas,



glicideos, lipideos, pigmentos, nucleotideos, etc.) que resultaram
em mudangas na atividade enzimatica que est3c estreitamente
associadas com a manifestacao do genétipofs'27 Deste modo, os
organismos passaram a sintetizar novos produtos que,
diferentemente dos acima mencionados, n3io estio diretamente
ligados a sua constituigdo e funcionament.o vital.

Como exemplo da rapida evolugdo do conceito de produtos
do metabolismo secundario vegetal, atualmente é comum encontrar-se
na literatura, definigSes comparadas entre metabélitos primarios e
secundarios®®’?® tais como:

- Metabdlit.os primarios: universalmente distribuidos nos
organismos; proporcionam essencialmente a base para o crescimento,
desenvolvimento e reprodugdo e,

- Metabdlitos secundarios: distribuigdo mais restrita
(especifico) a alguns organismos; proporcionam principalmente a
base para adaptagdo e interagdo com o ambiente (Figura 3J.

Se por um lado, conceitos bem definidos para estes dois
tipos de metabolitos s3o uteis didaticamente, o limite entre as
duas aAreas do metabolismo, no entanto, a_dnda é impre«cziso?‘s

Na verdade, ambos tipos de metabdlitos s3o0
biossintéticamente derivados dos mesmos precursores basicos e a
sobrevivéncia dos vegetais em um dado ambiente depende de ambos
Assim, nio ¢é mals possivel, designar, inequivocamente, um produto
natural como pertencente a uma das categorias. No entanto, a

tradigio continua e até certo ponto facilita o raciocinio’®



CARBOIDRATO

i 1A

AMINOACIDO ACETATO
{ ! 1 [ ]
PROTEINA ALCALGIDE CHIMUIIMATG AC. GRAXO TERPENG
4
1 \\ 1 ESTEROIDE
LIGNINA ACETOGENINA

Figura 3: Relacles metabdlicas entre os metabolismos primarios e

secundarios <(em 1talico).

Os diferentes metabélitos secundarios s3o resultantes de
uma longa pressio de selegdo e podem, entre outros fatores, estar
relacionados com os estaAgios do desenvolvimento do organismo com a
suscetibilidade ao stress ambiental, seja este caracterizado por
fatores fisicos ou abibdticos dntensidade de 1luz, alta e baixa
temperatura, deficiéncia de nut.rientes, salinidades,
disponibilidade de Agua, etc..), e/ou com fat.ores bidticos
(competigio por espago, predagdo, interages entre os diferentes
organismos, etc.).

Assim, com sua grande diversidade estrutural e de
atividades, estas substancias exercem miltiplos papéis na

sobrevivéncia dos organismos, principalmente nas regifies tropicais
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e subtropicais, onde existe um aumento da press3o de predadores.
Estes metabdlitos parecem conferir vantagens adaptativas aos
organismos produt.oresfo’z—’

A rapida evolugdo na conceituagdo dos metabdlitos
secundarios é devida, principalmente, ao avango do entendimento, a
nivel molecular, das relagles bib6ticas das plantas com o meio
ambiente, tais como: interagles planta-plantas, planta-berbivoros,
planta~microorganismos.

Por serem as plantas superiores seres sedentarios, para
muito de nés elas parecem ser passivas diante do ataque de
herbivoros. Além disso, a grande disparidade de potencial
reprodutivo e de recombinag3oc genética, assim como de tempo de
geracgdo, entre herbivoros e plantas superiores, sugere que os
herbivoros poderiam superar as defesas das plantas multo mais
rapidamente do que as plantas sintetizariam outras defesas. Tais
observacgBes geraram uma questdo fundamental quanto as interagSes
coevolutivas e ecolégicas destes grupos e tém sido, através dos

tempos, a preocupagdo de muitos ecologistas, evolucionistas e,

mais recentemente, de quimicos de produtos naturais:

Como o Mundo ainda permanece verde?’°

Yarias possivels respostas a este paradoxo surgiram, ao

longo dos anos, na forma de teorias tentando revelar como e porqué

as plantas, aparentemente em nitida desvantagem, s3o t3o bem

11



sucedidas frente a seus herbivoros.

A diversidade fascinante dos metabélitos secundarios
vegetals, substancias ainda pouco conhecidas na década de
sessenta, estimularam os quimicos, sistematas e ecologistas a
pesquisarem seus diversos papéis ecolégicos e evolutivos,
inclusive na defesa das plantas terrestres contra os seus inimigos
potenciais. Deste modo, Fraenkel (1959)?‘l Ehrlich e Raven
€1964>}2 Janzen (1969>2° Whittaker (¢1970>°* e Whittaker e Feeny
€1971>° passaram a defender a posigdo que a evolugao destas
substancias n3io era compreensivel, exceto num contexto ecolégico.
Sugere-se que as substancias do metabolismo secundario funcionavam
como defesas contra os predadores e patégenos. Atualmente,
existem propostas alternativas viaveis como a evolugac destas
substaAncias a partir da pressio parcial de oxigénioc na aut,most‘e'r‘at.s

Comparativamente, as algas marinhas diferem das plantas
terrestres principalmente pela incorporagio de halogénios em seus
met.abdlitos secundarios e por nio serem capazes de sintetizar os
alcaléides fagorepelentes, t3c0 comuns aos vegetais terrestres.
Com algumas -excegles, as cianoficeas, capazes de fixar N, s3o’ as
principais algas que produzem defesas dquimicas nitrogenadas, como

os alcaléides indodlicos na familia Osciuatoriaceae‘.‘
Existem correlagtes entre atividade defensiva e

quantidade de substancias Cativas' presentes, localizagao

geografica, e taxonomia morfologica das algas? As substancias de

12



defesa s3o continuamente produzidas ou se acumulam nas algasT

1.4. TEORIA DE DEFESA: VYALIDA PARA SISTEMAS MARINHOS ?

Desde o aparecimento das publicagSes classicas
reconhecendo a importancia dos metabélitos secundarios das plantas
na interagdo planta-herbivoro, a literatura tem documentado a
diversidade estrutural, a distribuig3o, a concentrag3o, o
metabolismo e as propriedades anti-herbivoria de substancias
aleloquimicas presentes em plantas?gr?

Dentre esses varios artigos, destacam-se aqueles que
propuseram os modelos teoéricos desenvolvidos para explicar as
diferengas nos padr3es das defesas de plantas. Tails teorias foram
formalizadas independentemente por Feeny (19"745)3a e Rhoades &
Cates (1976)39, em meados da década de setenta. Embora estes
grupos utilizassem diferentes arcument,ps, chegaram a prognosticos
muito similares. Tais modelos =se aproximam de uma teoria
ecolégica geral e suas previsBes explicam de modo convincente os
dados experimentais e as observagles feitas nos sistemas naturais

(Tabela 1, pag. 14).
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Tabela 1: Resumo da teoria de defesa dos vegetais terrestres3

8-

Aspectos das plantas

Plantas "“nio aparentes'

Plantas aparentes

Ciclo de vidsa
Comunidade

Chance de detec¢3o
Consequéncias evolu-

tivas das defesas
contra herbivoros

Concentra¢do e custo

Eficiéncia contra:

Contra-adaptag3o

Exemplos

curto
diversificada
baixa
produc3o de

toxinas
(qualitativas)

baixos

herbivoros
especialistas

facil para os
especialistas

alcaldides, cianetos,
aminoacidos n3Eo pro-
téicos, terpenos

longo
simples
alta

produsdo de
redutores de
digestibilidade
(quantitativa)

altos

herbivoros
especialistas e
generalistas

muito dificil

sflica, taninos,
terpencos e dure-
za do corpo vege-
tativa

Esta teoria

foi chamada

(1979)40 de '"Teoria de defesa 6tima', ou

inicialmente por

“Teoria da Aparéncia‘.

Posteriormente, Fox (1981)‘1 adotou simplesmente o nome de "“TEORIA

DE DEFESA' e este nome sera também adotado neste trabalho.

Tomados em conjunt.o,
principais modelos de interacgdo planta-herbivoro.
do conceito de ‘planta aparente’,
localizagdo s3do previsiveis ou evidentes para o predador,

explicar as diferengas nas estratégias de defesas,

aquela

14

estes trabalhos fornecem um dos

A teoria parte

cujo aparecimento

em relagdao as

Rhoades

e tenta



outras plantas. Este tipo de planta caracteriza-se também por ser
invasora de comunidades ploneiras e por apresentar um longo ciclo

de vida que, por sua vez, favorece a selegio de defesas

generalizadas, efetivas para os herbivoros especlalistas e
generalistas, Tais defesas s3o conhecidas como redutoras de

digestibilidade, defesas gquantitativas ou dependentes de dose

(efetivas apenas em grandes concentragBes, como os taninos), por
serem complexantes de protefnas, interrompendo uma fungdo basica
dos animais, a digest3o. Estas substancias reduzem a
disponibilidade dos substratos peptidicos as enzimas digestivas e,
possivelmente complexam as préprias enzimas®® Deste modo, haveria
pouca possibilidade de contra-adaptagdo da parte dos herbivoros
(gasto energético muito alto para alterar o mecanismo basico da
digest.30). Em contraste, as plantas “n3o-aparentes" s3o
caracterizadas pelas formas oportunistas, que escapam da predagdo
pela natureza imprevisivel temporal e espacialmente, ou pelo seu
rapido crescimento (saciando os herbivoros). Estas plantas
investem grande quantidade de energia e nutrientes na reprodug3o.
Sintetizam “toxinas" muito eficazes em baixas concentragSes
(defesas gqualitativas, como os alcaléidesd contra os herbivoros
generalistas mas, em contra-partida, s3o facilmente evitadas pelos
herbivoros especialistas, que desenvolveram mecanismos de
desintoxicag3o.

Para avaliar os modelos vigentes, Fox (1981)“prop0s que

o modelo de interagdes coevolutivas "passo a passo” é razoavel

18



basicamente para comunidades de plantas '“n3o aparentes', pois tal
modelo depende de numeros limitados de espécies. Mas, enfatiza
que, em geral, a dinamica destas espécies esta ligada a caminhos
muito complexos e é afetada por outras pressdes
ecolégicas. Recentemente varios pesquisadores mostraram que uma

variedade de estresses fisicos influenciam a resisténcia de

2-3 43

plantas a herbivoros.* Assim, Coley et al estudaram a
influéncia da disponibilidade de recursos do meio ambiente, tomada
como um fator complementar quando consideradas as interagdes
planta-herbivoros. Os autores observaram gque as respostas
evolutivas dos vegetais a recursos limitados ocorrem em etapas
sucessivas e interdependentes. Taxas de crescimento vegetal
lentas favorecem altas produges de defesas quantitativas com

alto custo de construgdo inicial. Como estas substancias d(ex.:

taninos)> s30 razoavelmente estaveis, sendo retidas e n3io

remet.abolizadas nas folhas, os custos de manutem;%’o continua s3o
pequenos (defesas “Iméveis'd. Por out.ro lado, as defesas
denominadas “méveis", tais como os alcal6ides (defesas

qualitativas) est3o presentes em baixas concentragles e portanto
inicialmente representam um baixo custo de construgdo total.
Entretanto, como estas substancias s3o continuamente recicladas,
para que as concentragdes nas folhas possam permanecer constantes,
ainda que pequenas, ¢ necessario um investimento de manuteng3do
continuo, que se torna significativo com o tempo. Estas defesas

s3o claramente favorecidas para folhas de vida curta. Além disso,
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a alta taxa de produgdo das defesas méveis (recicladas
metabolicamente) permite uma maior versatilidade na resisténcia a

herbivoria (Figura 4.

custo ¢ def, moveis - ¢« def.

vanta josas v nttmovei.s *
acumul ado 1 antajosas
de defesas P

iImg(carbono ./ ‘ .
def. moveis
folhal 7

rd
7
7
’

7 .
def. imoveis

tempo de vida da folha

{(meses)

Figura 4: Custo acumulado de defesas das folhas (grande quantidade
de defesa imé6vel com taxa de reciclagem desprezivel
comparado a pequena quantidade de defesa_ mével reciclada
durante toda a vida da folhad (Coley 1985>.*>

Estas hipdéteses tém sido amplamente investigadas com o
intuito de aprimorar o entendimento da distribuigdo e toxicidade
dos metabdlitos secundarios. A sua avaliagdo requer informagdes
detalhadas sobre a quimica da comunidade de plantas, aliadas aos
dados da ecologia da comunidade e das interagBes de herbivoros com

outros agentes deletérios.
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Por outro lado, apenas recentemente fol estabelecido um
modelo teérico sobre as estratégias evolutivas de macroalgas
marinhas.zo Este modelo estabelece 6uas estratégias distintas
(formas oportunistas e formas sucessionais avancadas) baseado em
varias caracteristicas morfo-fisiolégicas das macroalgas (Tabela

2). Dentre estas caracteristicas destaca-se a estratégia para

minimizar os efeitos da herbivoria.

Tabela 2. Modelo simplificado de estratégias evolutivas de
macroalgas marinhas (Littler & Littler 1980>2°

Formas oportunistas Formas sucessionais avancgadas
1. Colonizadoras réapidas 1. Invasoras de comunidades
pioneiras
2. Talo simples 2. Talo diferenciado estrutursal
e funcionalmente
3. Crescimento rapido e alta 3. Crescimento lento e baixa pro
produtividade primaria por dutividade primaria por talo
talo
4. Alta capacidade reprodutivs. 4. Baixa capacidade reprodutiva.
FormacZoc de grande nGmero de Tecidos especializados para
estruturas de reproducfo reprodu¢Zo, com alta energia

contida em cada propagulo
5. Alto valor caldrico uniforme- 5. Baixo valor caldrico em algu-

mente distribuido por todo o mas por¢des do talo
talo

6. Escapa da predag®o pela natu- 6. Reduzem a palatabilidade fren-
reza imprevisivel temporal e te aos herbivoros pela comple
espacialmente ou pelo rapido xidade estrutursal e pela pro-
crescimento de suas popula- du¢3o de defesas quimicas

¢Bes (saciando os herbivoros)
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Nem todas as espécies de macroalgas se inserem de forma
exclusiva em uma ou outra destas duas categorias. Entre as algas
pardas, as representantes da familia Dictyotaceae, com varias
caracteristicas estruturais e fisiolégicas das formas
oportunistas, tém sido assunto de varias investigag®es, dada sua
grande resisténcia 2 predacg3do e produgao de defesas
qui micasi®172°

A primeira vista, pode-se prever, quanto ao papel dos
metabdélitos secundarios, uma analogia entre o efeito de uma mesma
pressdc evolutiva na vegetagdoc terrestre e na mar1nha®??
Entretanto, a medida que a <caréncia 1nicial de informagdes
detal hadas scobre substancias secundarias nas comunidades marinhas
foi sendo suprida por novos estudos, algumas diferengas comegaram
a se evidenciar®®*®

Embora a ‘“Teoria de Defesa” das plantas contenha
hipéteses primarias auto~evidentes, seus prognésticos tém sido
constantemente questionados, demonstrando a necessidade de
modificag8es. No entanto, ela ainda serve como a base fundamental
para os estudos de interacgles plant,a-herbivoros em ambos os
ecossistemas.

Uma comparag3io das defesas quimicas entre as comunidades
terrestres e marinhas sugere que: ad a hipétese de diferengas

fundamentais e bem definidas entre os custos e fungles das defesas

qualitativas comparadas as quantitativas necessita ser reavaliada;
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b)> o grau de especializagdo de pastagem nas comunidades marinhas e
terrestres devem diferenciar principalmente os varios modos de
dispersdc dos herbivoros; <) ¢é improvavel que um modelo de
coevolugdo simples, levando em conta somente certos herbivoros e
as respectivas algas marinhas que lhes servem de alimento, seja
valido para explicar as caracteristicas de ambos.

Ainda n3o ficou claro como se comporta a taxa de
reciclagem dos produtos de defesa nas algas marinhas. Espécies
com baixas concentragies de defesas qualitativas podem estar
sujeitas a custos altos ou balxos assim como nas defesas
supostamente quantitativas. Este fato pode ser mais facilmente
evidenciado com alguns exemplos: Laurencia <Calga vermelhad) produz
“t.oxinas" potentes que s3dc mantidas em vesiculas e aparentemente
sdo lberadas no mar somente quando sua membrana se rompe. Outras
algas, como Stypopodium (alga pardad, liberam continuamente na
agua *toxinas" terpenoidicas que, por isso, devem ser
constantemente sintetizadas. Além disso, os florotaninos de algas
pardas, ao invés de serem acumulados, s3o continuamente liberados
na Aagua. Portanto, as algas marinhas‘ que sintetizam florotaninos
ou terpenos podem apresentar custos semelhantes de reciclagem ou
manutengdo, n3o mostrando diferengas nos custos entre as chamadas
defesas qualitativas e as quantitativas.

E necessario uma reavaliagdo geral sobre a teoria em que
afirma que os t.aninos ou florotaninos (redutores de

digestibilidade) s3o especialmente resistentes a contra-adaptagdo
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pelos herbivoros e diferem fundamentalmente de outras substancias
defensivas. Esta provado que estas substancias diminuem a
pastagem dos herbivoros, mas n3io é evidente ainda o modo de agao
ou os efeitos fisioldgicos sobre os herbivoros
marinhos*®

Recentemente, muitos trabalhos tém evidenciado que a
concent.racgao e atividade das substancias quimicas est3o
diretamente relacionadas com a variagdo blogeografica e/ou com as
defesas morfolégicas dos organismos marinhos.‘?-‘p

Como mencionado anteriormente, os metabdlitos
secundarios de algas tropicais apresentam, de uma maneira geral,
maior diversidade estrutural e funcional do que nos sistemas

47,50
temperados.

Entretanto, fof verificado que mesmo nos recifes
de corais, onde a herbivoria e a diversidade de herbivoros s3o
elevadas, os florotaninos s3co raros ou ausentes mesmo nas algas

pardas da ordem Fucales®®’ ®1

Ao contrario do observado neste
sistema, as substancias fenélicas s3o consideradas como uma das
classes de defesas quimicas de algas mais importantes contra os
herbivoros nos mares t,emperac‘lc’sfs"‘s

o efeito dos florotaninos sobre a pastagem dos
herbivoros mostra uma variag8o significativa entre as diferentes
espécies destes e diferentes tipos daqueles, sugerindo que tais
substancias n3o s3o uniformemente ativas, nem amplamente

51
deterrentes, como suposto em muitos modelos terrestres.

Além dos florotaninos, as ordens Dictyotales e Fucales
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(algas pardas) contém outros metabélitos secundarios nio-polares
(ex.: terpenos) ou nao-polifendlicos (ex.: fenéis prenilados).

Estas substancias s3oco abundantes nas espécies tropicais de

Dictyotales. Por outro lado, estas substancias podem ser
variaveis quantitativamente Cex.: Sargassum)d ou até mesmo
desconhecidas (Turbinaria)d. Sabe-se que algumas destas

substancias detém a pastagem de muitos herbivoros tropicais ou
temperados. Steinberg & Paul 1990>*° observaram que muitos
terpenos, estruturalmente similares ou n3o, podem ter efeitos
completamente diferentes sobre o comportamento dos herbivoros.

Estes dados sugerem que os polifenéis apresentam-se em
concentracido muito baixa nas algas pardas tropicais n3o sendo
eficazes contra os predadores e fazendo com que as defesas
quimicas nos sistemas tropicais devam provavelmente estar
limitadas as grandes concentragdes de substancias upof ilicas,
como no caso dos terpenos.

A importancia destas defesas quimicas nas algas pardas
mais uma vez, parece depender da distribuigdo geografica da planta
estudada, do tipo de herbivoros e, frequentemente, da estrutura
especifica de cada molécula.

Uma explicagdo para a baixa produgdo de fendis nestas
algas em sistemas tropicais pode estar relacionada com fatores do
meio ambiente. E importante lembrar gque a produgdo dos
metabélitos secundarios baseados em carbono tem taxas elevadas nas

aAreas de alta intensidade luminosa, baixa gquantidade de nutrientes
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e alta pastagem, como & o0 caso em muitos recifes tropicais.
Steinberg & Paul <1990>*° sugeriram que a produgdo de polifendis
nestas algas ¢é limitada pela disponibilidadede de ions metalicos
divalentes, necessarios durante a biossintese dos fendis. Estes
metais atuam como co-fatores para certas enzimas, como a
polifenol-oxidase que, se deficientes nas &aguas e algas tropicais,
prejudicaria a sintese dos compostos polifendlicos.

Uma diferenga fundamental entre as comunidades marinhas
e terrestres encontra-se no potencial de co-evolugdo entre estes
ambientes. Os herbivoros especialistas parecem ser relativamente
raros nos sistemas marinhos t,m:>p1c:a1s.47’“”!sz Este fato parece
estar relacionado com o ciclo de vida e forma de recrutamento
destes herbivoros. Os herbivoros terrestres especializados tem
seus estagios adultos altamente mévels, de vida curta, sendo logo
dotados para o acasalamento, dispers3oc e procura cuidadosa de
localizagdo para a ovoposicdo sobre as plantas-hospedeiras. Os
Jovens, menos dispersivos, s3o0 dotados para a pastagem e
crescimento sobre as mesmas, onde eclodiram os ovos. Em contraste
com os herbivoros terrestres, s3o poucos os herbivoros marinhos,
Ja encontrados <dcomo alguns crustaceos, por ex. o anfipoda
Pseudamphithoides incurvaria e moluscos, principalmente o
g¢astropodo sacoglosso) que mostraram experimentalmente algum grau
de especializagdo de pastagem. Eles se caracterizam por sua
mobilidade limitada (meso-pastadores), nZo passam pelo estagio

larval plancténico durante o seu desenvolvimento e parecem ter um
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ciclo de vida similar ou mais curto que a alga-hospedeira?z

Recentemente, varios estudos sobre as defesas quimicas
de algas contra os diferentes tipos de herbivoros marinhos tém
demonstrado que os meso-pastadores agem seletivamente sobre as
algas que naA0 s3ioco comidas pelos peixes e que os metabodlitos de
algas que detém significativamente a pastagem dos peixes podem n3o
afetar ou até estimular a pastagem pelos meso-pastadores. A
suscetibilidade a predagdoc e limitagSes em sua mobilidade e
tamanho parecem conduzir os herbivoros sedentarios pequenos a
selecionar as algas-hospedeiras como habitat e alimento
apropriado. Este fentmeno pode ser analogo ao observado com
certos insetos terrestres.

Estes e outros resultados mostram que seria muito
precipitado tragar agora conclusGes gerais sobre a teoria da
coevolugio nas comunidades marinhas.

Como podemos ver, a TEORIA DE DEFESA ¢é capaz de fornecer
uma moldura geral das InteragSes alga-herbivoro, mas o estudo
detalhado de cada caso revela especificidades que ainda necessitam
de dados experimentais para que o quadro fique mais nitido.

0O estudo dos metabdlitos secundarios neste contexto
passa necessariamente pelos mecanismos bioquimicos de sua

produgao:

Quais as rotas Dbiossintéticas predominantes para a

produgdo destas substancias nas algas pardas?
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1.5. PREDOMINANCIA DA VIA DO ACETATO NAS ALGAS PARDAS

As interagOes aleloquimicas envolvem uma variedade
enorme de substancias originadas do metabolismo secundario.
Entretanto, de todas as rotas biossintéticas possiveis, os
organismos marinhos, entre eles as algas pardas, utilizam
principalmente as substancias originadas da via do acetato para
exercer suas fungles ecolégicas?s

A via do acetato conduz, através de duas Trotas
biossintéticas distintas, as sinteses das substancias fendlicas
(caminho do malonato) e dos terpenos e esteréis <(caminho do
mevalonato) (Figura 3, pag. 10 e Figura 5, pag. 27)°%%°

A condensagao cabega-cauda de unidades malonil com a
acetil-CoA fornece uma cadeia policetidica linear, (grupos
alternados de cetona d{carbonilad e metileno (CH,D- A ciclizagao
interna destas cadeias policetidicas leva a formagdo de uma
diversidade de compostos aromaticos <(Jex.. floroglucinéis). Por
sua vez, acoplamentos do tipo C-C e/ou C-0-C destes fendis podem
levar a formagdo de inUumeros polimeros com alto peso molecular.

A descoberta da rota do Aacido mevaldnico Cacido
3-met.i1-3,53-diidroxipent.anéico> na biossintese de subst.ancias
esteroidais serviu de base para as pesquisas que eventualmente
elucidaram os caminhos que levam a sintese de todos os tipos de

substancias terpenoidicas.
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As substancias terpencidicas originam-se da condensagao
de derivados do Acido acet.o-acético com acetil-CoA, conduzindo a
{3-hidroxi--metilglutaril-CoA Posteriores redugdes originam o
Acido mevalbnico. Em seguida, o &cido mevalénico da origem as
“unidades isoprénicas" (pirofosfato de Iisopentenila) pela perda
simultanea de agua e dioxido de carbono. A isomerizacgao
enzimatica do pirofosfato de isopentenila leva ao pirofosfato de
dimetilalila, responsavel pela reacdo chave na biossintese dos
terpenos. O encadeamento cabega-cauda destes dois residuos (g4
fornece o pirofosfato de geranila, o precursor dos monoterpenos.
Condensagdo da unidade geranila com uma unidade isopentenila
resulta no pirofosfato de farnesila <C,y>» © precursor dos
sesquiterpenos, e continuando o processo, origina-se o pirofosfato
de geranilgeranila <(C,,7, precursor dos diterpenos.

A Dbiossintese do esqualeno, unidade precursora dos
triterpenos e, consequentemente dos esterdis, consiste da
condensagdo de duas unidades farnesila através de um processo
simétrico, o encadeamento ‘“cauda-cauda’. A ciclizagdo de
2,3~epoxiesqualeno a lanosterol ou cicloartenol requer uma série
de rearranjos do tipo 1,2 de grupos metila e Atomos de hidrogénio.

Muitas substancias encontradas nos organismos marinhos,
como as algas pardas, provém da combinagdo da via do malonato com
a do mevalonato. Frequentemente biocativos, s30 conhecidos como

substancias de origem biossintética mista ou meroterpenos.
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CH53COCH,CO0-SCoA
acetoacetil-SCoA
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CH4(COCH,) CO-SCoA
n

metabsdlitos derivados do policetideo HO,CCH,C( OH) MeCH,CH.,0H
ou substancias aromaticas - .
Acido mevaldnico

| !

substincias fendlicas CH2=C(CHg3’CH,CH,~OPP + (CHg) ,C=CHCH,—OPP

pirofosfato de pirofosfato de
isopentenila dimetilalila

l

pirofosfato de geranila: (CH4),C=CHCH,CHLC(CH,) =CHCH,~OPP

monoterpenos C,q

L 4

pirofosfato de farnesila: CH4(C(CH,’ =CHCH,CH, ) 5C(CHy’ =CHCH,—OPP

- sesquiterpenos C, ¢
pirofosfato de
geranil—geranila: CH4(C(CH4)=CHCH,CH,~) 3C(CHy) =CHCH,~OPP

1 diterpenos C,q

esqualeno: CH,(C(CHy) =CHCH,CH,—) CH=C(CHy) 5

triterpenos C,, ——— esterdides

Figura 5: Esquema biossintético simplificado da produgdo de
fenéis, terpenos e esterdides
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1.6. PRODUTOS NATURAIS DE ALGAS PARDAS

1.6.1. Substincias fendlicas

Muitas macroal gas bentdnicas produzem di ferentes
metabdlitos secundirios biologicamente ativos principalmente nos
ecossistemas marinhos tropicais e substropicais. Dentre esses, os
terpenos parecem ser especialmente abundantes e ativos nas algas
pardas. Varios trabalhos de campo e laboratério com estas algas
demonstraram que os diterpenos, e em menor ext.ens3o, os
sesquiterpenos, desempenham um papel importante como defesa
quimica contra predadores nestes sistemas. Por outro lado, mais
recentemente verificou-se que os florotaninos se mostram ativos
apenas em alta concent,raqgo?1 De uma maneira geral, estes
resultados indicam que tais substancias parecem estar relacionadas
com a evolugdo adaptativa das algas podendo, deste modo,
acompanhar a filogenia.

A literatura relata para diversas ordens de algas
pardas, principalmente de regies temperadas, altos teores de
substancias fenoélicas derivadas do floroglucinol (de <1 a 152,
que parecem atuar como redutores de digestibilidade nos herbivoros
marinhos>> As ordens Fucales e Laminariales mostram claramente
essa tendéncla, apresentando 72 e 39%, respectivamente, do total
de florotaninos conhecidos em algas pardas. JA no caso de algumas

espécies brasileiras, os baixos valores de concentracgac
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encontrados n3o as protegem contra a ag3o dos predadores: Alguns
pesquisadores‘ 7.1 sugerem uma tendéncia de evolugido
biogeografica, com maior expressao e funcionalidade dos

florotaninos e fendéis das algas pardas em regifes temperadas.
Uma recente revisdo mostrou o papel destas substancias

como defesa e propdés o seu uso como marcadores taxondmicos das

feoficeas. *°*
Esta revis3o evidenciou também, a distribuicio de 110
derivados fendlicos como o floroglucinol, hidroxi-floroglucinol,

fucdis, floretéis, hidroxi-floretdis, fuco-floretdis, fu-haléis,
iso-fu-haldis, ecois, alquil-fenéis, acil-fenéis, derivados
halogenados, halo-floroglucinéis, halo-floretdéis, halo~ecédis,
alcodis benzilicos, prenil-fen6is e derivados sulfatados <Figura
6, pags. 29 e 300 em oito diferentes ordens distintas de algas

pardas (Phaeophyceae).

HO (o]
HO (CH,),,-CH,
(CH2)14-CH, )\
H acil-fenol OH
alquil-fenol )
OH Br OH
SO, " OH Br diprenil-
@ © fenol
HO H Br HO OH /Jl\\
derivados OH alcool fenol

sulfatados benzilico halogenado

Figura 6: Derivados fenolicos de algas pardas
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HO O OH
HO OH
HO OH HO
fuco-floretol HO @ O @ OH
HO OH HO OH
fu-halol
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H
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H
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iso-fu-halol

Figura 6 (cont.): Derivados fendélicos de algas pardas
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Dentre estas ordens, como menciocnado acima, as Fucales e
as Laminariales destacaram-se por serem as mais ricas na produgdo
deste tipo de metabélito. Elas apresentaram 12 d{(fuco-floretol e
fu~halol, como dominantes) e 10 substancias <(ecol, dominante e
restrito a esta ordem ) dos 17 tipos de fenéis encontrados nas
algas pardas, respectivamente. As Dictyotales caracterizaram-se
principalmente pela produgdc dominante de acil-fenol (somente
encontrado nesta ordem e em Fucales) e de f loroglucinol, fucol,
floretol, e derivados sulfatados em menores proporgdes. As demais
ordens, como Chordariales, Scytosiphonales, Sphacelariales,
Ectocarpales e Sporochnales restringem-se a produgao de

floroglucinol, ou prenil-fenol, ou derivados sulfatados.

1.6.2. Terpenos

A ordem Dictyotales, principal produtora de terpenos,
consiste de algas tipicas de mares de Aguas quentes. Esta ordem
compreende 16 géneros pertencentes a uma Unica familia,
Dict,yot,::xceae:.,:s A analise fitoquimica de seus representantes tem
revelado grandes dif erengas entre eles e permite agrupa-los em,
pelo menos, trés grupos quimicos, de acordo com seus constituintes
e " o 1) 1! 1.56'5?
quimicos: "Dictyota", "“Dictyopteris e Taonia.

O grupo "Dictyota" consiste de plantas morfologicamente

semelhantes pertencentes aos géneros Dictyota, Dilophus,
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Glossophora, Pachydictyon, Spatoglossum e Stoechospermum, todas
produtoras de diterpenos policiclicos com esqueletos exclusivos de
organismos marinhos Cex.: 1, esqueleto dolastano, de alguns

produtos isolados de D. cervicornis).

Dentre os géneros deste grupo, Dictyota tem sido o mais
estudado, dada a sua grande distribuicdo geografica e a sua grande
resisténcia a predagdo e producdo de defesas quimicasfd’so Os
diterpenos isolados do género Dictyota e do grupo "Dictyota" foram
objeto de recentes revisdes sobre sua biossintese e distribuigdo
nas espécles.se_o Além disso, varios trabalhos tém evidenciado a
preferéncia alimentar de certos moluscos herbivoros por estas
algas, revelando a presenga de uma cadeia alimentar especifica
entre estes orgamjsmos.'so—1 Dictyota apresenta dezesseis dos
vinte e trés tipos de esqueletos encontrados em todos os
representantes de Dictyotales. Estes esqueletos foram divididos

em trés grupos, relacionados entre si, pela primeira cicizagdo do

precursor ¢,t,c-geranilgeraniol como demonstrado na Figura 7 (pag.
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33>. Na costa brasileira foram isolados um total de 19 diterpenos

deste género (Figura 8, pag. 34)>.°%7°

MEVALONATO

|

GRUPO "DICTYOTA" oG 4 PG

10
= ‘ 2:7,/“\\//‘§:T/’
1
OPP
t,t,c-geranil-geraniol

ciclizacoes

1,10/1,11 1,11 0

Grupo | Grupo ||

(10 esqueletos) (8 esqueletos) (8 esqueletos)

Figura 7: Proposta biogenética dos diterpenos de Dictyota“
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GUATANOS

pachydictyol A () dictyol H (*)

SECODOLASTANOS

(estrutura proposta)

DOLASTANOS

Figura 8: Diterpenos isolados de algas pardas da costa
brasileira (% : substancias isoladas neste trabalho>
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O grupo ‘'Dictyopteris" inclui somente os representantes
do género Dictyopteris. Este grupo tém apresentado um quadro
bastante heterogéneo. A maioria, entretanto, produz
hidrocarbonetos odorii&‘eros‘s‘s—7 e substancias contendo enxofre ’

Os  hidrocarbonetos odoriferos mais conhecidos como
atrativos de gametas J(feroménios sexuaisd) s3io responsaveis pelo
processo reprodutivo em algumas espéc19569 (2 e 3, isolados de
Dictyopteris sppd. A produgio destas substancias pelas algas
pardas faz parte de um dos exemplos mails espetaculares no mundo

marinho em relagio as respostas biolégicas induzidas por mensagens

quimicas.

o \8

Todos os metabdélitos contendo enxofre, como os
dissulfetos e tio-ésteres (4 a 9, isolados de D. plagiogramma
(Montagne) Vickers e D. australis (Sonder) Askenasy) possuem uma
unidade C,, fixada ao enxofre com um oxigrupo no C, e est3o,
obviamente, relacionados com os hidrocarbonetos. Devido as suas

abundancias em algumas espécies, essas substancias, de odor
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caracteristico podem ter alguma importancia como estratégia

defensiva. Futuros estudos poderdo confirmar esta hipétese.

o
o 7
o} o]
| )J\
\/\/\/\
s—§
8 9
Diferentes da grande maioria das espécies, D.

2onarioides e D. divaricata tém exibido sesquiterpenos de origem

70-S5

biossint.ética mista {com uma L’mica-excegﬁo, o zonareno <C(Figura
9, paig. 37>’ ° isolados de D. zonaricides (= D. undulatad e
sesquiterpenos simplesz7—9 como os da Figura 10 (pag. 38> isolados

de D. divaricata.
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Figura 9: Metabdlitos caracteristicos de Dictyopteris zonaricides
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Figura 10: Metaboélitos caracteristicos de Dictyopteris divaricata
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Alguns autores tém sugerido um papel defensivo para
estas substancias e a intima relagiao com uma série de metabélitos
chromazonaréis de esponja marinha’® O avarol (10> primeiramente
isolado de Dysidea avara <(esponja) apresenta uma forte atividade
citostatica, reduzindo 50% do crescimento das células de linfomas
de ratos <(“in vitro“> na concentragdo de 0.9 uM. Estes resultados
tém incentivado a investigagio do avarol e do seu produto de
oxidagdo, a avarona (11>, como possiveis inibidores da replicagao

do retrovirus da AIDS d{sindrome de imuno-deficiéncia adquirida)'.’o

10

H

Ao contrario das espécies de Dictyopteris, o grupo

“Taonia’, que compreende os géneros ‘1"aom:aa 1-8¢9

Stypopodium'”_po. apresenta distribuicdo geografica mais restrita,
e apenas o género Stypopodium tem ocorréncia registrada no
Brasil®?! Os representantes deste grupo s3Zo principalmente
produtores de diterpenos de origem Dbiossintética mista ou
meroditerpenos (com uma unica excegldo para Taonia, a taonianona)
(Figura 11, pag. 40 e Figura 12, pag. 41> S. zonale ¢ fonte de

potentes substancias ictiotéxicas, como stypoldiona e stypotriol

(Figura 12, pag. 41).
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Figura 11: Metabdélitos caracteristicos de Taonia
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acido atomarico
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OH

2-(geranil-geranii)-5-metil-1,4-benzoquinona

Figura 12: Metabdlitos caracteristicos de Stypopodium
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Apesar da proposta anterior de dividir a ordem
Dictyotales em trés grupos de géneros (grupos “Dictyota’,
“Dictyopteris"” e “Taonia“)?c dados da literatura®? indicam a
formagao de um quarto grupo, o grupo 'Zonaria", com constituintes
quimicos totalmente diferenciados dos demais. Este ‘grupo*
compreende os géneros Lobophora e Zonaria (Dictyotaceae,
Dictyotales)>, ambos produtores de acetogeninas fenédlicas (Figura
6, pags. 29 e 30). Entretanto, & Interessante ressaltar que
homélogos destes lipideos fendlicos foram recentemente isolados de
algumas espécies de Cystophora {(Cystoseiraceae, Fucales)?a apesar
destas nao se relacionarem taxonomicamente com os géneros citados
acima.

Outra ordem bastante investigada quimicamente ¢é a
Fucales. De acordo com Papenfuss (1977)?5 os representantes desta
ordem compreendem 7 fam{lias, entre as quais se dstacam
Cystoseiraceae e Sargassaceae pela grande produc3o de metabdlitos
diterpencidicos de origem biossintética m.tst,a?s_m1

A familia Cystoseiraceae inclue 13 géneros distribuidos
em diversas regiBes do mundo. Dentre estes, foram estudados
fitoquimicamente os géneros Cystoseira 21 spp. 94 substancias),
Cystophora 3 Spp. 24 substancias), Bifurcaria 2 SpPp. 7
substancias) e Halidrys (1 sp. 6 substancias).

0] género Cystoseira, tipico do Mar Mediterréaneo,
apresenta cerca de 40 espécies, das quals 30 subdividem-se em

102

sub-espécies, variedades e formas., Varios apresentam alta
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plasticidade morfolégica, o que dificulta o estabelecimento de
limites de separagao entre as espécies e as variedades.
Talvez tal diversidade reflita uma alta capacidade adaptativa que
pode, pelo menos em parte, ser atribuida A habilidade destas algas
de produzir uma variedade de diterpenos derivados dos precursores

do tipo tetraprenil-toluquinona (Figura 13a-c, pags. 43-48).

OH (o} //L\\

OH

WH
OH \\E//\\//A\W
OMe cji\\//ityﬁjL\v/ﬁ\y// oxicrinol

zosterdiol A

OMe

S-oxo-cystofuranoquinol
OH

N M/AAW

zosteronol
OMe

Figura 13a: Alguns metabdlitos de Cystoseira
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Figura 13b: Alguns metabdélitos de Cystoseira
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Figura 13c: Alguns metabdélitos de Cystoseira
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Combaut et al <1981>*°? relataram a existéncia de
variag@o sazonal na produgdo de metabdlitos diterpenoidicos da
es_pécie C. elegans. Diterpenos aciclicos foram observados apenas
durante a fase inicial de crescimento, desaparecendo logo no
principio do periodo quente dc ano, coincidindo com o inicio da
produgdo dos diterpenos fendlicos. Este fato ¢ surpreendente, ja
que a maioria dos microorganismos sintetiza e estoca seus
metabdlitos secundarios apenas nos altimos estagios do
desenvolvimento, antes de entrar em repouso.

As espécies de Cystophora <(Australasia) caracterizam-se
pela grande diversidade de metabolitos® 2104 109 C. expansa e C.
platylobium s3o extremamente ricas em &-tocotrienol 12a), mas
também sintetizam acil-fenéis <CFigura 6, pags. 29 e 30), C.
torulosa produz pequenas quantidades de éter metil de

é-tocotrienol <(12b), polienos <(13) e ¢é rica em alquil-fenéis

(Figura 6); C.congesta apresenta acil-fenol como o metabdlito

principal. Ao contrario destas espécies, C. monili formis,

considerada taxontmicamente bastante diferente das demais
105-106

espécies, produz apenas derivados de farnesil acetona

(14a-cd. Estes derivados biologicamente ativos s3o0 supostamente

“norditerpenos", formados a partir dos tocotrienéis por clivagem
oxidativa das ligagles c-cfio Por outro lado, Gregson c1977>1°%*
evidenciou que as substancias dJ&~tocotrienol <12a) e seu epoOxido
(15> sao poderosos atraentes da larva nadante <¢(hidréide) de Coryne

uchidat. Portanto, foi surpresa notar que varias colegdes de

48



Cystophora torulosa da Australasia eram desprovidas de tais
simbiontes. Deste modo, por algum motivo ainda desconhecido,
estas substancias ndo parecem atuar como atraentes especificos

sobre C. torulosa neste sistema.

13
12
o
14 °
a 14b
(o]
H s
14¢

InvestigagOes quimicas das espécies de Bifurcaria
mostraram a presenga de metabdlitos especificos e diferenciagfes
geograficas entre eles. Enquant.o B. bifurcata sintetiza

111-11 4

diterpenos lilneares no Atlantico (16>, B. galapagensis das

Ilhas GQGalapagos, no Pacifico, ¢é produtora de um meroditerpeno

irregular, bifurcarenona®?! S.110

a7> com propriedades
antibacteriana e antineoplasica. Além de B. galapagensis, esta

substancia foi encontrada apenas nas espécies de Cystoseira
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produtoras de meroterpenos irregulares (C. mediterranea, C.

stricta e C. tamariscifolia).“zus

16

A uUnica ezpécie de Halidrys estudada (H. siligquosa,
Atlanticod caracteriza-se pela produgdo de meroditerpenos

aciclicos (ex.: 18)?19

. R

18

OH

A familla Sargassaceae compreende 7 ordens <6 géneros),
destas o género Sargassum, Unico representante no Brasil, é o mais

estudado. Enquanto S. tortileioo ,120-122

produz principalmente
derivados de tocotriendis (12> ou farnesil-acetona aciclica <14),

S. micracanthum'®® sintetiza apenas derivados de farnesil-acetona.
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1.6.3. ESTERJIS

(0] interesse por metabdélitos esteroldais de origem
marinha tem crescido nos ultimos anos, principalmente devido ao
isolamento de novas substancias com enorme variedade estrutural,
desconhecidas em fontes terrestres que, por sua vez, levaram a
novos quest.ionamentos sobre sua biossintese e fungdes
biolégicas." 24

Os esterédis s3o micromoléculas de 27 a 29 atomos de
carbono pert.encentes ao grupo dos esterdéides apresentando,
portanto, como esquelet.o basico, um sistema tetraciclico
(ciclopent.ano-peridrofenantrénico) substituido no carbono 17 por

uma cadeia lateral aciclica de 8 a 10 ou mais Atomos de carbonos

(ex.: Ba~colestan-3f3-ol, 19, esqueleto colestanod.

21 22 24
/////120 23

18 3

27

26

s H ¢
Os fitosterdis tipicos contém um substituinte alquila no

Cau da cadeia lateral, derivados de reagao de transmetilagdo a
partir de metionina. Porém nas ultimas décadas, varios autores

relataram a presenga de esterdéis “n3o-convencionais" (com 26 a 30
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Atomos de carbono, envolvendo diferentes padrdes de alquilagles e
insaturag®es na cadeia lateral, modificagCes no ndcleo
tetraciclico e polioxigenagBes nos anéis es/ou na cadeia lateral)
em invertebrados marinhos, principalmente nos celenterados, por
exemplo, as esponjas e os equinodermasfzsdzp

Os esteréis s3c amplamente distribuidos na Natureza.
Participam de processos bioquimicos como intermediarios na
biossintese de horménios e outras substancias, e desempenham um
papel fundamental na constituicdo das membranas celulares: ° 7132
Eles também tém sido considerados bons marcadores biolégicos de
34

sedimentos marinhosf

Ao contrario dos esterdéis terrestres, & particularmente

dificil estabelecer a origem correta destas substancias nos
organismos marinhos, Isto porque quatro processos podem estar
envolvidos A24

- biossintese de novo, via acetato, mevalonato e esqualeno;
- origem a partir da dieta alimentar, sem posteriores modificaces
quimicas;
- origem a partir da dieta alimentar,‘ seguida por transformagdes
quimicas e,
- relag@es simbiéticas (ex.: alga, fungo, bactériad.

Como consequéncia, os estudos biossintéticos dos
metabélitos secundarios de invertebrados marinhos, com precursores
radioativos por exemplo, tornam-se dificultados e permitem apenas

conclus@es especulativas.
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Embora a ampla distribuigdo dos esterdéis comuns d(como o
colestercol <200, o chalinasterol (21), o brassicasterol 22> e o
desmosterol 23> restrinja seu uso como marcadores

quimiossistematicos, outras substancias de distribuicdo mais

135

restrita podem ser usadas com essa finalidade.

/1, 0,

A grande diversidade dos esterdéides provavelmente esta
intimamente relacionada com a capacidade de especializagao ao meio
ambiente e necessidade de adaptagdo permanente dos organismos?'ias

Na verdade, o papel cairomonal dos esterdis ¢ um caso
especial na ecologia quimica. o colegterol <200, por exemplo, &
um representante tipico nos organismos e parece ser uma molécula
fundamental no meio marinho. No Atlantico, o colesterol
dissolvido, principalmente na zona fética, varia de 12 a 45 % dde
024 a 7.30 ©gs1> da quantidade total de esterdis, um numero
7,180

enorme de toneladas quando se considera a massa dos oceanos.

A figura seguinte esquematiza a biossintese de esterodis:
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Figura 14: Proposta biossintética para formagso dos esteréides>®
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A biossintese dos esterdides (Figura 5, pag. 27 e Figura
14, pag. 52> ocorre a partir do esqualeno, um composto isoprenéide
que sofre primeiramente uma epoxidagdo e posterior ciclizagao.
Para os organismos n3o fotossintéticos (principalment.e os
animais), o processo de ciclizagao origina o lanosterol e para os
fotossintéticos (maioria dos vegetais), o cicloartenol*®®

Estudos biossintéticos permitiram a classificagdo das
plantas em 2 categorias distintas segundo a estereoquimica do
substituinte, o ou 3, no Cz2¢ dos seus fitosteroéis (Figura 15,

180,137 . Goad et al (1974>'2°

pag. 54>. Segundo Nes et al 1977)
a categoria 1, plantas contendo exclusiva ou principalmente
24c-alquil-esterdis, constitui a maioria das plantas mais
evoluidas, enquanto a categoria II, que inclui fungos e algas,
corresponde a predominancia dos 243-alquil-esterédis, Tal divis3o
é filogenéticamente atrativa mas, infelizmente, em muito poucas
espécies, particularmente algais, foram os esterdis
suficientemente bem caracterizados para permitir que esta

~ 138
observagao se tornasse regra geral.

Na verdade, jA existem
algumas excec¢des.

Outra classificagao foi também proposta, no que se
refere a localizag3o da ligagdo dupla nos anéis: se ela estiver no

carbono 5 (grupo A), 7 (grupo B> ou em ambos {(grupo (.’:)?37
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caminho 24u-C,

Figura 15: Caminhos Biossintéticos para os 24 e 243

alquil- esteréisﬁ,?
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Desde a antiguidade, os dinoflagelados (Dinophyceae) s3o
conhecidos pela produgidoc de ‘“"blooms" téxicos (marés vermelhas)
causando intoxicagdo es/ou morte de pessoas, via cadeia alimentar.

A partir dos trabalhos de Ando & Barbier 1975>'%% o
Shimizu et al 1976>**° a atengdo fol direcionada para a quimica
dos esterdis nestes organismos. Os dinoflagelados =s3c principais
fontes de 4a-metil-esterdis para o sist.emas marinhos.

Destes, o dinosterol 4, considerado uma das
substéncias mais caracteristicas e abundantes, tem afinidades
biossintéticas 6ébvias com o gorgosterol (25) isolado previamente

de gorgénias (cnidarios>%*

Os esterdis dos dinoflagelados tém =sido proposto como
marcadores biolégicos e geoldgicos fundamentais para os sistemas
marinhos, particularmente por suas Vcaract,erist,icas especificas,
concentragdo e estabilidade molecular’*!

Poucos estudos foram realizados sobre os esterdis das
algas azuis-esverdeadas (Cyanophyceae). De uma maneira geral,
elas produzem misturas simples como colesterol e substancias com
7 133,141

nucleo A:s e A

A configuracgido no Ca, Pode ser especificada por qualquer
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nomenclatura: 2407243 ou 24R/245'% As algas verdes
(Chlorophyceae) geralmente produzem substancias com configuracgio 3
neste carbono. A composigao dos esterdis nestas algas parece ser
mais complexa e diferente das demals macroalgas e vegetais

130, 131,135,138
superiores.

Algumas algas apresentam clerosterol
(260 e codisterol (27> <(como em Codium fragiled, colesterol 20>
(como nas rodoéfitasd, ergosterol (28> {(como nos fungos), além do
28-isofucosterol (29> dsémero do fucosterol) e outras substancias

idénticas as dos vegetais superiores (exceto no que se refere a

quiralidade do C,,0.

No entanto, esta complexidade nao é totalmente
inesperada, pois as algas verdes ocupam uma posigao
consideravelmente central na evolugdo vegetal, enquanto as algas

vermelhas e pardas s3ao consideradas “becos-sem-saida’™

191
evolutivos.

130,131,435, 136

As algas vermelhas <(Rhodophyceae) contém
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0o colesterol como constituinte principal, embora tenha =sido
encontrado o cholesta-5,23(Eddieno-3(3,25-diol ou lagosterol <300
e o cholesta~ 5,25-dieno-3/3,24~diol 31). Poucos estudos
biossintéticos, entretanto, tém sido realizados. Através dos
resultados quimicos obtidos até o momento, parece que a metilagdo
na cadeia lateral é pouco significativa para muitas espécies nesta

divis3ao.

OH

Nos 1altimos anos, as algas pardas (Phaeophyceae) tém
despertado maior interesse dos fitoquimicos, quimiossistematicos e
ecdlogos, particularmente por produzirem metabdlitos secundarios
capazes de minimizar a predagdoc pelos herbivoros.

Por esta razio, e por serem as algas pardas o objeto
central deste t.rabalho, apresentamos uma revis3so sobre a
ocorréncia dos esterédis nas diferentes espécies desta classe

(Figura 16, pag. 58 e Tabelas 3, 4, e 5, pags. 59, 60, e 61-63),
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Figura 16: Esteréis isolados de algas pardas



Tabela 3: Nomes dos esterdéis (Fig. 16) com os respectivos pesos
moleculares e estruturas

Namero PM Estrutura Nome trivial
de carbonos (e coddigo)

26 368 1a -

27 3468 1b colesterol
384 ic 22-deidrocolesterol
384 1d desmosterol
384 le cystosterol
400 11 24-cetocolesterol
400 1g -

28 400 ih campesterol
398 1i 24—metilenocolesterol (chalinas-—
398 1j brassicasterol terol)

29 414 1k 24—etilcnlesteroé
412 11 isofucosterol (A —avenasterol)
412 im fucosterol
412 in estigmasterol
412 1o sargasterol
4246 1p 24-viniloxicolesta—-5,23—dien—3f3-ol
428 1g saringosterol
428 2m 5,24—estigmastadieno—33-7a—diol
408 3Im 3,9,24-estigmastatrieno—7-ona
412 4m A —estigmasterol
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Tabela 4:

Nomes triviais e sistematicos dos esterdis encontrados

nas algas pardas

Nome trivial

Nome sistematico

la

colesterol
22—dehidrocolesterol
desmosterol
cystosterol

24—cetocolesterol

1g
campesterol

24—metilenocolesterol

brassicasterol

24—etilcolesterol

isofucosterol (As—avenasterol)

fucosterol

estigmasterol

sargasterol

24-viniloricolesta-5,23-dien—-33-0
saringosterol
S5,24-estigmastadieno-33-7a-diol
3,5,24-estigmastatrieno—-7—-ona

A7—estigmasterol

27—-desmetil-25—deidro—-2Z4—-oxo—
colesterol

colest-5-en—-33-o0l
(22E)—colesta—-5,22-dien-33-0l
colesta-5,24-dien-33-0l
20,22-ciclocolest-3-en—-33-ol
3p—-hidroxi-colest—-5—en—24—ona

abea 25(24-+22)-colest—5,23~
dien-373,22f8-diol

(24R)-24-metilcolest-5-en—
3ol
243-metilcolesta-5—-en—33—ol

(22E,245)-24—metilcolesta—-5-
22—dien—-33-ol

24f -etilcolest—5—-en-33-ol

(24E)-24-etilcolesta-3,24(28)
dien—-33-ol

(247)-24—-etilcolesta—-5,24(28)
dien-33-ol

(22E,2458)-24—etilcolest—-5,22-
dien—-33-0l
(24E)-24—-etil-20-epicolest-5,
24(28)dien-33-ol1
(23E)—-24-viniloxicolesta—35,23
dien-33-0l ou (23Z)
24f-etilcolest—5,28-dien-33—
24¥—-diol

(247 )-24-etilcolest-6,24(28)—
dien-33,7a-diol
(247)-24—-etilcolest-3,5,24
(28)-trien-7—ona

(22E,245)-24—-etil-5a H—-colest
7,22-dien—-33-ol
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TAXA

Agarum crlbosum

Ascophyllum nodosum

Alaria crassifolia
Chorda rilum
Cladostephus spongiosus
Costaria Costata
Cystophyllum hakodatense
Cystosei.ra barbata
Cystoseira corniculata
Cystoseira elegans

Cystoselra fibrosa

Cystoselra fimbriata

Cystoselira mediterranea

Cystoselra stricta

Cystoselra tamariscirolia

Cystoseira zosterolides

Desmarestia aculeacta

Desmarestia viridis

Dictyopteris divaricata

Dictyopteris membranacea

Dictyopteris prolifera

SUBSTANCIA/CODIGO

fucostercl/1lm, Zd-merilenocolesteroi/14i,
colestercl/lb, 24-cetocolesterol/1f,
saringosterol/1lq, desmosterol/ld
fucostercl/1lm, 24-metilenocolesterol/1i,
saringosterol/1q, 24-cetocolesterol/1f,
colesterol/1b, P-sitosterol, isofucosterol/11
brassicasterol/1j

fucosterol/1lm, Z4-metilenocolesterol/1i,
colesterol/1lb, saringosterol/1qg
fucosterol/1m

fucosterol/im

fucosterol/im, 24-metilenoccolesterol/1i,
saringosterol/1q, colesterol/1b
fucostercl/1m, 24-metilenocolesterol/ii,
saringosterocl/1lq, colesterol/1b

fucosterci/1lm

fucostercl /1lm

fucosterol/1m, Z4-mecilenocolesterol/1i,
colesterol/1b, cystosterol/le, 22-deidro-
colesterol/lec, brassicasterol/1lj
fucosterol/1lm, 24-metilenocolesterol/1i,
colesterol/1b

fucosterol/1lm, Z4-metilenocclesterol/1i,
colesterol/1lb, Z2-deidrocolesterocl/le,
cystosterol/le, brassicasterol/13
fucosterol/1lm, colesterol/1b, cystosterol/le,
22-deidrocolesterol/1lc, brassicasterol/13,
24-metilenocolesterol/1i

fucosterol/1m, colesterol/1b, desmostercl/1d,
B—sitosterol,24—metilenocolesterol/li,
isofucosterol/11

fucosterol/1m, colesterol/1lb, cystosterol/le,
22-deidrocolestercl/le, brassicasterol/13,
24-metilenocolesterol/1i

fucostercl/Im, colesterol/1b, cystosterol/le,
22-deldrocolesterol/1c, brassicasterol/17,
24-metilenocolesterol/14
abeo-25(24->22) -colest-5, 23-dien-38,22{-dicl/1g
fucosterol/1lm, colesterol/1lb, saringostcrol/1lq,
24-cetocolesterol/1f, 24-metilenocolesterol/1i
fucosterol/1lm, colesterol/1b, saringosterol/lq,
24-metilenocolestercl/14

fucosterol/1im

colesterol/1lb, 24-metilenocolesterol/1i

fucostcerol/1lm

REFERENCIA

125,143-146

135,147,143
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173,153,154

153,154

144,157

153,154

153,154,157
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128,135,147

152
163

Tabela 5 (a)>. Ocorréncia de esterdis em algas pardas
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Dictyota dichotoma

Durvillea sp

Ecklonia cava

Ectocarrus tomentcsum

Fisenia o

Va
§]
o
0
-
b
tn

Endarachne binghamiae
Fucus ceranoides
Fucus diviarcarpus

Fucus evanescens

Fucus gardneri

Fucus serratus

Fucus splralis
Fucus vesiculosis
Halydris siliquosa
Halopteris scoparia

Heterochordaria abietina

Hizikia fusiformis

Laminaria sp.

Laminaria angustata

Laminaria digitata

Laminaria faeroensis

Laminaria hyperborea

Laminaria Jjaponica

Laminaria saccharina

Lessonia sp

Macrocystls pyrifera

Myelophycus caespitosis

Nemacystus decipiens

fucosterol/1m, zZ-deidrocolesternl/1lc
colesterol/1lb, 24-metilenccolesterol/1i
fucostercl/1lm

colestercol/1b, 24-metlilenocolesterci/1i,
B-citosrercl, fucosteral/im, isofucosterosl;1l
fucosterol/lm

fucostercl/1lm, zargastercl/leo, saringosctcraol/lq,
Z4-cetocolesterol/1£f, 24-metilenocolestercis1i,
colesterol/1b, isofucosterol/11,
24-oxo-25-metileno-cclesterol/la
24-metiienocolesterol/14i

fucosterol/1m

fucostercl/lm, 24-metilenccolesterol/14

fucosterol/im, 24-metilenocolesterol/1i,

3,5,24-estigmastrieno-7-ona/3m, 5,24-estigmasdienco-,

3B-7a-dicl/2m, saringosterol/lqg

fucosterol/1lm

fucosterol/im, colesterol/1b, B-sitosterol,
isofucosterol/11, Z4-metilenccolesterol/1i
fucosteroi/1im

fucosterol/1m

fucostercl/im

fucostercl/1Im, colestercl/1lb, brassicasterol/1ij,
f-sitostercl, estigmasterol/ln, campesterol/ih,
desmosterol/1d, isofucosterol/11l, 22-deidro-
colesterol/1le, 24-metilenocolesterol/1i1
fucosterol/1lm, 22-deidrocolesterol/1e,
24-metilenocolesterol/11, colesterol/1b
colesterol/1b, Z4-metilenocolesterol/1i,
fucosterol/1m, saringosterol/1q,

fucosterol/1m, Z4-metilenocolesterol/1i,
saringosrterol/1q

fucostercl/1lm

fucosterol/1m, colesterol/1b, A7—escigmasterol/4m,
isofucostercl/11, P-sitosterol, saringosterol/lq,
24-metilenocolesterol/1i, desmosterocl/1d
fucosterol/1lm, colesterol/1b, desmosterol/1d,
saringosterol/lgq, 24-metilenocolesterol/1i
fucostercl/1m

fucosterol/1lm, Z24-metilenocolesterol/1i
fucosterol/1m, colesterol/1b, saringostercl/lq,
24-cetocolesterol/1f

fucosterol/1lm, 24-metilenocolesterol/1i
fucosrerol/1m, 24-metilenocolesterol/1i,
colesteroi/1b, 5,24(28)-E-estigmastadien-3f-ol
fucosterol/1m

fucosterol/1m, 24 -metilenocolestercl/1i,

22-deldrocolesterol/1e, colesterol/1b

166

131,135
131,135,150
131,135,147
148-150,167

131,135
121,135,244
Ldo

135,108
135,169

135

157

135

163,165

128

135
135,144,146
172
135,169,172
135

135,164

135,145

171
170,173

135,148

164

Tabela 5 (b). Ocorréncia de esterdis em algas pardas
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Padina arborescens

Padina

Padina ravonica

Pelvetia canaliculata

Pelvetia wrightii

Pylaiella littoralis

Sargassum confusum

fluitans

Sargassum

Sargassum horneri

Sargassum muticum

Sargassum ringgoldianum

Sargassum sagamianum

Sargassum thunbergii

Sargassum patens

Sargassum piluriferum

Sargassum vulgare
Sphacelaria pennata
Stypocaulon scoparium

Undaria plnnatifida

fucosteroi/1m, eztigmasterol/lm, cz:lestercl/1b,
24-metilenocolestercoli/1li, 22-deidrocolesterc./1le
estigmasterol/in, 22-deidrocolesterci/le,
fucosterol/1m, 24-metilenocolestercl/1ii,
canpesterol//1h, colesterol/1b, stitjster:l
estigmasterol/1ln, 22-deidrocolesterol/1c,
fucosterol/1m, 24-metilenocolesterol/14i,
isofucosterol/11l, brassicasterol/1j, desmosterol/14,
co.esterol/1b, PB-sitesterol

fucosterol/1lm, 24-cetocolesterol/1f
fucosterol/1lm, colesterol/1b, saringosterol/lq,

24-metilenocolesterol/14

fucosterol/1lm

fucosterol/1m, saringosterol/lq

colesterol/1b, 24-metilenocolesterol/1i
fucosterol/1m, 24-metilenccolesterol/14,
co_esterol/1b, 22-deidrocolesterol/le, 24-2til-
co_esterol/1lk, Zd-melil-22-deidrocolesteroi,
24-etil-22-deidrccolesterol
22-deldrocolestercl/1e, 24-metlilesnocolesterci/1i,
colesterol/1b, fucosterol/1lm

fucosterol/1m

fucosterol/1m, cclestercl/1b, saringosterol/1q,
sargasterol/lo, 24-metilenocolesterol/14i,
isofucosterol/11, 22-deidrocolesterol/lc
fucosterol/1lm, 24-metilenocolesterol/1i,
colesterol/1b, 22-deidrocolesterol/le
fucosterol/1im, cclesterol/1lb, saringosterol/1q,
B-sitosterol, 24-metilenocolesterol/14,
22-deidrocolesterol/1le, 24-viniloxicolesta-
5,23-dien-3b-o0l

22-deidrocolestercl/1le, 24-metilenocolesterol/14i,
fucosterol/1m, cclesterol/1b, isofucosterol,/11
fucosterol/1im, cclesterol/1b, B—sitosteroL
24-metilenocolesterol/1i, 22-deidrocolestercl/1le
colesterol/1b, fucosterol/1m

fucosterol/1m

fucosterol/1m

colesterol/1b, Z4-metllenocolesterol/11,

fucosterol/1im

135,153, 1a2

153,157

135,174
9,66,89-91
128,135, 147
148-150

135
128,135,147

175

163

135
128,135,148
149,150,161
164,177

163

128,135, 1464
176

154

178
135
135
154

Tabela 5 (c). Ocorréncia de esteréis em algas pardas
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Em todos os representantes das ordens Ectocarpales,
Sphacelariales, Dictyot.ales, Chordariales, Dictyosiphonales,
Laminariales e Fucales, o fucosterol 32> é o esterol
predominant.e. De uma maneira geral, este produto vem acompanhado

de quantidades menores de colesterol (200 e chalinasterol (21).

A Dbiossintese da cadeia lateral do fucosterol 32> foi

proposta através de estudos com marcadores isotépicos. A

metionina atua como grupo doador de metila para o esterol Au

(substrato> a fim de produzir o derivado 24-metileno. Este, em
seguilda, sofre uma segunda metilagao para originar o
fucosterol'?®

A presenga de derivados oxidados de Tfucosterol, como o
saringosterol 33> é também eventualmente constatada
Provavelmente eles sdHo artefatos resultantes de oxidagao durante a

secagem das algas ao ar, antes da ext,ragsofao

A Figura 17 {(pag. 65> mostra uma proposta biogenética

das cadeias laterais dos esterdis de algas p.'au"dasfs’c'ws'ﬁm
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estigmasterol saringosterol

das cadelias

Figura 17: Caminhos biossintéticos para formacg2o

laterais dos esterdéis de algas pardas

(a: 22-deidrocolesterol; b: 24-metil-Z4-deidrocolesterol; c: 24—
etil-24-deidrocolestercl; d: 24—-etil-colesterol; e: 24-etil-
colesta—-5,22,24—-trien—-3b-ol; f: 24,28—-epoxi-24-etil-colesterol;

h: 27-desmetil—-25-deidro-24-oxo—colesterol)

g: Z24-—cetocolesterol;
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Por ser o fucosterol (32> uma substancia abundantemente
distribuida nas feéfitas em comparagido as outras classes de
organismos, ¢ possivel sugerir seu uso como marcador t;axonémicof35

E importante ressaltar que a abundancia, generalidade e
diversidade dos esteréis marinhos em relagdo aos terrestres indica
uma importancia muito maior no sistema marinho. Embora a fung3do
destes esterdis n3io tenha sido muito estudada, sabe-se que alguns
horménios de crescimento e sexuals, como a ecdisona, intervém na
regulagdo osmética a nivel das membranas e no papel da reprodugdo
sexual dos equinodermos.

Além disso, pelo fato dos organismos marinhos serem
primitivos, os esterédis podem ser reminescéncia de rotas
biogenéticas antigas abandonadas ao longo da evolug3o.

Apesar da existéncia de varios estudos sobre os esterdis
marinhos, algumas quest8es permanecem n3o respondidas e geram boa
parte do interesse e estimulo a continuagdo desta linha de
pesquisa.

- Quais as principais rotas biossintéticas que conduzem
aos esterdis '"ndo-convencionais"? Qua:l‘s os organismos envolvidos
na complexa cadeia alimentar que s3o responsaveis por gerar estes
produtos?

- Qual o papel biolt6gico e ecolégico destes esterdis?

- Ha variagles sazonals, temporais e geograficas na

produgio destas substancias?
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1.7. IMPLICAGCOES ECOLGOGICAS E QUIMIOTAXONGMICAS

Alguns metabdélitos secundarios das macroalgas podem
desempenhar papel importante como defesa dquimica contra os
predadores.

A primeira vista, a grande quantidade e diversidade de
herbivoros nos mares tropicais deveria levar a produgao abundante
e diversificada de defesas quimicas por parte das algas.

Entretanto, nem sempre estas expectativas tém sido
constatadas. Nas algas pardas de mares tropicais temos verificado
redugdes nas concentragdes e/ou variedade das classes de
metaboblit.os secundarios produzidos, em comparagdo com as mesmas
algas em ambientes temperados.

Por que sera que determinadas rot.as blossintéticas agem
mais, ou menos intensamente em cada caso?

Que fatores ambientais podem ter causado o desvio destas
rotas biossintéticas?T

Por que sera dque ocorre uma distribuigdo latitudinal
destes metabdlitosT

Sera que as substancias efetivamente produzidas s3o

ativas como defesa contra os herbivoros?

Para varios reprezentantes de macroalgas existem

problemas na determinagio dos limites de zeparagio entre ordenz e
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familias e variedades com base em critérios purament.e

morfolédgicos.
De uma maneira geral, as micromoléculas sao
frequentemente espécie ou género-especificas. Isto tem levado a

sugestBes quanto a utilizagdo destas substéancias em analises
taxondmicas, em paralelo aos critérios morfolégicos.

Existe alguma relag3o entre a produgao das
micromoléculas e a posigao filogenética das algas que as

produzem?

Para responder a estas e outras perguntas ¢é preciso
maiores estudos teéricos e experimentais em areas como ecologia
quimica marinha e quimiossistematica de algas. Estas aAreas de
conhecimento est3o em fase de implantagdo em nosso Pais.

Portanto, ¢é neste contexto que se insere o presente

t.rabalho.
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1.8. OBJETIVOS

Dentre as principais divisGes de macroalgas, as algas
pardas (Phaeophyta) constituem o grupo mais importante em termos
de biomassa na costa brasileira®’

A maioria destas algas pertencem a espécies tipicas de
Aguas frias. Entretanto, as representantes das ordens Dictyotales
e Fucales, duas das ordens mais evoluidas morfologicamente nesta
divis3o, sio abundantes em mares tropicais e subtropicais.

Este trabalho, portanto, tem como objetivos:

1. Avaliar o potencial dos organismos marinhos como
fonte de substincias biologicamente ativas, atraveées da
caracterizagio e quantificagdo de trés classes distintas de
metabélitos secundaricos: TANINOS, TERPENOS e ESTEROIS em algas
pardas destas ordens, para as Dictyotales as espécies Dictyota
cervicornis Kuet.zing, Dictyota dichotoma CHudson? Lamourouy,
Dictyota mertenstii Maxrtiusd Kuetzing, Dictyopteris delicatula
(Lamouroux), Dictyopteris plagiogramma <(Montagne) Vickers; e para
as Fucales, Sargassum filipendula Agardh, Sargassum furcatum
Kuet.zing.

2. Evidenciar como as diferentes classes de metabélitos
afetam a pastagem pelos herbivoros, testando a agao de algumas
substancias isoladas de Dictyota cervicornis, Dictyota mertensii e

Sargassum furcatum como defesa contra a pastagem pelo anfipoda
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marinho (crustéceo) Parhyale hawatiensis Dana.

3- Avaliar o usc de terpenos de origem biossintética
mista ou n¥o come marcadores taxonSmicos e filogenéticos
potencials para as ordens Dictyotales e Fucales {(Phaeophyta>
empregando as técnicas da analise quimiossist,emélt,ica‘s e o conjunto
de informagSes bibliograficas sobre compogigao micromolecular e

taxonomia morfolégica acumuladas aoc longo deste trabalho.
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Oito algas pardas pertencentes as ordens Dictyotales e
Fucales foram coletadas nas regi®es entre-marés em localidades da
costa do Rio de Janeiro, durante o ano de 1990. As algas foram
lavadas em &gua do mar local e separadas de sedimentos, epifitas e
outros organismos associados.

Apés a determinag3dc da relagdo peso umido/peso seco de
cada alga, os materiais dmidos foram extraidos com acetona, ou com
acetona aquosa (70%), fases iniciais de processamentos empregados
para quantificar taninos e caracterizar diterpenos e esterdéis,
como esquematizado na Figura 18 (psg.73> e detalhado no Capitulo S

(Experimental).
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Coleta das algas

triagem do material,

separando—o de epifitas e

organismos associados eliminag¢3o do excesso de Agua
e determinagioc da relagio peso seco/peso umido

i

Taninos
3

extrac3o do material umido
70% Acetonasdgua (temp. amb.)

4
evapora¢ao da acetona
4
fase aquosa

w

dosagem dos taninos

(técnica Folin-Denia)

!

Terpenaos e esterdis
L 2

extracio do material uUmido
Acetona (temp. ambiente)

+
evaporacgio da acetona
+
fase aquosa residual
(Residuo I)

l

parti¢cZio da fase aguosa residual
com Hexano (Hex) e depois AcOEL

+
UniZio das fases Hex e AcOEt

tevaporagdo -~ Residuo II»

4
Cromatografias sucessivas

(gel de silica)

l
! !

diterpenos f. esteroidais

uv, IV, RMN CG/EM
(caracterizagdo (caracterizag¢do
semi-quantitativa’ quantitativa:
presenca/auséncia’ gravimetria)

Figura 18: Fluxograma de isolamento e quantifica¢¥o dos taninos,

terpenos e esterdis de algas pardas
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2.1. METABOLITOS ORIGINADOS DA VIA DO MALONATO: FLOROTANINOS

Foram dosados, através do método Folin—Denis, os teores
de florotaninos em exemplares de cinco espécies de Dictyotales:
Dictyata cervicornis, Dictyata dichatoma, Dictyota mertensii,
Dictyopteris delicatula e Dictyopteris plagiocgramma e duas
espécies de Fucales, Sargassum cymosum e Sargassum furcatum. Os
valores encontrados (Tabela &, e Figura 19, pag. 75) variaram de

0,12 a 1,47% do peso seco nas oito espécies de algas analisadas.

Tabela 6: Quantidades de florotaninos (% de peso seco) nas

diferentes espécies de algas pardas: ordens Dictyotales e Fucales

oo e
(%) (%)

Dictyotales

Dictyota cervicornis™ 12 0,90
Dictyota cervicornisn 13 0,37
Dictyota dichotoma® 16 0,12
Dictyota mertensii® 14 0,38
Dicytyopteris delicatula® = 20 0,51
Pictyocpteris plagiogrammaA 14 0,80
Fucales

Sargassum cymasumM 17 0,80
Sargassum furcatum® 17 1,40

M- algas coletadas em Mambucaba (RJ»
A- algas coletadas em Angra dos Reis (RJ)
B~ algas coletadas em Buzios (RJ)
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(%) 1.57

FLOROTANINOS

0 T T L T

D.cer.®"D.cer.®D.dic. D.mer. D.del. D.pla. S.cym. S.fur.

ALGAS

Figura 19: Concentragio de florotaninos (em % de peso seco) nas
algas pardas.

(Ordem Dictyotales: D.cer." : Dictyota cervicornis coletada em
Mambucaba <R]D; D.cer? : Dictyota cervicornis coletada em Buazios
<RJI>; D.dic.: Dictyota dichotoma; D.mer.: Dictyota mertensit;
D.del.: Dictyota delicatula; D.pla: Dictyota plagiograma;

Ordem Fucales: S.cym.: Sargassum cymosum; S.fur.: Sargassum
furcatum)
Foram encontrados baixos teores percentuais de
florotaninos em todas espécies. Estes resultados corroboram os
47,31

dados da literatura para as algas pardas estudadas nos

sistemas marinhos tropicais.
Ao contrario destes resultados, altos teores de
florotaninos s3o encontrados para esta divisao nos mares

47,179
temperados. "’
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2.2. METABOLITOS DA VIA DO MEVALONATO: DITERPENOS E ESTEROJIS

E importante ressaltar que a principal finalidade deste
trabalho fol quantificar os diterpenos e esterdéis isolados das
algas pardas. Deste modo, n3do houve maior cuidado em purificac3o
rigorosa e nem interesse particular em isolar substancias novas.

As espécies Dictyota ceruicornis“’n, Dictyota dichotoma,
Dictyota mertensit. Dictyopteris delicatula, Dictyopterts
plagiogramma (Dictyotalesd, Sargassum filipendula e Sargassum
Sfurcatum <(Fucales) foram submetidas a extragdes em acetona,
evaporagao, e posteriores partigles das fases aquosas residuais
{residuoc I> com hexano e acetato de etila (AcOEt)D.

Os extratos em hexano e em AcOEt, reunidos,
possibilitaram o isolamento de oito fragBSes esteroidais e quatro
diterpenos conforme monstrado na Figura 18 (pag.73D. Os
diterpenos foram isolados apenas de trés espécies: Dictyota
cervicornisn, Dictyota dichotoma e Dictyota mertensii.

Na tentativa de verificarmos possiveis distingBes entre
grupos de terpenos e esterdls, Iinvestigamos o emprego de
diferentes reagentes <(solugdo de 2% de sulfato cérico em 2N de
Acido sulfaricoe CA), cloreto de antiménio III <(SBC! 33 (reagente
Carr=Price) (B>, cloreto de antiménio III <{(SBC} a) + Acido acético
glacial CCH:COOH) <G, cloreto de bismuto 11X <BiCl 3> D>,

vanilina + acido fosférico <(E>, anidrido acético + 4&cido sulfuarico
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(reagente Lieberman-Buchard) (F), e anisaldeido + acido sulfurico
(G>>, como reveladores qualitativos em cromatografia de camada
fina'®®

Os resultados foram pouco informativos. 0O teste de
coloragdo de Lieberman-Buchard para caracterizagdo de esteroéis foi
positivo quando empregado em tubo de ensaio:??! Porém quando usado
como revelador em c.cf. este reagente n3do diferenciou estes dois
grupos de substancias. O reagente de revelagdo de sulfato cérico
CAY> mostrou alguma capacidade para diferenciar sistematicamente os
esterdis dos terpenos, enquanto grupos. Este método associado ao
emprego de padr3es de diterpenos e esteréis monoidroxilados
(colesterol> parece permitir tal caracterizagdo. JA no caso dos
demais reagentes, observamos apenas variag@es quanto a velocidade,
intensidade e quantidade de produtos revelados.

A partir destes resultados, passamos a utilizar as
técnicas de analise por c.cf. (revelagio de sulfato cérico C(Ad e

comparacdoc de R_. com padr@es) como descritas na parte experimental

f

(Capitulo 4): os esterdis monoidroxilados foram caracterizados por

comparagﬁ‘o de R_. e cor resultante da revelaga"io com sulfato cérico

f
(cor azul passando a arroxeadad), tomando o colesterol como padr3o.
Nas condigSes utilizadas n3o houve grande diferenga de Rf e cor
para os varios esteréis monoidroxilados testados <(amostras puras
de chalinast.erol e ergosterol, e misturas de {3-sitosterol,

campesterol, As—avenast,erol, A7-avemsterol, brassicasterol e

estigmasterob.
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Os diterpenos também foram caracterizados através da
comparagdo com amostras auténticas ou, simplesmente, através do
comportamento das manchas em cwcf.,, uma vez que a existéncia
deste grupo de substancias ¢ facilmente reconhecivel quando
empregado o sulfato cérico como revelador <(cor violeta passando a

arroxeada)d.

2.2.1. OS DITERPENOS

Como anteriormente mencionado, as algas pardas da
familia Dictyotaceae s3o ricas fontes de diterpenos monociclicos,
biciclicos e triciclicos>’ Dos dez principais géneros desta

familia, o género Dictyota tem sido o mais extensamente estudado.

A espécie Dictvota cervicornis produz dolastanos e
seco-dolastanos?z'“ ao passo que Dictyota dichotoma e Dictyota

mertensii produzem guaianos prenﬂados@'“z.

Entre os esqueletos conhecidos para algas pardas, os
diterpenos de esqueleto dolastano (1) podem ser caracterizadoes por
RMN 1l-l, principalmente através da presenga de duas metilas
dubletos, duas metilas singletos e por dois prétons vinilicos da
dupla exometilénica no anel A. A variagdo nas faixas dos

deslocamentos quimicos dos hidrogénios destas metilas esta
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diretamente relacionada com o padr3o de insaturagdc nos anéis B e
C, da oxigenagdo em (4 e C9 e com efeitos de solvente <(Tabela

7).

18

Tabela 7: Deslocamentos quimicos (&) de RMN ‘H das metilas de

di terpenos com esqueleto dolastano

METILAS s

c-15"" 4.80 - 5.10 ls
c-16, 0.60 - 0.90 s

c-18" 0.80 - 1.05 d

G-19 0.95 - 1.15 d

c-20 1.20 - 1.50 s

*m ggtes deslocament os pertencem a dupla exociclica
= valores intertrocdveis

1

Por outro lado, o padrio das metilas em RMN H é

insuficiente para identificar os diterpenos de esqueleto guaiano
prenilado  (34). A parte  Dbiciclica, no entanto, pode ser

1 13 13

caracterizada com dados de RMN de "H e C. A técnica de RMN C
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indica a presenga de 3 carbonos metinicos (CH> saturados n3o
substituidos por heteroelemento na faixa de deslocamentos quimicos
entre 40 a 60 ppm, dependendo da funcionalizagdo no C-6 e (10
(Tabela 8>, ao passo que a auséncia de metila angular em carbono
quaternario pode ser facilmente verificada por RMN n. Nenhum

outro esquelet.o de diterpenos conhecido para Dictyota reune estas

condigles.

20

Tabela 8: Deslocament.os quimicos (5> de RMN *2¢ dos metinos de

di terpenos com esqueleto guaiano

CARBONOS S
1 40.00 - 60.00 d
8 40.00 - 61.00 d
7 38.00 - 51.00 d
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2.2.1.1. Identificagdo dos diterpenos isolados de Dictyota

. . B
cervicornts

2.21.1.a. ldentificacio da substincia Dc-1

Esta substancia, de aspecto oleoso-amarelado, quando
submetida a c.cf., aparece na revelacido por UV nos comprimentos
de onda longo e curto. Quando revelada com sulfato cérico,
apresenta colorag@o violeta passando a arroxeada.

O espectro de Ultra-viocleta WUV) revelou uma uGnica
absorgao com x:::"- 243 nm (&= S, 850 ), caracteristica de um dieno
con jugado <(Figura 20, pag. 85).

Os dados espectroscépicos de IV, RMN 'H e 3q desta
substancia levaram a férmula molecular CazH3205 , compativel com 7
graus de insaturagdo <(um grupamento acetato, duas ligagGes duplas
trissubstituidas, uma exometilénica e 3 ciclos), sugerindo um
diterpeno monoacetilado, o que esta de acordo com a grande riqueza
de diterpenos nesta espécie.

Adicionalmente, os padrSes das metilas e do exometileno
apontaram para um diterpeno com esqueleto dolastano.

Os resultados abaixo, comparados com os dados da

literatura para diterpenos dolastanos, confirmam esta indicacg3o.

O espectro de Infravermelho V) <(Figura 21, pag. 86D

81



revelou a presenga de grupos hidroxila {3580 cm '>, carboxila de
éster (1740 e 1220 cm D e grupo exometileno (1640 e 910 cm .

A analise do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN ‘H> (Tabela 9, pag. 100 e Figura 22, pag. 87D
indicou a presenga de quatro grupos metila, em & 091 (s, H16) ,
1.05 d, J= 7.4 Hz, H-18> » 1.09 «d, J=7.4 H=z, H-19 e 1.33
(s, H-20D. As absorgles em & 480, sl e 491, sl (H15 e H-13D ,
485, <, J= 27 Hz, H4> , 216, €S, OCOMe> , 530, (dd, J= 4 e
10 Hz, H7> e 5.60, (sl, H-10> corroboram os resultados obtidos
no IV e UV para o exometileno caracteristico deste tipo de
esqueleto, pela presengca de um grupamento acetato secundario no
C-4 e dos prétons vinilicos H7 e H-10. As localizagBes de H-7 e
H-10 est30 de acordo com as Gnicas posicBes possiveis para as duas
ligagBes duplas trissubstituidas conjugadas. Por outro lado, a
posigdo do grupamento acetato secundario a priori poderia estar
localizada em qualquer metileno presente na molécula: -2, -3,
c-4, C-6, 11, (C-13. No entanto, podemos descartar cinco destas
seis posigles em fung3o dos seguintes argumentos: pela
multiplicidade do hidrogénio do carbono t.erciario ligado ao
grupament.o acetato <um tripleto mal definido)> descartam-se as
posigBes (-3 e (13, para as quals o H ao pé do acetato seria
multipleto ou singleto, respectivamente; a auséncia de acoplamento
deste hidrogénio com H-7 e H-10 , indica que o acetato s6 pode
estar localizado no anel A em (C-2 ou (-4 ; e finalmente, o

deslocamento quimico do mesmo hidrogénio elimina a posicdo alilica
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C-2, e localiza a posigdo do acetato como sendo C-4.

O hidrogénio H-7 apresenta-se como duplo dubleto (J= 4 e
10 Hz)> acoplando com os 2 hidrogénios de (C-6. O o-H6 ¢é observado
no espectro em deslocamento quimico & 320 (dd, J= 4 e 14 H=z),
enquanto o 3-H-6 nado se destaca no espectro.

O sinal duplo tripleto em & 2.7 corresponde ao o~H-2,
desprotegido pelas interagles 1,3 diaxials da hidroxila em (C-14 e
pelo grupamento acetato em (4.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono
*?c> <(Tabela 10, pag. 101, Figura 23, pag. 88) apresentou como
absorg¢Bes caracteristicas para as metilas <d{em &3 1990, (q,
c-20)>; 21.30, Qq, c-18)*; 22.00, Qq, c—19)*; 27.40, (q, cC-16> (&
valores intertrocaveis); para o metileno: 109.40, tt, C-15>; e
para os carbonos vinillcos: (-1 (15134, s>, (7 11231, 4>, (-8
(154.80, =D, c-9 (149.40, s, c-10 12550, 4. (4] grupamento
acetato ligado ao (-4 provoca desprotegdo deste carbono (6
82.17, d> devido ao seu efeito indutivo. A absorgdo em &
7992, s, indica a presenga de uma hidroxila ligada em carbono
quaternario (C-14), de acordo com os dados de IV e RMN 1H, enquant.o
os demals carbonos quaternarios e secundarios, correspondem aos
seguintes deslocament.os 5> quaternarios: 149.40, (s, C-9,
154.80, (s, 8, 48951, (s, C-12); secundarios 30,56, L, -2,
26.70, L, Cc3, 27.10, &, Cc-6), 41.63, t, Cc-11), 50.85,
., C-13D.

Esta interpretagao é garantida pelo espectro de
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RMN *°C - DEPT (Figura 24, pag. 89) e pela comparagido com os dados

da literatura sobre os dolastanos (Tabela 9, pag. 100D.

Estas consideracdes levaram A proposta estrutural

para Dc-t (35>, mostrada abaixo:

A identificagao desta substancia foi confirmada através
da busca no banco de dados de RMN 'H para os diterpenos marinhos
do género Dictyota“’a, usando como regra de selegdo ‘“‘quatro
metilas d(duas singleto e duas dublet.o), trés ligagOes duplas (1
exociclica e 2 trissubstituidad e um OAc <(em carbono secundariod>™.

Esta substancia, da~acetoxi-14o~hidroxidolastano-
1<(15>,7,9~-trieno <022H320:) jJa fol descrita na literatura para

52,184-186
outras espécies.
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2.2.1.1b. Identificaciio da substincia Dc-2

A substancia Dc~2, de aspecto oleoso-amarelado, quando

submetida a c.cf., aparece na revelagiao por UV. Apés revelagdo
com sulfato cérico, apresenta coloragdo violeta passando a
arroxeada.

O espectro de UV (Figura 25, pag. 94> indicou a

MeOH

presenga de um dieno conjugado pela absorgdo a xm = 229 nm (&=

ax
2.800)>.

Os dados espectroscéoépicos <dV, RMN 11-] e RMN 13(':) levaram
a férmula molecular CagH3p0 » compativel com 6 graus de
insaturagado Cuma dupla exociclica, duas ligagSes duplas
trissubstituidas e trés ciclos). O padr3oco das metilas e do
exometileno aponta para um diterpeno de esqueleto dolastano.

O espectro IV (Figura 26, pag. 95> apresentou absorgles
a 3550 cm ' Chidroxilad e 1660 e 940 cm © (grupo exometileno).

O espectro de RMN 'H <Tabela 9, paéag. 100 e Figura 27,
pag. 96> apresentou-se com sSinais muito semelhantes aos da
substancia Dc-1 (35), principalmente no que se refere a Cc-20 <130
5, s>, ao grupamento isopropila 1.04 &6, d, J= 6.7 H=z, H—ie* e
107 6 , d, J= 6.7 Hz, H—19*), aos protons vinilicos com sinal
simples e largo a 553 &6 <w1/2-5.4 Hz para H10> e ao duplo
dubleto a 539 &6 (J= 48 e 98 Hz para H7>, bem como aos

deslocament.os em 4.68 & (s1D e 481 & C(sl, H15 e H-15’), que mais

a0



uma vez confirmam a presenga da dupla exometilénica no anel A, de
seis membros, adjacente a uma hidroxila. Entretanto, a auséncia
do tripleto em 485 &6 (H-4 de Dc-1), a absorgioco em 297 <& (dd,
J= 46 e 157 Hz para o oaH6 pseudo-axiald) e a mudanga do sinal
simples (Me~16> de 091 (s> para 082 (s> apontaram para a
auséncia do grupamento OAc em (G4, o que foi confirmado pelo
desaparecimento da absorgdc em & 2.16 (s), presente na substancia

Dc-1 (35D.

A correlagﬁo homonuclear-bidimensional C‘H X 1H -

HOMOCOSY> (Figura 28, Pag. 97> facilitou a interpretagdo dos dados

de RMN *

H <(Tabela 9, pag. 1000, apontando a presenga dos
acoplamentos entre os prétons H-7 B39, dd) e oa~H6 (297, ddd,
H7 (839, dd> e H10 53, s>, & H11 (22 dd, H15 <4.68, sbD
e H15’(4.81, sb.

O espectro de RMN 3¢ (Tabela 10, pag. 101 e Figura 29,
pag. 98> também ¢ muito semelhante ao da substancia Dc-1 (35D,
embora ocorra uma mudanga nitida na absorg3o do C-4 (de 82.17 & na
substancia Dc-1, passou a absorver a 3198 & nesta substanciad,
além dos efeitos sobre os carbonos -2 e (6 (que passam de &
30.56 (S & e 28.19 (LD, para le) 37.10 <L e 34.97 LD,
respectivamente). A absorgao em 169.4 (q, OCOCH4y? de Dc-1 também
esta ausente, como seria esperado (a regifio em torno de 220 &
onde OCOCH, absorve é congestionada). Os espectros de RMN ¥e -

DEPT confirmam os resultados observados (Figura 30, pag. 99).

Estas considerag@es levam a proposta estrutural seguinte
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seguinte para Dc-2 (36):

A busca dos dados espectrails de RMN ' para as

informag®es codificadas como “4 metilas d{duas singleto e duas
dubletod, 3 ligagles duplas uma exometilénica e duas tris-
substituidas), 1 hidroxila d{em carbono terciariod e auséncia de
grupamento QgAc", na biblioteca de padrBSes de diterpenos marinhos

para o género Dictyotafea corroborou a caracterizagdo de Dc-2 como

165,187

14c—~hidroxi—-dolastano-1(15>- 7,9-trieno (C,oH300? 36>.

Este trabalho descreve a primeira ocorréncia de (36> na

espécie Dictyota cervicornis, apesar da sua descrigdo anterior em

- g

183 e D. diuaricatai.

D. linearis Os resultados espectrails est3o

de acordo com os dados da literatura'®>' %7

A substancia Dc~-2 (36> pode ser um artefato gerado
durante as etapas de isolamento e purificagdo, quando em contato
com solvente Acido (CHCI :), a partir de (36ad, como demonstrado na

S22 , 105

Figura 31 (pag. 102>° No entanto, Crews, et al <1982>'%

evidenciaram a existéncia de Dc-1 (35) no extrato bruto de uma

a2



amostra congelada dlha Roatan, EUAD, atraveés de sinais
caracteristicos em RMN H. Similarmente, a substancia 36 poderia
ser gerada a partir do precursor 36a, n3io encontrado ainda em

Dictyota cervicornis <(Figura 31, pag.102>.
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Tabela 9 : Dados selecionados de RMN ‘H dos compostos Dc-1 e
Dc—-2 (200,00 MHz, CcoCl 4 + TMS como paero interno),
comparados com os dados da literaturat®

H Dc-1 (35) 1it.*%* Dc-2 (36)

H-4 4.85 t 4.86 s1

oa-H-6 3.20 dd**’* 3.22 dd**'* 2.97 dd* 7137
H-7 5.38 dd*®’* 5.39 dd”* 5.39 dd* "' "
H-10  5.61 sl 5.64 sl 5.53 s Wt/275 4
Me—15 4.80 s1” 4.83 =" 4.68 s1”

Me—15' 4.91 sl 4.91 ™ a.81 s1”

Me—16 0.93 s 0.99 s 0.82 s

Me—18 1.05 d-""* 1.07 d-%° 1.04 d-%7
Me—19 1.09 g-°"* 1.11 g~ 73 1.07 d-° 7
Me—20 1.33 s 1.36 s 1.30 s

OCOCH; 2.16 s 2.18 s -

(» e ! sinais intertrocaveis)
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Tabela 10 : Dados espectrais de rRMN'? C (50,29 MH=z, cDCl 5, » THMS
como padr3oc interno) de Dc—-1 e Dc-2 e comparac¢io com
dados da literatura.

c Dc-1 (35) 1itl®* Dc-2 (36&) 1i¢1°%°
c-1 151.34 s 149.6 s 154.01 s 149.8 s
c-2 30.58 t - 37.10 t 37.2 t
-3 27.14 t - 29.60 t 23.2 t
c-4 82.17 d 82.3 d 31.98 t 32.1 t
c-5 43.70 s 43.9 s 41.40 s 41.4 s
c-6 28.19 t - 34.97 t 35.1 t
c-7 112.31 d 112.5 d 114.38 d 114.5 d
-8  154.80 s 151.6 s 153.80 s" 154.1 s
c-9 149.40 s 155.0 s 1492.71 s™ 153.9 s
c-10 125.50 d 125.6 d 124.66 d 124.7 d
c-11 41.83 t - 43.25 t 43.4 t
c-12 45.51 s 45.8 s 45.30 s 45.4 s
c-13 50.85 t - S0.80 t 50.9 t
c-14 79.92 s 80.1 s 79.45 s 79.5 s
c-15 109.40 t 109.4 t 108.50 t 108.6 t
Me-16 27.40 g -~ 19.72 q 19.9 q
c-17 25,47 d 27.6 d 25.51 d 25.6 d
Me—18 21.29 " - 22.06 q 22.3 q
Me—19 22.00 q" - 22.14 q 22.3 q
Me—20 19.90 g - 27.39 q 27.6 q
OCOCH, 169.43 s 169.3 s - -

OCOCH, 22.00 q" - - -

{* : sinais intertrocaveis)
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Figura 31: Processo de desidratag3o de 35a e 36a para Dc-1 (35) e

Dc-2 (36), respectivamente, na presenca de CHCI 2
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2.2.1.2. Identificac3io dos diterpenos isolados de Dictyota

mertensit

2.214.2.a. Identificac3io da substincia Dm1

Esta é uma substancia de aspecto oleoso que, quando
revelada com sulfato cérico, apresenta coloragao violeta passando
a arroxeada.

Os dados espectroscéplcos evidenciam a presenga de outro
diterpeno de férmula molecular igual a C,.H5;,0, -indicando 6 graus

de insaturagdo, sendo duas ligagBes duplas C=C (RMN 3¢ 12371

dd, 142.02 s>, 15228 (s, 107.33 (O e RMN ‘H: 832 (m, Wi/z-

62 Hz> e 473 (m, W = 78 Hz> e um grupo acetato RMN'? o
17062 Cs> e RMN ' H: 200 <=. Os trés graus de insaturagdo
restantes indicam a presenga de um esqueleto triciclico.

Por outro lado, o padrdo dos prétons metinicos e a
auséncia de metila angular em carbono quaternario apontaram para
um diterpeno de esqueleto gualanc prenilado.

O espectro 1V (Figura 32, Pag. 107> revelou a presencga
das bandas de absorg3o em 3448, 1728 e 1078 cm ' Qque foram
atribuidas a estiramento de 0OH, carbonila de éster e grupo
exometilénico.

Como anteriormente mencionado, o espectro de RMN 'H
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(Figura 33, pag. 108> mostrou as absorgfes de 2 protons vinilicos
em & 532 (m, Jw= wuz- 6.2 Hz, C(:.)Hi) e 475 (m, Jm wi/z- 78 Hz,
C<1.>H,>>, dois prétons ldgados a carbonos substituidos por
oxigénio (418 dd, J= 3 e 78 Hz, CpH, e 379 ¢, J= 72 Hz,
C,’HyY> e B metilas, sendo que uma delas pertence ao grupamento
acetato (2.00 (s>, 180 (s), 154 (s, 146 (s>, 128 (s)> <(Tabela
11, pag. 111D

13

O espectro de RMN C (Figura 34, pagz. 109 e Tabela 11,

pag. 111> e RMN 1?2

C - DEPT (Figura 35, pag. 110> evidenciaram a
presenga de 5 carbonos quaternarios (s> : 142.02 para C-4, 152.28
para C-10, 86.99 para C-11, 82.14 para C-15, 170.62 para 0COCH,
6 carbonos metinicos (d) :46.03 para -1, 123.71 para -3, 5943
para -5, 7340 para C-6, 50.06 para C-7, 8359 para Cc14 ; ©
carbonos metilénicos D> : 33.96 para C2, 22.67 para C-8, 4085
para (-9, 35.06 para (C-17, 2596 para (13, 107.33 para C-18; e 5
carbonos metilicos (@ : 2259 para 16, 1592 para C-17, 24.86
para C-19, 22.59 para C-20, 22.59 para OCOCH, -

139

A comparagdo dos dados espectroscépicos de RMN ‘H e c

desta substancia com uma série de guaianos prenilados conhecidos

para o género, os dictyod s:ss ,188,202

indicou uma alta
funcicnalizagdc na sua cadeia lateral envolvendo os trés grupos
metila, além de uma porgdo carbobiciclica idéntica a das
substancias pachydictyol A 37> e dictyol E (38): presenga de um
grupamento =CH, exociclico (RMN ‘H: & 4.75 (m, W _,= 78 Hz>, uma

hidroxila secundaria C(RMN 'H: & 448 <dd, J= 3 e 7.8 Hz; RMN ‘°c
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73.40 d> e uma ligagdo dupla trissubstituida com uma metila <RMN

*3¢. 14202 (s> para C-4, e RMN 'H: 532 G, W __= 62 Hz, para

H-32.

Os dados de ressonancia relativos A cadela lateral, no
entanto, evidenciaram 4 carbonos substituidos por oxigénio <(RMN

19¢: 8699 (s>, 8359 (d>, 8244 (s> e 17062 (s>, 1 préton

1 13

metinico (RMN H: 379 <t3), 2 carbonos metilénicos (RMN C:
35.06 <t e 25.96 (L)), 4 metilas 2259 (@, 2259 (@,
2486 (q>, 2225 (gdD.

A analise destes resultados apontou para um grupo
acetat.o e para a presenga de um éter ciclico. A proposta para
presenga de epéxido ¢é facilmente descartada pela auséncia do
deslocamento quimico em torno de & 62.00. Dest.e modo, sugerimos
as seguintes alternativas para a localizag3o do oxigénio do éter:
entre os carbonos (15 e (13 (39>, 15 e (12 40>, Cc-11 e (C-13

(41> ou C-11 e C-14 42).
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42

Una vez que a multiplicidade do hidrogénio ligado ao
éter é tripleto, podemos eliminar as possibilidades de ciclizagOes
entre os carbonos (C-11 e (C-13 (41) g C-13 e (15 (42), para as
quals o H em C-13 seria multipleto.

Por outro lado, a disting3o das demais estruturas (39 e
40> poderia ser realizada através da fragmentacg3ao em
espectrometria de massas. Entretanto, este espectro ndo foi
registrado pela pouca quantidade da amostra e pelo processo
destrutivo da técnica.

A consulta ao banco de dados espectrais de RMN 1H para
os diterpenos de algas pardas do género Dictyota selecionando
estruturas com quatro metilas Jdtrés como singletos e uma em
ligagdo duplad permitiu a identificagdo imediata de 39 como
Dictyol H (czzHau°u>' Esta substancia somente tinha sido relatada

para Dictyota dentatafea provavel sinénimo de D. merten.s'ii.“’ 162
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Figura 33: Espectro de RMN ‘H de Dmr1 39, registrada a 200,00
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1

Tabelas 11: Dados espectrais de RMN "H e “a (200,00, e 850,29 MH=z,

cocC! 3) do guaiano Dmr1 (39> comparados com dados da literatura.

CARBONO N° 'H B¢ 3 B¢ a1t.>'"
1 46.03 d 46.07 d
2 33.96 t 33.99 t
3 5.32 m¥'"7*%? 123.71 d 123.64 d
4 142.02 s 142 .01 =
5 59.43 d 59.45 d
6 4.18 dd>'"® 73. 40 d 73.37 d
7 50.08 d 50.13 d
8 22.87 t 22.18"

9 40.45 t 40.43 t
10 182.28 s 152.19 =
11 86.99 s 86.91 =
12 35.08 t 35.07 t
13 25.98 t 25.97 ¢
14 3.79 ¢+ 72 83.59 d 83.50 d
15 82.14 s 82.15 s
16* 1.54 s 22.59 q 24.51 q
17 1.80 d 15.92 q 15.84 q
18 4.75 mP17%F7-8 107 33t 107.28 t
19 1.28 s 24.56 q 22.95"
20" 1.48 s 22.959 q 22.55"
OCOMe 2.00 s 22.25 g 22.55"
0COMe 170.62 s 170.50 s

®* sinais intertrocavelis
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2.2.1.3. Identificacio dos diterpenos isolados de Dictyota

mertensit e Dictyota dichotoma

2.2.1.3.a. Identificacio de Dmd-2

A substancia, de aspecto oleosa-amarelada, com Rf igual

a 0,88 quando submetida a c.c.f.,, ndo aparece na revelagido por UV
nos comprimentos de onda longo e curto, mas quando revelada com
sulfato cérico, apresenta colorag3do violeta passando a arroxeada.
Esta substancia, que ja tinha sido isolada varias vezes
no laboratério, foi apenas identificada por comparagao de Rf em

c.cf. com amostra auténtica <(Pachydicytyol A, 37>T10%182

Ela
se destaca facilmente das demais substancias pela sua pouca

polaridade.

Esta substancia ja foi relatada para diversas espécies

do mesmo género: Dictyta sp.C 4)3"0’“:'1 D. denta'tafue D.
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binghamiaefpz D. crenulataf” Dictyota sp.(r)’.‘w D. spw’.nulosafo5
Dictyota sp63 °° Dictyota sp53,°° e D. dichotoma'®’ ?°®  Esta
ultima alga parece ser um complexo de espécies devido a grande

variedade de esqueletos nela encontrados.?°?!

Nossos estudos fitoquimicos e quimiossistematicos das
algas pardas mais representativas da costa brasileira levaram as

observagles seguintes:

— Entre as Dictyotales, os representantes do grupo
"Dictyopteris” caracterizam-se pela produgdo de sesquiterpenos de
origem biossintética mista ou nSo.

Inicialmente estudamos a espécie Dictyopteris
plagiogramma com o intuito de isolarmos e caracterizarmos os
principais terpenos nos extratos desta alga. Os resultados
demonstraram a auséncia de terpenos em quantidades detetaveis, mas
encontramos o éter monometilado do glicerol e lipideos de cadeia
linear. Isto esta de acordo com as informag®es da literatura que
estabelecem a auséncia de terpenos quando lipideos de cadeia longa
s3o detectados>

- Por outro lado, as representantes do grupo ‘'Dictyota”
=30 ricas em diterpenos simples, com esqueletos quase
exclusivamente marinhos, ou seja, n3do encontrados frequentemente

em vegetais terrestres.

Isolamos e identificamos quatro diterpenos, dois de
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Dictyota cervicornis, com esqueleto dolastano <(um de ocorréncia
nova para o Brasil), e dois, gualanos prenilados, de Dictyota
dichotoma e Dictyota mertensii. Estes resultados eram previsiveis
através de nossos estudos quimiossistematicos e complementa a

G2 -63,182

série desses compostos anteriormente isolados (Figura 8,

pag. 34).

2.2.2. ESTEROIS

Os métodos espectroscédpicos convencionals <(RMN, IV, UW
s3o0 geralmente inadequados para analise quantitativa e
identif icaggo de misturas, embora, por exemplo, dois sinais
simples em torno de & 07 & e 09 ppm em RMN ‘H possam indicar a
presenga da Me—-19 e Me— 18 , caracteristicas de esterdis Os sinais
correspondentes a essas metilas em RMN ‘n dependem da localizagdo
de NMgagSes duplas, do tipo de fusé";:; dos anéis A e B e da
funcionalizagdo dos esteréides, e s3o previsiveis aplicando-se os

204

incrementos de Zucker. Entretanto, a técnica mais apropriada

para sSeparar e identificar, rapidamente, os componentes de
misturas complexas ¢ através da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)>. Os esteréis do tipo S-en-3f3-ol

podem ser facilmente
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identificados por EM a partir de ions caractéristicos como: M - 18
correspondente a perda de agua, e M - 15, correspondente a perda
da metila angular (C-19. A presenga destes fons parece estar
relacionada com a eliminagdo 1,2 de 4Agua para formag3c do dieno

con_jugado A?’°

e com a facilidade de estabilizagido do carbocation
formado no carbono terciario ¢-10 por ressonfncia com a dupla do

C-5 respectivamente (Figura 36>%°°

R T+_

HO

esqueleto: colest-5-en-3p-ol

- H,0 - C(19)H,

HO

Figura 36: Proposta do mecanismo de perda de agua e da Me-19 a

partir do esquelet.o do tipo colest-5-en-313-ol

Por outro lado, a perda de Agua nos sistemas esteroidais

do tipo colestan-5c0-33-ol ¢ sucedida pela perda de um butadieno.
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Tal situagdo mostra que a quebra do anel A deve ser favorecida

pela fragamentagdo retro-Diels-Alder (Figura 37>%°%

H.,,

esqueleto: Sa-colestan-35-ol
HO'

A

- H,0

7 —— 1

retro D-A

= « [ TID)

Figura 37: Proposta de mecanismo da eliminacdo de agua a partir do

esqueleto do tipo colestan-Sa-33-ol

Analisamos cada mistura em cromatografia gasosa usando
uma coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria apolar,
SE-54 (8% fenil-metil-silicone>, a fim de obter e comparar o

perfil dos cromatogramas de cada espécie e as intensidades

relativas de seus picos.
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Algumas amostras auténticas como colesterol,
chalinasterol, a mistura de campesterol, estigmasterol e
3~sitosterol foram co-injetadas com as fragUes esteroidais das
diferentes espécies para observar se havia coincidéncia de tempos
de retengdo.

Os tempos de retengdo dados s30 relativos ao do
colesterol (TRRc) e as composigles (%) de cada pico s3o deduzidas
a partir da area dos picos de c.g..

A identificagdo de cada esterol foi realizada por
espectrometria de massa (EM) da mistura, co-injegdo das misturas
com seus respectivos padres e por CG/EM.

E importante ressaltar que as trés técnicas em conjunto
(co~-injeg3do, TRR, EMD conferem maior confiabilidade aos
resultados, uma vez que as misturas foram injetadas em apenas um
tipo de coluna cromatografica <(coluna apolar -~ SE-54) (Tabela 12,
pag. 118).

N3o foi possivel adquirir todos os padr8es necessarios,
nem os espectros de massas de todos os picos observados nos

cromat,ogramas.
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Tabela 12: Técnicas analiticas empregadas para identificagtes

dos esterdéis para cada espécie

Espécies EM/da mistura co—-inje¢3o com padrio CG/EM
D.cer.” + +
D.cer.™ + +
D.dic. + + +
D.mer. +
D.del. + + +
D.pla. + +
8.fil. + +
S-furn + + +
(+ : ocorréncia de identificago: B : coletada em Buzios (RJ):

M ! coletada em Mambucaba (RJ))
Dictyotales Fucales
D.cer. = Dictyota cervicornis S.fil. = Sargassum filipendula
D.dic. = Dictyota dichotoma S.fur. = Sargassum furcatum
D.mer. = Dictyota mertensii
D.del. = Dictyopteris delicatula
D.pla. = Dictyopteris plagiogramma

Foram obtidas oito fragdes de esteréis monoidroxilados a

partir de algas pardas (Tabela 13, pag. 119).
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Tabela 13: Porcentagem de esterodis nas diferentes espécies de
algas pardas: Ordens Dictyotales e Fucales

ESPECIES ESTEROL
(%)
Dictyotales
Dictyata cervicornis™ 0,01
Dictyota cervicarnisB 0,007
Pictyaota dichotoma® 0,01
Pictyota mertensii® 0,02
Pictyapteris delicatula® 0,03
Dictyopteris plagiogrammaA 0,01
Fucales
Sargassum filipendulaA 0,1
Sargassum furcatum” 0,1

legenda: M- alga coletada em Mambucaba (RJ)
A- algas coletadas em Angra dos Reis (RD
P- algas coletadas em Buzios (RJ)

2.2.2.1. Identificac3o da fracg3o esteroidal de

Dictyvota cerv‘icornis“

A andlise da fragdo esteroidal em cromatografia a gas
(Figura 38, pag. 120>, apesar da complexidade do cromatograma,
mostrou trés picos principais de tempo de retengdo <(relativos a
colesterol, TRRc¢> 1iguais a 1.00, 114 e 1.15. Esses esterdis

foram identificados por co-injegdo com amostras auténticas de
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colesterol, chalinasterol e campesterol. Também por co-injegio

verificou-se a presenga de tragos de estigmasterol (Tabela 14).

37 88

i3.16N

43 35O

£
NS

X
S10P

Figura 38: Cromatograma de Dictyota cervicornis“

A Tabela 14 apresenta os TRRc dos diferentes esteréis e

suas percentagens na mistura analisada.

Tabela 14: Tempos de retengdo <(relativos ao colesterol, TRRc> e

composigdo da fragdio esteroidal de Dictyota cervicornis™

Picos Co-inje¢3o TRRc %
1 0.95 4.2
2 colesterol 1.00 13.9
3 1.06 2.8
4 1.13 1.2
bi ] chalinasterol 1.15 8.2
6 campesterol 1.15 0.8
7 estigmasterol 1.23 traco
8 1.32 &2.2
9 1.42 2.0
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Para tentar identificar o8 demais componentes da
mistura, esta foi analisada por CG/EM.

O espectro de massas do pico 1 (Figura 39, pag. 121
apresentou os jons ms/z 384 como pico base (M) e os fragmentos
m/z 369, m/z 366 e m/z 381, caracteristicos das perdas de metila,
de agua e metila + Agua, respectivamente. Os fragmentos mr/z 300
M - (CgHyy + 1HY, m/z 271 M - (CgH,g + 2H) e, mr/z 255
M - (CgH, g + Ha0%> correspondem as fragmentagGes na cadeia
lateral. Deste modo, propomos a estrutura do 22-deidrocolesterol

(22-DHG, Ca7H, 0’ Para esta substancia (Figura 40, pag. 122>

Abundance
100 55
90
80 -
384
300
70 A -
60 4 255
50
9
40 [ 145
30
3st
204 2}3
10 - ‘ | :
i |
o LA I Ll it s LUl b L L L ‘
100 200 300 400 500
Mass/Charge
Figura 39: Espectro de massas do 22-deidrocolesterol
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1, >

Sy

m/z
HO

= 384 (75%)

[- C(19)H, 1 H,0

l- (CeHyy + H)
+ +
m/iz = 369" m/iz = 36;l

(19%)

- CgHyg
n,
_‘ N
(17.5%)
l - H,0 l- C(19)H3

m/z
HO

= 300 m/z = 273
HO
(70%)
R
- CyHg
+
m/z

-H,0

-

—‘ +
351
(25%)
m/z = 2
HO

71

2k

i

m/z
(37.5%)

= 255

(57.5%)

2k

- C4H

w
(]

‘] +
Qi?;z = 213
(19%)
Figura 40: Principais caminhos de fragmentagdo observados para
22-deidrocolesterol (22-DHGC)
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As fragmentag@es na cadela lateral e a formagdo do ion
ms/z 213 (Figura 41, pag.123> foram baseadas nos mecanismos
relatados <Budzikiewicz et al 1964>%°° O padrio de clivagens do
anel D, entre os carbonos 13-17 e 14-15 do esqueleto colestano, ¢
tipico dos espectros de massa de esterdéis com este esqueleto.

\/W/—lt

/ ",

m/iz = 384
HO

- H,0

- cadeia lateral

+ +
—I - CaHg _]

m/z = 255 m/z = 213

Figura 41: Caminho proposto para clivagem dos carbonos 13-17 e

14-18 do 22-deidrocolesterol (22-DHC)

O espectro de massas do pico 2 (M = CpoH,g0: M7z 386,

10026 - pico base)d (Figura 42, pag. 124), apresentou os picos

ms7z 371 (M - Mad, 368 M - Ha0>, 353 (M - (Me + H,00D. Os
fragmentos m/z 301 M - C.H,_:,), m/z 279 M - (C.H,_-, + 2HD)),

correspondem as fragmentagdes da cadeia lateral. Este EM confirma
a 1identificagio do colesterol. A Figura 43 (pag. 124> apresenta
as fragmentagBSes da cadela lateral desta substancia. As demais

fragmentagdes sao como as das Figuras 40 e 41 (pags. 122 e 123D.
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Abundance
100 4,43 1386

90
80 A
70 A
60

50 101
[ 383
105 ;
40 4 (
145
30 4 213
255
20 [

|
10 1 i ‘

RIEYIN !i|l| i | .LAL “J.Ju, ,

T 1
100 200 300 400 500
Mass/Charge

Figur.ﬁ 42: Espectro de massa do colesterol

7

Yy,

m/z = 386

H
(100%)
- CgHyy - CgHyy
+
+
m/z = 301 m/iz = 273
HO
(47.5%) (16%)

Figura 43: FragmentagBes da cadeia lateral do colesterol
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O espectro de massa do picc; 3 M = CagHysl’ m/sz 398,
10026 - pico base> (Figura 44, pag. 1285 é representado
principalmente pelos ions m7z 383 M - Me>, ms7z 380 <M - H02,
msz 368 (M - (Me + H0Y, mrsz 337 (M - (CaH, + HL0Y>, m/z 314
M - (CgH,0 + HX>, mrsz 300 (M - (CqHy3 + HY, m/z 271 (M - (CgH,

+ Ha0, m/z 255 (M - CCqHy, + 2H.

Abundance
100 4 398

55
904
80
70
60 -

255
60 300

40 4
145

30 +

20 4 213 337

oo 200 300 400 500
Mass/Charge

Figura 44: Espect.ro de massa do brassicasterol

Propomos a estrutura do brassicasterol para esta

substancia (Figura 45, pag. 126).
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m/iz = 398

(100%)

[ - C,H, J - H,0 J - (C,Hyy + H) [ - (CgHy, + 2H)

* . . - (C,H,0 + H)
\)j mlx-alo—l —I o —‘]'

llb'.. H
[ o Y
m/z = 271
\) 7 * miz = 300 (47.5%)
H (47 . B%)

~ m/iz = 314

(12.6%)

Figura 45: Principais fragmentagtes para cadela lateral de

brassicasterol

Os fragmentos relativos a clivagem da cadeia lateral
para o pico 4 (M = CagHygd>» M7z 398, 100% - pico base> (Figura 40,
pag. 127> s30 representados pelos fons ms/z 328 (M -~ (CgHg *+ HDO,
M z 314 (M - CgH;5)» M’z 299 (M - (CqHyp, + Me», m/z 271
M - CgHy7 + 2. Propomos a estrutura do 24-deidro-24-
metilcolesterol (24-DHMC).

Aqui cabe mencionar que uma das principais fragmentagdes
da cadela lateral dos esterdéis insaturados envolve o rearranjo de

205-207

McLafferty quando a ligagdo dupla é um exometileno, ou um

grupo etilideno, ou uma dupla localizada em um carbono
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tetrasubstituido. Este rearranjo envolve a ligagao dupla e
consiste na clivagem da ligagdo 22-23 com transferéncia simultéanea
de um hidrogénio do (C-20, e foi proposto por varios autores para
explicar a génese do pico base em mrs/z 314. Os caminhos propostos

para a cadeia lateral estio demonstrados no Figura 47, pag. 128).

Abundance
100 - 398

90 4
80
314
70 -
60
50
105
40
30

20 A

10

e

100 200 300 400 500
Mass/Charge

Figura 46: Espectro de massa de 24-deidro-24-metilcolesterol

(24-DHMCO
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+

(kaW

m/z = 398 J H
(100%)

1McLaH‘erty J- (CgHg + H)

2 * e,
AN *\ N

H - R
m/z = 328 (9%)

~] +
Y m/z = 314 (75%)
R

Figura 47: Proposta da fragmentag8@o na cadela lateral para

24-deidro-24-metilcolesterol (24-DHMCD

Os espectros de massas dos picos 5 e 8 apresentam ifons
moleculares em m/sz 398 e 412, respectivamente; possuem
fragmentos—base em m/z 314, além de outros fragmentos tipicos
relativos a clivagem da cadeia lateral -a partir do pico base, que
estdo representados nas Figuras 49 (pag. 129> e 51 J(pags. 130D,
Estes ions s3o compativeis com a presenga do challnasterol e
fucosterol, com as féormulas moleculares CaaHy g0 e CagHy g0
respectivamente (Figura 48, pag. 129 e Figura 50, pag. 130D.
Quant.o ao chalinasterol, este dado confirma o resultado da

co-in jegﬁo(pico 6 ~ Figura 38, pag. 120D,
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Abundance
100 4 313

90
80
704 %5
60
50
40 -
3t

30 4

229
P 383
20 2,1 3 e

316

100 200 300 400 500
Mass/Charge

Figura 48: Espectro de massas do chalinasterol

CH2 =R
0"
1,
m/z = 398 H
(12.5%) |
lMcLaHerty l - (C;H 3 + H) - (CgHyp + 2H)
+
\L _‘ . T
m/z = 300
(38%)
m/iz = 271
(39%)

\( ‘] m/z = 314
R

(100%)

Figura 49: Fragmentag3c da cadeia lateral do chalinasterol
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Abundance
100 4 313

90 S5

80 4

70 +

50

40 -

100 200 300 400
Mass/Charge

1
500

Figura 50: Espectro de massas do fucosterol

cH, = R
1"
e
R
m/iz = 412 H
(10%)
lMcLaHerty
—‘ +
. - (C3Hg + 2H)
Y T
m/z = 314
R miz = 271
(100%)

(12%)

Figura 51: Fragmentagdes da cadeia lateral para o fucosterol
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O espectro de massas do pico 9 (Figura 52> com M a
n"z 426 <(18% - férmula molecular caanoo) e pico-base mrz 271
1100%> n3o corresponde a qualquer esterol conhecido em algas
rardas (ver Cap. 1, Introdugdo) e sugere a presenga de um esterol
1w00vo para este tipo de alga <d(caso o fragmento m/z 426 seja
ifetivamente o ion molecular). Seu EM n3oco ¢é suficiente para
rermitir a completacaracterizagao da estrutra, sendo necessarios

lados de RMN e, consequentemente, de obter-se uma gquantidade

preciavel deste esterol puro.

Abundance
100 - o

90 4
80 -
704
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50 4
404 > 95

30 +

20 t37

213 426

10 4 i I
) | | w7
N ] i b il 1

Al
100 200 3oo 400 600
Mass/Charge

Figura 52: Espectro de massas do pico 9 (Dictyota cervicornis“)
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A Tabela 15 apresenta um resumo sobre o0s esteréis

encontrados na espécie Dictyota ¢:e-r~u'£cor~rti:s'M

Tabela 15: Resumo dos dados de CG/EM para os esteréis de

Dictyota cervicornis“

Picos Esterdéis M pA

1 22-DHC 384 4.2

2 colesterol 386 13.9

3 brassicasterol 398 2.8

4 24-DHMC 398 1.2

S5 chalinasterol 398 8.2

6 campesterol - 0.8

7 estigmasterol - trago
8 fucosterol 412 62.2

9 424 2.0

2.2.2.2. Identificag3o da frag3o esteroidal de

Dictyota cer‘v’icornisB

No cromatograma (Figura 53 e Tabela 16, pag. 133 O
predominaram trés componentes com TRRc iguais a 1,00 <(40.4%), 1.14
15.92) e 1.31 (27.14%> e outros em menores proporgdes . Algumas
substancias foram co-eluidas com amostras auténticas, o que
indicou a presenga de colesterol €1.00D, chalinasterol 1.14),

campesterol (1.15) e estigmasterol {1.22).
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Figura 53: cromatograma da espécie Dictyvota cervicornis®

[abela 16:

Tempos de retengdo <(relativos ao colesterol, TRRc>

composigdc da fragdo esteroidal de Dictyota cervicornis®,

Picos Co—-inje¢3o TRRc 7

1 0.95 1.4
2 colesterol 1.00 40.4
3 1.01 traco
4 1.06 2.3
S 1.13 2.1
6 chalinasterol 1.14 15.9
7 campesterol 1.15 1.4
8 estigmasterol 1.22 tracgo
a 1.31 27 .1
10 1.42 3.0
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A analise por CG/EM permitiu obter espectros de massa de
pelo menos seis componentes apresentando fons moleculares (M) em
m/z 384, 386, 398, 398, 398 e 414. A comparagado dos espectros de
massas destas substancias com os de Dictyota cervicornis".
permitiu sugerir a presenca de 22-deidrocolesterol (pico 1),
colesterol (pico 2, o componente principal), brassicasterol (pico
4>, 24-deidro-24-metilcolesterol (pico 8) e chalinasterol (pico
6.

Embora haja coincidéncia no TRRc do pico 9 deste
cromatograma com o do pico 8 do cromatograma de D. cervicornis“
(131 e 1.32), os espectros de massa dos dols picos mostraram que
os fons moleculares s3o diferentes: no caso presente, o EM pode
ser interpretado como contendo dois Iions moleculares 414 e 412),
enquanto no caso de D. cervicornis" somente o m/z 412 & visto.
Além dos ions mqleculares, apenas a presenga do. fragmento m/z 329
originado a partir de M (414> e indicando a perda de (C.Hz’. - 2HD,
diferencia os dois espectros, uma vez que o= demais ions
originados do fragmento-base m/z 314 (1002%> m/z 299, 296, 281,
271, et.c.>) =s3o idénticos aos fragméntos propostos para fon
molecular m/z 412.

Deste modo, sugerimos uma mistura de 24f-etilcolesterol
e fucosterol no espectro de massa correspondente ao pico 9
M (414> e M (412>, Figura 54, pag. 135), enquanto o fucosterol
apresenta somente M 412 (Figura 50, pag. 130D. A Figura 3585 J(pag.

136> apresenta proposta de fragmentagSes da cadeia lateral de
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24F —etilcolesterol.

A literatura n3o menciona o TRRc, nas mesmas condigSes
operacionais que este trabalho, para o fucosterol e
Z24o~etilcolesterol ou 243-etilcolesterol, o que permitiria

confirmar a identificagio sugerida.

Abundance
100 4 3a

90 |
80
70
80
504 S5
40 4
20 ] . N a14
; 4 129

] 145
20 . a3 296

10 4 |

"l' ll‘ll ;'ml g ] .

1
100 200 300 100 500
Mass/Charge

Figura S54: Espectro de massas da mistura 24f-etilcolesterol e

fucosterol
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m/z = 414  (30%)
HO

| - (C4H,0 + 2H)

f
- (CyH g + H)
v —l .
~
m/z = 314 m/iz = 329
HO
(100%) (22.5%)
- (C5H,0 + 2H)
_‘ +
//,,'“‘/

m/z = 229

(22.5%)

Figura 55: Proposta de fragmentagBSes da cadeia lateral para

24f -etilcolesterol

A presenga de B5a-3f3-colestanol, correspondendo ao pico
3, fol sugerida pela coincidéncia de TRRc com um dos plcos da
analise por CG/EM referente a Sargassum filipendula (2.2.2.7),

A Tabela 17 faz um resumo sobre os esteréis encontrados

na espécie Dictyota cervicornisn.
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Tabela 17: Resumo dos dados de CG/EM para os esterodis de Dictvota

cervicornis®
Picos Esterois M %
1 22-DHC 384 1.4
2 colesterol 386 40 . 4
3 colestanol - 1.3
4 brassicasterol 398 2.5
5 24-DHMC 398 2.1
6 chal inasterol 398 16 .0
7 campest.erol - 1.4
8 estigmasterol - trago
9 fucost.. + Etcol. 412 + 414 27 .0
10 426 3.0
fucost.. + Etcol.= mistura de fucosterol + 24f-et il fucosterol

2.2.2.3. ldentificagdo da fragdo esteroidal de Dictyota dichotoma

0 cromatograma (Figura 56, pag. 138> mostrou a
predominancia de trés componentes com TRRc iguais a 1.00 13.92,
114 12.6%> e 132 (60.3%) e outros em menores proporgdes (Tabela
18, pag. 138). Algumas substancias foram co-eluidas com amostras
auténticas que indicaram a presenca de colesterol €1.00>,

chalinasterol (1.14) e campesterol <1.15).
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Figura 56: Cromatograma da espécie Dictyota dichotoma

Tabela 18: TRRc dos diferentes esterdéis isolados de D. dichotoma

e suas respectivas porcentagens.

Picos Co-injegao TRRc %
1 0.95 1.1
2 colesterol 1.00 14.2
3 1.01 0.6
4 1.06 1.6
5 1.13 1.3
6 chalinasterol 1.14 12.6
7 campesterol 1.15 1.3
8 est igmasterol 1.22 4.3
9 1.32 60.3

O espectro de massa da mistura (Figura 87> indica pelo
menos nove ions, candidatos possiveis a serem ions moleculares de
diferentes substancias: m/z 430, 414, 412, 402, 400, 398, 388,

386, 384. Os valores m-/7z= 386, 398 e 412 corresponderiam a
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colesterol, calinasterol e fucosterol, respectivamente. A
presenga destes dois primeiros ¢é confirmada por co-injeg3o. A
analise por CG/EM sé6 permitiu a obtencio de espectros para os trés
picos principais (TRRec= 1.00, 114 e 132> e confirmou a presenga
de colesterol, chalinasterol e fucosterol, respectivamente

(Figuras 42, pag.124; 48, pag. 129; 50, pag. 130D.

43 33 WO ENTI WE »” He

as 23 ~

(k1)

"
-

s

3
s
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% @ 7 O 0 00 W0 120 30 40 WO T 180 0 200 20 22, 250 240 750 260 210 280 790 300 3O 320 330 M0 330 X0 30 360 390 400 a0 a0

Figura 57: EM da mistura de esterdéis de Dictyota dichotoma

A Tabela 19 (pag. 140> faz um resumo dos esterdis

encontrados na espécie Dictyota dichotoma
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Tabela 19: Resumo dos diferentes esterodis isolados de

D. dichotoma e suas respectivas porcentagens.

Picos Esteréis M % de cada componente
1 22-DHC* - 1.1
2 colesterol 386 13.9
3 colestanol - 0.6
4 brassicasterol - 1.6
S 24-DHMC - 1.3
6 chalinasterol 398 13.0
7 campesterol - 1.3
8 est igmasterol - 4.3
9 fucosterol 412 60.3
(x tindicagdo baseada em semelhanca de TRRc com picos anal isados

por CG/EM para outras amostras)

2.2.2.4. Identificagdo da fragao esteroidal de Dictyota

mertenstii

Trés picos principais apareceram no cromatograma <Figura
58, pag. 141> com as seguintes porcentagens de area (e valores de
TRRc)>: 8.7% (0.93>, B81.6% 100> e 12.7% 1.14D. Os dois altimos,
por co-injegdo com padrSes foram identificados como colesterol e

chalinasterol, respectivamente (Tabela 20. pag. 141).
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Figura 358: Cromatograma de Dictyota mertensti

I

Tabela 20: TRRc dos diferentes esterdis isolados de D. mertensii

com suas respectivas porcentagens.

] ~
Picos Co-injegado TRRc %

1 0.93 5.7

2 colesterol 1.00 81.6

3 chal tnasterol 1.14 12.7
(¢ H ptcos com TRRc semel hantes aos observados em out ros
cromatogramas para colestanol, brassicasterol, 24-DHMC,
campesterol e fucosterol, sd3o visiveis em pequenas cocnentragdes
no cromatograma, porém ndo foram detetados pelo integrador

eletrébnico)
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2.2.2.5. Identificagdo da fragdo esterocidal de Dictyopteris

delicatula

Os esterdéis principals, apresentando tempos de retencgao
relativas ao colesterol iguais a 1.00, 1.14, 115 (Tabela 21>
foram co-injetados com amostras auténticas e confirmaram a
presenga de colesterol, calinasterol e campesterol <além de

trago de estigmasterob).

Tabela 21: TRRc dos diferentes esterdéis isolados de D. delicatula

e suas respectivas porcentagens.

Picos co-injecgao TRRc %
1 0.98 2.6
2 colesterol 1.00 61.0
3 1.01 2.9
4 1.06 3.7
3 1.13 3.6
6 calinasterol 1.14 12.6
7 campesterol 1.15 trago
8 est igmasterol 1.22 trago

A anAlise do cromatograma <(Figura 59, pag. 143> indica a
presenga de, pelo menos, seis picos que podem corresponder a
esterodis e, analogamente, o espectro de massa da mistura (Figura
60, pag. 143> apresenta os ifons ms/z 430, 428, 426, 414, 412, 402,
400, 398, 388, 386 e 384 , possivelmente ions moleculares de

esterdis.
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Figura 60: EM da mistura de esterdis de D. delicatula
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2.2.2.6. Identificagdo da fragdo esteroidal de Dictyopteris

plagiogramma

A analise do cromatograma <(Figura 61, pag. 145> e do
espectro de massa da mistura (Figura 62, pag. 145> desta espécie &
semelhante aos da espécie D. delicatula.

O espectro de massas da mistura 1indica sete ifons
candidatos possiveis a serem fons moleculares de diferentes
substancias: m/z = 414, 412, 400, 398, 388, 386 e 384. Os fons em
msz = 400, 398 e 386 correspondem a campesterol, chalinasterol e
colesterol, respectivamente. A presenga destas substancias por
CG, com TRRc iguais a 1.00 <(39.0%, 114 <13.4%) e 115 4.0%) e

confirmada por co-injegdo (Tabela 22).

Tabela 22: TRRc dos diferentes esteréis de D. plagiogramma

(J

Picos Co-injegao TRRc

[

.95
.00
.01
.06
.12
.14
.15
.22
.3

W

N AWNOVOO®
Og O rNRON

co lesterol

[

chalinasterol
campesterol

N R N N T S Yy .
¢

VONONHL W=
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A analise por CG/EM s6 permitiu a obtengao de espectros
para os dois picos principais (TRRc = 100, colesterol e 1.14,
chalinasterol> e, mais uma vez confirmou a presenga do colesterol
e chalinasterol nesta mistura. Os demais 1ions observados no
espectro de massa da mistura sugerem a presenga de fucosterol
M 412, 24r-etilcolesterol M 414>, brassicasterol M 398> e

24-delidro-24-metilcolesterol (M 398D,

2.2.2.7. Identificagao da fragdo esteroidal de  Sargassum

filipendula

O cromatograma mostrou dois componentes predominantes de
TRRc iguais a 1.00 25.7%> e 1.14 (20.924); estes foram
identificados como colesterol e chalinasterol.(Figura 63 e Tabela

23, pag. 147>. r

e N

Wiy

Figura 63: Cromatograma dos esteréis de Sargassum filipendula
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Tabela 23: TRRc dos diferentes esterdis de S. filipendula e suas

respectivas porcentagens.

Picos Co-injegao TRRc %
1 0.93 4.7
2 colesterol 1.00 28.7
3 1.01 7.0
4 1.06 4.3
5 1.13 0.8
6 chalinasterol 1.14 20.9
7 campesterol 1.15 trago
8 est. i gmast.erol 1.22 10.8
9 1.45 2.6

O GCG/EM mostra as substancias 2Z2-deidrocolesterol
C22-DHGCD, colesterol, brassicasterol, chalinasterol,
24-deidro-24-metil-colesterol (24-DHMC) e os ions moleculares 388
e 414. Os espectros de massa correspondentes aos ions moleculares
M 388 e 414 Figuras 64, pag. 148 e Figura 65, pag. 148> foram
detectados pela primeira vez neste trabalho.

O ion molecular (M) m/zZ= 388 foi identificado como o do
Sa-colestan-3/3-ol devido a presenga de fragmentos caracteristicos
como: mrsz 373 (36%), 370 (252>, 355 (B.5%> relacionados com a
perda de CHy, Ha0 e (CH:. + Hzo)’ respectivamente. Os pilcos em
msz 281 (5%, 262 (7.5%, (M - CgqHyg?>> 248 (6%, M - C,ygHpq?, 233
40%, M - <(Cy4Ha9 + H>>, 215 4023, 370 - (Cy4H32 + H>>
correspondem A perda da cadela lateral e a clivagem do anel D

(Figura 64, pag. 148 e Figura 66, pag. 149)D.
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S5a-colestan—33-ol

O produto de massa m/z= 414 (se for realmente o ion
molecular, Figura 065, pag.

148> n3do fol lidentificado; seu espectro

de massa n3do corresponde a uma substéancia esteroidica.
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Tabela 24: Resumo dos diferentes esterdis isolados de

S, filipendula e suas respectivas porcentagens.

Picos Esteréis M %
1 22-DHC 384 4.7
2 co lesterol 386 28.7
3 colestanol 388 7.0
4 brassicasterol 398 4.3
5] 24 -DHMC 398 0.8
6 chalinasterol 398 20.9
7 campesterol - trago
8 est igmasterol - 10.8
2.2.2.8. Identificagao da fragao esteroidal de Sargassum
furcatum

0O GG da mistura de esterdis de S. furcatum mostrou
plcos relevantes com TRRc de 1.00 €6.426>, 1.14 2.42%), 1.15
(trago> (Figura 67, pag. 151 e Tabela 25, pag. 15D. Eles foram

identificados por co-eluigao com amostras auténticas de

colesterol, chalinasterol e campesterol.
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Figura 67: Cromatograma dos esterdéis de Sargassum

Sfurcatum

Tabela 25: TRRc dos diferentes esterdis de S§. furcatum e suas
respectivas porcentagens.
Picos Co-injecgao TRRc %

1 0.93 3.4

2 colesterol 1.00 6.4

3 1.06 0.5

4 1.13 0.2

5 chalinasterol 1.14 2.4

6 campesterol 1.15 trago

7 1.31 79 .6

8 1.38 2.7

O espectro de massa da mistura (Figura 68, pag. 152>

indicou fons em m/z 386, 398 e 400, 402, 410, 412 e 414, dos quails
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os dois primeiros e o ultimo correspondem, respectivamente

a

colesterol, chalinasterol e fucosterol, o que foi confirmado por

CG~/EM. Pode-se, também sugerir para M 400 o campesterol ddndicado

por co-injegdo), e para M 414 o 24f-etilcolesterol

. M
outra amostra: D. cervicornis

a3 35 ™ - e

o7

2

" 133 ER)

s

246

a2

pore 2t w

70T [

(ja detetado em

W K W e 0 00 K0 120 30 MO I 8O 170 A0 KHO 200 A0 220 23X 240 20 260 210 2800 290 300 3O
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Figura 68: EM da mistura de esteréis de Sargassum furcatum
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2.2.3. COMPARAGAO ENTRE AS ANALISES DAS FRAGCOES ESTEROIDAIS DAS

DIFERENTES ALGAS

A Tabela 26 resume os resultados das varias técnicas

analiticas empregadas, e a Tabela 27 (pag. 154D mostra os cédigos

e nomes da substancias, com os respectivos fons moleculares (M.

Tabela 26: Técnicas analiticas empregadas para identif icacao dos

esterdis

Esterdls
Espécles | pc CR CN BR DM CL CP ES FU EC D1 D2
D.cer.” vz z| y2 v Y z
p.cer.™ VE z| yz| vy y z z
D.dic. x xyz|x zIx z|x zixyz|xy |xy [x ={x
D.mer. y y y y
D.del. x xyz | x x x xyz|xy y |x x
D.pla. x xyz | x x x xyz| vy y |x x x
S.fi1l. z| y=z z vzl vy z
S.fur. x xXyz x x xXyz|xy y |xyz|x
x = ospoctro~do maosea da Ti.stura B = Bdzios (RJ)
y = co-injecao com o padrao M = Mambucaba (RJ)
Zz = CO/EM
Dictyotales Fucales
D.cer.= Dictyota cervicornis S.f1l.= Sargassum filipendula
D.dic.= Dictyota dichotoma S.fur.= Sargassum furcatum
D.Mer.= Dictyota mertensiti
D.del .= Dictyopteris delicatula
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Tabela 27: Co6digo, nome e massa (M) de esteréides detetados

Codigo nomes dos esterdis fons moleculares cadeia
(M> lateral

DC trans-22-deidrocolesterol 384 LN
m

CR colesterol 386 -,
A(\/\(

CN colestanol 388
m

BR brassicasterol 398 ”‘"'A/L(
A

DM 24-metilcolesta-5,24-dieno-33-ol 398 (\/ﬁ/
A

CL calinasterol 398 A(\)J\’/

cP campesterol 400 h""A(\/H/

ES est igmasterol 412 F/g/

m,

FuU fucosterol 412 A

EC 24% ~etilcolesterol (a-sitosterol) 414 A(\)ir

D1 desconhecido 414

D2 desconhecido 4206

nucleo tipo colesterol

>
Won

nicleo tipo colestanol

As Figuras 69a e 69b <(pags. 158 e 156> apresentam,
reunidos, os cromatogramas das diferentes fragles esteroidais
estudadas, permitindo observar-se que as analogias entre eles.

A Tabela 28 <(pag. 157> da, em resumo, o conteudo de

esterdides das algas estudadas.
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Dictyopteris delicatula
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Tabela 28: Porcentagem dos componentes esteroidais nas algas

pardas
Algas
Esterol
p.cer.” D.cer. D.dic. D.mer. D.del. D.pla S.fil S.fur.
DC 1.4 4.2 1.1 5.7 2.6 8.7 4.7 1.4
CR 40.4 13.9 14.2 81.6 61.0 39.0 25.7 8.7
CN 1.3 - 0.6 2.9 9.1 7.0
BR 2.5 2.8 1.6 3.7 9.2 4.3
DM 2.1 1.2 1.3 3.6 2.1 0.8
CL 16.0 8.2 12.6 12.7 12.6 13.4 20.9 3.1
CcP 1.4 0.8 1.3 trago 4.0 trago
ES trago trago 4.3 tragco trago 10.8
FuU - 62.2 60.3 6.2 7.0 81.6
EC + FU 27.0
D1 2.6
D2 2.0

(os cédigos s¥3o os das Figuras 26 e 27 (pdgs. 152 e 153)

Os estudos fitoquimicos indicaram que as algas pardas da
ordem Fucales apresentam alto teor dé esterts; sendo que até o
momento a presenga de substancias terpencidicas n3do foi detectada.

A grande maioria das espécies estudadas apresentou
misturas em que um numero relativamente pequeno de esterdis
predominam, apesar das diferengas em suas concentragdes relativas.

Aléem dos picos identificados nestas fragBes esteroidais

de algas existe uma série de substancias em menor concentrag3o,
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como aparece, por exemplo, no cromatograma de solugao concentrada
de D. cervicorn‘isa (Figura 70; compare com o cromatograma da
solugdo mais diluida: Figura 33, pag. 133D. Devido a presenga dos
componentes majoritarios, é dificil analisar estas substancias
diretamente, em amostras como as que empregamos, pelas técnicas
comuns de CG/EM, mas com reprocessamento de amostra ou uso de

técnicas especiais isso deve ser possivel.

—

Figura 70: Cromatograma da solugdo concentrada de

., B
D. cervicornis

Todas as espécies continham o colesterol e chalinasterol
entre seus componentes <(ambos esterdis s3o0 muito comuns em
126
invertebrados marinhos).
o fucosterol, tipico de algas pardas {como ficou
demonstrado no levantamento sobre esterdis de algas pardas

relatados na Introdugdo), e frequentemente apontado como o
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componente principal, n&c fol detectado em todas as espécies
estudadas aqui. Talvez nas demais algas o fucosterol esteja
presente apenas como produto traco.

Dictyota cervicormls“, Dictyota dichotoma e Sargassum
Jurcatum apresentaram o fucosterol como o principal componente da
mistura, em proporgdes sempre superiores a 950% dos esterdis
t.otails. Enquant.o, Dictyota cervicornisa, Dictyota mertensii,
Dictyopteris delicatula, Dictyopteris plagiogramma e, Sargassum
filipendula apresentaram o colesterol dmaior que 20%).

A comparagao entre os resultados das analises por CG/EM
das duas fragfes esteroidais provenientes de Dictyota cervicornis
(D. cervicornis™ e D. cervicornis®)> coletadas em latitudes e época
do ano diferentes, Indicou que apesar de nos dois casos aparecerem
picos com TRRc= 1,31 (Picos B e 9, respectivamente), as suas
composigfes eram diferentes: no primeiro caso encontrou-se apenas
M 412 e o espectro correspondente a fucosterol;, no segundo caso
m/z 412 e 414 apareceram como provaveis ifons moleculares, e o
espectro pode ser interpretado como um mistura de fucosterol com
24¢ ~etilcolesterol.

Este fato exemplifica que, de uma maneira geral, ¢é
possivel que a composigao qualitativa es/ou quantitativa dos
esterdis livres sofra variag@es significativas relacionadas com
mudangas fisiolégicas das algas decorrentes de variagGes
geograficas, sazonais, etc..

Além disso, alguns casos mostraram a necessidade de
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padrdes para co-injegdes e o perigo de se confiar somente na
técnica de coincidéncia de tempos de retengdo na cromatografia a
gas, principalmente quandc se usa apenas uma polaridade de coluna
na identificagio de substancias.

Na caracterizagdo dos esteréis adotamos para os grupos
alquil em C-24 as orientagdtes habitualmente definidas na
Hteratura sobre algas pardas. Notamos que a orientagdo a ou g3
deste carbono ¢ dificil de ser definida apenas através da
espectrometria de massa. Esta orientagdo pode ser determinada por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio de alta resolugdo (360
MHZz)>, mas mesmo assim a diferenga é de 5 milésimos de ppmfde

Os espectros de massa das misturas de esteréis obtidos
das espécies de Dictyopteris e de D. dichotoma apresentaram além
dos ions caracteristicos de esteréis, uma série de ions moleculares
de malor peso molecular. A caracterizacio destas substAncias foge

do ambito deste trabalho.
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CAPITULO 3

TESTES DE HERBIVORIA



Para verificar o possivel efeito de alguns metabdélitos
secundarios isolados de algas pardas d(ver Capitulo 2> como defesa
contra herbivoros, exemplificados pelo crustaceo Canfipodad
Parhyale hawaiensis, estas substancias foram dissolvidas em éter
etilico. Em seguida, cada solugSo foi aplicada sobre discos da
alga verde Ulva fasciata <(que, em si, ndo tem defesas quimicaszo),
de modo a obter diferentes concentragdes finais <(em % de peso
seco). Estes discos foram usados nos experimentos, em aquarios
com os anfipodas; discos sem substancias adicionadas foram usados
como controle (aquarios controle 1), e verificou-se também
eventuais variagGes de peso nos discos somente por efeito de

imersao na agua (aquarios controle 2D,
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3.1. Efeito deterrente da fra¢g3o esteroidal de Sargassum

furcatum sobre o anfipoda Parhyale hawaiensis.

Tabela 29: Resultado do experimento do efeito deterrente da

fracio esteroidal de S. furcatum sobre o anfipoda P. hawaiensis.

Concentragao Inicial Final Diferenga Média
(% peso seco)d <img> <mg> 3>
0.1 23.2 13.1 10.1
C(natural) 24.3 12.0 12.3
28.5 24.0 4.5
28.7 22.0 6.7
24 .5 18.8 5.7
média = 129 .2 89.9 39.3 (302D 7 .86
1.0 26.1 18.8 7.3
29.1 26.8 2.3
26.5 25.1 1.4
23.9 17.0 6.9
27 .1 23.5 3.6
média = 132.7 111.2 21.5 (16%> 4 .30
2.0 26.3 23.0 3.3
26.0 20.5 5.5
25.0 13.7 11.3
28.0 20.7 7.3
28.0 18.4 9.6
média = 133 .3 96.3 37.0 (28%)> 7 .40
controle 1 26.0 15.0 11.0
25.3 20.0 5.3
26.0 17 .8 8.5
26.6 25.2 1.4
25.0 11.7 13.3
média = 128.9 89 .4 39.5 (31%> 7.90

O. 1%= concentrag¥o natural da f. esteroidal sobre U. fasciata
controle= alga sem produto e com anfipoda
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A Tabela 29 <pag. 163> mostra os resultados obtidos no
experimento que avalia o efeito deterrente sobre P. hawaiensis de
diferentes concentragdes da frag3o esteroidal (3 valores em torno
do natural: 2.0, 1.0 e 0.4% <naturaldd de S. furcatum adsorvida em
discos de U. fasciata. Os valores s30o expressos em variagao
absoluta de biomassa (mg)D.

Os discos de U. fasciata recobertos com 0.1, 1.0 e 2.0%
do peso do disco de fr. esteroidal isolada de S. furcatum
perderam, em média, 39.3 mg <30%>, 215 mg 16%> e 37.0 mg 28%)
de biomassa por herbivoria, respectivamente. Os aquarios

td
controles 1 (alga sem produto e com anfipodas) mostraram perda

média de 395 mg (31%) de biomassa, enquanto nos aquarios

»
controles 2 <(alga sem produto e sem anfipodas) houve um pequeno

aumento no peso (médiod dos discos de U. fasciata,de 5.9 mg, o que
corresponde a 3.6% de variagdo (Tabela 29, pag. 163D.

A corregdo do valor de biomassa efetivamente perdida por
herbivoria ja esta incluida nos valores apresentados.

A Figura 71 (pag. 165D mostra os efeitos das
concentragles de 20, 10 e 0.1%. da’ fracio esteroidal de S.
furcatum em discos de U. fasciata sobre o consumo de P.
hawaiensis. A anilise estatistica destes resultados indica que a
fragao esteroidal n3ao apresent.ou atividade anti~herbivoria.
Entretanto, os desvios padrZo foram bem altos: isto provavelmente

reflete o pequeno numero de amostras e a dispers&ioc dos resultados

no controle.

164



- experimento
&‘\: controle

Perda de 15 4
massa (mg) p>0,05 P>0,05 p>0,05

10

s « 11T

fucosterol

esterol majoritario

(% do peso seco)

Figura 71: Efeitos da fragio esteroidal de S. furcatum sobre o

anfipoda P. hawaiensis

A baixa atividade dos esterdis pode resultar da
especializacdo deste herbivoro durante a evolugdo, j4 que estes
anfipodas vivem associados a Sargassum furcatum. No entanto, é
importante ressaltar que estas subst,ém_:ias podem ser ativas frente

a outros predadores potenciais encontrados no mesmo ecossistema.
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3.2. Efeito deterrente do diterpeno dolastano Dc-1
(4a—acetox1-14a—h1drox1dolastano,1(15,7,9—tr1eno) 35> sobre o

anfipoda Parhyale hawaiensis

Tabela 30: Resultado do experimento do efeito deterrente de Dc-I

isolado de Dictyota cervicornis® sobre o anfipoda P. hawaiensis.

CGoncentragdo Inicial F1inal Diferencga Média
(% peso seco) <mgD (mg)d %D
0.1 34 .4 28.5 5.9
34 .8 29.3 5.5
35.8 23.5 12.3
33.8 29 .3 4.8
33.5 21.5 12.0
média= 138B.8 132 .1 40 .2 (2925 8.04
0.2 33.7 28 .2 5.8
(natural)d 35.0 23 .4 11.6
36.6 31.2 5.4
37.3 32.1 5.2
34 .1 31.7 2.4
média= 176 .7 146 .6 30.1 <172 6.02
0.5 36.8 31.0 5.8
37.0 28.5 8.5
35.06 33.5 2.1
36.2 34 .5 1.7
36.0 30.0 6.0
médiaxz 181 .6 157 .5 24 .1 1325 4.82
controle 1 39.1 33.7 5.4
34.1 31.4 2.7
36.6 32.7 3.9
36.0 29 .6 6.4
37.6 32.4 5.2
média= 183 .4 159 .8 23.6 13% 4.72

O. 2%= concentracdo natural
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A Tabela 30 (pag. 166> mostra os resultados obtidos no
experimento que avalia o efeito deterrente sobre P. hawaiensis de
concentrages do dolastano Dc-I 01¥%, 0.22% Cnaturald) e 0.5%
recobrindo discos de U. fasciata. Foram observadas perdas
{médias) de 402 mg <29%>, 301 mg C1722> e 241 mg 13%) de
biomassa. Os respectivos controles, mostraram perda de 263 mg
(13%> e, novamente, ganho de massa para aqueles sem anfipodas de
25 mg <6.6%D.

A Figura 72 mostra os efeitos das concentragSes de 0.1%,

02% e 05% de Dc-1 em discos de U. fasclata sobre o consumo de P,

hawaiensis.

- experimento
Sz's controle

Perda de 15
massa (mg) p>0,08

p>0, 05

p>0,05

(% do peso seco)

Figura 72: Efeitos do dolastano Dc-1 (385) isolado de D.

cervicornis sobre o anfipoda P. hawaiensis
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As perdas verificadas nestas trés concentrages, quando
comparadas aquelas observadas nos discos de algas controles (sem
dolastano Dc-I), mostraram que nestas quantidades, o dolastano n3o
diminui o consumo pelo herbivoro P. hawaiensis p > 0.05, test +t>D,
Portanto, este metabélito nio mostrou efeito deterrente, quando
oferecido ao herbivoro, mesmo quando a concentragdo do dolastano
oferecida foli bem mailor do que a encontrada em D. cervicornis® no
ambiente natural. Aléem disso, como demonstrado na Figura 31 (pag.
102>, este dolastano pode resultar da desidratagdo do dolastano
4a-acet.oxi-93-14a~dihidroxidolast.ano-1(1%8),7,9~t.rieno, logo ser

artefato de isolamento ou extragdo, e por isto n3o ter atividade.

3.3. Efeito deterrente do diterpeno guaiano Dm1 (Dictyol HD

sobre o anfipoda P. hgqwaiensis

A Tabela 31 (pag. 169> mostra os resultados obtidos no
experimento que avalia o efeito deterrente sobre P. hawatensis, de
diferentes concentragdes do diterpeno guaiano Dm-1 €0.06%%
(natural>, 0.1%, 0.2%> isolado de Dictyota mertensiin, em discos

de U. fasciata.
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Tabela 31: Resultado do experimento do efeito deterrente de Dm-1

isolado de Dictyota mertensii sobre o anfipoda P. hawaiensis.

Concentragao Inicial F1inal Diferenga Média
(% peso seco) (mg> (mg>d %>
0.06 24 .2 16.7 7.8
27 .3 17 .2 10.1
(natural) 24.0 3.0 21.0
23 .4 17 .8 5.6
26.7 21.2 5.5
média= 125.6 75.9 49 .7 <4025 .94
0.1 24 .5 17 .2 7.3
22.3 1i4.3 8.0
25 .6 15 .4 10.2
23.7 13.6 10.1
22.3 12.1 10.2
média= 118.4 72.6 45 .8 (39%%) 9.20
0.2 25.3 17.0 8.3
22.6 13.5 2.1
27 .0 15.2 11.8
24 .5 20.5 4.0
19.8 8.2 11 .6
médiaz 119.2 74 .4 44 .8 (38D 9.00
controle 1 20.0 16.0 4.0
25 .3 24 .6 0.7
22.8 19.0 3.8
28.2 22 .1 3.1
22.3 13.8 8.8
média= 115.6 95.2 20.4 182 4.10
0. 006%= concentragdo natural

Os discos de U. fasciata contendo 0.06%, 0.1% e 0.2% do
diterpeno guaiano Dm-1 perderam 49.7 mg (40%), 458 mg (39%) e

448 mg (38%>) de biomassa por herbivoria, respectivamente. Os
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respectivos controles mostraram perda de 204 mg <18%> e um ganho
de 2.4 mg, correspondente a 11.4% no controle sem anfipoda.

As perdas verificadas nas tres concentragdes, quando
comparadas aquelas observadas nos discos de algas controles (sem
dictyol H> mostraram que nestas quantidades, o diterpeno n3o teve
efeito significativo contra o anfipoda P. hawaiensis p > 0.05,
teste t)D. Portanto, este metabdlito nio mostrou efeito deterrente

em nenhuma das concentracgdes acima (Figura 73).

Hl oxperimento
&controle

Perda de 15 4 p<0,05
massa (mg)

p<0,05 p<0,05

10 A

39

W

(% do peso seco)

Figura 73: Efeitos do guaiano Dm-1 (39) isolado de D.

mertensis sobre o anfipoda P. hawaiensis

Os testes experimentais efetuados com o Dm1 (Dictyol H,

39>, assim como os experimentos de Dc—-1 (dolastano, 35>
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evidenciaram que estas substancias além de n3o exercerem efeito
sobre o consumo deste herbivoro, podem, mesmo, estimular a
predag3o.

Deve-se ressaltar que o numero de réplicas para testes
foi pequena. Isto se deve as pequenas quantidades de produtos
disponiveis para testes.

E interessante que testes analogos, quando aplicados a
outro diterpeno com esqueleto gualano (pachydictyol A, 37
revelaram atividade anti-herbivoria na concentragado natural <0.5%

208
frente ao mesmo herbivoro?.

Estas observagfes concordam com Hay et al. (1988)?0 que
verificou que substancias estruturalmente similares podem diferir
drasticamente nos efeitos sobre a preferéncia alimentar dos
herbivoros.

Deste modo, torna-se evidente a necessidade de estudos
sobre a defesa quimica de algas em diferentes regiBes geograficas,
com diferentes tipos de herbivoros e com diferentes concentragdes

e especificidades estruturais de cada molécula.

171



CAPITULO 4

AVALIACOES TAXONOMICAS



As algas pardas <(Phaeophyta) s3o constituidas de cerca
de 250 géneros distribuidos em 13 ordens pertencentes a apenas uma
classe <(Phaeophyceae), totalizando mais de 1500 espécies quase
exclusivamentes marinhas e, em grande numero, ocorrendo nas Aguas
temperadas e frias. Dentre estas, as ordens Dictyotales e Fucales
sS8o abundantes em mares tropicals e subtroplcals.‘z

Segundo Papenfuss c1977>°> a ordem Dictyotales
(Phaeophyta) compreende 16 géneros pertencentes a uma Gnica

familia, Dictyotaceae (Tabela 32, pag. 174).
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Tabela 32: Géneros constituintes da ordem Dictyotales (Phaeophy
segundo Papenfuss, 1977°>3

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO

Phaeophyceae Dictyotales Dictyotaceae Chlanidophora
Dictyopteris
Dictyota
Dileoephus
Distromium
Glossophora
Homoeostrichus
Lobospira
Pachydictyon
Padina
Spatoglossum
Stoechospermum
Stypopodium
Taonia
Zonaria

Como mencionado anteriormente, a analise fitoquimica de
seus representantes revelou grandes diferengas entre eles,
indicando pelo menos trés grupos de géneros quimicamente
diferentes: os grupos ‘“Dictyota™ , ‘“Dictyopteris" e “Taonia". Os
géneros Dictyota, Dilophus, Glossophora, Pachydictyon,
Spatoglossum e Stoechospermum, pertencentes ao primeiro grupo, tém
apresentado diferentes diterpenos simples como seus principais
metabdlitos. O género Dictyopleris, unico pertencente ao grupo
“Dictyopteris”, €& prolifero na produgdo de sesquiterpenos simples

e de origem biossintética mista. E finalmente, o grupo “Taonia"
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consiste dos géneros Taonia e Stypopodium, ricos produtores
de meroditerpenos, principalmente.

Por outro lado, a ordem Fucales compreende 7 familias,
entre as quais se destacam Cystoseiraceae (13 géneros) e
Sargassaceae (6 géneros), pela grande producdo de metabélitos

diterpenoidicos de origem biossintética mista (Tabela 33)D.

Tabela 33: Géneros constituintes da ordem Fucales (Phaeophyta),
3
(segundo Papenfuss, 1951).

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO
Phaeophyceae Fucales Ascoseiraceae Ascoseira
Durvilleaceae burvillea, Sarcaphycus,
Himantothallus
Notheiaceae Hormosira, Notheia
Fucaceae Ascophyillum, Ascillaria,

Cystophaera, Fucus, Hespero-—
phycus, Marginariella,
Marginaria, Myriodesma,
Pelvetia, Pelvetiopsis,
Phyllaospara, Scytothalia,
Seirccoccus, Xyphophora

Himanthaliaceae Himanthalia

Cystoseiraceae Bifurcaria, Bifurcariopsis,
Carpoglossum, Cystophora,
Blossevillea, Cystaphylium,
Cystaoseira, Halidrys,
Hormaphysa, Landsburgia,
Necoplatylobium, Platylobium,
Platythalia

Sargassaceae Acystis, Carpophylium,
Coccophora, Sargassum,
Scaberia, Turbinaria
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Dentre a familia Cystoseiraceae, os géneros Bifurcaria,
Cystophora, Cystoseira e Halidrys s30 os Gnicos produtores
conhecidos de diterpenos, enquanto para a familla Sargassaceae
destaca-se o género Sargassum, o uUnico estudado quimicamente e
representado no Brasil.

Para varios representantes desta divis3o existem
problemas na determinagdo dos limites de separac3c entre ordens,
familias, géneros e/ou espécies e variedades com base em critérios
puramente morfolégicos.

Entretanto, mais recentemente, estudos sobre a
composig8o quimica destas algas tem demonstrado que os metabdélitos
secundarios marinhos s3o valiosos marcadores quimiossis’t,emén'(,icos‘.s
Desta forma, a analise quimica vem se tornando uma importante
ferramenta para classificag3c sistematica, em paralelo com a
analise morfolégica.

Na maioria dos trabalhos quimiossistematicos realizados
até hoje com os organismos marinhos, sen3oc na totalidade, o
critério analitico-~descritivo usado tem se baseado na presenga

e/ou auséncia de uma classe de metabdlito ou de uma determinada

substancia particular. Esta abordagem n3o pode ser considerada
adequada por uma série de razdes. Primeiro, a presenca de um
metabélito pode n3o ter sido detectada Causéncia falsa). Segundo,

um metabélito iscolado pode ser um artefato de purificagaoc <(falsa
presengad. Enfim, metabélitos ja conhecidos, embora de novas

fontes, ndo interessam em geral o quimico de produtos naturais
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que, muitas vezes, ndo publica tais resultados ou n3io recebe
espage nas principais revistas para comunica-los. Isso resulta na
pobre informagdo sobre a distribuicio atual dos metabélitos nos
organismos marinhos.

Deste modo, nossa abordagem quimiossistemaAtica ¢ baseada
na técnica estatistica semi-empirica desenvolvida no Brasil por
Gottlieb  (1982>° que tenta analisar a evolug3o destes

met.abodlitos.

4.1. METODOS QUIMIOTAXONSMICOS

A et.apa preliminar deste estudo constou de um
levantamento bibliografico de t.erpenos simples e de origem
biossintética mista ((meroterpenos> para os representantes das
ordens Dictyotales e Fucales Calgas pardas), relatados na
literatura até dezembro de 1988 e 1990, respectivamente.

De posse dessas informagBes foram entic construidos
mapas biogenéticos, conforme propostas da literatura confirmadas
por estudos bioquimico-mecanisticos, e outras, baseadas em
especulages puramente tedricas.

De acordo com a metodologia quimiassist,eméut,ica6l foi

possivel caracterizar esses metabdlitos por dois parametros



quantitativos: indice de especializagdo de esqueleto CIE) e indice
de oxidagao (IOD.

O indice de especializagdo de esqueleto (IE> mede o grau
de modificagdo estrutural sofrido pelo esqueleto da substancia em
quest3do, em relagdo ao esqueleto do seu precursor biogenético
(geranil-geraniol, neste caso). Este indice foi calculadoe para
cada tipo de esqueleto formado, com base no namero de passos
reacionais, envolvendo a formagdo ou clivagem da ligagdo cCc-C a
partir do geranil-geraniol. O indice de avango evolutivo de
esqueleto (AEe) € calculado a partir da média aritmética dos
valores de IE que ocorrem num determinado taxon.

O valor de IE foi calculado considerando-se apenas a
parte diterpenoidica das substancias isoladas da espécie, através
do somatério de pontos que foram atribuidos da seguinte maneira.

=~ Todas as contagens de pontos foram feitas comparando-se o
esqueleto em quest3o com o precursor comum.

- Dois pontos para cada &tomo de carbono envolvido numa
Hgagdo C-C cindida ou formada.

- Dols pontos para atomo de carbono envolvido em ligacBes com
heteroatomos em fechamento ou abertura de anel.

- Zero ponto para quebra ou formag3do de ligagBes C-H e .

- Os atomos de carbono adicionais ao esqueleto do precursor
n3o foram levados em consideragdo na contagem do numero de Atomos
de carbono e n3oc foram atribuidos pontos para as transformacgdes

que com eles ocorreram. Portanto, no caso de dimero, consideramos
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duas substancias separadas.

- Em caso de degradag3do de esqueleto, consideramos somente os
atomos de carbono que sobraram, tanto na contagem do namero de
ligag®es C-C formadas ou cindidas a partir do precursor do
esqueleto em questdo, como do namero de carbonos do esqueleto em
questao.

Portanto, para os diterpenos:

N° de ligagGes rompidas ou formadas a partir do precursor
1E=

N° de carbonos do esqueleto em questio (vinte)

Por outro lado, o indice de oxidagdo <I0> mede o nivel
de oxidagdo da substancia em quest3o. O valor de oxidagio é uma
caracteristica de cada substancia e ¢ portanto, independente do
tipo de esqueleto e da sua posigdo no mapa biogenético. Tal wvalor
pode ser calculado através da relagdo entre o somatério de pontos
atribuidos pelas regras descritas abaixo e o numero de carbonos do
esqueleto.

= Zero ponto para ligagles Cc-C

= (-1> para ligagBGes C-H

(+1> para ligacBes C-X
- Os grupos 0OMe, 0OAc, etc. foram considerados como 1guais‘a
-0H, sendo atribuido o valor +t,

- As substancias diméricas foram consideradas como duas
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substancias separadas e analisadas a partir dos monémeros.

- Para as substancias degradadas do esqueleto considerado
(comparando-se com o precursor) foram considerados apenas os
atomos de carbono que sobraram tanto na contagem de pontos pelas
regras pré-estabelecidas como para o©o numero de carbonos da
molécula. Além disso, adicionamos +3 pontos por grupo desligado
conforme as regras de somatério de pontos pré-estabelecida.

Para cada espécie foi obtido o indice de avango de
oxidagdo médio (AE >.

Além destes dados, as espécies foram comparadas
utilizando-se o indice de similaridade (S) de Sorensen (1948)30B
baseado no percentual de representatividade dos esqueletos comuns
entre as espéciles. Este indice foi escaolhido com a finalidade de
observarmos as afinidades entre as espécies, por n3o considerar a

auséncia de um ou mais esqueletos como evidéncia certa, o que pode

ocorrer quando se utiliza o indice de Jaccard (Hruby 1975>2°°

S= %% x 1002, onde A= numero de compostos 1isolados da
espécie A.

B= numero de compostos isolados da
espécie B.

C= 0 menor numero de compostos
isolados com esqueletos comuns
entre a espécie A e B.

Posteriormente, as espécies foram reunidas por regido de

coletas: Oceanos Atlantico, Pacifico e Mar Mediterraneo.
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4.2. CONSIDERACJOES BIOGENETICAS DOS TERPENOS DAS ORDENS
DICTYOTALES (Dictyotaceae) E FUCALES (Cystoseiraceae e

Sargassaceae)

4.2.1. Grupo "Dictyopteris” e Grupo "Taonia" (Dictyotales)

4.2.1.1. Grupo "Dictyopteris”

Até dezembro de 1988 foram 1solados das espécies D.
divaricata (Figura 10, pag. 38) e D. zonarioides (=D. undulata)

(Figura 9, pag. 37>, um total de 25 sesquiterpenos, distribuidos

7Q-79

em sete tipos de esqueletos (Tabela 34>

Tabela 34: Distribuig3fo dos sesquiterpenos no grupo "Dictyopteris”

e os locais de coletas das algas.

GRUPO I GRUPO II
€ € CcC E S F D

LOCAL DE COLETA A U O L E A R
ESPECIES E OCEANO D B P E L R I REF .
D. divaricata Japao-Pacifico 6 3 1 1 3 ?27-79
D. ranariocides Jap3o-Pacifico 2 8 70-75

México—-Pacifico 1 1 75,76

Calif.-Pacifico 1 75
grupo I sesquiterpencs simples

grupo II sesquiterpenos mistos (aciclicos e ciclicos)
esqueletoc: CAD=z= Cadinano; COP= copaano; ELE= elemano;
SEL= selinano; FAR= farnesano; DRI= drimano
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Estas substancias pertencem a dois grupos biogenéticos
distintos, dependendo se eles s3do (grupo II) ou n3do (grupo ID de
origem biossintética mista (Figura 74, pag. 183>°"*

Os sesquiterpenos pertencentes ao grupo I s3o todos
derivados da ciclizagdo 1,10 do t,t-farnesol, que leva a formac3o
de um intermediario do tipo germacrano. Este intermediario, por
sua vez, fornece através de uma sequéncia de trans-ciclizacBes ou
via rearranjo de Cope, os esqueletos cadinano (CAD), copaano
(COP>, cubebano <(CUB), selinano (SEL) e elemanc <ELE). Dos 15
metabélitos conhecidos deste grupo, 14 pertencem A espécie D.
divaricata e  apenas uma  substancia de esquelet.o cadinano
(zonareno) foli encontrada, na espécie D. zonarioides >

Os sesquiterpenos pertencentes ao grupo II resultam do
acoplamento de wum precursor do tipo farnesano (FAR) com uma
unidade de Acido para-hidroxibenzdéico ou para-hidroquinona,
derivados da via do acetato. Posteriores ciclizagBes parecem
gerar sesquiterpenos substituidos com esqueletos drimano (DRID.
Todos os 10 metabdlitos conhecidos nesta classe s3o exclusivos da
espécie D. zonarioides (Figura 10, pag. 38 e Figura 74, pag. 183D.

Através dos resultados observados acima, sugerimos que o
suposto material identificado como D. zonarioides, produtor de um
simples cadinano (sesquiterpeno simples, o Zonareno), se ja

X 76
re-examinado morfologicamente.
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4.2.1.2. Grupo "Taonia"

Foram isolados das espécies Taonta atomar-ia, T.
austratlasica (Figura 11, pag. 40) e Stypopodium zonale (Figura 12,
pag. 41> um total de 17 substancias diterpenoidicas de origem
biossintética mista ou nao, distribuidas em 3 tipos de

esqueletos (Tabela 35).

Tabela 35: Distribuicio dos diterpenos {(meroditerpenos e simples)

do grupo ‘'Taonia'" e os locais de coleta das algas

ESGUELETOS
GRUPO I GRUPO 11
T G T A
LOCAL DE COLETA A E A T
ESPECIES E OCEANO N R D 0 REF.
8. zanale Caribe—Atlantico 2 5 2 87,88
o0
Micronésia-Pacifico 2 2 1 88, o0
T. atomaria I. Canarias—Atlintico 9 81,85
T. australasica Australia-Pacifico 1 80
grupo I sesquiterpenos simples
grupo Ix sesquiterpenos mistos (acfclicos e cY¥clicos)

esqueleto: TAN= taontano; GER= geraniano; TAD= taondiano;
ATO= atomarano
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A Figura 75 (pag. 1860 apresenta uma proposta biogenetica
para os diterpenos do grupo “Taonia". ?*!

O grupo I <(Figura 11, pag. 40> apresenta apenas um
representante conhecido, a taonianona, wum diterpeno com anel
furanico {esqueleto t.aoniano: TAND> isolado de Taonia
australasica®®

Por outro lado, s3do conhecidos 16 metabolitos do grupo
I1. S3o derivados do precursor geranil-geraniol-6-toluidroquinona
(esqueleto geraniano: GER2>, como demonstrado na Figura 75 (pag.
186)>. Tetraprenil-toluidroquinonas simples (Figura 12, pag. 41
tém sido relatadas para S. zonale e parecem estar intimamente
relacionadas com os met.abdlitos de muitas espécies de Sargassum
(Fucales, F’haeophyt,a)f‘z1 Ciclizagdo do precursor da origem a um
intermediario tetraciclico desconhecido CAD. Subsequentes
rearranjos de metilas e clivagem oxidativa do anel-A a partir
deste intermediario proporcionam metabdélitos pouco comuns do grupo
dos atomaranos (ATO), observados em 7T. atomaria e S. zonale?” Por
outro lado, a formagdo de éteres a partir do mesmo intermediario
deve proporcionar terpenos do tipo pirano da série taondiol (TADD
ou os terpenos do tipo hidrofurano como o stypodiol?o também
pertencentes ao esqueleto taondiano (TAD> <(Figura 75, pag. 1?6).
Enquanto, os primeiros estdo distribuidos nos géneros 7Taonia e
Stypopodium, o ultimo é restrito a espécie S. zonale.

A Tabela 36 <(pag. 187> apresenta a distribuigdo dos

diterpenos do grupo “Taonia" Cconsiderando apenas a parte

1R85



GRUPO ‘TAON1A’

MALONATO —, GRUPO |
MEVALONATO
. N
|
[\
TAON | ANO
GRUPO 1|1
opP ACICLICO

GERAN I L -GERAN IOL - 6 - TOLU | DROQU | NONA

GERAN | ANO
cicLICO *
® HO
OH
HO
. A ]
ON
0§c PG = PIROFOSFATO DE GERAN!LA
HO— ZZ
ATOMARANO

Figura 75: Proposta biogenética para os diterpenos isolados do

grupo “Taonia"
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diterpenoidica das substancias> e os indices de avango evolutivo
de esqueleto médio e avango evolutivo de oxidagdo média para cada
espécie deste grupo. Nos calculos de indices taxonomicos® desta

tabela compara-se apenas os esqueletos diterpenoidicos.

Tabela 36: Distribuigdo dos diterpenos do grupo “Taonia"
(considerando apenas a parte diterpenoidica das substancias) e

indices taxondmicos médios.

ESQUELETOS
GRUPO 1 GRUPO II

T G T A

A E A T
ESPECIES L) R L O TOTAL AEe AEo
S. zonale 1 2 1 4 0.30 -1.55
T. atomaria 4 3 7

) 0.44 ~1.49

T. australasica 1 1
grupo I= diterpenos simples
grupo II= diterpenos mistos (aciclicos e ciclicos)
esquel etos: TAN= taonianona; GER= geranianoc; TADztaondiol;

ATO= atomarano

A matriz de similaridade de Soerensen & demonstrado na
Tabela 37 (pag. 188). Obviamente, o valor de S ({similaridade> foi
zero entre quaisquer pares de espécies pertencentes aos grupos
“Dict.yopteris" e "Taonia”, ja que estes grupos n3oc produzem os

mesmos esqueletos terpenoidicos. A escassez de informagdes
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quimicas sobre a espécie Taonia australasica também levou a
similaridade com valor zero quando comparada com outras espécies
do grupo '"Taonia‘'. O baixo indice de similaridade (S= 8%) que foi
observado entre as espécies do género Dictyopteris, D. divaricata
e D. zonarioides se deve a esta ultima por fornecer apenas um
sesquit.erpeno do tipo-cadinano, dentre os 25 metabdlitos
encontrados nestas duas espécies de Dictyopteris. Por outro lado,
um valor significativo foi observado entre as espécies §S. zonale e
T. atomaria (S= 87%>, devido a co-ocorréncia das substancias do

tipo taondiol (TAD)> e Acido-atomarico C(ATOD.

Tabela 37: Matriz de similaridade <(Soerensen 1948>2°° entre as

espécies dos grupos ‘Dictyopteris' e "Taonia"

ESPECIES A B C D E
A: Dictyopteris divaricata 100
B: Dictyopteris zonarioides 8 100
C: Stypopodium zonale - - 100
D: Taonia atomaria - - 55 100

E: Taonia aqustralasica - - - - 100

Esta observacgdo foi também  evidente através da
comparacao grafica entre os indices taxonémicos (Figura 76, pag.
189> calculados para Taonia atomaria e T. australasica (AEe= 0.30,

AEO= -1.55> e Stypopodium =zonale (AEe= 0.44, AEO= -1.49), Atraveés
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deste grafico, notamos que o género Taconia apresentou o mais alto

valor de oxidagdo e a maior complexidade estrutural do que

Stypopodium.

AE

oA
134
-144

Taonia
151 .
Stypopodium
[ ]
-l d
ol ' 03 ' 05  AE.

Figura 76: AEe X AEO dos géneros estudados quimicamente para o

grupo "Taonia"

A pouca disponibilidade de inf ormacgdes sobre os locais
de coleta das algas estudadas fitoquimicamente restri ngiu a
anadlise biogeografica dos resultados. O género Dictyopteris
inclui 13 espécies que s3o amplamente distribuidas nas Aguas
quentes de varias partes do mundo. Por outro lado, os géneros

Taonia, com 3 espécies e Stypopodium, com 5 espécies, apresentam
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distribuicdc mais restrita. No entanto, todos os metabdlitos
descritos para Dictyopteris foram obtidos de espécies coletadas no
Oceano Pacifico. Os metabdlitos de Taonia foram isolados de uma
espécie do Atlantico, com uma Unica excecgdo, a de um
diterpeno-furano, obtide de uma espécie endémica da Australia
(Oceano Pacifico), 7. australasica. S. zonale foi a Unica espécie
que apresentou terpenos nos Oceanos Atlantico e Pacifico.

Deve-se ressaltar que a substancia precursora de todos
os metabdlitos diterpenocidicos de origem biossintética mista, do
grupo “Taonia", a geranilgeranil-6-t.oluidroquinona (GERD, foi
encontrada nos dois oceanos, embora até o momento tenha sido

isolada apenas de S. zonale.

4.2.1.3. CONSIDERAGOES TAXONOMICAS PARA A ORDEM DICTYOTALES

Embora o nuamero de informagdes quimicas disponiveis
sobre os terpenos das algas consideradas nestes grupos seja
pequeno quando comparada com o] grupo "Dict,yot,a"!fe podemos
confirmar a utilizag3io destas substancias como marcadores
taxondmicos para a ordem Dictyotales.

Como anteriormente mencionado, o grupo "Taonia" (géneros
Taonia e Stypopodium) produz diterpenos de origem blossintética

mista. A parte proveniente da via do malonato <(acetato) esta
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presente como uma unidade toluhidroquinona, podendo a hidroxila do
C-5 ser encontrada metilada ou acilada para Taonia e acilada para
Stypopodium.

A afinidade quimica observada entre os géneros deste
grupo esta de acordo com os dados morfolégicos que indicam que
Taonia e Stypopodium s3do bem préximos. No entanto, uma espécie do
grupo, T. australasica, nao obedeceu A regra geral como apontada
acima. Este fato pode estar relacionado, ou com uma possivel

identificagdo errada da alga, ou talvez reflita as caracteristicas

peculiares da flora marinha Australiana, que inclui muitas
espécies endémicas que, portanto, produzem “metabdélitos
endémicos", Isto ja foi observado para Dictyota dichotoma

coletada nas costas de Sydney, que produziu dois diterpenos com
esqueletos cicloxeniano e dichot.omano, restritos a esta
populz-;u;SD—".’o1

Finalment.e, o) grupo “Dictyopteris" produziu
sesquiterpenos simples ou merossesquiterpenos, e n3o diterpenos.
As unidades provenientes do malonato <Cacetato) est3o presentes
como uma hidroquinona ou como um A4cido para-hidroxibenzéico. Os
merossesquiterpenos de esqueleto drimano tem apresentado uma
relagdo proxima com alguns metabélitos de esponja. Obviamente,
nenhuma relag3o biclégica direta (.e. alimentar> pode ser
estabelecida, sendo este provavelmente um exemplo de evolugao

paralela. Similarmente, os poli-prenil-hidroquinonas de

Dictyopteris =zonaricides est3o relacionados com os metabdlitos de
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Sargassum {(Fucales), um dos géneros mais evoluidos de alga parda.
Isto deve ser novamente uma evolugdio paralela ou ser um indicativo
de carater evoluido do género Dictyopteris, evidenciado pela
presenga de uma nervura central em seu talo, o que sugere uma
diferenciagdo entre as regi®es do t.alo. Outras sugestles
filogenéticas derivaram da Figura 76 <(pag. 189>, onde est3o
plotados os indices taxonénicos. Na verdade, ¢ geralmente aceito
que componentes mais evoluidos s3o observados na diagonal, longe
da origemG do grafico. Portanto, uma sugestio ¢ que Taonia
atomaria deva ser mais evoluida que Stypopodium zonale. Na
verdade, s3o hipéteses, mas desde que Taonia ¢é tipicamente
habitante do Oceano Atlantico, mais recente que o Pacifico, nossa
proposta faz sentido.

Através destes resultados, ref orgamos a sugestio de
Fenical ¢1980>°° de dividir a ordem Dictyotales em trés familias,
de acordo com a composigio t.erpenoidica. Entretanto, ¢ importante
lembrar que ainda ha falta total ou parcial de informagdes
quimicas sobre muitos dos géneros desta ordem. Com a obtengdoc de
majores informacgBes quimicas talvez seja possivel a formagdo de um
quarto grupo, o grupo "“Zonaria“, que incluiria os géneros Zonaria
e Lobophora, hébeis na produg3o de acetogeninas fenélicas.
Estudos quimicos futuros além da obteng3o de mais dados
biogeograficos tornam-se necessarios para a melhor caracterizagio

quimiotaxonémica da ordem Dictyotales.
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4.2.2. Género Cystoseira (Cystoseiraceae, Fucales)

Até dezembro de 1990, foram estudadas 21 espécies
incluindo 2 variedades e um hibrido, do género Cystoseira> 27%%°
Um total de 94 diterpenos de origem biossintética mista ou n3o,
distribuidos em 7 diferentes tipos de esqueletos foram descritos
(Figura 13a,b,c, pags. 43-45 e Tabela 38, pag. 195D.

Os meroditerpenos isclados das espécies de Cystoseira
foram classificados em trés grupos (Figura 77, pag. 194>, a partir
dos precursores aciclicos tetraprenil-toluquindéis (grupo .
Torna-se necessario ressaltarmos que nenhum trabalho biossintético
anterior existe, e que, apesar da proposta apresentada na Figura
77 ser légica, é puramente teédrico-especulativa. De acordo com as
posigBes dos carbonos envolvidos na primeira ciclizagdo dos
precursores foram originados metabodlitos ciclicos regulares <(grupo
II> e irregulares <(grupo IIID. Entretanto, como anteriormente
mencionado, os indices taxondtmicos foram calculados apenas para a
parte diterpenoidica de cada metabdlito.

Diterpenos do grupo I <os aciclicos) (Figura 77 e 13 a,
pags. 194 e 43> constituem-se no grupo tipico deste género. Eles
estio representados em 17 espécies, produtoras de uma série de
meroditerpenos aciclicos, com 39 metabdlitos de esqueletos
regulares C(A)> ou nao, 12 diterpenos simples e seus produtos de

degradagao (3 substancias).
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TABELA 38: Numero total e substancias isoladas para cada espécie
de Cystoseirae seus respectivos tipos de esqueletos.

GRUPO I GRUPO I1I GRUPO III

M D D A B c B c M

N S S M A Y A Y E
ESPECIES D N D T L T L S D TOTAL
1. €. algeriensis 2 2
2. €. algeriensis 4 4 8

x £. elegans

3. €. balearica 7 7

4. . barbata 2
9. C. barbatula

o
an

6. £. brachycarpa 8 3 11
7. C. crinita 2 2
8. L. dubia 2 2
Q. £. elegans 6 4 4 14
10. . ercegovicii 2 2
11. €. hybilae 14 14
2. £. jabukae 1 2 3
13. €. mediterranea b 4 3 4 18
14. C. platyramasa 1 1
15. €. sauvageauana 2 2
16. Cystoseira sp 3 3
17. €. spingsa wvar. 7 7
squarrasa
18. €. stricta 3 4 2 e 4 20
19. C. stricta var. 1 3 é6
amentacea
20. £. tamariscifolia 3J 2 2 2 S 4 18
21. €. zostercides S5 S5
grupo I (aciclicos): MND e DSN= meroditerpenos e diterpenos
simples nido degradados, DSD= diterpenos simples degradados
grupo II (meroditerpenos regulares): AMT= amentanoc; BAL= balearano;
cyt= cystalgerano; grupo IIXI (meroditerpenos irregulares):

BAL= balearano; CYS= cystoseiranc; MED= medilerraneo
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Os diterpenos do grupo II (Figura 77, pag. 194 e Figura
13b, pag. 44) sao resultantes da primeira ciclizagao
anti-Markovnikov de A entre os carbonos C-7 e C-11, para dar
origem ao esqueleto amentano (B) (17 substancias). Posterior
ciclizagao entre as ligagSes do C-6 e (-12 fornece o esqueleto
[3,2,01 Dbicicloeptano (balearona regular (C>> 4 substancias).
Por sua vez, quando os diterpenos monociclicos formados (B>
ciclizam entre as posigSes C-5 e CC-13, através de condensacgdo
alddlica interna, conduzem ao esquelet.o [4,3,0) biciclononano
(cystalgerano (DY) (4 substancias) C%#197418

Os diterpenos do grupo III sio originados por uma via

biossintética mais complexa !’ 119 219-223

O esqueleto irregular
[3,2,0] bicicloept.ano (balearano irregular ED 2 subst.Ancias)
parece derivar de rearranjo 1,3 do precursor C(A) resultando na
migragdo da ligagdo C-C do €G-4 - C-5 para o CG-2 - GC-5, seguido de
modificag@es  possivelmente catalisadas pelos mesmos sistemas
enzimaticos envolvidos na biossintese de B e C ou,
alternativamente, como proposto na uteratura216 pela condensacgdo
de uma unidade aromatica com  uma forma ativada de

geranil- lavandulo}'®%21¢- 217

(Figura 78, pag. 197). Por outro
lado, os esqueletos mediterranos <F>, [4,2,1) biciclononano, com 4
substancias e cystoseiranos G, I5,4,11 oxabiciclododecano . com 5
substancias) s3o irregulares e parecem derivar de A, através de

uma sequéncia de ciclizagBes n3do usuais, seguidas de migragfes da

metila Me-19 do Cc-11 para c-14 ou do c-11 para c-7,
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neobalearona
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epineobalearona
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17 geranil-lavanduloli

Figura 78: Proposta blogenética para formagao do neobalearona e

epineobalearona {(segundo Amico, et al (1989)220 em parte)d.
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respectivamente. Uma proposta para a obtengdo dos cystoseiréis
foi relatada na literatura (rota A) e uma proposta modificada
por nés (rota B) s3io demonstradas na Figura 79. Entretanto, um
ponto deve ser enfatizado: até o momento, nenhum intermediario
proposto foi isolado entre os produtos-tracos dos extratos que
contém estes meroditerpenos. Deste modo, apesar dos mecanismos de
formagao dos esqueletos dos mediterranos e cystoseiranos parecerem
l6gicos, os dados da literatura ainda n3oc s3o suficientes para uma

clara compreensio destas biossinteses.

OH

H R = H,C

cystoseirol

Figura 79: Proposta biogenética para formag3do do cystoseirol
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Dentre as espécies de Cystoseira, C. balearica’’* tem

produzido somente diterpenos simples d(i.e. nio misto), enquanto C.

225-227  .ontém diterpenos simples e produtos de sua

brachycarpa
degradagado, possivelmente oriundas da perda de um fragmento C-6
por eliminag3o oxidativa do geranilgeraniol. C.

©4,103,228-231
elegans,

até o momento, & a unica espécie deste
género capaz de sintetizar simultaneamente diterpenos simples e
meroditerpenos. As demais espécies, produzem exclusivamente

117-110,219-223,232-238

diterpenos mistos. Entre estas algas, C.

zosteroitdes e C. spinosa var. squarrosa caracterizam-se pela
producdo de diterpenos epoxidados e com anel f urano® 43
Diterpenos do grupo 1 estio amplamente distribuidos em
17 das 21 espécies estudadas e =30 considerados os mais
representativos do género Cystoseira. Diterpenos do grupo II tém
sido encontrados em 9 espécies (sendo 1 variedade e 1 hibrido). (9]
esqueleto monociclico (amentanc (B)) ¢é encontrado em 10 diferentes
diterpenos e em 7 taxons (sendo 1 variedade e 1 hibrido), enquant.o
os esqueletos C e D <(balearano regular e cystalgeranod sao de
distribuigdo mais restrita (com 2 e 3 (sendo 1 hibrido)> taxons
cada> e menos diversificada, com somente 6 (2 irregulares) e 4
substancias diferentes, respectivamente. Diterpenos do grupo IIIX
s30 encontrados exclusivamente nas espécies morfologicamente
semelhantes, C. mediterranea, C. stricta e C. tamariscifolia.
Vinte e quatro meroditerpenos pertencem a este grupo pequeno, mas

caracteristico.
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As Tabelas 39 e 40 <(pag. 201> apresentam os indices
taxondtmicos para todas espécies de Cyustoseira e os numeros de
diterpenos de cada tipo de esqueleto isolado, considerando-se
apenas a parte diterpenoidica, respectivamente. Deste modo, n3o
levamos em consideragdc na contagem dos pontos para calculo dos
indices taxonOmicos, aquelas substancias com modificagdes na parte

proveniente da via do malonato (acetato).

Tabela 39: Indices taxonétmicos para as espécies de Cystoseira

ESPECIES AE AE
e o
1. . aigeriensis 0.20 -1.30
2. €. algeriensis x C. elegans 0.15 -1.30
3. €. balearica 0.00 -1.40
4. €. barbata 0.00 -1.57
5. £. barbatula 0.00 -1.47
6. C. brachycarpa 0.00 -1.31
7. €. crinita 0,00 -1.30
8. €. dubia 0.00 -1.40
?. €. elegans 0.03 -1.38
10. €. ercegovicii 0.00 -1.50
11. €. hyblae 0.00 -1.30
12. €. jabukae 0.05 -1.45
13. €. mediterranea 0.34 -1.18
14. €. platyramosa ’ 0.20 -1.30
15. €. sauvageauana 0.00 -1.40
16. Cystoseira sp 0.00 -1.40
17. €. spingsa var. sgquarrosa 0.04 -1.30
18. €. stricta 0.36 -1.17
19. . stricta var. amentacea 0.15 -1.20
20. . tamariscifolia 0.29 -1.20
21. €. rasteraoides 0.06 -1.28
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Tabela 40: Distribuig3o dos diterpenos do género Cystaseira
(considerando apenas a parte diterpenoidica das substancias)

GRUPO I GRUPO I1 GRUPO III
M D D A B c B c M
N S S M A Y A Y E
ESPECIES D N D T L T L S D TOTAL
1. €. ailgeriensis 2 2
2. C. algeriensis 2 2 4
x £. elegans
3. L. balearica S 5
4. C. barbata 2 2
3. C. barbatuia 4 4
6. €. brachycarpa & 2 8
7. €. crinita 1 1
8. C. dubia 2 2
?. C. elegans -] 4 2 12
10. €. ercegovicii 1 1
11. €. hybiae 1
12. C. jabukae 1 1 2
13. C. mediterranea 4 4 3 2 13
14. €. platyramosa 1 1
15. . sauvageauana 2 2
16. Cystaseira sp 3 3
17. €. spinagsa var. 7 7
squarrgsa
18. . stricta 4 4 2 3 2 15
19. €. stricta var. 1 3 4
amentacea
20. £. tamariscifcolia 3 2 2 2 3 2 14
21. L. zosteroides S 5
grupo I (actclicos): MND e DSN= meroditerpenos e diterpencs
simples ndo degradados, DSD= diterpenocs simples degradados
grupo II (meroditerpenocs regulares): AMT= amentano; BAL= balearano

CYT= cystalgerano; grupoc III (meroditerpenocs itrregulares) :
BAL= balearano; CYS= cystoseirano; MED= mediterraneo
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A Tabela 41 reune as espécies de Cystoseira em Conjunto

de espécies segundo seus constituintes quimicos.

Tabela 41: Reunilo das espécies de Cystoseira segundo a

similaridade dos esqueletos diterp@nicos mistos ou n3o

GRUPOS QUIMICOS CONJUNTO DE ESPECIES
(diterpenos) ESPECIES
GRUPO I A C. balearica

C. barbata

€. barbatula
C. brachycarpa
€. crinita

C. dubia

C. ercegovicii
C. hyblae

€. sauvageuana
Cystoseira sp-.

C. spinosa v. SQuUarrcsa
C. zostercides

GRUPO I1 B C. elegans
L. jabukae
C. stricta v. amentacea
L. algeriensis
L. algeriensis x . eleg

GRUPOS I, II, c C. mediterranea
e IIl . C. stricta
L. tamariscifclia

(2 : Quanto a cadela terpencidica:

Grupo I — aciclicos e derivados

Grupo I1 —— amentano {(ciclopentano)
balearano regqgular (bicicloeptanc [3,2,0])
cystalgerano (bicicloncnanc [4,3,01)

Grupo II1I —— balearano irreqular (bicicloeptano [3,2,01]1)
mediterrano (biciclononano {4,2,11)
cystoseirano (biciclooctano [3,2,01)
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evolutivo de

A Figura 80 exibe,

esquelet.o

CAE O
e

versus o

graficamente,

as médias de avango

(AEO) de todas as espécies de Cystoseira estudadas.

indice meédio de oxidagao

AE,
RFN
C 5 =8
gzl 19 2.0///
A A 2
3l 1 1/14
9
-l 4 ¢3/8
15/16
s 12
454 771071
q
-6 1
000 010 020 030 0.40 AE,
Figura 80: AEe X AEO das espécies de Cystoseira
Espécies
1.C. algerienstis 11. C. hyblae
2.C. algeriensis x C. elegans 12. C. jabukae
3.C. balearica 13. C. mediterranea
4. C. barbata 14. C. platyramosa
5.C. barbatula 15. €. sauvageauana
6.C. brachycarpa 16. Cystoseira sp
7.C. crinita 17. C. spinosa v. sqguarrosa
8.C. dubia 18. C. stricta
9.C. elegans 19. C. stricta v. amentacea
10. C. ercegovicii 20. C. tamariscifolia
21. C. zosteroides
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Através deste grafico notamos que os mais altos valores

de oxidagdo e complexidade estrutural foram encontrados para os

component.es do conjunto de espécies C (AEe= 0,33 e AE°= -1,18),

seguidos do conjunto de espécies B (AE9=

finalmente pelo

AE = -1,42),
o

A

conjunto
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espécies

0,13 e

e

apresenta

o

AE = -1,32) e
o

(AE = 0,01 e
e

indice de

similaridade de Soerensen para todas as espécies envolvidas nos

grupos

quimicos

mencionados.

Tabela 42: Indice de Similaridade para as espécies de Cystoseira

1. C. algeriensis

2. C. algeriensis
x C. elegans

3. C. balearica

4. C. barbata

5. C. barbatula

6. C. brachycarpa

7. C. crinita

8. C. dubia

9. C. elegans

10. C. ercegovicii

11. C. hyblae

12. C. jabukae

13. C. mediterranea

14. C. platyramosa

15. C. sauvageauana
16. Cystoseira sp
17. C. spinosa
var. squarrosa
18. C. stricta
19. C. stricta
var. amencacea
20. C. tamariscifolia

21. C. zosteroides

100

57

67

100

29
67
67
50

100

80

44

100

40
67
50
40
40
33

100

67

15

100

100

67

67
50

40
13

33
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29
40

63

15

10

100
100
67

67

50

11 12

100

67

67
50

25

13

13

15 16 17
100

80 190

44 40 100
33 2318
25 x5 2%
57 75 83
15 16 17

18 19 20 21
100

32100

76 33 100

- 220 32 100

18 19 20 21



A Alta similaridade 1fol observada entre as especies
produtoras de diterpenos irregulares d(grupo III)>: C. mediterranea
e C. stricta (S= 93%)>, C. mediterranea e C. tamarisctifolia
(S= 67%) e C. stricta e C. tamariscifolia &= 76%). Nenhuma
destas espécies se correlaciou significativamente com qualquer
out.ra espécie fora deste grupo.

0] hibrido C. algeriensis X C. elegans é
significativamente similar a espécie-m3e C. algeriensis (S= 67%> e
a C. stricta var. amentacea (S= 50%), principalmente pela produgao
de esqueletos amentano (BD. Por outro lado, a auséncia de
esquelet.os ‘"“aciclicos" (A) acarretou uma similaridade muito baixa
com a outra espécie-mIe C. elegans (S= 25%), e com as demais, uma
vez que no calculo deste indice s3o observados apenas os tipos de
esqueletos em comum.

C. balearica mostrou similaridade apenas com as
espécies C. brachvcarpa S= 77%> e C. elegans (S= 47%), por
produzir diterpenos simples degradados.

Muitas espécies pertencentes ao conjunto de espécies A
revelaram indices de similaridade superiores a 502, devido
principalmente a presenga de diterpenos aciclicos comuns.

As espécies C. zosteroides e C. spinosa var. sguarrosa,
obtiveram valores de similaridade superiores a 75%, pela
predominancia de diterpenos com anel furanoc e/ou diterpenos com

grupamentos aldeido.

205



O género Cystoseira constituil-se de 21 espécies
hibrido e 2 variedades), produtoras principalmente de diterpenos
de origem Dbiossintética mista. Quando os 1indices taxondmicos
destas espécies foram plotadas no grafico (AEe X AEO) (Figura 80,
pag. 203>, verificamos 3 conjuntos de espécies (A~-C) (o conjunto
de espécies A’ pertence as espécies produtoras de aciclicos com
anel furano), de acordo com seus constituintes quimicos
caracteristicos. Neste grafico podemos notar um grande
afastamento entre C. stricta e sua variedade C. stricta var.
amentaceae indicando que elas nao pertencem aoc mesmo conjunto de
espécies. Este resultado sugere uma revisao morfolégica cuidadosa
pelos ficologistas, uma vez que C. stricta apresentou-se muito
diferente taxonomicamente de C. stricta var. amentaceae.

Por outro lado, a posigdo no grafico do hibrido C.
algeriensis X C. elegans retratou claramente a produgdo exclusiva
de diterpenos do tipo cystalgerano.

O posicionament.o grafico de C. stricta e C.
tamariscifolia depende da proposta biogenética. Na verdade, ao
admitirmos que os esdueletos B e E s3o originados do precursor
geranil-lavandulol <(Figura 78, pag. 197>, a posigao destas algas
desloca-se um pouco para a esquerda. Mas a0 admitirmos o
rearranjo do GC-4 - C-5 para (-4 - C-2, a partir do precursor
geranil-geraniol, a posigido ¢é exatamente como verificamos na
Figura 80 d(pag. 203D. De qualquer forma, C. stricta e C.

tamariscifolia, ao lado de C. mediterranea, apresentam os mais
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alt.os indices taxondémicos.

Dentre as correlagdes observadas em nosso estudo,
destaca-se o0 agrupamento quimico das espécies C. mediterranea, C.
stricta e C. tamariscifolia, por corroborar fortemente os dados da
literatura botanica. De acordo com Giaccone & Bruni (1971)2,39
estas espécies fazem part,e de trés linhas genéticas fundamentais,
as quais integram a super-espécie C. ericaefolia (Figura 81, pag.
208D, A partir de dados sobre sua distribuigdo geografica, os
aut.ores observaram que a flora algal do Mar Mediterraneo ¢ quase
t.oda originaria do Oceano Atlantico. Dentre estas espécies, C.
tamariscifolia fol a uGnica encontrada, até o momento, em Aguas
Atlanticas.

Cabe ressaltar que hoje o Mar Mediterraneo ¢ totalmente
dependente do Altantico como provedor de espécies, apesar de
conservar plantas e animais mais antigos, procedentes do Pacifico,
através do Mar de Tethys. Mas neste caso, seria C. tamariscifolia
o taxon ‘precursor” de C. mediterranea e C. stricta 7 Esta
espécie apresentaria o fenéotipo mais primitivo dentre as trés

espécies relatadas 7

Estes autores parecem ter subsidios para responder a
estas perguntas, ao relatarem que C. tamariscifolia ao invadir o
Mediterraneo deve ter se diversificado em diferentes formas,
devido pelo menos em parte, as variagGes de temperatura e

salinidade, originando, ent.3o, outras espécies.
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C. ericaefolia (superespécle)

l

. tamariscifolia (fendtipo mais primitivo)

Oc. Atliantico

penetrando o Mediterrineo

A 4 -

£. tamarisciftolia C. tamariscifolia
f. meridiaonalis f. septentricnalis

dentro do Mediterrafieo

1
€. stricta f. esuritherma

C. mediterranea €. mediterranea
f. micrastenatherma f. megastenctherma

(Banyuls, sul da Fr. (Sul da Italia
ambiente mais frio) amb. mals quente)
(fendtipo mais evoluido)

| |

C. stricta €. stricta
f. micrastenctherma f. megastenatherma
(Adriitico (Oriente, norte da
alta salinidade) Africa)
Figura 81: Provavel filogenia dos membros da superespécies C.

ericaefolia (Giaccone & Bruni, 1971 >%%°

208



Portanto, C. tamariscifolia deve sgser a mais antiga das
trés e C. mediterranea f. microstenotherma, proveniente de aguas
mais frias (préximas a Banyls-sur-Mer, Franca> deveria ser a
espécie mais recente, principalmente pelo isolamento geografico
desta area. Além disso, existe a suspeita de que C. stricta e C.
mediterranea sejam variedades da mesma espécie. Esta hip6tese
dificilmente pode ser sustentada pelos indices taxondmicos e

concorda com a afirmagao de Roberts 1978>%?7%

de que ‘“apenas
diferengas no habit.o n3do constituem critério valido de
classificagdo morfolégica®”.

Finalmente, nossos resultados est3io de acordo com estas
observaces e com a Teoria de Evolugdo M:lcrcomolecular‘,s que
estabelece que um t.axon mais avangado apresenta indices
taxondémicos mais altos.

Deve~-se  ressaltar que variagSes importantes foram
detectadas nas concentrages de alguns destes metabdlitos
secundarios, onde alguns terpenos estiveram presentes somente em
plantas jovens. Isto, é claro, n3o invalida o uso dos
meroditerpenos como marcadores taxonémicos e/ou filogenéticos, mas
provam que ha variag@es na regulagdo | das atividades das enzimas
envolvidas na produgdoc de terpenos. Isto deve ser considerado nas
interpretagtes taxondmicas dos dados fitoquimicos.

Como mencionado na Introducg3o, a presenga de
meroditerpenos foi relatada em outros géneros de Cystoseiraceae.

A substancia do tipo “amentano” <(e.g. bifurcarenona), encontrada
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em C. mediterranea, . stricta e C. tamariscifolia, foi também

isolada de Bifurcaria galapagensis (Cystoseiraceae, Fucales -

Ilhas Galapagos, Oc. Pacifico). Similarmente, Halidrys siliquosa
(Cystoseiraceae, Fucales -~ Escécia, Oc. Alantico> também produz
meroditerpenos. Este fato evidencia uma relagdo préxima entre

todos estes géneros e pode ser Gtil nos estudos taxondmicos da

familia Cyst.oseiraceae.

4.2.2.1, CONSIDERACUES TAXONSBMICAS PARA A ORDEM FUCALES

Dentre os representantes da ordem Fucales, apenas duas

familias foram est.udadas quimicamente, Cyst.oseiraceae e
Sargassaceae.
Dentre os treze géneros conhecidos da familia

Cystoseiraceae, apenas quatro foram quimicamente analisados:
Bifurcaria <Oc. Atlantico e Pacifico), Cystophora <Oc. Pacifico),
Cystoseira (Mar Mediterraneo) e Halidrys (Oc. Atantico)d.

A Tabela 43 (pag. 211> apresenta os diferentes géneros
pertencentes a familia Cystoseiraceae, local de coleta e os
respectivos numeros de diterpenos isolados de origem biossintética

mista (meroditerpenos) ou nio e degradados.
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Tabela 43: Ocorréncia e distribuigdo de diterpenos nos géneros da
familia Cyst.oseiraceae

GENEROS ESPECIES LOCAL nN®- DE TERPENOS

( N® de ) (COLETA) SIMPLES MISTAS TOTAL
Bifurcaria 2 Atlintico B 1 7

Paci{fico
. » »*m

Cystophora 5 Paci fico iz 7 19
Cystoseira 21 Medi terrianeo 15 79 o4
Halidrys 1 Atlantico - rat 6
(% : todos os diterpenos simples sdc degradados);
(%% : qgpenas uma substdncia é degradada’.

A Figura 82, exibe, graficamente, as médias de avango

evolutivo de esqueleto (AEe) versus o indice de oxidag3do (AEo) de

todos os esqueletos diterpenoidicos encontrados para cada género

da familia Cystoseiraceae.

Os resultados obtidos em nosso estudo revelaram que

Cystoseira
evolutivo
(AE = 0.04,
e
finalmente,

porém com

(Figura 82,

apresenta os maiores valores dos Iindices de avan?o
(AEe= 0.09, AE°= ~1.36), seguida por Bi furcaria
AE0= -1.37), Cystophora (AEe= 0.02, AEO= -1.49> e
pelo género Halidrys, com metabélitos mails oxidados

o menor indice de esqueleto (AEe= Zzero, AEO= -1,27>

pag. 212).
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AEq |
420 4
Halidrvs

p

-1.30 4
. , Cyst ira
Bifurcaria y‘t osew
L ]
-140 4
Cystophora

-150 4 ¢

) j " " f " ' + —t '

0.0l 0.05 0.0 AEe

Figura 82: AEe X AEO para todos os géneros quimicamente est.udados

da familia Cystoseiraceae

Tais resultados demonstraram que os diterpenos parecem
ser bons marcadores t.axonédmicos desta familia, distinguindo
efetivamente os géneros, até o moment.o, estudados.

A analise quantitativa dos diterpenos destes géneros
retrata a capacidade de sintese de substancias mais complexas
pelas espécies de Cystoseira, como os meroditerpenos irregulares,

e pela capacidade das espécies de Halidrys produzir apenas
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meroditerpenos aciclicos.

Os mais baixos valores taxontmicos encontrados em
Cystophora, em relagiao a Cystoseira, podem ser interpretados pela
predominante presenga de diterpenos degradados <{conhecidos como
farnesilacet.ona ou norditerpenos, isolados das espécies C.
moniliformis e Cystophora sp). A origem de varias destas
substincias degradadas pode susscitar davidas aos quimicos de
produtos naturais. Seriam estas substancias decorrentes da
degradagao de diterpenos ou carotentides 7 Porém, devemos
ressaltar que nunca foi observado nenhum carotendide de feoficea,
ou mesmo de qualquer outro grupo de algas relacionado
filogeneticamente com as feoficeas, que possua oxigenagdo no
C-Z.z"o Por este motivo, consideramos estes produtos como
resultantes de degradacgdo de diterpenos.

Por outro lado, poucas informag@es quimicas existem
sobre os membros da familia Sargassaceae. Esta estA representada
pela analise quimica apenas por Sargassum, o qual se caracteriza
pela produgdo de diterpenos degradados e meroditerpenos aciclicos.
Os indices taxonémicos observados foram de AEO= 001 e AEe= -1.37
e compreende 4 espécies e 19 diterpenos.

Com os resultados obtidos pelo nosso estudo com os

diterpenos de algas pardas, algumas perguntas podem ser feitas.

Serd a via metabélica formadora dos meroditerpenos

irregulares (predominantes no Mar Mediterraneo)> a mais recente?

213



As espécies com esqueletos derivados desta rota seriam as mais
evoluidas? Por outro lado, as espécies produtoras de diterpenos
aciclicos seriam as espécies mais antiga e /ou primitivas?

Sera que estes metabdlitos rearranjados fazem parte de
uma estratégia evolutiva para minimizar os efeitos da herbivoria,

nestas AareasT?

Para tantas perguntas, poucas respostas podem ser dadas
com base nos conhecimentos atuais. Entretanto, a partir de nossos
resultados podemos indicar os terpenos de origem biossintética
mista como os marcadores quimiossistematicos e filogenéticos mais
“evoluidos™ dentre os estudados até o momento em algas pardas.
Além disso, ¢é importante ressaltarmos que outras quest3es
fundamentais referentes aos sistemas marinhos podem ser elucidadas

através de uma mailor interacgdo entre quimicos e bidlogos.
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CAPITULO S

EXPERIMENTAL



5.1. ESPECIES COLETADAS E AREAS ESTUDADAS

Foram estudadas oito espécies pertencentes as ordens
Dictyotales e Fucales, coletadas em de trés regiSes diferentes.
Dent.re as Dictyotales, estudamos: Dictyota cervicornis Kitzing,
Dictyota dichotoma (Hudson> Lamouroux, Dictyota mertensti
(Martius) Kitzing, Dictyopteris delicatula Lamouroux, Dictyopteris
plagiogramma <MontagneY Vickers e, dentre as Fucales: Sargassum
filipendula Agardh e Sargassum jfurcatum Kiitzing.

S. Furcatum foi coletada na regido do mesolitoral,
enquanto D. cervicornis, D. dichotoma, D. mertensii e D.
delicatula na regido do infralitoral ,durante janeiro. /1990, na
Ponta do Pai Vitoério, Praia Rasa, Buzios, R]J.

A Praia Rasa caracteriza-se pela presenga de fundo
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arenosc e modo calmo, porém ocasiocnals ventos fortes provocam
turbidez na agua. Esta area é a mais rica em flora algal desta
regiao. Dentre as algas citadas acima, S. furcatum forma uma
faixa continua em toda extensdao do cost3o, constituindo—-se numa
caracteristica do local. Nesta faixa, assim como em toda area
compreendida entre Armagao de Buzios e Cabo Frio, S. furcatum ¢é a
espécie mais abundante e freqiiente, abrigando uma rica e variada
fauna associada>'

D. plagiogramma e S. filipendula foram coletadas na
regido do infralitoral, durante janeiro.1990, em Conceigdo de
Jacarei, Angra dos Reis, RJ (Figura 16, pag. 83D. A regiao
caracteriza-se pelo modo calmo e riqueza de espécies de feoficeas
(principalmente de Sargassum).

D. cervicornis foi também coletada na Baia da Ribeira,
Mambucaba, na regi3io do infralitoral em abril de 1990. A espécie
é caracteristica da regiio.

As algas foram lavadas com &gua do mar local e separadas
de sedimento, epifitas e outros organismps associados.

Todos exemplares estudados foram identificados pelos
Profs. Dra. Valéria L. Teixeira e Renato C. Pereira MSc), fixados
em formol a 4% em Hz0 destilada, herborizados e depositados no

Herbario Ficolégico da UFF, Niteréi.
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5.2. QUANTIFICALZO DOS FLOROTANINOS

A extragido dos florotaninos das algas umidas previamente
pesadas fol feita em acetona aquosa a 70% durante 24 h, no escuro
e a temperatura ambiente. Em seguida, a acetona foi evaporada sob
vacuo para obtengdo das fases aquosas. As fases aquosas, de
coloragdc escura, foram submetidas a diluigd@es com agua destilada
(variando conforme a fase aquosa).

A cada aliquota de 0,5 ml da fase aquosa ja diluida
foram adicionados 0,5 ml do reagente Folin-Denis e 5 ml de solugdo
de carbonato de calcio a 20%. A solugdo resultante foi mantida em
repouso durante 20 minutos, antes da medida de absorbancia em
espectrofotémetro Specol, a 725 nm, para determinagac dos fendis
totais; 02" 179.241-242 (polipeptideos, detergentes, uréia e &ter
dietilico tambéem dao respostas positivas ao reagente de
Folin-Denis),.

A fim de quantificar apenas os florotaninos destas
algas, outras aliquotas de 3 ml da fase aquosa de cada espécie
foram tratadas com 90 mg de po6 de pele cromada <(reage com
substancias tanantes). Esta mistura foi mantida em placa sob
agitagdo magnética e [filtrada. Deste filtrado, foi retirado 0,5
ml e repetido o processo acima descrito (reagente de Folin-Denis e

51,179,241

leitura espectrofotométrica a 725 nmd.

A diferenca entre os fendis totais e aqueles que n3o
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reagiram com o pé de pele cromada indica a quantidade de taninos
encontrados nas diferentes algas.s"z“_z‘z

Uma curva padr3oc foi obtida utilizando-se floroglucinol
anidro, uma vez que este apresenta reatividade e valores de
absorbancia similares Aqueles polimeros encontrados nas algas
pardas. Assim, as densidades oticas podem ser expressas em

quantidades de florotaninos equivalentes a floroglucinol 51,241-242

5.3. QUANTIFICACXO, ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DOS DITERPENOS E

ESTEROGIS

5.83.1. Aparelhos

Os espectros de absorgdc na regifico do ultraviocleta (UV)
foram registrados em aparelho Varl_an, DMS-80, utilizando-se
sol ventes de grau espectroscédpico.

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho (IV)
foram obtidos em aparelho Perkin-Elmer, modelo 1420. A técnica
utilizada para as amostras foi a do filme liquido entre janelas de
clorseto de soédico anidro. Os espectros estdo expressos em numero
de onda (cm™*) e foram calibrados com filme de de poliestireno

<1601 cm .
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H.

200 MHz; B 30,29 MHz)> foram determinados em espectrémetro
Briker AG-200, em solugdo de cloroférmio deuterado (referéncia
interna: tetrametilsilano). . Os deslocament.os quimicos sao
expressos em ppm na escala 6 e as constantes de acoplamento J> em
Hertz <(Hz). As letras s, d, t, m, 1 desigham a multiplicidade dos
sinais: singleto, dubleto, t.ripleto, multipleto e sinal largo.
Varias técnicas, como DEPT e bidimensional ‘H x ‘H - Homocosy,
foram utilizadas, quando necessArias.

Os dados espectrais de RMN ‘M dos diterpenos isolados
também foram comparados com os existentes num banco de dados de
122 diterpenos marinhos codificados (ciclos, ligagtes duplas,
grupos metila e fungdes oxigenadas) do género Dictyota. A busca
das informag®es se faz utilizando-se os recursos existentes no
programa "TOTALWORKS" de um micro-computador TK 3000.//e da
Microdigitall®

Os espectros de massa (EM) de baixa resolugdo <70 ev)
foram determinados em aparelho Micrqmass MM 12F e através do
acoplamento da cromatografia gasosa - espectrometria de massas
(CG-EM> em aparelho Hewlet.t Packard S987 A. Os fragmentos foram
descritos pela raz3io massa‘carga (n-/z), e suas intensidades
expressas em percentuais do pico base 100%).

A coluna cromatografica utilizada foi uma coluna capilar

de =silica fundida, de diaAmetro interno de 0,2 mm, comprimento de

50 m, 0,33 um de espessura de fase estacionaria SE-54 1%
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vinil - 5% fenil - metil - silicone). As amostras foram injetadas
e co-injetadas usando-se de 0,5 a 1 ul da solugao de esterdis
(dependendo da quantidade do produto), préviamente diluida em
CHaCl - As condig®es de analise foram as seguintes:
—Modo de Injegdo: sem divisdo de fluxo (“Splitless*),

Antes da amostra ser introduzida no injetor, a valvula
de divisdo ¢é fechada; assim praticamente toda a amostra vaporizada
na camara do injetor ¢ transferida através do fluxo de gas
carreador para dentro da coluna capilar. A injecdo sem divis3io
permite uma maior sensibilidade do que a injegdo com divis3o de
fluxo, o que ¢é muito importante quando a quantidade de amostra
disponivel ¢ muito pouca. A valvula de divisio deve ser reaberta
apos um periodo adequado a transferéncia de amostra para dentro da
coluna, a fim de purgar do sistema pequenas quantidades de
solvente?!?®
- Programagio de temperatura da coluna: 100 a 280.-10°¢ por minuto,
mais 60 min a temperatura final.

- Temperatura do injetor: 270° ¢

- Temperatura do detetor: 280° c

- Gas de arraste: Hidrogénio

=~ Energia de ionizac3o: 70 eV (Técnica de Impacto de Elétrons)

As analises por cromatografia em fase gasosa foram
efetuadas em um cromatoégrafo Hewlett Packard S890 B.

Para a separacdoc por cromatografia de adsorgaoc em coluna

(c.c.> usou-se gel de Kieselgel 60 (E. Merck-Darmstadt) de 0.06 a
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0.20 mm de diametro de particula. Na cromatografia em camada fina
qualitativa <(c.cf.> foram utilizadas placas Merck revestidas de
silica do tipo Kieselgel 60 HFzs4, com indicador de fluorescéncia.

As placas analiticas foram reveladas com luz
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm e
mediant.e borrifamento com solugdo de sulfato cérico a 2% em acido
sulfuarico, seguido de aqueciment.o, por alguns minutos.

A concentragdo dos extratos e das fragles eluidas de
celunas cromatograficas foi feita em evaporador rotatério em banho
de agua, a ~ 60°C, sob press3do reduzida (~ 30 mm Hgd Os solventes
higroscépicos foram secos e destilados antes de serem utilizados.

As purificacBes finais das fragles esteroidais foram
feitas atraveés de cristalizacgOes utilizando-se mistura dos
solventes EL,0-MeOH na proporgao de 1:1.

De uma maneira geral, para as finalidades do presente
t.rabalho, nao s3o necessarias amostras analiticamente puras.
Deste modo, propriedades como ponto de fus3o e dispersdo 6tica

rotatéria, que exigem alto grau de pureza, n3do foram incluidas.

5.3.2. Extracg3o
Antes de iniciar o processo de extragdo, todas as algas

frescas passaram por um procedimento padronizado de retirada do

excesso de agua, através de 10 rotagdes numa centrifuga manual
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doméstica (secador de verduras), para obtengdo dos pesos umidos.

Em seguida, 10 amostras da alga ''amida'" foram pesadas e
secas em estufa a 70° C por 24 h. As amostras foram novamente
pesadas e, pela média dos pesos obtidos d(antes e depois da
secagem> foi determinado o fator peso secospeso umido de cada
alga.

Todos os materiais uUmidos de D. cervicornis™ M=
Mambucaba, RJ) 125,0 ¢g>, D. cervicorni.s'B (B= Buzios, RJ) (230,0
g), D. dichotoma <5935,0 g>, D. mertensii (90,0 g>, D. delicatula
810,0 g>, D. plagiogramma 1,260 gd>, S. filipendula <200,0 g>, S.
furcatum <€650,0 g> foram extraidos em acetona, a temperatura
ambiente.

Este procedimento proporciona maior rapidez na extragao
de substancias lipofilicas, evitando o processo de secagem <(capaz
de originar artefatosd e o acumulo de inameros extratos de
polaridades distintas.

Os extratos aceténicos de cada espécie foram evaporados
sob vaAcuo e forneceram uma fase aquosa residual J(residuos D.
Estes residuos foram particionados exaustivamente com dois
solventes de polaridades diferentes: hexano e AcOEt.

As fases organicas obtidas (fase hexanica e fase AcOEtL)
foram analisadas por c.cf.. Os esterdis monoidroxilados foram
caracterizados por comparagao de Rf e cor resultante da revelagao
com sulfato cérico <(cor azul passando a roxa), tomando o©O

colesterol como padr3o. Sabe-se que nas condigdes utilizadas nao
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ha grande diferenga de Rf e cor para a maioria dos esterdis
monoidroxilados. Os diterpenos de Dictyota spp foram também
caracterizados através da comparagac com amostras auténticas ou,
simplesmente, através do comportamento das manchas em c.cf., uma
vez que a existéncia deste grupo de =substancias ¢é facilmente
reconhecivel quando empregado o sulfato cérico como revelador d{(cor
violeta passando a arroxeada).

As fases hexanica e em AcOEt de cada espécie, quando
apresentaram manchas caracteristicas das substancias de interesse
(ao serem analisados por ccf. e reveladas com sulfato céricod
foram reunidas, os solventes evaporados e os residuos (residuos
II> pesados. Obtiveram-se os seguintes pesos de residuo II em
cada caso: D. cervicornis“ 1,25 g>, D. ce-r-u‘icor*n‘i.s:B 1,45 g>, D.
dichotoma €6,65 g>, D. mertensiti 1,12 g>, D delicatula 4,4 g,
D. plagiogramma <7,2 g, Sargassum filipendula (900,0 mg>, S.
furcatum (1,32 g>.

A Tabela 44 <(pag. 225> apresenta o peso umido, a relagdo
peso seco/peso umido, o peso de est,eréis e a percentual de

esterdéis em cada espécie estudada.
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Tabela 44: Peso Umido,

relagdo peso umidos/peso seco,

peso do

esterol e percentual de esterdis nas diferentes espécies
analisadas

TAXA PESO P.SECO/ PESO DE ESTEROL

UMIDO P. UMIDO ESTEROL NA ALGA

(mg) (%) (mg) (%)

Dictyotales

Dictyota cervicarnis™ 1295,0 iz 1,8 0,01

Dictycta cervicarnis® 230,0 13 2,1 0,007

Dictyota d ichatoma® 595, 0 16 11,9 0,01

Dictyaota mertensii® 0,0 14 2,8 0,02

Dictyopteris delicatula® 810,0 =0 54,9 0,03

bictyvopteris pIagiogrammaA 1260,0 i4 16,8 0,01

Fucales

Sargassum filipendulaA 200,00 g 18% 45,3 0,1

Sargassum furcatum® 650,00 g 17% 108,0 0,1

legenda: M- alga coletada

A..

algas coletadas em Angra do Reis

em Mambucaba (RJ)

(RJ) ;

B- algas coletadas em Buziocs (RJ)
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5.3.3. Primeiro Fracionamento

Cada um dos residuos ((II> foi solubilizado em CHCI 5 Ou
CH,Cl!, e adicionado a silica (quantidade variadad. Apés a
evaporacac do solvente, os adsorventes contendo os materiais
adsorvidos de forma homogénea e secos foram adicionados ao topo de
colunas de gel de =silica e submetidos a rapida cromatografia,
utilizando os mesmos solventes mencionados acima (CHCI 3 Ou CHCI,D-

As fragOes coletadas (10, 25 ou 50 mb foram
concentradas, analisadas em placas cromatograficas e reveladas com
solugdo de sulfato cérico. Aquelas que mostraram cromatogramas

idénticos foram, entio, reunidas e codificadas.

5.3.4. Isolamento dos terpenos e esterdis para cada espécie de

alga

A Tabela 45 (pag. 227> resume os resultados das

cromatografias.
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Tabela 45:

Primeira cromatografia do residuo 1II e quantidades

finais de amostra para os diterpenos e fragfes esteroidais

Taxon Residuo Il Eluentes Fracfes Pesos Eluentes Pesos
{c6édigo) (Peso g) {(mg) finais (mg)
D.cer.™ 1,25 CH,CI 5 32-52 23,3 De/Ac 5% 1,8
B *
D.cer. 1,45 CH,C! 5-6 11,0,
13-21 58,7
22-30 13,0 Hex/ Aec 5% 2.1
D.dic. 6,65 CHCI 4 6-8 475,0"
10-22 930,0 Hex/ Ac S% 12,0
s
D.mer. 0,376 CHCIa 10-14 6,0*.
18-28 106,0
18-28 CHCI 4 2,8
D.del. 4,37 CH,Cl 5 25-38 Hex/ Ac 97 54,9
D.pla. 7.2 CHCI 4 17-35 Hex/ Ac 5% 16,5
S.fil. 0,900 CH,CI 5 21-38 45,3
S.fur. 1,32 CH,CI 5 7-31 106,0
= Mambucaba (RJ)
D.cer. = D. cervicornis = BUuzios (RJ)
D.dic. = D. dichotoma D.pla. = P. plagiogramma
D.mer. = D. mertensii S.fil. = §. filipendula
D.del. = D. delicatula S.fur. = 5. furcatum

- -
e -

ss-simbolo

dolastancs
guaianos

- f.esterotdal

2e?7

Dc=
Ac=
Hex=

diclorometano
acetona
hexano



Dictyota <:e,>r*v'i,cor*rnlsM
Para a primeira cromatografia em gel de silica foi

empregado CH,Cl, como solvente e obtidas 72 fragfGes de 25 ml

(residuo II= 1,25 g>). Destas, apenas as frag®es 32 a 52 foram
reunidas (frag3io esteroidal - 23,3 mg)> e submetidas a novos
fracionamentos cromat.ograficos em silica, com misturas de

solventes de CH,CI|,” acetona em proporgles crescentes de acetona,
para fornecer 1,8 mg de produtos esteroidais (f.e., = 0.01%). As

demais frag®es nao foram estudadas.

Dictyota cervicornis®

O solvente utilizado foi o0 mesmo que na espécie
mencionada acima <CH2CI 27 Para 1,45 g de residuo II, foram
obtidas 65 fragBes de 25 ml cada uma. As fracgBes 5 a 6 (Dc-2,
11.0 mg - 003%> e 13 a 21 Dc-1, 587 mg - 0.2%> constituiam-se
de substancias oleosas diterpenoidicas (dolastanos). As fragQes
mais polares de 22 a 30 (frac¢io esteroidal= 13,0 mgd, foram
reunidas e recromatografadas em gel _de silica <¢(hexano/acetona -

95:5>, fornecendo 2,1 mg (f.e.,= 0,007%> do produto puro. As

2

demais frag@es nio foram estudadas.

Dictyota dichotoma
Os 6,65 ¢ de residuo 1I foram eluidos em CHC! 5
fornecendo 354 fragSes de 25 ml cada. Destas, as fragOes 6 a B

reunidas Dd-1= 475,0 mg — ~ 0,52 apresentaram em c.c.f. uma
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mancha violeta preponderante, bastante apolar, com valor de R
igual a 0,88, apés revelagido em sulfato cérico. Esta mancha foi
comparada com uma amostra auténtica de pachydictyol A, um
diterpeno do tipo guaiano prenilado, havendo coincidéncia de R_.
Por outro lado, as fragdes esteroidais 10 a 22 reunidas (930,0 mg>
foram submetidas a novos fracionamentos por c.c. em silica,
através da mistura de solventes hexano/acetona em proporgdes
crescentes de acetona, fornecendo 11,9 mg de produtos esteroidais
(f.e.,= 0,01%). A purificagdo destes produtos completou-se por
cristalizagdes em EL:O/MeOH 1:1D. As demais fragdes ndao foram

estudadas.

Dictvota mertensit

Os 395,55 mg do residuo II guando cromatografados em
CHCl , forneceram 55 fragBes de 10 ml cada. Ap6s a reunilo das
fragBes semelhantes, verificamos quatro manchas preponderantes no
cromatograma (apenas duas foram estudadas). Destas, as fragdes de
10 a 14 MDOm1= 7,0 mg.- 0,05%> mostraram-se idénticas as
fragdes de 6 a 8 reunidas de Dictyota dichotoma, indicando também
a presenga de pachydictyol A. As fragBes de 18 a 28 reunidas
(106,0 mg> foram recromatografadas em coluna de gel de silica,
utilizando hexano/acetona (95:5) como eluente, fornecendo um
diterpeno do tipo guaiano prenilado DOm—-2= 10,0 mg - 0,062%>
caracteristico desta espécie e uma mancha azul um pouco mais polar

que Dm—2 <(pouca quantidade em c.c.f.), caracteristica da frac3o
»
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esteroidal (f.e.“= 2,8 mg - 0,02%)D. As demais fragdes nao foram

estudadas.

Dictvopteris delicatula

Para 4,37 g de residuo II, usando CH,Cl, como eluente,
854 frag®es de 25 ml foram obtidas. Destas, apenas as fragles
25 a 38 (219,0 mg> foram submetidas a c.c. em silica fornecendo
54,9 mg da fracao esteroidal f.e.g= 0,03%>, que por sua vez foi
purificada através de cristalizagOes. As demais frag@es n3ao foram

estudadas.

Dictyopteris plagiogramma

Do primeiro fracionamento em CHCI 3 resultaram 66 fragles
de 25 mil. Apesar de existirem outras manchas com coloragOes
caracteristicas de terpenos no cromatograma, apenas as substancias
que continham o mesmo Rf e coloragdoc que o colesterol nas

frag®es 17 a 35 foram estudadas fragao estercoidal - 1,12 g>.

Estas fragUes foram submetidas a novos fracionamentos em c.c. de

silica até a obtengao dos produt.os esteroidais
(f.e.g= 16,5 mg -~ 00,0126, que passaram pelo processo de
cristalizagdo para sua purificagdo final. As demais frag®es ndo

foram estudadas.

Sargassum filipendula

A primeira cromatografia em CH,CI 5 de seu residuo IX
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(900,0 mg> proporcionou 57 fragdes de 25 ml Destas, as fracgfes
21 a 38 (fracao esteroidal, f.e.,=45,3 mg - 0,1%> foram unidas e

cristalizadas para obtengdo do produto puro. As demais frages

naoc foram estudadas.

Sargassum furcatum

Neste caso fol também empregado CH,Cl, como eluente para

a primeira cromatografia do residuo 1,32 g> e obtivemos
43 fragCes de 20 ml. Destas, as fragfes 7 a 31 (fracao
esteroidal, f.e.g= 106,0 mg - 0,1%> foram cristalizadas. As

demais frag@es nao foram estudadas.

5.4. DADOS ESPECTRAIS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

5.4.1. DITERPENOS

5.4.1.1. Substincia Dc-1

—uy : AM®OY - 243 nm (e= 5.850)

max

(Figura 20, pag. 85>
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filme

-1V . v

méx.

1380, 1230,
910, 860, 740

(Figura 21, pag. 86>

- RMN 'H (200 MHz, &, CDCl,, TMS como padrio interno)

0.91 (3H,s>;

(3H,d, ]J= 7.4);

1.05

(3H,d,J=

1.33 (3H,s);

3600, 2960, 2920, 2870, 1740, 1640, 1450,
1170, 1040, 1020, 980, 960,

7.4>, 1.09

2.16 (3H,s);

4.80 <1H,ls)>; 4.85 (1H,t>; 4.91 (1H,lsD;

5.30 (1H,dd>; 5.60 (1H,lsD

(Figura 22, pag. 87>

- RMN *c <50,29 MHz, &, cDCi 5 TMS como padro interno>

19.90  <qQ;

(Q; 25.47

27.40 <q2;
(s); 45.51
82.17 dd);

d>; 149.40

169.00 (q>

21.29
dd;
30.56
(é);
109.40

(s);

(@; 22.00
26.70  <(tD;
t>; 4163
50.85  (tD;
td; 11231

151.33 (sd;

(Figura 23, pag. 88>
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- DEPT (50,29 MH=z, &, cDCi 3> TMS como padr3o internod

90°
CCHY

135°
<(CH e CHy>

135°
(CH,)

5.4.1.2. Substincia Dc-2

MeOH

25.47 CCc-17>; 82.17 <(c-4Y; 112.31 Cc-7>;

125.50 <(Cc-10>

19.92 (Me=20>; 22.00 (Me-18D;

21.99 (Me-19 e QgCOMeDY; 25.47 <(C-17D;

27 .44 (Me~16); 82.17 (C-4>; 112.31 (C-7);
125.50 <(c-10>

27.14 CC-32; 27.44 (?>; 30.56 (Cc-2D;
41.63 <(Cc-11>; 50.85 <(C-13>

(Figura 24, pag. 89>

Uy : A = 229 nm (g= 2600

max

filme
-1V : v {cm )
max.

(Figura 28, pag. 94>

3500, 2920, 2900, 1850, 1660, 1480, 1440,

1290, 940, 840

(Figura 26, pag. 95
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- RMN 'H <200 MHz, &, CDCl,, TMS como padr3o interno)
0.82 <(3H,s); 1.04 3H,d,J= 6.7 Hz>; 1.07
(3H,d,]J= 6.7 Hz)>; 1.30 (3H,s2; 2.97
(1H,dd,J= 4.7 e 157 Hz); 4.68 «H,ls);
4.81 (1H,1s>; 5.39 1H,dd,J= 4.7 e 95 HzD

C(Figura 27, pag. 96>

- Espectro de RMN ‘H bidimensional <'H x 'H HOMOCOSY>

(Figura 28, pag. 97>

- RMN 130 50,29 MHz, &, cocl 3> TMS como padr3o interno>
19.72 (q>; 22.06 «>; 22.16 (q>; 2551
d>; 2739 «r; 29.69 t>; 3198 .D;
34.97 .D; 37.10 (D 41.40 (sJ; 43.25
t>; 45.30 (s>; 50.80 t>; 79.45 s);
108.50 d>; 11435 d>; 124.66 d>;
149.71 (s=>; 153.80 (s); 154.01 (D

(Figura 29, pag. 98D
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- DEPT <50,29 MHz, &, CDCIl 5, TMS como padr3o interno)

[}

0" - 25.51 <C-17>; 114.35 (C-7>; 124.66 <C-10D
«cH>
135° 19.72 (Me=20>; 22.06 (Me~18>; 22.16 (Me~19D;

25.51 (C-17>; 27.39 (Me-16Y; 114.35 (C-7D;

124 .66 (C-10>

135° - 28.90 (C-3); 31.98 <C-4>; 34.97 (C-6);
CCHY?
37.10 <C-2); 43.25 <c-11>; 50.80 <C-13>;
108.50 (C-15>

(Figura 30, pag. 99

5.4.1.3. Substincia Dm-2

filme

IV ;o em = 3448, 2924, 2882, 1725, 1480, 1375,
) 1218, 1078, 758, B77

méx.
(Figura 32, pag. 107>
- RMN 'H <200 MH=z, &, cDcy 3> TMS como padr3o interno)

1.28 (3H,s>; 1.46 (3H,s>; 1.54 (3H,s2;

1.80 (3H,d>; 2.00 (3H,s); 3.79 (1H,t, J=
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7.2); 4.18 (1H,dd, J= 3.0 e 7.8); 4.75
(2H,m,W1. 2= 7.8); 5.32 (1H,m,Wi 2= 6.2)

(Figura 33, pag. 108>

- RMN *°C (50,29 MHz, &, CDCl 5, TMS como padr3o internod

1592 (@ 2225 (@) 2259 (q; 22.67
(L>; 22,67 (@5 2456 (Q; 2596 (b
33.96 (td>; 35.06 (td>; 4045 (L>; 46.03
(d>; 50.06 <d>; 59.43 (d; 7340 (d;
8214 (s>; 8359 (d>; 8699 (s> 107.33
(t>;  123.71  (dd; 14202 (s); 152.28  (s);
170.62 (s

(Figura 34, pag. 108>

- DEPT <50,29 MHz, &, cDCI 3> IMS como padrao interno)
[}

90 46.02 <(C-1>; S50.06 (C-7>; 59.43 (c-5);

73.40 (C-6)>; 83.59 <(C-14>; 123.71 (C-3>

135° 15.92 (Me-17); 22.59 (OCOMe>; 22.67 (Me-20)
(CHy e CH>
e (Me~16); 24.56 (Me-19); 46.02 (C-1);
50.05 (C-7); 59.42 (C-5); 73.38 (C-6);
83.59 (C-14)>; 123.71 C(C-3>
135° 22.67 (c-87>; 25.95 (C-13>; 33.95 (Cc-2D;
CCHyY
35.05 <(C-12)>; 40.44 (C-9>; 107.33 <(C-18)

(Figura 35, pag. 1100
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5.4.2. ESTEROIS - EM (70 eV): mr/z (% abundancia relativa)

5.4.2.14. 22-dehidro-colesterol <(22-DHC)
384 M 75>; 369 19>, 366 (17.8>; 351
252; (702; 285 (18); 282 (11); 273 (26.2)
271 (37.5); 255 (57.3); 241 (8.5); 229
B.7>; 213 19); 199 12.5)>; 185 10);
173 (13.5); 160 (33.7)>; 145 (37.8);

(Figura 39, pag. 121D

5.4.2.2. Colesterol
386 (M+' 1003; 371 <(41>; 368 <48)>; 301
47.5>; 273 (48)>; 273 (17.8); 255 (21);
229 d18); 213 (262; 161 26>; 1485 (33);
105 <(41>; 53 (B7>(33)>;105 (41)>; 53 87D

(Figura 42, pag 124D

5.4.2.3. Sa-colestan-3f3-ol
388 (M+', 30>; 373 (27>; 370 (2>; 355 UM;
281 (7.5); 262 (B); 248 <(6); 233 (41);
218 <(41); 207 C125>; 165 155; 93 Q20>;

43 100D

237



(Figura 64, pag. 148)

5.4.2.4. Brassicasterol
398 (M+', 100>; 383 <16>; 3B0 12.5); 365
30>; 337 U7.5); 314 <125); 300 <C475);
273 AU3D>; 271 475)>; 255 (B2); 229 UOD;
213 A7.5>; 199 (125)>; 145 (33,3); 91
38>; 55 (90>

(Figura 44,pag. 128>

5.4.2.5. 24-deidro-24-metil-colesterol <(24-DHMQC)
398 (M+', 100>; 383 <(32)>; 380 (18); 365
(325>; 328 (9)3; 314 ((78); 299 (48);
273 8>; 271 37.5>; 255 A6>; 229
(225>; 213 (32)>; 189 (27.3>; 108 <425);
55 (72.8>

(Figura 46, pag. 127>

5.4.2.6. 24-metileno~colesterol {(chalinasterol)
398 (M+', 12.5)>; 383 (C(20); 380 (B); 368
(14); 316 <4>; 314 100>; 300 (38); 296

125)>; 281 (27.5); 271 ((39); 255 (7.8);
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5.4.2.7.

5.4.2.8.

5.4.2.9.

229 (21); 213 (19)>; 145 (24); 105 (22.5);
91 (33.8)>; 583 67.5>

(Figura 48, pag. 129

Fucost.erol
412 (M+', 10D; 397 «(8); 379 (6>; 316 (3);
314 <100>; 300 30>; 296 12.5>; 281
27.57; 271 12>; 285 6; 229 €22.5);
213 13); 199 (7.5>; 145 17.5>;, 91 25);
55 (87.5>

(Figura 50, pag 130>

mistura de 24F-etilcolesterol e fucosterol
414 C(30); 412 <(K6)>; 399 <(14); 396
AA7>; 381 15); 329 (22.5>; 314 <100);
300 <C27.5); 296 12>; 281 (26>; 271 U2);
255 14); 229- €24>; 213 75> 148 U775
108 (28); 88 (47.5); 43 46>

(Figura 54, pag. 135>

M 414 d(desconhecido)

414 (8); 398 UB); 397 (BO); 369 (21);
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328 (8); 312 (19>; 285 100); 270 18);

245 25>; 230 26>

(Figura 65, pag. 148)

5.4.2.10. M 426 (desconhecido)
426 <(15>; 411 (6); 408 <(2.5); 393 d4);
367 (5); 326 (3); 314 (15); 299 (13); 295
(18); 271 C100>; 283 (20>; 229 (4>; 213

(12.8); 137 17.5>; 95 (38)>; 58 (38>

CFigura 52, pag. 131D

5.4.3. ESTERGIS (EM das misturas) (70 eV mr/z (% abundancia

relativad

5.4.3.1. Dictyota dichotoma

430¢15), 414C(3), 412(35), 402C15),
400(8>, 398(20)>, 388(5), 386(40)>, 384(8D

(Figura 57, pag. 1392

85.4.3.2. Dictyopteris delicatula

430012), 428200, 426¢15>, 41418,
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412C20D, 402C15), 400(17), 398C17),
388(8), 386C(60>, 384(50>

(Figura 60, pag. 143>

5.4.3.3. Dictyopteris plagiogramma
41429, 41225, 400(30), 398(32),
388(22)>, 386(85)>, 384(30D

(Figura 62, pag. 145>

5.4.3.4. Sargassum furcatum
414C9>, 412C600, 410(8D, 402¢(8D, 400(9),
398(15)>, 386C45)

(Figura 68, pag. 152>

5.5. TESTES DE HERBIVORIA

Para os testes de pastagem, discos 20 mm de didmetro)
da alga verde Ulva fasciata Delile foram inicialmente pesados e
recobertos com uma solugdo em éter dietilico dos metabélitos

testados: Dm-1  d(dictyol H>, Dc~1 (KBV-6) e fragao esteroidal
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r .e.i), de modo que as concentragfes finais dos mesmos sobre a
alga fossem trés valores em torno da natural Jd(geralmente: uma
concentragdo menor que a natural, concentragdo natural e
concentracgio acima da naturald.

Antes de iniciar o experimento, os herbivoros
crustaceos, anfipodas, Parhyale hawaiensis Dala, foram deixados
sem alimentagao durante um periodo de 24 horas. Este herbivoro
associado a S. furcatum na Praia Rasa, Bazios ({R]J> fol escolhido
por ser abundante nesta area de estudo.

Estes testes foram efetuados em vinte aquarios 3
aerados contendo dez anfipodas cada e ciclo natural de lu=z.
Quinze aquarios continham, cada um, um disco de alga condicionado
com o produto testade (5 aquarios para cada concentragdo> e 10
anfipodas; outros cinco foram |utilizados como aquarios para
controle, ou seja, alga sem produto e com anfipodas. Foi
utilizado mais um aquario com alga sem produto e sem anfipodas com
o objetivo de corrigir a determinagdoc da massa umida inicial de
todas as algas para que pudéssemos controlar possiveis mudangas
que por ventura n3do fossem causadas pelos herbivoros.

Ap6s 24 hs de experimento, as algas foram retiradas dos
aquarios e novamente pesadas a fim de determinar a possivel perda

de biomassa causada pelos predadores e as variagBes autogénicas.
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5.5.14. Tratamento dos dados

Os resultados foram analisados estatisticamente atraveés
da aplicag@o do Teste t d(de StudentD. Este teste compara duas
médias, relativas a mesma variavel quantitativa, referindo-se a
duas populagles cujas variancias, embora desconhecidas, s3oc iguais
(o experimentador, técnicas utilizadas e a preparagdo das amostras
foram as mesmas, n3do havendo motivo para supor que as populagles
se jam diferentes). Este teste indica se as médias s3o iguais ou
diferentes dentro de uma determinada margem de significancia

Cp <0,05%>%4¢

As férmulas empregadas s3o:

,-(i - ;‘2
t = , onde:
n n
1 2
(n - 1>.S> + ¢n_ - 1>.58° - zcx‘ - x>
Sz = 4 1 2 2 o Sz - 4 1
n +n -2 ’ 1 n -1
1 2 1

(;(1 é a meédia dos n valores xi medidos no experimento 1 (seja um
dos testes de herbivoria); o= valores com subscrito 2 se referem

ao experimento 2 (seja o controle), e se definem analogamente.)
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CAPITULO o6

CONCLUSOJES



A primeira vista, a grande quantidade e diversidade de
herbivoros nos mares tropicais deveria levar a produgdc abundante
e diversificada de defesas quimicas por parte das algas.

Entretanto, nem sempre estas expectativas tém sido
constatadas. Nas algas pardas de mares tropicais temos verificado
redugdes nas concentragdes es/ou variedade das classes de
metaboélitos secundarios produzidos, em comparagao as mesmas algas
em ambientes t.emperados.

‘ Nossos resultados fitoquimicos indicaram wum balango na
produgio de trés classes de substancias: taninos, terpenos e
esterdis, As algas com alto teor .de esterdis (Fucales) n3o
possuem terpenos ou apenas pequenas quantidades deles, enquanto as
Dictyotales, que s3o ricas em terpenos, apresentam baixos niveis
de esterdéis. Por outro lado, os taninos, surpreendentemente, tém
sido encontrados em baixos niveis de concentragdco em nosso
ecossistema, o que difere drasticamente do que ocorre em regites

temperadas.
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Por que seria que determinadas rotas biossintéticas agem
mais, ou menos intensamente em cada caso? Que fatores podem ter
causado o desvio destas rotas?

E dificil responder a estas questdes. Os desvios
encontrados nas rotas biossintéticas das ordens Dictyotales e
Fucales deveriam estar relacionados com diferentes estratégias de
defesas quimicas destas algas contra os predadores. No entanto,
os testes de herbivoria realizados neste estudo mostraram que as
substancias empregadas (metabélitos secundarios destas algas) s3o
inativas frente a pastagem pelo anfipoda P. hawaiensis (empregado
como representante dos predadores destas algas), Muito pouco
podemos comentar sobre este fato. Os estudos em ecologia quimica
marinha est3o apenas se iniciandoe em nosso pais51 e, além disso,
ndo existem estudos que demonstrem que os anfipodas ou qualquer
outro herbivoro tenham exercido uma press3o seletiva na produgdo
de metabdédlitos secundarios nas macroalgas. Pelo contrario, ha
raz8es para acreditar que esses anfipodas s3do dos poucos
herbivoros marinhos capazes de especializarem-se em seus habitos
de pastagem. Portanto, é possivel qué a escolha desta classe de
herbivoro n3o tenha sido das mais adequadas. Deste modo, é
provavel que estes mesmos metabdlitos se Jam ativos frente a outros
predadores potenciais encontrados no mesmo ecossistema. Com base
nestes resultados, podemos sugerir também que outros fatores
ambientais, além da herbivoria, podem estar influenciando a

produgio destas substancias.
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E importante lembrar que substAncias estruturalmente
similares podem diferir drasticamente nos efeitos sobre a
preferéncia alimentar dos herbivoros.

Por outro lado, sera que existe alguma relagdc entre a
produgdo destas substancias e a posigdc filogenética destas
ordens?

Como mencionado anteriormente, Dictyotales e Fucales s3o
consideradas ordens morfologicamente evoluidas. Ao contrario da
ordem Fucales, com caracteristicas morfo-fisiolégicas tipicas de
formas sucessionais avangadas (Tabela 2, pag. 18> e ciclo
biolégico haplobiéntico {com planta macroscopica dipléide e
gametas hapléides), a ordem Dictyotalexs apresenta caracteristicas
de ambas categorias J(oportunistas e sucessionais avangadas) e um
ciclo de vida com formagdo de duas plantas, uma hapléide e outra
dipléide, macroscépicas. A principio nenhuma correlagdo aparente
parece existir. Deve-se ressaltar, no entanto, que ambas s3o0
evoluidas e produtoras de terpenos, embora existam variagdes na
sua capacidade de sintese.

Os resultados quimiossisteméticos obtidos para estas
ordens comprovaram a utilizagi3c dos terpenos, sejam eles de origem
biossintética mista ou nio, como bons marcadores taxonémicos.

Sera que as espécies produtora de meroterpenos podem ser
consideradas as mais evoluidas da divis3o? Serd que a produgdo
destas substancias podem estar relacionadas com estratégias de

defesa frente aos predadores? Serda que a produgao dos

247



meroterpenos esta relacionada com determinadas gituagdes
geograficas especiais?

Inicialmente, sugerimos a divis3o da ordem Dictyotales
em trés familias distintas devido a grande diferenga dos seus
constituintes quimicos. O grupo ‘'Dictyota" caracteriza-se pela
produgcao de diterpenos simples, o grupo "Dictyopteris", por
sesquiterpenos simples ou de origem biossintética mista e o grupo
“Taonia'”, por meroditerpenos. Por outro lado, apenas duas
familias, dentre as sete existentes para ordem Fucales, foram
estudadas fitoquimicamente. Os diterpenos de Cystoseiraceae
mostraram ser bons marcadores desta familia distinguindo
efetivamente os géneros. A analise quantitativa de Cystoseira
retratou clarament.e que as espécies capazes de produzir
meroditerpenos irregulares, C. stricta, C. mediterranea e C.
tamariscifolia, sio as mais evoluidas.

Nossos resultados além de relacionar fortemente com os
dados botanicos, corroboraram a Teoria de Evolugdo Micromolecular
que afirma que niveis de oxidag8c e complexidade estrutural mais
altos s3o0 caracteristicos de componentés mais avangados dentro de
um taxon (Primeira parte do segundo principio de evolugao
Micromolecular).

Torna~se evidente a necessidade de estudos sobre a
defesa quimica de algas em diferentes regilBes geograficas, com
diferentes tipos de herbivoros, com diferentes concentracdes e

com diferentes especificidades estruturais.
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