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RESUMO:

A divisdo Phaeophyta caracteriza-se pela produg@io de substdncias volateis
que atuam como feromonios sexuais e seu uso como marcadores taxondmicos
potenciais tem sido sugerido. Por outro lado, dentre os representantes desta divisdo,
os géneros Dictyota, Diolophus, Glossophota, Pachydictyon, Stoechospermus e
Spatoglossum (Dictyotaceae) tém exibido uma grande variedade de diterpenos, os
quais se revelaram bons marcadores taxondnicos. Entre eles, os guaianos prenilados
mostraram ampla distribuigdo geografica, tendo sido observados em praticamente

todos os mares do mundo, faltando, no entanto, dados relativos ao oceano Atlantico.

O presente trabalho analisou 0 uso dos feromdnios sexuais como marcadores
quimiotaxondmicos e filogenéticos da divisdo Phaeophyta, a distribuigdo geografica
dos guaianos prenilados das Dictyotaceae, bem como a sugerida sinonimia entre
Dictyota mertensii e D. Dentata através do estudo fitoquimico de seus diterpenos.
Para analise taxonomica foram calculados indices taxondmicos que caracterizam um
dado taxon por sua composi¢do quimica. Para o estudo fitoquimico foram
empregados os métodos usuais de extragéio, isolamento e purificagio de produtos
naturais. Os diterpenos ¢ demais substincias isoladas foram identificadas com o

auxilio de métodos espectroscopicos e comparados com dados da literatura.
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ABSTRACT:

The Phaeophyta division is characterized by the production of volatile
substances, that actuate as sexual pheromones and their use as taxonomic markers
has been suggested. Among the genera of this division Dictyota, Diplophus,
Glossophora, Pachydictyon, Stoechospermum and Spatoglossum (Dictyotaceae)
have shown a large variety of diterpenes that appeared to be good taxonomic
markers in an early study. Among them, the prenylated guaianes exhibit large
geographic distribution, and they have been observed around the world, however,

there is no data related to Atlantic ocean.

The present work objectives the analysis and the use of sexual pheromones as
chemotaxonomic and phylogenetic markers of Phaephyta division, the geographic
distribution of prenylated guaianes in Dictyotaceae and the synonimy between
Dictyota mertensii and D. dentata by phytochemical studies of its terpenes. For
taxonomic analysis were used the statistic techniques that characterize a taxon by its
own chemical composition. For phytochemical study were employed the usual
techniques of extraction, isolation and purification of natural products. The isolated
diterpenes and others substances were identified by spectroscopic methods, and

compared with literature data.
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APENDI CE:

No texto, algumas designhagBes foram escritas com
base na literatura, cujas origens est3Io vinculadas a nomes
cientificos de algas , outros organismos marinhos (género=s ou
espécies), ou mesmo locais de coleta. Algumas dessas
palavras nXo encontram paralelo em nossa lingua, por este

motivo se encontram abailxo destacadas:

Fucoserrateno Fusicocecinano
Fipavarreno Chromophycano
Cystophoreno Dichotomano
CGi ffordeno

Dictyoptereno

Pachydictyol

..dicty. ..

Dol abellano

Spatano

Tethys

Stypoldiona

Dilophol

Epoxi dilophol ona

Occidentalano

Maaliano

XXV



1. INTRODUGCZO

A DivigZoe Phaecphyta1 inclul cerca de 2850 géneros de
algas pardas, constituinde um total de aproximadamente 1S00

ezpecies (40). Segunde WYNNE & LOISEAUX (1976 formam uma

classe uUnica Phaeophyceae, que se divide em 14 ordens. A
, . 2
maior parte de seus membros & litofitica®™ , alguns podem ser
3
endofiticos e outros, mais raramente, podem crescer

epit‘iticament.e4 sobre algumas macréfitasﬁ'C104D.

1. Divisdo que inclul tedas as algaz pardas.

2. Que se desenvolve no substrato (pedra,areia,etc).

3.Que vive no interior de ocutre vegetal.

4. Epifito - ser que se desenvelve sobre o talo de woutro
vegetal, que o) suporta fisicamente, mas n3o
nutricionalmente.

5. Macroalga ou vegetal =superior macroscépico que habita

> melo aguatico.



As algaz pardas =Zc encontradas quase exclusivamente
no habitat marinhe, sendo conhecidos apenas 7 gdneros em Agua

dore CHertbaudiel la, Pleurccladia, Bodanealla,

Pseudobodanel la, Sphacelarta, Lithoderma

D

Rhizorladiad(S0,32,40,164); outras ecpdéci ez marinhas s&o

observadas em Agua salobra e constituem parte importante da

flora estuarina de tede mundo.

A maiocria da= alga pardas de grande porte s3o

W

especies de aguas frias e formam grandes bancos ao longe das
costas do AtlaAntice Norte ClLaminaria, Alariad e do Pacifico
Norte C(Nereocystis, MacrocvstisdiCcS7). A.ordem Fucales ¢ bem
representada em Aaguas frias do hemisféric Sul CAustralia,
Tasmania, Nova Zelandia e Africad, com alguns géneros
amplamente distribuides nas regides intermares de Aguas
temper adas. Varias algas pardas sZo encontradas em Aguas das
reglSes tropical e sub~tropical, sendoe os membros=s dasz ordens

Dictyotales Chictvota, Padinad e Fucale=s (Sargassum,

[

Cvetos2irg? os mails comuns (57 Com relagiZo A coeosta
brasileira, OLIVEIRA FILHO (1977 comenta gue ‘“embora as
algas pardas apresentem uma diversidade® cerca de S vezes
mencor que a das vermelhas e 2 vezes menor gue das verdes,
constituem o grupo mais importante em termos de biomassa', e
finaliza "na costa Nordeste as Dictyotales formam o grupe
mais importante, ao passo que na costa Sudeste o© género

Sargassum responde sozinho pela maior parte da biomassa de

alga=z bentdnicaz*.

o



As Phaeophyta, em geral, possuem alto nivel de
diferenciacZoc morfoldgica e anatdmica em relag3o aos demais
grupes de algas (1040, NZe ha oéorréncia de organismos
unicelulareszs ou coloniais na divisZo (164> A estrutura
filamentosa ¢ considerada o tipo basico de modelo de
crescimente nas algas pardas, a partir da qual se derivam os

talos parenquimatoso7 e pseudoparenquimatoso8 57>,

¢. Variedade de géneros ou egpecies.

7. Constituido por tecido de célul as em geral
isodiamétricas, vivas, de paredes nio muito espessas,
com protoplazma apresse a elas e com grande vacuolo
central.

8. Que se assemelha a um tecide ou parénguima,

3



A célula vegetativa das Phaeophyta tem a parede
celular diferenciada em uma porg3o firme, mais interna e uma
por¢3o gelatinosa. mai= externa 39>, O principal
constituinte da por¢Zo mais interna & a Celuloze (I). A
Forg3c gelatinosa ¢ constituida por ficocoldides: o Acido
Alginico CII)>, que confere o azspecto gelatineso ao tale e a
Fucoidina CITIID que, por ser hidrdfilica previne o
ressecamento da alga em periodos ocazionais de exposi¢io ao
ar ¢392, A coleorag3c caracteristica das algas pardas C(de
verde oliva a marrom escured se deve A presenga de uma
Xantofila em particular, a Fucoxantina <¢IV. Alem da
fucoxantina, as Phaecophyta conteém outrés plgmentos como as
Clorefilas a CVD, c, e <, C164>, xantofilas como Viol axantina
CVI2>, Neoxantina CVII>, Diatoxantina CVIIID e Di adinoxantina
CIX>, e carotenos, dezstacando-se o f3.fi-caroteno CX) e o

ff.e-caroteno CXID (S7).

O amido n3c & observade come produte final da
fotossintese (39): o material de reserva mais abundante & 2
Laminarina ¢XIID, bem como oo Manitol CXIIID, tambem
amplamente distribuide entre as algas pardas. Os lipidios
estdo presentes em muitos géneros, especialmente nas ordens
Laminariales e Fucales, e o Fucostercl CXIV) & o esterol majis
comumente encontrade ¢(20). A calcificag3c da parede celular
@corre apenas em algumas espécies de Fadina, onde o Carbonate
de Calcio CCaC0;> ¢ depositado sob a forma de cristais de
Aragonita em bandas concéntricas na superficie do tale CIN

164>. Un grande numere de espécies contém amine-acides

4
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iodados; o Iode livre, Fotassio e alguns outroz minerais

tambeém ocorrem em muitas algas pardas (20).

I.A. ASPECTOS BIOLSOGICOS

I.A.1.REPRCDUGCAO

A reprodugio assexuada, nas formas mails zimples das
algaz pardas se processa em geral atraves da produg3c de

oros® ou por fragmentag¢3io (104D. A reprodug3o sexuada &

N
0
[
U]
o

caracterizada pela produg3o de gametas e incluil a isogandato

Cordens Ectocarpales, Chordariales, Dictyosiphonales), a
anisogam_ta11 (Sphacelariales, Cutleriales) e a oogamialz
CDesmarestiales, Sporochnales, Tilopteridales, Dictyotales,
Laminariales, Fucaleg)(57>. Os esporéfitos1s Cdipldides)
produzem os zodsporos Chapléides) que resultam da meiose, e
Y- tal liberados for mando a gerac¢io gametofitica. Os
gametofitos14 produzem o gametas, que apds a fusio formam o
zigoto CESQUEMA 1ID. As Phaeophyta apresentam 3 tipos de

-

alternancia de geracioiJ

a. izomérficoe - o esporéfito e © gametdfito s3o

morfologicamente idénticos, em proporg¢io e tamanho

9



CEctocarpales, Cutleriales, Dictyotales).

. hetercomertfica - o espordfite & macrozcopica e  henp
desenvelvido em tamanhe, enquanto o gametoéfito ¢ pequenc ou

microscépico e filamentose (membreos da ordem Laminarjales).

c. dipléntico - nIo hi forma de vida independente na geragio
qametofitica como nos cases anteriores; oAcorpo vegetal & o
ezpordfito e a etapa de redugZo tem lugar durante a formagXo
dos gametas. Todos os membros da ordem Fucales come Fucus e

Sargassum apresentam este tipo de ciclo de vida 104D,

o.Célula reprodutiva assexual movel, que se forma a
partir de um organismo imével.

10. Uni Zo sexual de isogametas, que s3o células
destinadas a copular com outras de idénticos caracteres
merfoldalicos.

11. Uni ¥ szexual de anisogametas. em geral denominados
gametas C+) e gametas (-); amboz sXeo moveis,

12. Processo de repreodugl3e sexual onde ha uniXo de um
gameta grande, pesadce e imével com outro Pequeno, movel,
geralmente flagelade ou ciliado., da qual resulta um
Zzigoto.

13. Organismo dipldide capaz de produzir esporos de
forma alternada, durante o processo de alternancia de
ger agfes,

14. Organismoz micro ou macroscoplicos responcaveis pela
produg3c de gametas.

15. Proce=ssce que consiste na formag3io alternada de dois

tipos de individuos: o esporéfito e o gametéfito.

1¢C '



As celulas reprédutivas mévels (zodsporos e gametas)
possuem um par de flagelos, de tamanho e organizaclo
diferentes, inseridoz lateralmente C(FIGURA 1) (40>: s=3o
encontradas algumas diferengas no que =se refere A sua
merfologia, maz estas podem ser interpretadas come formas

derivadasz (57>,

Desde a década de 70 muito tem-se estudade sobre a

existéncia de substAncias ativaz capazez de atuar na

localizag3o e atrag3ec dos gametas das algas pardas. Estas
substancias; denomi nadas feromodni os sexuais auxiliam (s}
processo de  reconhecimento dos gametas, propiciande a

fecundagio e pozsuem importincia decisiva ne processzo
reprodutive deste grupeo de algas. Alguns dos pezquisadores
dedicades ao estudo dos feroménies das Phaeophyta zugerem que
os mesmos talvez poszam ser utilizados como marcadores
quimiotaxondmicos. Ne Capitulo II vamos nos deter a um
estude pormenorizade destes feroménios, investigando mais

detalhadamente esta possibilidade.

11



FIGURA 1: Principais tipos de células mévels presentes nas
Phaeophyta. <i).Gameta biflagelado tipico da maieoria das
algas pardas; (ii2.Celula modificada pela perda de um
flagelo, caracteristica da ordem Dictyotales; (iiid.Gameta
especlializade (presenga de proboscis - =zetad, observade na

ordem Fucales (segundo BOLD & WYNNE,1978).

(i) Giii)

ESQUEMA I: Ciclo de vida das algas pardas pertencentes A

DivisZo Phaeophyvta (segundo BOLD & WYNNE,1978).
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I.B.FILOGENIA

Az algas pardaz representam um grupo muite anti go do
reino vegetal; =3o conhecidos fdésseis que datam da formagio
do Periodo Tridssice, al guns talvez da Era Paleoz&ica (280
milhSes de anosz)(39). . Esta claro gue as Phaecophyceae nXo

foram as responsiveis pela colonizacio do ambiente terrestre,

0]

J4 que seus pigmenteos sFo adaptados somente as condi¢Bes do

i
W
meioc aquatico. Contudo, as algasz pardas foram capazes de

ampliar sua complexidade estrutural e fisiolégica, que as

destaca em importaAncia no habitat marinho.

Acreditou-se gque az Phaeophyceae tivessem sua origem
nas algas verdes (Chlorophyta), JA4 que ambas devenm po=suir um
ancestral flagel ado comum 20D entretanto, algumas
caracteristicas puseram em duvida esta possibilidade. Nas
Phaecphyceae o3 flagelos sZo do tipo heterocontico!® i a
clorefila & esta ausente; os cromatét‘orosi7n’:§o possuem
lamelas fotossintéticas abundantes, e a estrutura das cristas

mitocondriais bem come o= produtos de reserva diferem

significativamente das algas verdez (20).

¥, Filtracio atrdves da coluna d'dgua.

i6. Que apresenta flagelos de diferentes tamanhos.
17. Cloroplastoz que contém outros pigmentos, além do

verde, 13



CHRISTENSEN (19864) propéds a separagio dos vegetals de
acordo com o tipo de piagmentagZo aparente, distinguinde assim
o= vegetais de cor predominantemente verde dos demais;
zegundo o autor as Phaeophyceae pertencem A divis3izon
Chromophyta. 0 esquema filogenético da FIGURA 2 fornece
informac®es sobre as possivel=z rela¢cBes entre as divigSes e
classes algais (B7D. Das formas vivas atuais, as
Phaeophyceae parecem apresentar alguma relag3o apenas com as
classes Chrysophyceae, Xantophyceae e Bacillariophyceae, e
tais semelhancas se baselam principalmente nos tipos de
material de reserva e nos pligmentos (fotossintéticos e
aceszoriosd. No entanto, muitas diferengas estruturais e
funcionais distinguem as Phaeophyceae destas classes algals,
0 gque sugere a existeéncia de uma ligagZ3o remota entre as

mesmas (20D.

Neste contexto, uma questIo ainda persiste: que tipo
de cicle de wvida €& © mais primitivo, o lsomérfico ou o
heteromérfico? Ou alternativamente, se €& possivel gue em
algum estagio primitivo de sua histdria evolutiva, as algas

tenham sido haplénticas18 (510,

18. Que possul um complemento cromessémico simples (nd,

constante.

14



VisBSes tradicionais sobre a filogenia das Phaeophyta
propBem a existéncia de um ancestral ectocarpdide, com ciclo
de wvida isomérfice (FRITSCH; PAPENFUSS;IN S1i). Evideéencias
recentes sustentam a hipdtese daz algas pardas terem eveolufdo
a partir de Criséfitas bent®dnicas marinhaz C(O'KELLY & FLOYD;
IN 51>, de talo parenquimatoso <CPEDERSEN; IN 51>, o que
reforga a possibilidade das algas pardas possuirem um
ancestral com cicle de vida do tipo heteromédrfico. A este
respeito, CLAYTON C1988B) afirma que ¢ provavel que as linhas
isomérfica e heteromérfica tenham divergido muite cedo
durante a evolug3c das algas pardas, e qgque este processo
tenha conduzide as varias ordens conhecidas atualmente.
Veremos no CAPITULO 11 que tais consideragdes, eminentemente
bioclégicas, podem ser essencliaiz para correta analise dos
ferom®nios sexuais como marcadores taxondmicos ou

filogenéticos.



FIGURA &: Arvore filogenética vegetal, onde =Xo indicadas as

possiveis relagBes entre as diversas DivisBSes e Classes

algais (segundo DAWES, 19862 .
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I.C. ASPECTOS QUIMICCS E FARMACOLSGICOS

Nas dltimas decadas, as pesquisas veltadas para a
quimica de algas foram muite estimuladas devide, pele mencos
em parte, a procura de substancias bicativas para possiveis
aplicag®es farmacoldégicas. E do conhecimente geral que as
algas marinhas s3o usadas com sucesso na medicina popular,
principalmente no Oriente. No entanto, muitos dos efeitos
benéficos observados encontram justificativa no alto conteudo
vitaminico e de =zais minerais presente nas algas (23). Por
outro lado, determinadas atividades bioldgicas resultam da
presengca de substancias particulares, como por exemple, o
acido a-kaﬁﬂxo(XV), isolado da alga vermelha Digenea simplex
e usada no Oriente ha varios milénios como anti-helmintico

(23>. A competig¢3c de mercado também foi responsavel, por

parte das industrias, pela procura de fontez inexploradas que

fornecessem mol ecul ag capazes de satisfazer as novasz
neceszidades do mercadoe consumidor. Para este fim, grande
nimer o de mol écul as biodinAmicas, por vezes com
estrut wras exéticas vém sendo isocladas a partir de uma
enorme  variedade de espeécies marinhas. As substancias

isoladas s3o testadas atravées de bio-ensaios especificos, que
fornecem informag®es sobre suas potencialidades. Entre as
di versas atividades observadas destacam-se: atividade
antibacteriana (18>, antiviral €187, fungicida (258),
antineoplasica cis8d, anti ~helmintica 23D, tdxica e

17



iectiotéxica (109D, noluzciecida (309D, deterrente (108>,

iniblidera da mitose (1312 e anti-convulsivante (153).

Ne contexto geral, as algas pardas se destacam por
apresentarem um perfil gquimico muitoe amplo e diversificado,
que varia desde hidrocarbonetoz simples a terpenos de
biozsintese mista, ou mesmo polifendis. Como exemplo de
substAncias do metabolismo primario podemos citar os polienos
CXVI> e (XVII>, isclados de Cvstophora torulosa C101), bem
como outro derivado de acidos graxos o
Heneicosa-1,6,9,12,15,18-hexaeno CXVIIID, de fucus
vestculaosus (105, Oz halofdrmios CXIXD, CXXD e C(XXID podem
ser usades comoe fumigantes, e s3Ee encontrados na alga parda
Ascophvllun nodosum C10&). Dictyopteris & um doz= géneros de
algaz que possul odor ativo, e seu odlec eszencial cujo
contetido lipidico varia em torno de 40% de seu peso, ¢
composto principalmente por hidrocarbonetos C-11 (262).
Este=z hidrocarbonetos aprezentam estruturas linearez comeo o
trans,cis-undeca-1,3,5-trienc CX¥XXIID, ou ciclicas como os
Dictvopterenos A CXXIIID e C* CXXIVD. Estes ultimoz tambem
podem ser produzidos por gametas de algas pardas durante a
reprodug3o, e siEe utilizados como feromdnios sexuais

CCAPITULO II>. O género Dictyopteris tem se destacado

como fonte de lipideos contendo enxofre: C(XXV) e CXXVID

c194>. Em Notheila anomala foram i=sol ados lipideocs
poliidroxilados - o B6,9—epoxinonadec-18-~eno~7,10-diol C(XXVIID
& um dos exemplos (315D, Alguns rfosfolipidecos também foram

registradez entre as algas pardas (247D,

18
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A composigiZe do Acido Alginiceo (IID> isolado de
diferentes algas pardas varia substancialmente. O Aacido
alglinico contém tres tipes de polimeros: um consicste
ecsencialmente de unidades de Acidoe D-manurénico, © segundo
de unidades de acide L-gulurdnico, e o terceiro de residuos
alternadez doz Acidoz D-manurdnico e L-gulurdnice (89D,
Estas diferengas na estrutura Y- Yo responsavel s pelas
diferentesz propriedadez e funcionalidades dos alginates. O=

+ + ++ ++
alginatoz de K, Na , Mg e Fe e amdnia, bem come oz zais

de am®nia-cilcie, =6dic-cdlcic e o alginateo-preopilencglicol

SF-1a) soluveis em Agua, se compor tando como coldides
hidrofilicos, e =230 amplamente  utilizados em diversasz
industrias como ezpessantes, emulsificantes e agentes
gelificantes. Por outro 1lado, polissacarideos como a

Fucoidina CIII> e a Laminarina (XII) +tém sido alve de muitas
investigagSes de interesse farmacoldégico. Derivados
sulfatados da Laminarina exibem atividade anticoagulante
C1545, enquante a Fucoidina, isolada da espécie Macrocvstis
pyvrtyera possul atividade antiviral. E, embora o mecani=z=mo
de ag3oc desta ultima niZc tenha sido elucidado, acredita-ce
que a mes=ma interfira na susceptividade de adsor¢Xoe e
penetra¢io do virus na célula hospedeira, ou interaja
diretamente com a particula viral formando compl exos
inibidores do viruz, diminuinde a taxa de liga¢XZo de wvirus
com a membrana celular C187). J& a Laminina CXXVIIID. um
Acide ami nado encontrado nos aéneros Laminartia,
Hetercchordaria e Analipus (712, =3¢ atribufdas atividades

hipocolesterolemiante e hipotenscera de curta durag3o C154).

=0



Com relagio ac metabolisme secundario, as algas
pardas =] di=tinguem principalmente na produgioe de
zubstanciaz fendlicaz = terpenolidicas. Muitos fendis Hderiwvam
de 2cide chigquimico via fenilalanina ou tiro=sina e , por esta
razio, =Xo usuyal mente compostos p-hidreoxilades. Mos
compastos aromdticos poliidroxilados que tém zua origem ne
acido chiquimice, o= padr&es de hidroxilacio s3o tipicamente
©s  observados ne  Catecol (XXIXD, Hidroquinona CXXX) e
Pirogalel CXXXID, 2nquante nes  fendis  derivados da wvia

pelicetidica as hidroxilas s¥o caracteristicamente dispostas

J

de forma meta. come no Rezoreinol CXXXIID e  no
Florogluecinel CXXXITIID C114>. O Alcool
3, 5-dibrome-4-hidroxi benzilico CXXXIVD e o Lanosol CXXXVD a3io
fendlis em Cd.C1 v 1svlados da alga Zonaria lournejortit
C12,13,30%) ; investigag¢®Bes posteriores forneceram mals dois
hovoz derdivados, CXXXVIY e CXXXVIID 208D, Florotanine ¢ a
designagio utilizada para varios tipos estruturails basicos
de polifendis: o=z fucdisz, floretdis, fucofloretéis, fuhalais=,
2ctis & floroecdis, entre outrosz. Oz fucdls s¥o oligdmeros
de Floroglucinol CXXXIIID cujos anéiz sXo conectadeos por
ligag®Bes C-C; o Tetrafucol CXXXVIIID> de Fucus vesiculosus &
um dos exemplos (91). Oz floretdis =Zo oligdmereos cujos
anéiz de floragluciﬁol estFo unides por ligac®Ses oter. Ezte
& o cazo do DMfleoretol CYXXXIX>, detectado em varios gener o
de algas pardas: Laminaria, Himanthalie, Cystosetira,
Halidrys, e Dictyota €91, A condensa¢3o das formas fucol e
floretol da origem a um outre tipe de florotanine - og

fucofloretdls. Em MHMimanthalia elongata, substaAncias como o
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Fucofloretol A CXL) s3Ec consideradas como as responsavels

"~

pela atividade antibiotica da alga (D22, O quarto tipo
sstrutural & similar acos floretdis, mas sustenta uma ou mals
hidroxilas adicioconaiz - s8¢ os fuhaldis. 0O representante

maisz simples - Bifuhalel (XLI> - foi o© primeirc isocladoe de

rilzads atraves de dados

i

Eifurcaria bilfurcatae e caract
espectroscodpicos por OGLOMBITZA & ROSNER C19740. Ecols tais
come CXLIID, isolado de Eisenta arboreda (932 530 florotaninos
contendo um ou varios gr upos dibenzo-p-dioxano. Os
floroecois constituem uma sexta variagio formada por unidades
de floretdis e ecodis, um dos exemplos & o 2-floroeccal CXLIIID
isclade da alga parda Ecklonia hﬁrome. que apresenta
atividade biclégica sobre componentes do plasma C8862.

A via deo isopreno, por sua vez, d4a origem a
substanci as terpenoidicas =3 esteroidicas. Sesqul e
diterpenos, de origem biossintética mista ou nio, s3o os
tipos de terpenos mais frequentes em algas pardas. Os
sesqui terpencos podem ser aciclicos, como o Oxocrinol CXLIVD,
um nor derivado isolado de Cystoseira crinite C78), maz S350
mais frequentemente ciclicos e possuem, neste casc,
esquel etos conhecidos em vegetais superiores comc Selinano,
Cadinano, Elemano, Cubebano e Copaano. O é&-cadineno (XLVD &
apenas um exemplc de sesquiterpeno obtido de Dictvopteris
divaricata (161,2922. Os diterpenos s3Fo infinitamente mais
diversificados que os sesquiter penos. Os diterpenos
aciclicos, mono, bi, e policiclicos, de origem biossintética
mista ou niZo. foram isclados e caracterizados em varias
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ordens de Phaecophyceae. Muitos destes metabdlitos possuem
atividade biocldgica. Taonianona C(XLVID> ¢ um diterpeno de

estrutura unica, iscladoe a partir de Tacnia australasice

)
0y

SE3D . Sargassun tortile produz diterpenos lineares cono o
Crinitol CMLVIID> que inibe © crescimento do inseto
Pectincpheora gossvpeiella C(Lepidoptera, Noctuidae - lagarta
rosada do algodio), = da bactéria Gram negativa Escherichia
colr C189). Diterpenos cilclicos 'observados no género
Dictyota, tals como Dictyol € CXLVIIIY> e Dictyol F CXLIXD teém
se destacadco como inibidores da atividade dos microorganismos
Bacitl lus subtilis, Microceoccus luteus, Mycobac teriun
smegnatils, Candida albicans, entre outrés C74>. Ami jitrienol
(LY e ld4-desoxisocami jiol CLID tem moderada atividade contra
Stapchvloceccus aureus e Mucer mucedo (234D, enquanto o=
isomeros Dictytricl CLIID e Isodictytriol CLIIID apresentam

atividade anti-inflamatoéria (226D,

Os triterpenos s3o raros em algas pardas; testes
realizados com o Esqualeno C(LIV> isolado a partir de Fucus
vestculosus, revelaram propriedades bactericidas e fungicidas

11862,

Os extratos das algas Cyvstosertra barbata, Pelvetia
wrightitl, Sargasun muticum, Fucus evanescens e Fucus gardneri
possuem propriedades lipoliticas e hipoglicemiantes; tails
extratos correspondem a misturas complexas de esterdis, como
o Fucosterol C(XVD), Zaringosterol CLVY, Desmosterol CLVID,

Z4-metilenoceolestercl CLVIID e Sargasterol CLVIIID CIN 154D,

es
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Os terpenos de biossintese mista também s3oc bastante
comuns entre as Phaeophyta. Sesquiterpenos de origem
hinssintética mista s3o conhecidos em algas pardas, e
pertencem a dois tipos principais: as Triprenil —hidroquinonas
CLIXY encontradas em Dictveopteris undulata (Fzeonaricides) do
Japic e os Drimanos condensados com uma P-hidrequinona CLX2
(199). Estes terpendides podem apresentar atl vidade
blioldgica, como & o caso do Zonarol C(LXI> e do Acido

Zonardice CLXIIY de Dictvepteris undulata (=zcnaricides2

C1588). Os  diterpenos CLXITIID>, CLXIVD, CLXVD e o
Poliprenileromance  CLXVID, izolados de Cystoseira elegans
C19), Cvstoseira mediterranea (41,8853, (Cystoselra stricta

C14> e Custophora torulosa (101D respectivamente, sZo alguns

dos exemplos.

Stypopodiun zonale tem sido apontado como téxice para

algumas especies de peixes (2303, sende o© Acido Atomarico
$

uﬂiz, Lo . : .
cLxvii>\- principals responsaveis por esta atividade (872. Ja
a Stypoldiona CLXVIIID isoclada da mesma espeéclie de alga,
mostrou forte atividade antimitética em embriBes de ourigos
do mar (C131D. A alga parda Bijurcaria galapagensis produz a

Bifurcarenona CLXIXD> que t ambém apresenta atividade

antimitdtica (290D,

Alguns produtos de oxidagdo de carotendides como o
Loliolido CLXXD teém sido isclados das algas pardas Sargassum
crasstfoliwe (1800 Undaria pinnatifidae (2832 e C(Cvstophora

moniliformis (254>, Esta substancia também fol registrada em
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outros organismos marinhos como no molusco Dolabella ecaudata
(243> e na esponija Tedania itgnis (2713, & mostrou uma potente
inibi¢3o da germinacio de semente da alface Lactuca sativa

var. capttata LINN., em baixas concentragBes C1803.

Muitas outras algas pardas tém sido testadas, mas

v

apenas foram registradas as atividades referentes a0s

0

extratos brutos das mesma

(17,18,76,185,186,197,251 ,263,285) .

I.D.CBIETIVCS

Apesar da grande extens3c da nossa costa e da
di versidade da flora marinha brasileira, muito pouco ze zabe
a respeito do seu potencial como fonte de substaAncias
pertencentes aos metabolismos primario e secundario. Ao
contrario do que se tem observado em outras partes do mundo,
como na regi3o Indo-Pacifica, Mar Mediterraneo e Atlantico
Norte, onde a pesquisa sobre a quimica de algas marinhas se
encontra bastante desenvolvida, no Brasil, os estudos tém se

limitado principalmente a caracterizag¢des Sistematicas

€140,239) e taxondmicas (237,323D.



O estudo pioneiro de extragioc e caracterizag3o de
metabol itos secundarieos de algas de litoral brasileiro
envolveu a identificag3o de diterpenos da alga parda Dictyveta
cervicornits KUTZING C(TEIXEIEA;19855. Neste trabalhe fol
proposta a utiliza¢ic deste grupo de terpenos como marcadores
quimiotaxondédmicos. Taiz resultadoz vém estimulando a
pesquisa na area de quimica de produtos naturais de algas e,
atualmente, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos visando a
caracterizac3o de terpendides CALMEIDA;FLEURY;19912, esterdis

CFLEURY 19919 & substancias fendlicas em algas pardas da

osta do Brasil (FEREIRA,139200. Algumas destas substancia:

(4]
o
i

]

estioe sendo testadas comoe redutores da atividade predatoria

de algas por herbiviros marinhos C(PEREIRA;1989).

Dando continuidade a esta linha de pesquisa foi
proposta a realizag3c deste trabalho que compreende trés

partes principails:

1> a avalia¢Xo dos feromdnios sexuais de algas pardas como

possivels marcadores taxondmicoz esou filogenéticos;

D o estudeo de todos o©s guaianos prenilados encontrados na

n

divisio Fhaeophyta, incluindo proposta bliossintéetica geral e

analise biogeograrica;

3 e o estude fitoquimico da alga parda Dictvota mertensii
visando a analise da possivel sinoenimia com Dictvete dentatca

do Caribe.



Cada assunto portanto, sera tratado em separado, e os
métodos de analise e resultados de cada topico serio

discutidos nos Capitulos correzpondentes.

W
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II.FEROMONICS SEXUAIS DE ALGAS PARDAS

Estudos realizados por THURET (1854> scbre o
comﬁortamento de gametas da alga parda do género Fucus, o
levaram a concluir gue "algum impulso particular dirige os
anterozdides até os corpos que eles devem fecundar'. Um
século depois, COOK et al. demonstraram que os anterozoides®®
eram atraidos por uma substancia volatil secretada pelas
oos.fer::xs.zo maduras, em vArias espécies de Fucus. Esta
atragdc entre gametas de algas pardas marinhas ¢ um fendmeno
geral, desencadeado pela liberac3io de mediadores quimicos, em

. .21
concentragdes minimas, conhecides como feroménios sexuais

1. Célula sexual masculina movel e, em geral pequena.

20.Célula sexual feminina, em geral grande e imé&vel.

21. Substancias secretadas por um  individuo para o
meio externc e, quando captadas por um segundo individuo

da mesma espécie, este libera uma reag3o especifica (151).



No que se segue, descreveremos detalhadamente o que
se sabe atualmente sobre feromédnios sexuais de algas pardas,
14 que estas informacdes s3e tornam imprescindivelz para um

bom entendimento das consideragdes quimiotaxondmicas.

II. A . ASPECTCS BICOLCGICOS

Nas algas pardas, oS feroménios sexuais 330
responsavelis pela liberagd3o dos gametas e, em algumas ordens
tais COmo Dezsmarestiales, Laminariales ) Sporochnal es

2 138>, favorecendo

€1768,211), pelo rompimento do anteridio?
a emis33o sincronizada das células reprodutivas. Em geral, os
gametas femininos secretam diferenteg produtos
simultaneamente, no entanto. um s34 componente dezta mistura
conhecida como Ybouquet'" parece agir como atrative sesual,
tendo um raio de a¢XEo de aproximadamente 1 milimetro em torno
da fonte emissora (204D. Estudos realizados em laboratérico
mostraram que oz gametas masculinos -reagem ao estimulo
quimico atraves da modificag3ic do padric de batimentoe do

flagelo €138,213>, e varios padr Ses de resposta

quimiocinética foram observados, dependendo do grau evolutivo

da alga considerada (178B2>.

()
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O desenvolvimento morfolégico e reprodutivo (isogamia
+»+ anisogamia -+ ocogamiad) parece estar intimamente ligado ao
sistema de reconhecimento do feromdnic C(138,176). Este fato

foi evidenciadeo atravées do estudo comparativeo dos sistemas de

percepcic do feromonio sexual nas ordens Ectocarpales
Cisogamial, Cutleriales Canisogami ad = Fucal es
Coogami ad(138,176,2040. O género Eectocarpus possul izogamia

mortfoldgica, acompanhada pela diferenciag3o fisioldgica entre
os gametas, e contém &) mais primitive sistema de
diferenciagioc sexual conhecido entre as Phaeophyceae (206).
Neste caso, um sistema de comunicagZo quimica de eficiéncia
moderada atua na atra¢io e reccnhecimen&o dos gametas C(138).
Por outro lado, a forte anisogamié observada no género
Cutleria pode ser interpretada como um avango fillogenetico,
devido ao aumento de tamanho de um dos gametas e & presenca
de major quantidade de material de reserva como fonte
adicional de energia para o zigoto; no entanto, este fato
implica num decreéscimo do numero de gametas (+2 produzidos.
As chances destas poucas celulas serem fertilizadas podem ser
ampliadas de duas maneiras: 12 pelo aumento do numero de
gametas (-2 (de menor tamanho> esou 2) pelo aprimoramento da
capacidade de atrag¢3o entre os dois tipos de gametas. Este
aprimoramento parece ter ocorrido a nivel do sitio receptor
do feroménio (176D. J4 em Fucales, Cmais evoluidad
observa-se uma oogamia muito caracteristica, com a produgio
de ooszferas de grande tamanho e anterozoides diminutos
Crelagde de massa  entre gametas  de  Fucus  serrotus -
20000:12C137>. Ao contrarie do que ocorre em Ectocarpus e
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23
Cutlerita, em Fucus a partenogenese niXo se processa. Tudo
indica que a necessidade wvital de uma fertilizag3o bem
sucedida na ordem Fucales pode ter =s=ide acompanhada por um

sistema de atracio de gametas mals eficiente C2165.

Ao que parece, a especializagio evolutiva da resposta
quimiocinetica dos gametas masculinos tendses a caminhar
paralelamente ao estabelecimentc da anisogamia, ou seja, as
diferencas no =istema de reconhecimente dos feroménios
sexuals evoluiram, aparentemente, de acordo com a
diversificaglXce filogenética (C138D. Entretanto, nenhum
aprimeramento adicicnal significativo do zistema de reagdo do
gameta masculino parece acompanhar o passo evolutivo da
anisogamia para a ocogamia, exceto por um dizcreto aumento de

senzibilidade deste ultime C138D.

22. GametaAngio masculino, isto &, o6rgdoc em que se formam
celulas sexuais masculinas.

23. Processo peleo qual um individuc da origem a outro sem

que haja produgico de gametas ou esporos.
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II.B. ASPECTOS QUIMICOS

Os feromdnios sexuais s3c hidrocarbonetos mais ou
mencs insaturados com B ou 11 Atomos de carbono, volateis, de
natureza lipofilica e possuem estruturas quimicas e
propriedades fisicas semelhantes, tais como solubilidade e
momento dipolar CFIGURA 3). Estes hidrocarbonetoz podem ser
classificados em quatro grupos, com relag3io a sua estrutura
molecular: olefinas aciclicas ((1-4>, ciclopropanos (5-6),
cliclopentenos (7-102> e cicloheptadienﬁs {12-18>. Una s¢o
substancia, Aucanteno (112, possui um anel de seis membros e,
embor a esteja biogeneticamente relacionada aos demais
feromdnios, n3o tem apresentade atividade qgquimiocinética.
Alguns autores (139) sugerem que o© Aucanteno possua uma
fungdo adaptativa modificada como tem sido demonstrado em
alguns insetos, capaz de potencializar a acl3oc de outra
substancia. Noe entanto, ainda n3o fol caracterizado efeito
modul ador do= componentes secundarios do “bouquet” sobre a

eficiéncia da emiss3Eo ou atragio dos gametas C(IN 139D,

Os feromdnios ciclicos 330 substancias quirais e para
algumaz algaz pardas ambos enanciémeros foram observados,
poreém possuem propriedades organclepticas diferentes:
(->-Hormosirene (5 tem ¢ "cheiro do mar', ao passo que
C+>-Hormosireno tem cheiro de gordura (68). Similarmente, os

pares de enanci dmeros nio s3o igualmente ativos:

38



C+dD-Multifideno (B ¢& 100 vezes mais ativo em Cutleria
multifide do que © enancidmero levorotatério €29.2775;
Syringederma phynneyvt & 10 vezes mais sensivel  ao
C+d)~-Viridieno (72 que ac (-2-Viridieno (29,34>. Ambos os
enanci®meros de hormosireno s3c encontrados em algas pardas;
em Xiphophora chendrephylle C-2-Hormozireno (52 ¢ dominante
C80%), ao passo que em Maplospora globosa C(+>-Hormosireno e
o mais representativeo (8320. Ja em Durvillaea poctatcrum
observa—-se uma mistura gquase racémica dos dois enancidmeros
(35D e todos os testes tém indicado que os gametas desta
espécie 330 mais sensiveis a mistura racémica do que a cada
enancidmere separadamente. E posslvelvque este seja mais um
dos mecanismos desenvelvidos para a prevengio de cruzamentos

interespecificos (veja mais detalhadamente no item II.B.1.>.

II.B.1.RECONHECIMENTO DO FEROMONIO

Diversos grupos de algas filogeneticamente isolados
emitem e utilizam uma mesma substlncia como feromdnio sexual.
Isto se deve, provavelmente, ao numer o limitado de
modificacBes estruturais possiveis (FIGURA 32 por restrigdes
na biossintese €302 e, principalmente, ao carater
necessariamente conservativo dos sistemas de reconhecimento
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dos feromédnios. Com base nestas considera¢Bes nos ¢ possivel
antecipar que os feromédnios sexuais dificilmente poder3o ser
utilizades come marcadores taxondmicos. Como uma completa
especificidade nixo pode ser esperada (2062, a interag¢io entre
especies diferentes poderia ser favorecida, com a consequente
formagXo de hibridos na Natureza (136,2040. Experimentos
realizados em laboratédrio vieram comprovar a possibilidade de
cruzamentos interespecificos (41D. No entanto a formagio de
hibridos no ambiente natural ¢ aparentemente rara, embora n3o
completamente impossivel 266D, Feromobnios comuns ou
relaciconados estruturalmente, proximidade espacial e epoca‘de
reprodugXo coincidente 230 considérados pre-requicsitos
absolutos para tais intercruzamentos (1762. Além destes,
outros fatores como temperatura da Aqua, fotoperiocdo,
qualidade e intensidade de luz ou mesmo ritmos circadianos
C172,196) e ciclo lunar (207> parecem interferir no processo

reprodutivo destas algas.
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FIGURA 3: Estruturas dos feromdnios sexuais observados em

algas pardas.

VA VEVE\N ANNTNN/

1.Fucoserrateno 2. Finavarreno 3. Cystophoreno
4.Giffordeno 5. Hormosireno
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15- 16.

17. 18. Dictyoptereno ¢*
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E provavel que mecanismos ligados a fatores
ambientals e ao isolamento pos—-zigotico estejam envol vidos
direta ou indiretamente na reprodugdo das algas pardas. As
evidéncias parecem confirmar que a fertilizag3o cruzada €
prevenida por componentes especi e-especifices, enveolvidos no
reconhecimente dos gametas a nivel da membrana citoplasmatica

ou dos flagelos (167,176,2212. A aniAlise de modeleos mole
culares dos diversos feromd®nios sexuais e comparagdo das

respostas obtidas com moléculas homdlogas (139,213 levaram

a diversas conjecturas & respeito do tipo de receptor dos

feromonios. Presumivelmente as moleculas dos feroménios ligam-

se a sitios receptores, os quais devem estar localizados na

membrana cltoplasmatica do gameta receptor (206,217). Obser

vagoes minuciosas a cerca do limiar de atividade de uma

série de homélogos sintéticos sugerem que os receptores pos

suam grupos eletrofilicos posicionados de maneira complementar

As liga¢des duplas da molécula sinal, induzindo a polarizagio

da mesma C(FIGURA 4>. Este processo permitiria a transmiss3o

e o processamento do estimulo quimico (213D,

FIGURA 4: Esquema hipotético de polarizacZo da molécula

mediante a aproximacio do gameta receptor, casco do

Multifideno 8 (MULLER,1978).
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I1.B. 2. ISOLAMENTO E SINTESE DE FEROMONIOS SEXUAIS

Os feromdnios sexuals estdo presentes em
concentrac®es infimas. Por esta razXo, para o isolamento dos
feromédnios, as secre¢Bes de gametas s3o enriquecidas cerca de
100.000 em um sistema fechado, no qual o ar circula atraves
de uma suspens3o de gametas e arrasta as zubstanclas
volAteis, que sXo adsorvidas em uma pastilha de carvao ativo
CFIGURA 5D. Apés a desorgic com diclorometano, o eluatb &
submetide a cromatografia gés—capilaf ‘e analise em CG-EM
C176>. Sabe-se que esta técnica nZo é muito eficiente., e
apenas uma pequena parte do material veol&til ¢ adsorvido escu
recuperade do carvdo ativo c222d); iste impede qualquer
analise comparativa do “bouquet® em termos quantitatives, e

dos produtos—-trago ou subprodutos, em termos gqualitativos.

Apesar das estruturas serem bastante simples., as
inf ormac®es obtidas atraves desta tecnica (CG-EMD> nZEo s3o, em
geral, suficientes para a determinagio estrutural completa.
Esta dificuldade ¢ superada atraves da sintese das
estruturas dos possiveis ‘candidatos®, até que os Indices de
Kovats se igualem Cem diferentes colunas capilares em CG2, e
seja observada uma perfeita identificac¢3o no Espectrémetro de
Massas (2222. A geometria das liga¢Bes duplas & determinada
por sintese total e comparagio das atividades biologicas dos
isémeros sintéticos (30,138,1440. A sintese dos diversos
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feroménios permite a confirmagiZc das novas estruturas
propostas, bem <como o© estabelecimento da configurac3o
abscluta dos mesmos pela determinac3o do limiar das
atividades de ambos o©os enacidmeros em compar ag3oc com o©
feroménio natural. Recentemente, tem =zido possivel a
utilizacio de tecnicas de HPLC., usande fase gquiral, para

determinar a configuragio absoluta dos ferom&nios C33,35).

Foram sintetisadas misturas raceémicas e ou ambos
enancidmeros isocladamente de Fucoserratene (1> CFIGURA & -
ESQUEMA I>(13%,178,279); Finavarreno (2> (is22,;, Cystophoreno
(3> (224>; Ciffordeno (4> (38>, Hormosiireno (5> (3.B88,2772 e
Dictyoptereno A (6> (53,144,235); Viridieno (7) (27,29 e
Multifideno 82 24,26,43,552; Caudoxireno a9 C3172>;
Aucantenc (112 (169,1812>; Desmaresteno (12> (27>; Ectocarpeno
C13> C(FIGURA 6 -ESQUEMA II> (132,146,246,272); Lamoxireno

(14> (183> e Dictyoptereno C’'C18Y (21,53,133,278).

o Fucoserrateno 1>, por exempl o, pode ser
sintetisado atraves de um pequeno numero de passos reacionails

e com o uso de mateéria prima facilmente disponivel, como

ilustrade na FIGURA 6 - ESQUEMA I. SCHNEIDER & GOLDBACH
19800 utilizaram como substrato o Acido
CE>-2,4-pentadiendico 19>, este foi reduzido a

CEd>-2,4-pentadienol (200, com Hidreto de Litio e Aluminio
CL1A1H4D, que por sua vez foi oxidado a CE>-2,4-pentadienal
(212> com Clorocromato de Piridina CCCPD. A reag3oc de Wittig

Z-estereoseletiva de (21> com o n-propilidenotrifenilfosfina
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forneceu o (E.2>-1,3,8-octatrieno, com um rendimento de 97 %
s
2% (CEY e com configurag¢3c Z2 em A- (272). Este octatrieno &

idéntico ao Fucoserrateno (12, incluinde atividade biolégica.

Devido & facilidade de obtengido do Fucoserrateno €102,

intétice dos

U]

os autores deram continuidade ao processo
Mectyopterenos B e D' (Hormosireno 5 e Ectocarpeno 13,
respectivamente), utilizando (12> como substrate (FIGURA 6 -
ESQUEMA I1ID. A ciclo-adig3o 1,3-dipolar de (222 a <12
forneceu a mistura de cis,trans-l-pirazolinas (230, tende o

Pirazol 24> como produto resultante da ciclizag3o

intramolecular de (222.

As Pirazolinas (23) s3o particularmente instaveis,
perdendo facilmente NZCa 0°C. A termollise Cncgt4. refluxo
Shd ou fotslisze CnC6H14. filtro pirex, 18°C) de 23 produz a
mistura de (5 e (13>, sendoc este Gltimo formadeo peor
rearranjo de Cope espontinec a partir do produte 285>, scob
estas condigBes (272). Por outre lade, a fotdlise a baixa
temperatura ¢-40°C; A Z 310 nm; CDClé—CD;HdD de (23> fornece
a mistura de (5> e (25>. Quande esta mistura reacional chega
4 temperatura ambiente, observa-se o© rearranjo de (25) a
13D, FICKENHAGEN, et al. (19732 sugerem que ¢ intermediario
252 n3o seja detectade devide A& sua baixa estabilidade
termica. No entanto, SCHNEIDER & GOLDBACH ressaltam que este
método, ao contraric de outros processos, fornece apenas o
lzdmero (852, ja que a estereoquimica das ligagBes duplas em

C-3 e C-8 de (1> & totalmente mantida no decorrer da sintese
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ce7ed. E interessante frizar que (5 ¢ termicamente estavel

o -
c, mas sofre rapido rearranjo a

ate aproximadamente 80
temperaturas superlioresz a 100°C, =e transformande em C13D
244> . Se portanto. a mistura de (53 e (13> produzida por
termélise ou fotdlise de (230 for agquecida a aproximadamente
125°C por 1,%h , (13> & o unico produto obtido. Azzim,
partindo-se de (1) e (222, e seguindo-se o isolamento de (232
ou cs>, o] met odo de fato constitui uma sintese
estereo—-ezspecifica C(de apenas um passo) na produgio de
Ectocarpene racémico C272>. (5> e (13) podem ser separados
por CCG e s3c ideénticoz as substancias de origem natural; a
atividade biologica de (13D foi cémprovada atraves de

bic-ensail os.
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FIGURA 5: Aparato utilizado para extragdo e isolamento dos

feromonios sexuals de algas pardas, onde A = amostra
bioldgica: gametas ou gametofitos maduroszs; F = filtro
adsorvente de carvie ativo (1-2mgd; B = bomba de ar

egunde BOLAND,et al. ,139842> (3510.

]

miniraturizada C

47



FIGURA 6: Esquema sintético do Fucoserrateno 1>

Ectocarpeno (13> (SCHNEIDER & GOLDBACH, 13880D.
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IT.C. BICSSINTESE

A co-ocorrencia de ditferentes hidrocarbonetos nos
“bougquets” e a zimilaridade do padrio de insaturagio
(Viridieno 7. Dezsmaresteno 12 e Multifideno B-/Ectocarpeno 13D
bem come o© fate de alguns ferom®nios exibirem o dieno
1,4-homoconjugado, caracteristico dos acidos araxos
polinsaturados, fornecem indica¢fes sobre as possiveis vias
de fermagio dos ferom®dnios sexuais de algas pardas C(FIGURA
2D, A partir dai, muitce tem-=ze especﬁlado sobre oz passos

reacionais envolvidos em sua biossintese.

Uma das primeiras propostas (136> (FIGURA 7> sugere o
Acido Linolénico como precursor do Acido
2,.2,2>-3,5,3-dodecatriendico (262, gerado atraves de 3
f-oxidacdes consecutivas. Pescarboxilag3o e oxidag3oc de (262
fornece o 1,5Z2,82Z-undecatrien-3-o0l (27>. A perda de HO gera
um carbocation alilico, cuja carga fica parcialmente
dezlocalizada entre o=z Carbonos 1 e 3 (28). Este carbocation
pode zofrer dois tipos de reagdes: ad) perda de H+. que leva
ao hidrocarbonete (22; ou bd eliminagZfo de H+com ciclizagBes
envol vendo as demais liga¢®es duplas da molecula. Explica-se
deste modo a origem dos hidrocarbonetos cilclicos Ectocarpeno
€132, Hormosireno (82 e 3eu isomero (290, Multifideno (8D e

Aucanteno (112, wvia ciclizag3o o-1,7; a-3,5; o3, e o-3,8,

respectivamente.
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Embora estasz reag¢des n3d3c tenham sido estudadas em
sistemas hiologicoes, experimentos biomiméticos tem

demonstrade a viabilidade deste ezsquema (2792,

Postericormente, JAENICKE (19842 (139} sugeriu gque uma
cadeia de rea¢®es radicalares estivessem envolwvidas na
formagio dos feromdnios sexuais de algas pardas, come ilustra
a FIGURA 8. A agdoc da Lipoxigenase sobre o dgrupo
divinilmetano produz um radical alilico; o radical migra
atraves da moleéecula., via sistema de liga¢dBes duplas, e fecha
© anel na posi¢3ic apreopriada para as estruturas ciclicas
encontradas nos respectivos feromdnios, e produz
simul taneamente, com o radical hidroperoxido presente, um

peroxi acido.

da

17

Apts a redug3o, © hidroxi-acide =sofre 2 S-oxddagses
origem a um 3-hidroxi-acido, © qual ¢ finalmente fragmentado
em CO2 e o hidrocarbonetoe vinilico. A forga condutora
(driving force) do processo pode ser a eliminag¢io de HZO.

como formulade na FIGURA B.



FIGURA 7: Biogénese de hidrocarbonetos CB e C11

Phaeophyta (segunde JAENICKE,1977> (136D,

18:3(9,12,15)
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FIGURA 8 : Proposta do mecanismo Oxigenase- Descarboxilase

para a formagio de hidrocarbonetos vinilicos CJAENICKE, 19842
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A realizag3o de estudos biossintéticos dos feromédnios
com os proprios gametas das algas pardas tem sido limitada
pelas pequenas guantidades de material disponivel (Z222). No
entanto, o© isclamento de SC+D>-Ectocarpeno da Asteraceae
sul —africana S%enecio tsatideus tornou possivel a realizag3o

de um ectudoe biossintético modelo.

Alem do Ectocarpeno (133, Senecic isatideus produz

muitas outraz olefinas conhecidaz come feromdnies de algas

pardasz, tais como 6-putil -1, 4~-cicloheptadieno (=
Dictyoptereno C' - 18>, Hormosireno (53, Desmaresteno (122 e
Finavarreno (2> ((28,138) e, embora estejam prezentes em

concentrag®es infimas, sua presenga deve apontar para uma
origem biogenética comum, © que abre a possibilidade do
estudo de sua biossintese com o auxilioco de precurscres

marcados isoctopicamente (C33D.

No intuito de evitar perda de precursores atraves de
outros canais metabdlicos, o Acido
[SH]dodeca—S.6.9—tr1en©ico. que n3Ao constitui um substratoe
comum ac metabolisme dos Aacidozs graxos, foil preparado e
administrado na cuticula de Senecto C(FIGURA 9. Este
procedimente levou & incorporagio de radiocatividade no
Ectocarpene (13> (FIGURA @ - EQUAGAC ID. Quando o acido
[3.4.6.7.9,10-2H]undeca-S,G.Q—trienOico foi administrado pela
mesma via, obser vou-se a formacio do
BE-C(12-propenil>-1,4-cicloheptadieno C(FIGURA 9 - EQUACARC II>,

gque manteve todas as marcagdes deuteradas. Isto niXc apenas

S

5.
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documentou a conex3o direta entre os 4cidos graxos oferecidos
coOmo precursores, como indicou que nenhum doz hidrogénios das

ligacSes duplas estava envelwvido ne passe de ativacio por

perda de um H radical, durante a ciclizagZie do Ectocarpeno
13> C33).
No entanto, quando o acido

[8.8'—ZH]trideca—B.B.Q—triehaico fol administrade na mez=nma
planta, um doz deuterios desapareceu CFIGURA 9 - EQUAGKO
IIID. Esta foli uma indicag#fc clara de gue a ciclizagio de

Ectocarpenoc (13> implica na abstraciZoe de um hidreogénio da

posigico-8 e concomitante descarpboxilagic (33D, 0= autores

destacam ainda a administragio do acido
Y o 2 ~ e s ) - .

[3,4.6.7-"Hlnona-3,6-diendice na cuticula de Senecie, Jja que

a mesma rezultou na  predugdc do 1,3E,5Z2-octatrienc ou
Fucoserrateno (1), idéntice ao feroménio produzide por
diversas espécies da ordem Fucales (FIGURA 9 - EQUAGAC IV>.
O Fuceserrateno (12 n3oc ¢ encontrade originariamente entre os

hidrocarbonetos comuns a planta testada (33).

O esquema comparative entre o cursce estereoquimico da
lipoxigenase de Senecio & da formagio dos feromdnios sexuals
de algas pardas ¢ iflustrade na FIGURA 10. Zegunde BCLAND, et

al. 1

iy

B85 ¢330, a lipoxdigenase ataca &) Segmento
l,4-pentadienil dos acidos graxos livres, por abstraciZo de um
H radical. Esta etapa ¢ seguida por ressonancia do radical
pentadienil, o© qual, por sua vez, reage com Cxdgéenio dandeo
origem ao peroxido correspondente Crota AD. Se o H  for
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abstraido do grupo metilénicoe carbono S do Acido
nona-3,6-diendico, o radical resultante pode ser convertido a
um  grupo vinil  Crota B> Ao contraric das reagtes
catalizadas pela lipoxigenase, onde a édi;io do Oxigé@énio
determina o final da seqguéncia (C(rota A, a oxidag3io do
radical primaric a fon carbeénio orienta a biogeneze dos
feromébnios atraves da formag3oco de olefinas (rota B). O

cation tormad sobre o grupo carbonil via ligaglo dupla,

C
o
fal
o

como 1lustra a FIGUERA 10.

C sistema & estabilizade por perda de C02 e

zubsequente formagi3o do octatrieno (12, Ambos produtes =z3o

Ul

energeticamente favorecidos e constituem a forga condutora
Cdriving force) necessaria para o processe de fragmentac3o
ezpont anea. O rearranjo do sistema W envolvidoe procede com
geometria E, como & comum acs rearranjos de lgagdes duplas

alilicas CBBD.

9]
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FIGURA 9: Experimentos feitos com Acidos graxes marcados
izsotopicamente e administrados em Senecic isatideus C(BOLAND &

MEETEZ=, 128> C(332.
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FIGURA 10: Compara¢XZo entre o curso estereoquimico da
Lipoxigenase da planta (LOD e da formag3io dos feromdnios

atraves de processo enzimatico (BOLAND & MERTES, 19852 C(332.
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I1I.D. METODOS

A ampla distribuigio dos feromdnios sexuaiz em algas

0}

parda=z leveou algunsz autores a =Sugerirem zZeu UsSc  CcoOmo
marcadores tawxondmicos (195). Por outro lado, outros autores
afirmam que nZ%Eo h& maneira de concaliar <  padr3oe de
distribui¢3e daz moleculas de feromdnio com a taxonomia das
espécies (2220. Para apurar as verdadeirasz baseszs desta
controversia, procedemos um levantamento geral dos
hidreocarbonetos descritos para as algas pardas ate Dezembro
de 139980 (descricio de feromdnios e produtos-tragod, gerando a

TABELA I.

Se as informagdes obtidas através dos estudos com a

Asteraceae Senectio isatideus torem extensivas as alga

(U]

parda=z, elas sugerem que o3z feromdniosz =zexuais devam szer
formados a partir de um “pool " de Acidos dar axos
polinsaturados Cprovavelmente acidos linoleico, linolénico

esou seus catabdlitos?, que via f-oxida¢gSes podem levar a
formagido dos Acidos dodeca-3,6-diendico,
dodeca-3,6,9-trientvice ou dodeca-3,6,9,12-tetraendico. A
partir desta etapa © mesmo mecanisma bAzico deve ser o
responsavel pela produgio de todo o grupo de feromdnios. Com
base nestaz linhas de raciocinio, propomos um esgquema dgeral
de formag3o dos diferentes feromdniosz sexuais de algas pardas

I5

II>.
5\

e seus Ssub-produteos C(ESQUEMA



A ocorréncia de um mesmo feromdnio em diversas
sspécies taxonomicamente distantes, zeja como componente
ative ou subprodute do “bouquet® tem dificultade qualqguer
correlacio a nivel especifico. Ho entanto, este panorama
tende a se modificar quande trabalhames a nivel hierarquico
superior. Numa primeira abordagem, as estruturas dos
feromdnios ativos foram introduzidas no esquema evolutivo do
grupe Phaeophyta proposto por CHAPMAN & CHAPMAN (1981)>CFIGURA
11>, enquanto na FIGURA 12, além do= proprios feroménios
sewxuais foram tambem incluidas as estrutgras dos subprodutos

do "bouquet .



TABELA I: Listagem das especies

de FPhaeophyta e os feromédnios estudados.

ORDENS FAMILIAS ESPECIES(REF) FEROMONI OS

Ectocarpales Ectocarpaceae foctocarpus jasciculatus Ectocarpeno
153,208

E.draparnaldioides Ectocarpeno
(153, 206D

E.stliculosus Ectocarpeno

C200,221) Mul tifideno

Hormosireno

Sphacelariales

Tilopteridales

Cutleriales

Dictyotales

Desmarestiales

Sphacel ariaceae

Syringodermataceae

Tilopteridaceae

Cutleriaceae

Dictyotaceae

Desmarestiaceae

Glffordia sp.

€36,38)

Cladostephus spongiosus
c118d

Sphacelaria rigidula
c17ed

Syringoderma phinneytit
€32,34,2009)

Haplospora globosar
38

Cutleria multifida
(30,58.134,202)

Dictyota dichotoma
176,207

D. proliferax

303>

Dictyopteris spwn
176>

Desmarestia aculeata
(34.211>

80

Dictyptereno C*

Giffordeno

Degsmaresteno

Ectocarpeno

Viridieno
Multifideno

Hormosireno

Multifideno
Aucanteno

Ectocarpeno

Dietyoptereno C*

Dictyoptereno C°*

Finavarreno

Desmaresteno
Viridienco

Ectocarpeno



Dictyosiphonaleas Dictyosiphonaceae

Laminariales

Punctariaceae

Scytosiphonaceae

Phyllariaceae

Chordariaceae

Alariaceae

D.viridis
¢34,211>

Dictvosiphon foeniculaceus
C178.2422

Adenocystis utricularis
213>

Colpomenia peregrina
(35,214

Scytosiphon lomentaria
(38,2140

Saccorhiza dermatodea
177>

S.polyschides
177>

Chorda ftlLum
C177.217)

C. tomentosa
C178,177>

Alarta crassifolia
c217>

A. esculenta
C€177,217>

A.marginata

61

Desmarestenco
Viridieno
Ectocarpeno
Finavarreno
Cystophoreno
Ectocarpeno

Ectocarpeno

Hormosireno
Dictyopterenoc A
Hormosireno
Dictyoptereno A
Ectocarpeno
Dictyopterenoc C°*
Hormosireno

Ectocarpeno

semel hante ao
lLamoxd reno
Multifideno
Ectocarpeno
Dictyoptereno C*
3-butil-4-vinil-
ciclopenteno
Hermosireno

Lamoxireno

Lamoxireno
Ectocarpenco
Desmaresteno
Dictyoptereno C°*
Viridieno
trans-¢7d

Lamoxireno



2175

Ecklonia radiata Lamoxi reno

217>

Eisenta arborea Lamoxireno

C177.217D Ectocarpenc
Desmaresteno

Dictyoptereno C°

Viridieno
Multifideno
trans-C7>

Pterygophora calilfornica Lamoxirenc

<2175

Undartia pinnattifida Lamoxd reno

€177.217> Ectocarpeno
Desmaresteno
Dictyotereno C'
Multifideno
Viridieno
trans-C(7d>
3-butil-4-vinil-
cliclopenteno

Laminariaceaes Agarun cribosun Lamoxireno

217>

Cymathere triplicata Lamosd reno

2175

Hedophyllum sessile Lamoxireno

217

Kjellmantel la gyrata Lamoxireno

217>

Laminarta augustata Lamoxireno

217

L.digitata Lamoxd reno

€177.,178,208,217) Ectocarpeno

Desmaresteno
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Lessoni aceae

L. groentandica

177,247

L. hyperborea
217>

L. japonica
177,217

L. saccharina
217>
L.sinctatrit
217>

Pleurophycus gardneri

177,217

Dictyoneuropsis reticulata

217

Lessonia variegata

217>

Lessonilopsis littoralis

63

Dictyoptereno C*
Mul tifideno
Viridieno
3-butil-4-vinil-
ciclopentence
Estrutura 15
Estrutura 186
Estrutura 17
Lamoxireno
Ectocarpeno
Dictyoptereno C*
Lamoxireno
Ectocarpenc
Desmaresteno
Lamoxd reno
Ectocarpeno
Deamarestenc
Dietyoptereno C*
Mul tifideno
Viridieno
trana-C7>
trans-C(8>
trans-C10>

Lamoxireno
Lamoxireno
Lamoxireno
Ectocarpeno
Lamoxd reno

Lamoyxd reno

Lamoxireno



Durvilleales

Chordariales

Sporochnal es

Fucalec

Durvill eaceae

Spermatochnaceae

Sporochnaceae

Cystophoraceae

Fucaceae

217>

Macrocystis integrifolia
217>

M. pvrifera

c177.217>

Nereocystis luethkeana
C177.217)>
Pelagophvcus porra
217>

Durvillea antartica
35,2145

D. potatorum

¢35,214>

D.willana

38,214
Spermatochnus paradoxus*
208>

Peritalia caudata
c218,2200

Cystophora siliquosa
214>

Ascophyl lun nodosun
2100

64

Lamoxireno

Lamost reno
Ectocarpeno
Desmarestenco
Dictyoptereno C°
Multifidenc
Viridieno
trans-C(7)
Estrutura 18
Estrutura 17
Hormosireno
Lamoxd reno
Ectocarpeno

Lamoxireno

Hormosireno
Dictyoptereno A
Hormosireno
Dictyoptereno A
Hormosireno
Dictyoptereno A

Finavarreno

Caudoxireno
Viridieno
Multifideno
3-butil-4-vinil-
¢iclopenteno

Cy=stophoreno

Finavarreno



Furus distichus» Fucoserrateno

176>

F. evanescens Fucoserrateno

145,148

F.serratus Fucoserrateno

C138,145,.2015

F.spiralis Fucoserrateno

ca216d

F.vesiculosus Fucoserrateno

138,139,203

Hesperophycus harveyanus Fucoserrateno

c216d

Pelvetta fastigiata Fucogserrateno

C176,216D

P.wrightit Fucoserrateno

145,148

Pelvetiopsis limitata Finavarreno

C176.216D

Xiphophora chondrophylla Hormosireno

35,2140 Dictyoptereno

X. gladiata Hormosireno

c3g8,214> Dictyoptereno
Hormoseiraceae Hormosira banksti Hormosireno

c35.2120 Dietyopterenos
Sargassaceae Sargassum hornerix Fucoserrateno

142,143

#-Espécies com secre¢Zo conhecida, mas sem atividade biolédgica confirmada.

- O= feromdnios ativos se encontram ao lado do nome da espécie, at demais

substAncias listadas correspondem aocs subprodutes do bouquet. .
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II.E. PROPOSTA BIOSSINTETICA PARA OS FEROMONIOS SEXUAIS DE

ALGAS FARDAS

C Acido Linolénico (312 fei considerade © precurzor

primario da maior parte dogs feromdonios sexuals conhecidos, e

atraves de 3 (i-oxidag¢®es consecutivas, da origem ao Acido

dodecatriendico (32. A partir dai. as vias biossintéticas
Se zeparam, l1a que a enzZima E poderi abstralsr um H radical
de diferentes posiges da molécula. Os feromdnios lineares

23du formades da sequinte maneira: a oxidagie do radical -5
fornece o carbocation correspondente, cuja descarboxilac¢3o da
aorigem ao Finavarreno (23, e o (Cystophorena (3) e formado
atraves da redugio da ligagido dupla do carbono & de ¢2); apos

rearranioc do carbocation de w-9 para w-6, descaboxiiacZo, e

Salda de um proéton, forma-se o Giffordeno C(4). MNuma outra
via, a enzima E° abstrai um H radical da posiciae w-11. A
oxidagZe produz uUm  carbocation na  mesma posigdo, cuja

descarboxilag¢3o e rearranjo das liga¢dez duplas propiciam a
formagic de uma ligagic carbone-carbons entre C-23 o -8 &)
feroménic obtido ¢ o Aucanteno C11). A Ultima via a utilizar

O acido dodecatriendico (322 se¢ subdivide em duas rotas
principais, dependendo da conf ormagio adotada pelo
carbocation em w—-8&: uma delas & responsavel pela origem dos
Ciclopentenos, enquanto a outra, pela formag3do dos feromédnjoc
com cicloz de 3 e T Atomos de carbono, respesttvanente.

Entretanto, ambas opedecenm ao processe basico de ativacae

&6



atraves da enzima E° na posigio w-B. Apds descarboxilag3o
Cetapa seguinte), os caminhos biossintéticos se separam
definitivamente. Na primeira via a desﬁarboxilacio origina
uma ligac3o entre os carbonos 3 e 7 (Multifideno 8>, e na

segunda, a liga¢@o se forma entre C-3 & C-5 (Hormosireno %5).

De acordo com a primeira via de w-S, a redugio da

ligacZic dupla C-8 do Multifidenc (8) & responzavel pela

formagXo do 3-butil —4-vinilciclopenteno 102, também
sugerimos a formagio do Viridieno C73 a partir de 8D Os
mecanismos de desidrogenag¢io nio =y-ta compl et amente
conheci dos, mas parecem proceder via oxi dag¢io ou uma

eliminag3o syn concertada de um par>de hidrogénios wvicinais
pro—R, sem a interferéncia de espé#cies oxigenadas (179D,
Mai=z adiante este mesme mecanismo =era utilizado para
explicar outras desidfogena¢6es deste tipo. Ainda nesta via
¢ sugerida a obten¢Zo do Caudoxireno (9) através da oxidagZo
da ligag3oc nm em C-8, a partir de (72. Note-se que em (72 a
ligag3c ¢ e¢f§ enquanto em (9 o epdxido se encontra em
pozic3o €¢rans, © que deve indicar a interferéncia de um
componente capaz de proceder a isomerizag3o crs-trans da

ligacXo. Pode tambem ocorrer epo*ic]a,q:’éio.

Na segunda +via, © Hormosireno (5> & o primeiro
componente formade, e a redug3o da liga¢3lo dupla em C-8 da
origem ao Dictyoptereno A CBD. C isdmero cis de (5>, por ser
termicamente instavel forma o Ectocarpeno (132, atraves de um

Eearranjo de Cope, enguanto uma redugio da ligagido dupla da
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cadeia lateral de (13) feorma o Dictyoptereno C' (18). Este,
atraves do mesmo mecanismo citado acima sofre duas
desidreogenag®es na c<adeia lateral originande & Estrutura
16>, JA © Desmaresteno (12> ¢ cobtide pela abstrag3o de dois
hidrogénios das posi¢@es C-10 e C-11 do Ectocarpenc (132
Uma reducio envelvende ainda o3 carbones é e @ ira formar a
Estrutura <17D. O Lamoxireno (14> decorre de uma epoxidagio
da ligag3eo dupla em C-8 do Desmaresteno (123, e & Estrutura

(15> de uma reduc3Zc da ligag3o dupla terminal de (14>,

Podemos observar que nesta ultima via os carbonos 3 e
& foram o= maiz comunente envolvidoz na  formagio  dos

componentes do ‘“bouquet’, o gque oz destaca em importancia

-

(]

durante a formaciico dos hidrocarbonetos com ciclos de S5

-

membros. Deve-se também ressaltar gue ¢© carbono 3 esta

U]

envol vido em quase todos os processes de estabilizag3do de
carga na formagiZo direta dos feroménioz com aneis de 3, S e

5, e indireta dos ferom®dnios com aneiz de 7 membros.

O Fucoserrateno (12> &, ate a presente data, o unico
feromdnio sexual com 8 atomos de carbono. Apesar disso, &
provavel que seu processo biossintetico obedega © mesmo
padr3io descrito para os demais feromonios sexuals, diferindo
destez apenaz ne gque s5e refere ao substrato - Acido

nonadiendico C33) CESQUEMA I1ID.
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ESQUEMA II: Proposta biossintética para todos os

sexuals de algas pardas e seus sub-produtos
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II.F. ASPECTOS FILOGENETICOS

Comce fei dite anteriormente, o3 dados obtidos na
literatura s=sobre a ocorréncia dos feromd®nios sexuais nas
espécies de FPhaeophyta encontram-se resumidoz na TABELA I,
que 1indica a presenga destas substancias em 68 espécies
pertencentes a 4% géneros de algas pardas. Nesta TABELA
pode-ze obserwvar gue feromdni os sexuals identicos ou
biogeneticamente relacionadosz tem side 1solados em grupos
taxondtmicos distantes. MULLER, et al..C1986) (218> acreditam

Jue este tipo de comunicagio deva datar de, pele menos BOO

milhSez de anovs (Frée-Cambrianod. Tendo em vista este imenso
espago-tempe geoldgico, as modificagBes obser vadas nas
estruturas, e consequentemente nos seus receptores z3Io
extraordinariamente pequenas C177). Este carater

enminentemente conservativoe reflete o fundamental =zignificado
da reprodugic sexuada e, em particular, das interagSes
atraves do uso dos feromonios no ciclo de vida e na filogenia
das algas pardas marinhas (1762. Devido a ampla ocorréncia
de Ectocarpeno (13D como atrativo sexual ou possivel
intermediario inative de outros feroménios, alguns autores
(218> acreditam que ele possa ser o exemplo do maisz antigo
atrativo sexual das Phaeophyta, a partir do gqual outres

sistemas se derivaram durante a diversificag3io filogenetica.

Ao analisarmos a FIGURA 11 separadamente, podemos
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observar as seguintes tendéncias: ad as ordens mais pré&ximas
A origem do grupo Phaeophyta produzem, mais freqtientemente,

- [d

hidrocarbonetes com ciclos de S e-cu 7 atomos de carbono; b
as ordens Fucales e Durvilleales (ambas bastante evoluldasD
utilizam vias biocssinteticas gque levam 4 formagdo de olefinas
acliclicas ou hidrocarbonetos contendq ciclos de tres membros.
Ou seja, oS processos reproduti vos envol vendo iso e
anisogamia parecem estar rel acionados pfinci palmente com
feroménios que possuam aneis ciclopenténicos ou
ciclo-heptadiénicos. JA naz= ordens onde a oogamia predomina,
os feromdnios ativos sZFo frequentemente lineares ou contém um
anel ciclepropanicoe. Apenas nos géneros fucus e Sargassun
foi observade um feroménic com B 4tomos de carbono, o qual
parece derivar de uma rota biossintética diferente C(como
proposto  acima2, maz Jue também 3=e inclul no grupce dos

hidrocarpbonetos linsares.

J& na FIGURA 12, que inclui todos os componentes mi-
noritarios do "bou.quet“, az tendénciasz observadas, €M com pa-
ragd8c com a FIGURA anterior (11) sy n¥o %o t3o claras, e por
vezes ze confundem. Paraamenizar as duvidas geradas ate aqui
devemos considerar um dado importante: estudoz realizados
ate o momento presente jindicam falta de especificidade enzi-

matica durante a formac3iio dos feromdnios e subprodutos do

“"bouquet® (2223, © que justificaria a ocorréncia tanto de
hidrocarbonetes ciclicos quanto lineares em varias ordens
taxonomicamente distantes. Ho entanto, &  possivel notar
que  em Isogeneratae as estruturas liAneares ou com ciclos
»de 3 membros s3Ic menos r‘reqtjente::;,. quando comparados com

Heter ogeneratae. Tais
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considerag®es nos tLrazem de volta 2 questiZco =sobre os
verdadeiros mecanismos que levaram as algas pardaz a uma
diversificacio t3c discreta no que se refere a um grupoe de
metabdlitos importantes na sobrevivencia das especies como um
todo. Para testar a aplicabilidade da nossa tentativa em
confrentar as Ordens de algas pardas com as estruturas dos

feroménios sexuailis, comparamos os resultados obtidos nas

FIGURAS 11 e 12 com uma proposta evolutiva diferente.

Para esta outra proposta C(FIGURA 13>, nas diversas
Crdens a sewwlhanqa, estrutural dos feromdnios n3o &
evidente; apesar disso, Ciclosporidas se encontra de maneira
mais ou menos destacada com relag3io & Phaeophvycidae. E este
padr 3o se torna ainda mais nitido na FIGURA 14.
Com 1sso, as ordens em Phaeophycidae parecem nio
apresentar nenhuma rela¢3o taxondmica significativa com os
feromdédnios sexuais. Mas apds uma apreciagldo minuciosa dos
feromdnios nos fol possivel observar (o) seguinte
comportamento: nos feroménios ou produtos-trago do ‘‘bouquet®
com ciclos de 5 ou 7 membros as ligag@es duplas conjugadas
n3ic s3o freqientes, az uUnicas excecBes 330 o Viridieno (7) e
o Desmaresteno (12). O mesmo n3io acontece com os ferom®nios
lineares ou que apresentam anéis de 3 membros. como no caso
do Fucoserrateno (1D, Finawvarrenoe (22>, Cystophoreno (32,
Giffordeno (4D, Hormosireno (5D e Dictyoptereno A (B).
Depcis de diversos testes com homdlogos dos feromdnios
sexuaisz de Adenccystis, Ecteocarpus e Sphacelarice, MULLER, et

l. C1985) (213> concluiram que o mecanismo de reconhecimento

fo
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da molécula do feromdnioc por polarizagio mutua do receptor e
do mensageirc tem sido modificado atraves do desenvol vimento

individual e, desta forma expressc na filogenia.

Estaz informagdes nos incitaram a especular sobre o
significade evolutive das transformagdes estruturais nas
molecul as dos feromdnios sexuals das algas pardaszs e, tudo
leva a crer que estas substancias possam ser utilizadas nZEo
como marcadores taxondmicos (come se tem sugerido?, mas =im
come marcadores filogenéticosz pois, em geral, metabdlitos
intinmamente ligados a funcdes vitais Cneste caso a
reprodugio) determinam modificag@es profundas ocorridazs nos
organismos e acompanham de maneira mais ou menos linear os
processos de avango filogenético. E tambem provavel que a
especificidade no reconhecimentoe do feroménio e sua propria
biossintese tenham caminhado de maneira complementar uma a
outra, 4 medida em que a competi¢3loc por espage e o0sS
obstaculos ambientais pressionavam as espeéciez em seu

habitat.

Por outro lado, oz proéprios componentes do “bouquet™
nos diIo base para especular sobre a razio da existéncia de
dois ou mais produtoz nas secre¢gdes dos gametas das algas
pardas. Com algumasz excegdes, os ''bouquets'" sFo compostosk
por substAncias cujas estruturas estic relacionadas entre =i,
por exemplo: gametas masculinoes de Feritthaliac caudata 3Zo
intensamente atraldes pelo Caudeoxireno (9> (produtce de maior

atividaded (3173. No entanto, além deste mais dois produtos
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sXo encontrados em seu ‘“bouquet® - Viridieno (7 e
Multifideno C(8). Uma anAlise do processo biossintético tendo
o Multifideno (8) como ponto de partida., indica o Viridieno
€7) e © Caudoxireno (9 (epoxi-grupo na configuracio trans?
come produtos pertencentes\é mesma via biogenética CESQUEMA
II>. Esta tendéncia & também observada em espécies da Ordem

Laminariales que utilizam o Lamoxirenc (14> como feromdnio

ative CESQUEMA IID. Em muitos outros casos, oS componentes
de "bouquet®, assim como o proéoprico componente ativo, parecem
per tencer a uma mesma via biossintética, rfato que

justificaria a presenca de mais de um composto da secreg¢io de

gametas.

Isso parece sugerir que a presenga do Ectocarpeno
132 em al gumas espéecies mais evol ut das Cdentro de

Phaeophytad talvez n3Xo deva ser interpretada como uma

reminiscéncia filogenética <218), mas como um componente
indispensavel a biossintese de outros feromdnioecs
cicloheptadiénicos. O mesmo acontecendo com o Hormosireno

(5>, quando presente como subprodutc em espécies consideradas
mencs evoluidas. Oz feromdnios sexuais , bem como seus
produtos-trago tem sido usados para reforcar a existéncia de

vAarias linhas evolutivas entre as Laminariales (149,171,1740.

¥ ou MESMOo como um
astefats de isclamen
to mos “bouquets™



FIGURA 11: Esguema eveolutive da divis3o Phaeophyta, segundo
CHAPMAN & CHAPMAN (19812, adaptada As substlncias ativas do

“bouquet ™ (feromonlcs sexualisl.
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FIGURA 12: Esquema eveolutive da DivisXo Phaeophyta, segundo
CHAPMAN & CHAPMAN cies13, adaptada a todos os feroménios

Sexuals e subprodutos do “bouquet .
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FIGURA 13: Afinidades

(SCACGEL,1966 & NAKAMURA,1Q972 ;;IN 3202. onde se encontram

incluidas as substancias ativas de ‘"beouquet” (feromédnlios

sexualis),
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FIGURA 14: Afinidades filogenéticas da DivisdEo Phaeophyta
CSCAGEL.19868 & NAKAMURA,1972;IN 2202, onde se encontram
incluidas todas as estruturas dos feromdnios sexuais e

subprodutos do "bouquet''.
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A observagio e a compar agao das propostas
biossinteéticas (FIGURAS 7 e 8; ESQUEMA II) e evolutivas
CFIGURASE 11.12,.12 e 14> apresentadas acima, nos trouxe uma
outra pergunta: o© gue caminharia paralelamente 4 evolucio, a
diversificagio ou a zimplificacic dos passos bilossinteticos

que d3ic origem acs feromdnios sexuais?

Segundo GOTTLIEE (18822 ambas, a diferenca seria
quanto & hierarquia. Dentro deste raciocinio a eveolucio, em
niveisz hierarquicos superliores ¢ acompanhada pela contragio
dos passos reacionais e oxidac3o, enquanto nos niveis
inferiorez & acompanhada pela expansﬁo dos passos reacionails
e reducio (100D. GOTTLIEB defende ainda a existéncia de dois
conceitos basicos de evolugio: o primeiro principio determina
que a evolug3o., a partir do= precursores primarios, procede
pelo bloqueio de passos reacionails, oz quais levam & novas
linhas quimicas; o segunde principio afirma que a evolug3o

das micromoleculas ocorre atraves da oxidag3o.

Apesar da simplicidade estrﬁtural dos feromdnios
sexuals ser evidente, as proposigdes acima nos estimularam a
fazer uso das técnicas estatisticas desenvol vidas por
GOTTLIEB para outros grupos de substancias do metabolismo
secundario vegetal. Pe acordo com as mesmas, a cada
substancia corresponde um valor referente ao Indice de

Oxidagao (10D e ao Indice de Eszqueleto (IE>, calculados como

se

0]

egue:



IO= - A+ B e - IE = _D_
C C
onde: A = numero de liga¢cdes C-H Cum ponto cadad.
B = numero de ligacg®es C-0 Cum ponto cadad.
C = numero total de Carbonos.
D = numero tedrico de passos reacionais (ligag@es C-C

estabelecidas ou rompidas)d a partir do precursor.

Cs pontos da wvariavel P s3o atribuidos da sequinte

manelira:

- um ponto para cada atomeo de Carbono de uma ligag¢3ioc C-C,

formada ou cindida;

- Zero ponto para a quebra ou formag3do de liga¢3io C-H e mn;

- um ponto para cada Atomo de Carbono envolvido em ligag®es

com hetero—-atomos em fechamento ou abertura de anel

- um ponto para cada atomo de Carbono do esqueleto que se

ligar a um Carbono adicional.

Na TABELA II encontram—-se lizstados os ferom®nios
sexuais, subprodutos do “bouquet', e outros hidrocarbonetos
Ce e C11 isolados das algas pardas, bem como os respectivos

valores de Indice de Oxidagio CI0) e de Esqueleto CIED.



Por se tratarem de estruturas muito pouco elaboradas,
as variac®es dos valores para (I0 e (IE> nio pareceram muito
significatiwvas. Numa outra abordagem toram plotados, para
cada Ordem, os valores referentes as médias dos Indice de
Oxidacio CAEo) e médias dos Indices de Esqueleto CAEeD
CTABRELA IIID. Os Graficos obtidos a partir dessas TABELAS se

encontram nas FIGURAS 15, 16, 17, 18, 13, 20, 21 e 22.
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TABELA II: Feroménios sexuais, subprodutos do bouquet e outreos hidrocarbonet.os

isolados de algas pardas, incluindo o= valores de Indice de Oxidag3o CIO e In

dice de Esquelete (IEY. N°= - numero de ligac®es duplas; NC : numere de‘Carbo
nos.

NOME~-MN°DA ESTRUTURA FORMULA MOLECULAR I.0. I.E. I.0.-1.E. N°= N
Fucoserrateno C1> Ce H‘2 -1.8 0.128 -12.0 0. 375
Finavarreno (2> C“ Hld -1.4%4 0. 0wl -15.978 0. 263
Cystophorens €3 C“ H16 -1.638 0. 081 -17.4a78 0.273
Giffordene €40 an de -1.454 0. 01 -15. Q78 0, 36823
Hormozireno (5) (;:‘1 th -1.454 0. 273 -5. 3&6 0.2873
Dictyopterenc A CE) C" H18 -1, 638 0.273 -5, 99z 0.182
Viridieno 7D Cil H‘4 -1.2873 6‘273 -4. B3g= 0. 363
Multifideno (8> C1‘ H‘d —1.454 . 0.873 -5. 3286 0.273
Caudoxireno (9 C“ H14 o] -1.091 0. 454 -2. 403 0.273
3-butil-4-vinil

-—ciclopenteno (10D C“ H:a -1.636 0.273 -5. 902 0.182
Aucanteno (11D C1‘ H1d ~-1.454 0. 273 -5. 326 0.2873
Desmarezteno (122 Ct‘ H1‘ ~-1.273 0. 548 ~2. 336 0. 363
Ectocarpeno ¢13) C11 on -1.454 0.545 -2. 868 0.273
Lamoxdreno (14D C" H1‘ o] -1.081 0.727 -15. 850 0.2723
Eatrutura ¢15D C“ H1a &) -1.273 0.727 -1.751 O.182
Estrutura <18 c,, H,., -1.2873 0.545 -2. 336 0. 383
Estrutura 17D C!1 on ~1.454 0. 545 -2. 686 0. 273
Dictyoptereno ¢*' ¢18) ng H‘e -1.836 0.845 -3.002 0.182
Hidrocarbonetoa €340 Ce H‘2 -1.8 0.125 -12.0 0. 375
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Hidrecarbonete
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarbonetao
Hidrecarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarbonetoe

Hidrocar boneto

3%

(9}
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o
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Q.

0.

0.
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.01
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TABELA III: Indices taxonémicos para as ordens de algas pardas. média
dos valores de I0O; AEe = média dos valores de IE.
ORDENS FRODUTOS AEo AEe AEo,AEe NT=N7C
Ectocarpales 5O ativos -1.454 0. 3B1 -4. 872 0.318
Ectocarpales todos -1.490 0. 348 -4.319 0.273
Dictyvosiphonales =zd ativos -1.454 0.318 -4. 57 0.318
Dictyosiphonales todos -1.514 0. 242 -5, 255 0. 303
Scytosiphonales =2 ativos -1.454 0.273 -5, 326 0.272
Scytosiphonales todos ~1.545 0.273 -5. 859 0. 227
Laminariales S0 ativos ~1.333 0.8185 —-2.588 0.273
Laminariales todos -1.388 0.479 -2.878 0.273
Sphacelariales 20 atives -1.333 0. 454 -2. 836 0.333
Zphacelariales todos -1.363 - 0.409 -3.332 C. 318
Cutleriales s6 ativoes -1.454 0.273 -5. 326 0.273
Cutleriales todos ~1.454 0. 363 ~-4. 008 0.273
Tilopteridales ativo=z -1.454 0.2873 -5. 326 0.273
Dictyotales ativos -1.9548 0.318 -4.858 0.272
Chordariales ativos ~1. 454 0. 0.1 -15. 978 0. 363
Sporochnales so ativos ~-1.091 0. 454 ~2.403 0.273
Sperochnales todos= -1.383 0.318 ~-4. 286 0.273
Desmarectiales ativos -1.332 0. 454 -2.936 0. 333
Durvilleales =6 ativos ~1.454 0.273 -5. 328 0.273
Durvilleales todos -1.545 0.273 -5. 859 0. 227
Fucales so atdivos -1.811 0.145 -10.120 0.321
Fucales todo= ~-1.536 0.17¢ -9. 035 Q. 283
Hidrocarbenetos saturados -1.883 0.074 -26. 797 0.0
di enos= -1.870 C. 142 -11.055 2.163
trienos -1.823 0.147 -10. 380 0. 309
tetraencs -1.454 0. 021 ~15. 978 0. 3683
com oxigénio -1.835 0.076 -20.197 0.13%




FIGURA 15: Feromoénios sexuais de algas pardas, Indice de

Oxidagdo CIO) x Indice de Esqueleto CIE).
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FIGURA 16: Hidrocarbonetos de algas pardas, Indice de

Oxidagdo (10D x Indice de Esqueleto CIED.
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FIGURA 17:
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FIGURA 18: Hidrocarbonetos de algas pardas, I1.0../1.E. 24
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FIGURA 19:
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FIGURA 20: Ferom®nios sexuais de algas pardas Cordens); AEo x

AEe Cincluindo Pnodufos~tr690)-
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FIGURA 21: Feroménios sexuais de algas pardas Cordens);

AEo-AEe x N°=-N°C ¢ hidrocarb. atives).
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FIGURA 22:
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FIGURA 23:
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FIGURA 24:
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Podemos observar que na base da FIGURA 15 destacam-se os
feromdbnios lineares, na linha mediana encontram-se as
estruturas contendo anel de 3 membros, seguindo-se os anéis
de 5, 6 e 7 membros prdoximos ao limite superior da figura.
As 1linhas pontilhadas indicam a relacdo entre as cadeias
laterais mais saturadas (Dictyopterencs A e C’, Estrutura
10), com uma insaturacéao (Ectocarpeno, Estrutura 17,
Aucanteno e Multifideno), com 2 insaturagdes ou epdxido
(Desmaresteno e Viridieno, Estruturas 15 e 16), e com uma
insaturagdo e um epdxido (Lamoxireno e Caudoxireno). O mesmo
comportamento se repete na FIGURA 24, somam-se apenas as

estruturas dos produtos-traco.

A FIGURA 16, assim como as FIGURAS 18 e 23, ndo s3o de
facil interpretacio, j& gque os pontos se encontrtam dispersos
de forma mais ou menos irregular, ndo obedecendo a nenhum
padrdo elucidativo. Na FIGURA 17 destaca-se apenas a relacao
entre o Aucanteno, o Multifideno e o Hormosireno (como na

FIGURA 15).

Na FIGURA 19 (ordens: AFo x Aﬁe) pode-se observar a
linearidade vertical entre as ordens
Laminariales/Desmarestiales.Sphacelariales, bem como das
ordens Ectocarpales/Dictyosiphonales/Cutleriales.Durvilleales
.Tilopteridales.Scytosiphonales/Chordariales; 0S pontos
referentes as ordens S8porochnales, Dictyotales e Fucales
encontram-se mais afastados dos demais. Ja na FIGURA 22
(ordens: AEo/AEe x N°=/N°C), as ordens Tilopteridales/Ectocar
pales/Dictyotales.Sporochnales/Cutleriales/Laminariales apre
sentam uma relagdo linear horizontal, enquanto Durvilleales e
Scytosiphonales parecem intimamente ligadas; as demais ordens

se encontram em pontos distantes. Ao compararmos ambas as
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FIGURAS (19 e 22), o que se observa & que Durvilleales e
Scytosiphonales (apesar da diferente disposigdo no grafico)
continuam ligadas a um inico ponto; as ordens
Ectocarpales/Tilopteridales/Cutleriales repetem sua relacéo
linear; Desmarestiales, Sphacelariales e Laminariales ainda

apresentam alguma relacédo.

Apesar dos dados ainda se apresentarem fragmentarios e
pouco elucidativos, é possivel que num futuro prdHximo, tais
relagdes venham a se tornar mais claras; no momento presente,
a utilizagdo dos feromdnios sexuais de algas pardas como
marcadores quimiotaxondmicos nos parece precoce. A precisdo
questionavel dos métodos de extracdo traz davidas quanto a
verdadeira composigdoc dos “bouquets” e sobre a possibilidade
da existéncia de outras estruturas minoritarias importantes
ndo detectadas. O aprimoramento técnico dos métodos de
extragdo, bem como a andlise de secrec¢des de algas ainda ndo
estudadas serdo indispensaveis para a viabilizacio de estudos

guimiotaxondmicos mais esclarecedores.
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III.DITERPENOS DA CORDEM DICTYOTALES

As algas pardas da ordem Dictyotales apr esentam
diter penos com uma grande variedade de estruturas e si1stemas
ciclicos, o que tem favorecido a utilizagdo dos di terpenos
simples = de biossintese mista COMo marcadores
qui mi otaxondmi cos (82,2900, Entre os di terpenos de

bioszintese mista estio Stypoldiona (54 e Taondiol (5850,

4]

1 ;

il

ol ados dos geEner os Stypopodiun CB7TD =3

v

respectl vamente, Estes generos 33c, ate o momento., os unicos
representantes da ordem Dictyvotales a apresentar diterpenos

formadoz a partir de duas vias metabdlicas distintas.

Alguns dos ezqueletos diterpénicos el aborados pelas
Dictyotaceae Cunica familia da ordem Dictvotalezd podem ser
considerados como derivados prenilados de  sesquiterpencs

~onhecidos 25&D. Pachydictyol A (B5> por exemplo, <u

(—‘
fir

[y
0]
[V

s obzervada nos géneros FPachydictyon (1

i

ocorréncil

Dictyota (7,239,290, Dilophus (92 e Glossophora (288) esta
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o 0
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55. Taondiol

OH

56. Pachydictyol A N
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57.D1i1ophol

58. Epwuxi dil ophol ona

SQ.Dictyoxepina

OH
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relacionade aos sesquiterpenos da série Guaiano. Dilophol

“

(57> encontrado em Dilocphus ligulatus (90 & o homologo do

tn

sesguiterpenos da seérie Germacrano, Epoxtdilopholona (582,

U oOcorre no mesme Jgéhnero, possul estrelita relagic com o

0

esqueleto Biciclogermacrano. Dictyoxepina (59) isclada a
partir de Dictvota dacutilebae (E872 corresponde a um Elemano

prenilado, e outrozs diterpenoz tails como Dictvyoleno 60D

relacionam—se ao esqueleto Occidentalanco (2B72.

No entanto, nem todos os diterpenoz obserwvados

entre as Dictyotaceae possuem equlivalentes sesquiterpénicos.

]

Segunde TEIXEIRA = KELECOM d1988), o diterpenos simples
podem ser divididos em trés grupos relacionadoz entre si pela

primeira cliclizag3do do precursor pirofostato de

f.c'c-geranil—geraniol(ﬁi).

O CGrupo 1 (ESQUEMA IIID inclui esqueletos resultantes
da ciclizagio 1,10 do pirofosfate de geranil—geranio],(ﬁl).
que leva a4 formag3c do derivado preniladoe do Germacrano (620,
e cujo rearranjo da corigem ao Epi-elemano prenilado (63). As
ciclizagdes em 2,7 e 2,6 de 622 sZo responsavels peia
formac3io dos homdbl ogos prenilados dos esqueletos
Occidentalanc C64> e Guaiano 65>, respectivamente.
Ciclizagdes nas posigdes 1,6 e 1,14 de (65 d3o origem aos
esqueletos Cicleoguaiano prenilade (662 ou Dictyotano (67D,
respectivamente. A ligagio transanular do esqueleto Gualiano
(65> em 1,7 produz o Spatanc (682, ao passo que o rompimento

da ligacio 6,7 deste ultimo fornece o Seco-spatanc (69D,
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Ainda no Grupo 1, ¢ sugerida a existéncia de uma via

paralela derivada da ciclizag3oe 1,10 + 1,11 a partir de (612>

o Biciclogermacrano prenilade (702 resulta desta ciclizagio.
Oz intermediarios Maaliano (710 e Gorgonano (722 prenilados,

apesar de ndo serem registrados entre as algas pardas, e sim
em octocorais como sesquiterpenos (3110, 330 sugeridos como

precursores do esqueleto Dictalano C73>.

O Grupe & CESQUEMA IV2, com & tipos de esqueletos,

deriva da ciclizagfo 1,11 do precursor CB153. O intermediario
C74> nioc tem representantes conhecidos. A ciclizagdo de (74D
na posigic 10,14 oridina o esqueleto Dolabellanoe (750,

observado tanto em algas pardas (64D, guanto em lesmas do mar
do genero Dolabelle (126,2B8) = hepaticas (1845, Ciclizages
transanulares de (75 em 2.8 , 2,6 ou 2,7 produzem o
Dictvoxetano (76D, Dictymano C??); ou Dolastano (78D,
respectivamente. Mas & importante citar que existem duvidas
a respeito da formagio de (78) a partir de (785>, por razdes
estereoquimicas e pelo fato de ambos esqueletos, Dolabellano
(75> e Dolastano (78) nunca ocorrerem numa mesma especie das
Dictyotales. SZo sugeridas duas vias de obteng3doc do
Seco-dolaztano C79): uma atraves da ciclizag3do =Z2,7 do
intermediario (74>, e outra pela clivagem da ligag3c 10.14 do
Dolastane (78). O esquelete Fasciolano ¢BOY decorre da
ciclizagdo 3,% do Dictyoxetaho 765, ac passo dque o
Seco-fusicoccinano (B1Y) ¢ obtido atraves da clivagem da
Liga¢30 8,2 do Dictyotans C772. O Chromophycano (B2) tem sua

origem a partir do rearranjo da metila 19 de C-11 para C-1,
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no Dolastano (78D.

No Grupo 3 CESQUEMA V2, a aparente ciclizacio 2,10 do
pirofosfate de geranil-geraniol leva a formac3c do esqueleto
Xeniano (832, isolado originariamente de octocorais do género
Xenta C152,312>, mas bem representado entre as algas pardas
C71,294D. Ciclizag¢g®es transanularez de (83> em 1,8 ocu 2.7
serio responsaveis pelos esquel etos Crenulano 84> ou
Cicloxeniano (85D, Cs intermediarios hipoteticos (BB)Y e (B7D
d3do origem a mais dois esqueletos: o Dichotomano (88D, que
deri va do rearranjo 5.6 +- 5,7 de 86>, e o
Triciclodictyotano (89, obtido através de ciclizacZo 4,17 de
cB7D. Ja o Crenulidano (90> resulta da ciclizagZo 4.6 do
Xenianco (833, enquanto o Coriacenanco (91) ¢é formade pela

ciclizac3io 1,17 de (8B3D.

Nas TABELAS III, IV e V encontram-se representadas
algumas estruturas pertencentes a estes arupos. Estruturas
iscladas recentemente e que possuem esqueletos novos n3o
fazem parte da ultima proposta sugerida pelos autores (3022,
por esta razdo se encontram destacadoz nas TABELAS V, VI e

VII e nos ESQUEMAS III, IV e V.
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ESQUEMA III: Proposta biossintética dos esqueletos diterpénicos do Grupo 1 (segundo
TEIXEIRA &% KELECOM.1988). A numer a¢gXo segue-se A do precursor por razdes didaticas. »
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ESQUEMA V: Proposta biossintética dos esqueletos diterpénicos
do Grupo 3 (segundo TEIXEIRA & KELECOM,1888>. A numerag3o

seque—se a do precursor por razfes didaticas.
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TABELA 1V: Esqueletoz diterpeénicoz do Gr-upo

Dictyotaceae.

1, obger vadozs na  famili,

ESQUELETO

ESPECIES /EXAEMPLO

NOME “REFERENCI A -ESTRUTURA

Germacrano

prenilado

Biciclogermacrane

prenilado

Cccidentalanc

prenilado

Gual ano

prenilado

Dictvota dichetoma

Dilophus prolificans

(intermedius)

Dictvota acutilcba

Dictvota dichotoma

1086

Pachytriol (15%)

AN
oH
H:
Dilopholona <23
Dictyoleno c28)
N
OH
Dictyol A (S8>
N



Clcloguaiano

prentlado

Epi ~elemano

prenilado

Dictyotanc

Dictalano

Spatano

Seco-spatano

Dilophus marginatus

Itetvota acutilobg

Dictvota sp

Dictyota sp

Spatoglossum schimitit

Dilophus marginatus

Cicloguatano A (246D

Dictyoxepina (28>

~ Y

Dictyotetraena C30D

/

=
\7ﬂ
a~dictalediol mono-acetato

€51,108)

10-oxo-4,10-secospata-2,3,

13.,17-tetraen-12-al Cz46D>

CHO



TABELA V:

Esqueletos diterpénicos do Crupo 2, observades na  familia
Dict votaceae.
ESQUELETO ESPECIES NOME /REFERENCI A-ESTRUTURA
Delabell ano Dictvota dichotoma 14-ux0-3,7,18-dolabelatri -
enco (11D
Delastans Dicetvote divaricate Dolatriecl <2012
o
OM
Chromophycano Dictvota sp " Mono-acetato de

Seco-dolastano

Dicetyeta cervicornis

108

Chromephycadiol ¢(SO>

SQ2y

Isolinearol <300




Di ctyoxetano

Dictymano

Seco~-fuzicoccinano

Dictyota dichotoma

Dilophus rasciola

Dictvota dichotoma

Dictvota dichotoma

Dictyoxetano (284D

Fagaciola~7,18-dien-17-al

307>

Epoxidict yimeno €730

Dictymal C280>

\\
,A~4< 1
\ !
13
/ﬁﬁt cro

108



TABELA VI. Esqueletos diterpénicos do Grupo 3, observados na familia

Dictyotaceae.

ESEQUELETO ESPECIES NOME-/REFERENCI AESTRUTURA

Xeniano Dictvotae flabelata Dictyodial (81>

Cicloxentano Diectyota dichotoma 7-hidroxi -2,6-cicloxenica~

S,13-dieno-18,19-dial 22>

L
\
[;f:tgz}/A\v/QQ(/
HO

Coriacenano Pachydictyon cori- eum Acetilcori{ararn~~ay 129>

Crenul anc Pachydictyon cortaceum Sanadaol (127>
Crenulidanc Dictveta crenulata Acetoxdcrenul ide (290

o%ﬁ/
4’/‘(“/(
——
N
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Dichotomanco Dictvota dichotoma 9-hidroxi-dichotom-2,14-

dieno~-19,280~-dial <22

Triciclodictyotane Dictyota dichotoma Triciclodictyofurano C C75>
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III. A. GUATANOS PRENILADOS DA FAMILIA DICTYOTACEAE

Nos ultimos anos, a familia Dictyotaceae vem se
distingiindo, entre as algas pardas, como fonte de diterpenos
policiclicos do tipo guaiano prenilado, cuja ocorréncia e

obser-vada exclusivamente no ambiente marinho (1292,

Em toda a tfamflia foi caracterizade um total de
trinta e uma subst8ncias pertencentez & este esgueleto
CESTRUTURAS B31e92-122), as quais ze encontram distribufdasz nos
géneros Dictyota (952, Dilephus (102, CGlesscphora (228 e
Pachydictyen C1182. Alguns destes diterpenos - Dictyol A
(116>, B C101D>, C (98>, D C102) e E (103>, e Pachydictycl A
CO5) - tém sido tambem isclacdos da glandula diges
tiva do herbivoro marinho Aplysisa clepildns (Gastropoda,
Opisthobranchiad(86,1932. Este fato, associado a ocorréncias
similares (48,98,125,126,192, 255, 284> tem evidenciado a

J

impert&ncia dos terpencos na cadeia alimentar e suﬁostamahte

ne sistema de c\e‘-esa_ quimica das alagas Pewo\as marinhas.
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III.A.1.CONSIDERACSES SOBRE O ESQUELETO GUAIANO PRENILADO

Na literatura s3o registradas mais de tres
denominac®es diferentes para este esqueleto. Devido a sua
semel hanca estrutural com a de outro composto - Azuleno 123>

CFIGURA 25), alguns autores se referem a ele como diterpeno

hidreoazulendide c7ad, peridroazuleno c10,2589>, ou
simplesmente hidroazulenc (74,772, Outros autores adotam uma
nomenclatura menos geneérica como guai ano prenilado

C79,252,300>, com base noc préprio esqﬁeleto sesqui terpénico
guai ano. Entretanto, estas designhagBes algumas vezes s3o
usadas como sintdnimos (65D. Demos preferéncia ao termo
guaiano prenilado por acreditarmos ser este o mais indicado,
jA& que o esqueleto basico ¢ formado pela mesma via metabélica

do isopreno. Ja a numeracio do esqueleto tem se mostrado bem

uniforme (7,56,685,163,2%9>) (FIGURA 2Z6). O= carbonos =330
numerados de acordo com o sesquiterpenc correspondente. A

cadeia lateral ligada ac C-7 é numerada de maneira identica,
sendo gque a metila trans aoc grupe propilideno equivale ao
C-16. A metila ligada ao C-4 recebe © numero 17, por ser a
metila do carbono de menor numero; © nmesmo acontece com as
metilas em C-10, C-11 e C-18 (cis em relag3c ao dgrupo
propilideno), gque correspondem aos carbonos i8, 19 e 20,

respectivamente.
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FIGURA 25: Esqueleto do Azuleno.

FIGURA Z2E:

Mumer ac&c

a literatura.

an

ezqueleto
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III.B. METODOS

Paralelamente 2 proposta biossintdtica geral dos

esqueletos diterp®nicos das Dictyotales, foi elaberade um
mapa bioszintético apenas para os guai anos prenilados
isolades destas algas. O esquema da FIGURA a7 (3
auto-explicative, mas deve-se ressaltar que as estruturas
pontilhadas nZFo possuem representantes conhecidos, sendo

consideradas, por esta raz3o, intermediarios hipoteticos.

Cs dados sobre os guai anos prenil ados das
Dictyotaceae foram obtidos a partir da literatura (13960-1930)
e encontram-se reunidos nas TABELAS VII e VIIIi A primeira
refere—se aos nomes vulgares dos guaianos prenilados
conhecidos, as espécies de onde foram 1isclados e os
respectivos locais de coleta. A  TABELA VIII lista as
especies estudadas, © nome dos guaianos prenilados isoladozs e
©s valorezs relativos ao=z indices taxon®micos dos mesmes CI0O e
IE>, calculadoz segundo © método descrito nas pAginaz 79 e
80. Oz padrdes de oxidagio dos guaianos prenilados foram
analizadosz mais minuciosamente com o© intuito de identificar
possiveis relages entre os géneros estudados e facilitar a
visualizag3o de variacSes biogeograficas. Para este estudo
fol construide um gqrafico que indica os percentuais de
representagio destes diterpenos nos oceanos Pacifico,

Atlantico e Mar Mediterridneo e um mapa de distribuicgio
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geografica do esqueleto.

III.C.PROPOSTA BICSSINTETICA PARA CS GUAT ANOS PRENILADOS DA

FAMILIA DICTYOTACEAE

A descoberta da rota do Acido mevaldnico Cacido
A-metil -3,5-diidroxipentandicod na bicssintese de substancias
esteroidais abriu caminho para as pesgquisas qgue tém auxiliado
a elucidag3o dos passos biogenetiéos responsaveis pela

sintese de substancias terpencidicas de todes cos tipos. 0]

(5]

Acide mevalénico & um composto de seis atomos de carbono
derivado a partir da condensagio de trés mol éculas de acido

acetico, e da origem as chamadas "unidades isoprénicas" CC_ 2>
s )

por perda simultanea de agua e COZ.

A combinac3o de quatro unidades de pirofosfato C_

(124> ligadas na sequéncia cabega—-cauda, d& origem a um
esduel eto Czo , como ilustra a FIGURA 27. O pirofosfato de
geranil ~geranil (61> £ considerado o precursor primario de um
arande numero de terpendides C2° ‘conhecidos como diterpenos,
por esta razioc foi sugerido como estrutura basica na
biossintese de todos os guaianos prenilados isolados de

espécies da familia Dictyotaceae. A proposta biossintética

encontra-se ilustrada na FIGURA 27, gque se segue.
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III.D. PADRCES DE OXIDAGCAOC E INDICES TAXONOMICOS

Com base no mapa biossintético e nas tabelas feoi
proposta uma correlag¢3o entre os quatro géneros estudadoz, no
que se refere A presenga ou auséncia de oxida¢Zio nos carbonos
B8 e B3 Cde acordo com a FIGURA 272. As uUnicas estruturas n3o
oxidadas em C-8 e ou C-9 sio 92,93 e 94 iscladas dc género
Dictvota; 101, 112, 113, 114, 115, 117, 121 e 122 s3oc
oxidadaz em ambas posi¢Ses e ocorrem somente nos Jgéneros
Dictvetae e Gleosscphera: as demais estruﬁuras apresentam, pelo
mencs, uma oxidagdo em C-6, ocorrendo em todos o3 géneros
estudadoz (Dictvota, Dilephus, Glosscphora e Pachydictvond.
O= padrdes de oxidag3c em relagl3c acos carbonos B e 8 pecdem

ser assim resumidos:

(hemC-6, nemC-9) (c-6) . (C-6eC-9)

Dictyecta » Dictyota + Dictyecta
Glossophora Glossophora
Dt lophus

Pachydic tyon

Se, de fato, a evolug3io do esqueleto guaiano
prenilade estiver relacionada 2 oxidagZo comoc um tode, ou a
graus de oxidagido especificos (no caso dos carbonos 6 e 9 &
possivel que a mesma possua vinculos mais profundos com a

. ou seja, que esteja relacionada ao

idade das alga

L}

aparecimento de determinadoz géneroz no meioc ambiente.
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Através dos dados apresentados na TABELA VIII, pode-se
observar gque foram obtidos 28 guailanos prenilados de 16
taxons de Dictyota (15 espécies e 1 variedade), 4 guaianos de
2 espécies de Dilophus, 6 guaianos de 2 espécies de
Glossophora, e 3 guaianos de apenas 1 @espécies de
Pachydictyon. Estes resultados refletem a maior ocorréncia,

na literatura, de dados sobre os diterpenos das espécies do

género Dictyota. Os indices taxondmicos observados para os
géneros Dictyota (AEo=-1.42 e AEe=0.26), Dilophus (AEo=-1.42
e AFe=0.24), Glossophora (AFo=-1.31 e AFe=0.20) e

Pachydictyon (AFo=-1.42 e AEe=0.20) refletem o estidgio atual
do conhecimento sobre a quimica destas algas. De acordo com
os dados, observa-se que os valores para AEo dos géneros
Dictyota, Dilophus e Pachydictyon s&o idénticos, apenas o
género Glossophora apresenta valor de média menor. As médias
calculadas para 1E (AEe) separam em trés valores diferentes,
mas ainda assim ndo é possivel, apenas com esta informacdo,

tirar comclusdes mais precisas sobre as relacdes entre os

géneros.

III.E.DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As Tabelas VII e VIII foram utilizédas, primeiramente,
para a construgdo da FIGURA 28, que indica os valores

percentuais de ocorréncia do esqueleto guaiano nos oceanos

124



Indo-Pacifico, Atlantico e Mar Mediterrineo. De acordo com
as informacdes disponivels, ao buscarmos neste grafico, uma
visdo panoramica da dispersdo do esqueleto guaiano, a regido
Indo-Pacifica seria a mais indicada, por apresentar um maior
numero de ocorréncias do esqueleto com relacdo as outras duas
regides consideradas no grafico. Dando continuidade a esta
linha de raciocinio, a regido do Atléntico aparece como a
seqgunda regido com maior valor percentual, e poderia ser
sugerido que ela seria a segunda regido ser colonizada a
partir do centro de dispersdo e utilizagdo do esqueleto,
estando o Mar Mediterrdneo na posicdo de colonizacldo mais

recente.

Deve-se ter em mente que, todas as consideragdes s3o
apenas hipotéticas, mas que obedecem uma certa linearidade em

termos geograficos, como serad feito adiante.

Posteriormente, as mesmas Tabelas VII e VIII geraram o
MAPA I, onde foram plotados os valores de IO para cada uma
das diversas regiBes geograficas, indicando, ao todo, B8l
locais de coleta diferentes. As variacdes para os valores de
IE (para os guaianos prenilados) ficou entre 0.20 e 0.30, nao
apresentando valores intermedidrios, o que impossibilitou a
elaboragao de rotas de distribuigdoc com alguma ldégica, por

esta razdo, os valores ndo foram incluidos no mapa.
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TABELLA VII: Guaianos prenilados observados entre as Dictyotaceae, algas onde

ocorrem e locals onde foram coletadas.

NOME DA ESTRUTURA

ESPECIES ONDE OCORRE

LOCAL-REFERENCI A

Metoxidictvdieno

Dictyotrieno A

Dictvotriene B

Pachydietyol A

Dictvota dichotoma
Dictvota dichotoma
Dictvota dichotoma

Dictyota bartavresit
D. binghamice
D.crenulata
D. dentata
D

.dichotoma

D.dichotoma var. implexa
D. flabellata
D. hespera

Dictyota sp

Ny

Dictyota sp

U

Dictvota =p

Dictvota =p. 4
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Hokka;do.JapsoC74)

Hokkaido, Japaoc72)

Hokkaido, Japanl72)

Belize, 8. Moawicol230)
Br. Columbia,CanadaC239)
G.California,Méxicol290)
Barbados, Caribe(7)
Australiaca2ad
Hokkaido, JapXoC72)
R. Janeiro,Brasil¢s)
Gales do Sul,U.K.C79)
Rovinj, Yoguslavia¢es)
Sonora, Mexi col 260)
n3o registradoCIN 180)
Tenerife,l.CanariasCg7)
Tenerife,I. Canarias(os)
Okinawa, JapXol162d

Ilhas CanariasC3t=3n



Dictyosd do

Dictyol C

Dictvoxido A

Epoxipachydictvol A

Pachydictyol A epoxido

Jdectyol B

Dictvota mertensit

D. spinulosa

Dilephus tigulatus
Clossophora galapagensis

Fachvdictvon coriaceunm

Dictvota binghantae
D. dichotoma

Dictvota sp.t

Ly

Dictvota =p.

Dilophus ligulatus

Dictvete dentata

D.dichotoma

Dictvota sp. &

Dictvota binghamiae
Dictvota dichotoma
Dictvota fladellata
Mctyvota dichotoma
D.dichotoma var. implexa

Dictvota sp. |

127

. Janeiro,Brasil(a
Okinawa, JapXo(162D
Sleflia, ItAliace

I. Espafola, Equador (258)

California,USAC115)

B. Columbia, Canadac 238>
Hokkai do, JapXo( 74>
Tenerife,l.Canarias(o7)
Okinawa, Jap3oC162D

Sieilia,Italiaciod

Barbados, Caribe(7D
Hokkaido, JapXoC74)
Siecilia,Italiaci1d
Napoles,Italiacsed
Gales do Sul ,U.K.C79)

Ilhas Canarias(313)

B. Columbia,CanadaC239)

Hokkaido,JapXo(74)

Sonora, Méxi cot 280D

Australiacaa)

MediterraneoC7?7)

Tenerife.l.Canariasco7md



Metvel D

Dictyvol E

Diectvel F

Epidictyol F

Dictyotadiol

Dictyona

Dictytriol

Dictyota sp. 2

Dictyota sp. 4

Dictveta dichotoma

Dictvota sp.t

Dictyota sp. 2

D. dichotoma

Dilophus guineenstis

D. ligulatus

Glossophora galapagensts‘

Pachvdictvon coriaceum

Dictvota dichotoma

Dictvota dichotoma

Dictvota sp. 4

D. dichotoma

Dictvote =p. 3

D. dichotoma

Dictyota dichotoma
D. indica
D. spinulosa

Glosscophora kuntiy

icse

Tenerife,l. Canarias(gs)

Ilhas CanariascC313)

Mapole=z,ItAlialse)

Tenerife,Il. Canarias(g9?
Tenerife,l.CanariasC9s)
Australiac22d
Sicilia,ItAliac11d

Vega Baja,P.RicoC270>
Napoles,ItaliacCSe)
I.E=spafiol a, Equador ¢ 288)

JapAoll127>

Hokkaldo., Japaol 74D

Hokkaido,JapXoC74)

Ilhas CanariasC313)

Gales do Sul,U.K.C(79)

OCkinawa,JapXol 162D

Hokkaido, JapXoC72)

Hokkaido, JapXoC 72)
Mar Amarelo.Chinac22B>
Okinawa, JapXoC162)

Horcone Bay,Chile(253>



Isodictytriol

(= Dictyotriol BD

Diectyeotriol A

Dictyotriol C

Dictyotricl D

Dictyotricl E

Acetildictvol C

Dictyol I acetato

Diectyol A

Dictyol X

Dictyotriol A

mono—acetato

Dictyol B acetate

Dictyol G acetato

Dictyol H

Dictyotriol A

di—acetato

Dictyota indica

D. dichotoma

Glossophora Runtit

Dictvota sp. 4

Dictvota =sp. 4

Dictvota sp. 4

Fachvdictvern coriaceun

Dictvota dichotoma

var. tmplexa

Dictvota dichotoma

var. implexa

Dilophus ligulatus

Dictyota sp. 5

Glossophora kuntit

Dictvota sp.&

D. dichotoma var. implexa

D. dichotoma

Dictyota binghantae

Dictyota dentata

D. mertenstit

Dictvota dbinghamiae

Glossophora kRuntit

Mar Amarelo, China(226)

Okinawa,JapZol163)

Horcone Bay, Chile(252)

Ilhas CanariasC(313D

Ilha= Canarias(313)

Ilhas CanariasC313)

I-5. Beach, JapXaC128>

Rovini.,Yugozlavial(Bs)

Medi terrAneol 772

Sicilia,Italiac10d

Australia (325

Horcone Bay,Chile(259)

Tenerife.l.Canariascgs)

Rovind,Yugoslavial(BS)

Gales do Sul ,U.K.C79

B. Columbia,Canada(233).-

Barbados,Caribe(7)

R.de Janeiro,Brasil(»

B. Columbia, Canada(239)

Horcone Bay,Chile(259)



TABELA VIII: Guaianos prenilados observados em cada uma das espeécies de algas
pardas estudadas, & o2 respectivos valores de lndice de Mddagio (IO = Indice

de Esqueleto CIED.

ESFECIE NOME DA ESTRUTURA-REFERENCIA I.0 I.E
Dictyeota bartavresii Pachydictyol A (230D -1.800 0.20
Dictyota binghaniae Pachydictyol A (239D -1. 500 0. 20

Dictyoxideo (239 -1.8500 0.30
Dictydxido A (239D ~1.400 0. 30
Dictyol G acetato (233D -1.273 0. 20
Dictyotriol A di-acetato (239 -1.083 0.20
Dictvota crenulata Pachydictyol A C280) ~1.800 0.20
Dictyota dentata Pachydictyol A (7 -1.500 0.20
Dictyel C C7D -1.500 0.20
Dictyol H (72 -1.182 0. 30
Dictyota dichotoma Metoxidictydieno (74> -1.819 0. 20
Dictytrieno A C72) -1.800 0.20
Dictytrieno B C72) -1. 600 0. 20
Pachydictyol A (5,22,72,79 -1.800 0.20
Dictyvédxddo (74D -1.500 0. 30
Dictyol C €11,.58,74,79) -1.500 0. 20
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Dictyvota dichotoma

var. unplexa

Dictvota fladellata

Dictvota hespera

Dictvota indica

Dictvota mertensit

Epoxi ~pachydictyol A (74>
Dictyol B (22,772
Dictyol D (56
Dictvel E C11,22)
Dictyol F C74)
Epidictyol F (74>
Dictytriol (72>
Isodictytriol (163
Dictyona (720
Mctyotadiol (79
Dictyol A C77)

Plctyol B acetateo (79

Pachydictyol A (B85

Dictyol B <77

Dictyol 1 acetato (B85

Dictyel A C772

Dictyol B acetate (6%

Pachydictyol A epoxido (260>

Pachydictyol A C190)

Pletytriol (2260

Isodictytriol <2262

Pachydictyol A
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. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 300

. 273

. 400

. 500

. 400

. 400

. 500

0.
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0.

0.

0.

0.

.30

20

.20

20

.20

.20

20

20

.20
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Dictyctae spinulecsa

Dictveto sp. 1

Dictyota sp. 3

Dictyota sp. 4

Dictyota sp. 5

Dictyel H

Pachydictyol A (162>

DMetytriol 162D

Pachydietyol A (97>
Dictyoxido (973
Dictyel B C97

Dictyol E (9P

FPachydictyol A (95>
Dictyol B (95D
Dictyol E (9%

Dictyel B acetato C895D

Pachydictyol A ciB2>
Dictyésddo C182d

Dictyona (182>

Pachydictyol A C313)
Dictyol C €313
Dictyol B C313
Dictyotadiol €313)
Dictyotriel C (313D
Dictyotriol D (313

Dictyotriol E 313>

Dictyol X (325>

13e

.182

. 400

. 400

. 800

. 800

. 400

. 500

. 8500

. 400

. 400

. 400

. 400

. 400

. 300

[»]

o

©

© © © 0 o ©

.30

.20

.20

.20

.20

.20

.30

.20

.20

.20

20

a0

.20

.20
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Dilophus guineensis

Dilophus ligulatus

Glossophora galapagensis

Glossophora kuntit

Pachydictvon coriaceum

Dictyol E (2702

Pachvdictyol A C9D
Dictyoxido €100
Dictvol E (56

Dictyocl A C10D

Pachydictyol A (288D

Dictyol E (288>

Dictytriol (289
Dictyotriol A (259
Dictyotriol A mono-acetato (2590

Dictyotriol A di-acetato (259>

Pachydictyol A (115D
Dictyol E C127)

Acetildictyol C C128D

. 400

. 800

. 400

. 400

. 300

. 083

. 800

. 400

. 364

c © © G

@]

.20

.20

.20

.30

.20

.20

.20

.20

.20

. &0

.20

.20

.20
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FIGURA 28: Percentagens de ocorréncia do esqueleto Cuaiano

Prenilado nos oceanos Pacifico (P2, Atlantico CAD

Mediterraneo CM). 1004 = Total de guaianos,

43. 38%

20 1 17. 28%

10 4 V/%/

Numero de Estruturas e percentagens
ocorréncia para cada oceano considerado:

0. Pacifico - 40 = 49.38% (inclui o O.Tndico)

O.Atlantico - 27 = 33.33%

M. Mediterrineo - 14 = 17.28%

Foram obtidos 40 gual anes prenilados em

coletadas no oceanoe Pacifico (49, 38%, 27 no  Atl
C33.34%) e 14 no Mar Mediterraneco 17, 28%D.

e Mar

de

algas

[

antico



MAPA 1. Distribui¢do geografica de todos os Guai anos
Prenilados observados entre as Dictyotaceae =Y Ieus

respectiveos valores de Indice de OxidagZo (IO,

1 = -1.610 6 = -1.300
2 = -1.800 7 = -1.273
3 = -1.500 8 = -1.182
4 = -1.400 9 = -1.083
5 = -1.364
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Sabe-se gque, gquanto menor o valor para I0 (ele esta
sempre com sinal negativo), quanto menos oxidada € a
substédncia em questdo:; considera-se que substincias cuja via
biossintética seja mais antiga sejam menos oxidadas, pois sua
origem datam de épocas em que os niveis de oxigénio na
atmosfera eram menores. Com base nestas indagacbes, as
informagcdes contidas no MAPA 1 podem ser resumidas como se

segue:

- Pacifico Oriental (Japdo): -1.619 a -1.364.

- Regido Indo-Pacifica (Australia): -1.300.

- Atlantico Ocidental (Costa Africana): -1.500 a -1.273.

- Mar Mediterrdneo: -1.500 a -1.273.

- Atlantico Oriental (Brasil e Caribe): -1.500 a -1.182.

- Pacifico Ocidental (Costa Pacifica EUA): -1.500 a -1.083.

Cabe destacar que os maiores valores de IO (substancias
mais oxidadas) para os guaianos prenilados s3o encontrados em
regides temperadas do Pacifico Ocidental, que representam os
limites de distribuic3o do esqueleto. Até o momento, o
esqueleto vem sendo bem representado em regides sub-tropicais

e frias do globo.

Os percentuais de ocorréncia do esqueleto guaiano
prenilado nos representantes da familia Dictyotaceae em todo
o mundo (FIGURA 28) parecem indicar que o esqueleto teve sua
origem no oceano Pacifico, alcancando o oceano Atlantico e,
mais tarde, o Mar Mediterréneo. Estas rotas poderiam estar
relacionadas & viabilidade adaptativa do esqueleto no
ambiente marinho. Entretanto, ao analisarmos os valores de

10 para cada regido separadamente (vide acima), os dados
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parecem indicar uma regido ainda mais precisa para a origem
do esqueleto. No oceano Paclfico observamos o0s menores
valores de I0 (Japdo), bem come os maiores (costa pacifica
dos EUA), em regides distintas geograficamente. Ou seja,
existem fortes evidéncias de que para as algas pardas, este
esqueleto tenha tido sua origem no oceano Pacifico, mas numa
regido mais ou menos diferenciada, prdéxima ao Japdo. A costa
Pacifica do continente americano apresenta valores bem
maiores de 10, o que sugere uma colonizagdo mais recente,

tendo o continente australiano como uma regido de transigdo.

Os dados referentes ao oceano Atlantico parecem se
comportar de modo semelhante: a costa americana, incluindo
Golfo do México e Caribe, possui valores de I0 maiores do que
as costas da Africa e da Gr&-Bretanha. No Mar Mediterréaneo,
os valores de 10 sdo idénticos aos observados na costa
ocidental do oceano Atlantico, variando entre -1.500 e -
1,273,

Como podemos observar na FIGURA 29, a conexdo entre o
Mar Mediterr&neo e o oceano Indico (via Mar Vermelho) foi
interrompida no perido Terciario, durante 0 Mioceno
(aproximadamente 17 milh&es de anos), quando a Africa e a
Arabia entraram em contato com a Eurasia. Depois dessa
época, as floras tropicais se desenvolveram separadamente no
oceano Indico por um lado, e no Mar Mediterraneo por outro
(173). Muito mais tarde, algumas espécies indo-pacificas
migraram novamente, através do canal de Suez (periodo de
Ramsés 1II). Outras migragdes como esta se repetiram mais
vezes, em outras épocas em que o canal de Suez manteve esta

conexdao possivel.
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Ainda na FIGURA 29 podemos visualizar as rotas de
migracdo propostas para o esqueleto guaiano prenilado, que
teria inicio no Pacifico Oriental, alcancandoo oceano Indico,
dal para as costas africanas e para o Mar Mediterraneo.
Sugerimos que a partir do Indico tenham sido utilizadas duas
rotas paralelas de migragcdo, uma em dire¢do ao Atlantico,
contornando o extremo sul do continente africano, e outra em
direcdo ao Mediterrdneo, pelo regido do canal de Suez. A
proposic3o destas rotas de migragcdo da flora marinha pode
justificar a similaridade dos padrdes de oxidagdo de ambas as

regides.

A partir dai, as setas indicam que o esqueleto guaiano
prenilado foi utilizado nas costas do continente americano,
podendo ter migrado para o oceano Pacifico através do canal
do Panamd ou contornando o extremo sul do continente
americano (Chile), apesar desta regido ser de dificil acesso
a floras ndo adaptadas a baixas temperaturas e ao alto indice
de batimento. O limite de distribuicdo do esqueleto até a

presente data é mais ao norte, no Pacifico ocidental (EUA).
0 crescente numero de trabalhos voltados para a

identificacdo de terpenos de algas pardas viabilizara, num

futuro préximo, estudos mais minuciosos a este respeito.
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FIGURA 29: Formacido das 4 regides tropicais recentes (linhas

mais grossas) pela separagdo dsa flora e fauna do Mar de

Tethys; mapa adaptado as rotas de migracdo e utilizagdo do
familia
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IV.0 USO DE DITERPENOS PARA O ESTABELECIMENTO DA SINONIMIA

ENTRE Dictvota mertensit E D.dentata

IV. A DISTRIBUIGARO GEOGRAFICA DO GENERO Dictyota LAMOUROUY

Embora os estudos da vegetag3o algal de varias partes
do mundo tenham sido iniciados durante o ultimo século, nosso
conhecimento presente sobre as diferentes regid@es floristicas
marinhas & ainda, em muli tos aspectos, incompleto e

fragmentado (264).

Ao contrarico do gque se tem observado, dados relativos
ao género Dictvota Lamour oux encontram-se muito bem
documentados, indicande uma ampla distribui¢ic do género em
todo o mundo C(MAPA IID (1,2,4,6,7,16,18,22, 42, 44, 45,52, 58,50,
60.61,62,63,65,87,69,73,75,79,085,96,87,.103,106,111, 112, 113,

117,118,119,120,121,130,150,166,170,173,187,225, 226, 227,228,



£29,233,234,236,239,245, 248, 243, 280, 252, 255, 256, 257, 260,261,

267, 268,269,273,274,2758, 276,261 , 283,285, 286, 287, 289, 290,291,

>

294 ,295,2968,2897,898,304,307,310,314,316, 317, 319, 21, 324>.
Mas sabe-se que a composigZo da flora algal de certas regies
nio pode ser explicada apenas atraves de fatorez climaticoz
ou hidrogecgrafice=s, fatores gecldgicoz e histéricoz tambem
devem ser considerados, JA4 gue as algas 3Xo vegetaisz nmuito
antigos CLEVRING,1978). Na literatura, os trabalhos voltados
para a descrig3o das ezspécies mals representativas em
determinadas regies (22,1910 e para o estude de regi®es
climidticas marinhas e izotermas, gue tendem a ‘influenciar

direta ou indiretamente os limites de diszstribuig¢fo das algas

(8,141,181 ,264) sIo cbservados com maiz frequUéncia.

Maz paralelamente a este pancorama, algunz autores
(70,156,173,231,232) vém desenvol vendo estudos mails
aprofundades, vigando um maior entendimente das biotas
marinhaz e dos processos responsaveils pela dispersZo dos
organismos através dos mares e oceanos. Tais estudos s3io

muito uteis em avaliagBez fitogeograficas.
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IV. B. CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE D.mertensit E D.dentata

Crande parte dos problemas taxonémicoz se baseiam em

aspectos morfeoldgices esou  nomenclaturais. Em nmuites
géneros, algumas espécies se encontram 3o  intimamente
rel acionadas que os préprios taxonomistas encontram

dificuldade quanto A determina¢¥o dos caracteres seletivos
relevantes. Este ¢ o case do género Dictvota Lamouroux, que
ainda hoje apresenta problemas de defini¢Zo dos limites entre

algumaz ezpeéecies (S8,236D.

Exizte, en alguns trabalhos= ficoldgicos
(236,248,286,324>, ampla discuss3o em torno da 2inonimia
entre as espécies Dictyota mertensii CMartius) Kitzing e D.
dentata Lamouroux CFIGURA 30D. Trabalhos fitoquimicos
realizades com D.dentata (7> da Ilha de Barbades C(Hemisfério
Norte), revelaram a presenca de trés diterpenos com esqueleto
do tipce guaianco prenilado: Pachydictyol A C€95), Dictyol C
(98> e Dictyol H (120> (FIGURA 31), sendo este ultimo de
ocorréncia Unica entre os representantes da ordem
Dictyotales. Como os diterpenos tém se mostrado ferramentas
valiosas como marcaderes quimiotaxendmicos das algas pardas
da ordem Dictyotales CTEIXEIRA,1985), e em particular do

género Dictvota, procedemosz ao estudo fltoquimico de
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D.mertensii, no intulte de auxiliar o esclarecimento desta

duvida taxondmica.

FIGURA R0: Dictyeota dentata.

FIGURA 21: Guaianos prenilados isoladoz de Dictyota dentata.

g5 o 98
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IV.B. 1. DISTRIBUIGCAO GEOGRAFICA DE D. mertensti

D.mertensii ¢ uma espécie do infraliteral, comum na
costa tropical do Brasil C(MAPA III> (236,324) e na costa
ceste do continente Africano CMAPA IV) (248). Dictvota
dentata tem sido registrada na costa africana C(Ilhas de
S.Tomé e Cabo Verde) C111,112,286), e ainda no Golfo do
Méxi co e Caribe CMAPA VD C42,45,61,67,69,103,111,
112,119,248, 2588, 267,274, 286,296, 298, 2897, embor a outros
autores sugiram que sua distribuilg¢Zo ai canée as costas do

Uruguai (MAPA VID (297D.



MAPA IIIX: Distribui¢iZc de Dictvota mertensit em

brazileiras (segundeo OLIVEIRA FILHO,19783.
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MAPA IV: Distribuigio da alga Dictvota mertensti na costa

ceste do continente africanc (segundeo PRICE, et al. ;1978).
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MAPA V. Distribuig¢3o geografica da alga Dictyota dentata na

regiZo do Caribe e Golfo do Méxdco.
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MAPA VI: Distribui¢Zc gecarafica
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IV.C. EXPERIMENTAL

IV.C.1.LOCAL DE COLETA E IDENTIFICAGCXO DA ALGA

Dictvota mertensii CMartiusd Kutzing foi coletada na
regi3o deo infralitoral durante o més de Janeiro de 13987, na
Praia Rasa e Ponta do Pai Vitéric, nas proximidades de
Buzios, R.J. (MAPA 1IID. Segundo YONESHIGUE <C1985), este
local corresponde ac limite de sua distribuicXe meridional.
C material foi coletade durante a mal;é baixa., entre 1-Z
metroz de profundidade, com o auxilio da téenica de mergulho
livre. A alga fol observada sob a forma de pequeno=z tufos
junto As pedras; tedo o talo da alga apresentava-se bastante
refringente, principalmente nas extremidades. A espécie n3Io
era abundante e foi encontrada com freqiléncia préxima aos
talos de outra alga parda, Dictvopteris delicatula Lamouroux.

NZo feoi observada a presenga de organismos epifi tos.

Apoz a coleta as espécimes foram lavadas com Agua do
mar e, em seguida, separadas do sedimento e outras algas e
organismos associados. As algas foram triadas no proprio
local e identificadas pelos botanicos Prof.Renate Crespo
FPereira e Dr.Roberte Campos Villaga, familiarizados com a

flora marinha bentonica da regiizo.



MAPA VII: LocalizagZo geografica das ireas de coleta de

Dictyvota mertensit (Buzioz ~- RKEI>.
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IV.C. 2. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DA ALGA

A secagem do material fol realizada com © auxilioc de
um sistema refrigeradordessecador, em subztitulg¢Xo ao método
de secagem a sombra, Jque apresentou pouca eficidéncia. Ao
términe do preocessce foram obtidez 650 gramas de alga =seca,
que apdésn trituragde foram exaustivamente extraidoz com

zolventes orgianicez Chexaneo, acetato de etila e metanol ou

¥*. ’ .
cetona?, de acordoe com © grau crescente de polaridade. Em

v

todas as perceolages, a evaporag3o dos solvenies forneceu um

reziduc viscoso de colorag3o marrom-esverdeada.

% para a alga tmida.

IvV.C.2a. FRACIONAMENTO DO EXTRATO HEXANICO

O Extrato Hexanico Brute (9,823 g foi submetido a
uma filtrag3o rapida em gel de silica, utilizando-se misturas
sucessivas de sol ventes em gradi eﬁt es crescentes de
polaridade C(hexano, acetato de etila e metanold C(ESQUEMA
VI2. Este tratamento forneceu a substancia I e as fracg®e=z Hi,
HZ e H3. Estas dltimaz frag®es foram submetidaz a

cromatografiasz de adseor¢Zo em ceoluna de gel de zilica, usande
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como eluente a mistura de hexano e acetato de etila. A
fragdo Hi forneceuy a substancia IT; HZ forneceu as
substancias III, IV e V, e H3 forneceu a sub-frac3c H3/4,

formada por uma mistura com quantidade insuficiente para

analice,

IV.C.2bh. FRACIONAMENTC [0 EXTRATC ACETATO DE ETILA

O reziduc da extrag3c com acetato de etila (22,768 gd
fol submetido a partig¢3o hexano-metanol aquozo a 10% C1:10,
Apo= observagio do compoertamente das frag®es em cromateografia
em camada delgada., as mesmas foram Agrupadas de acordo com
3ua composigio CESQUEMA VIID. As fragfes A3/74 e M2, depois
de reunidas, foram submetidaszs a quatro fracionamentos
Suceszivoz em colunaszs de gel de silica Ca primeira coluna
eluida com cloroférmio, az demaiz com misturas de hexance e
acetato de etilad, fornecendo DME = DM7. As fracXfes DMB e
H3/74 foram purificadas em Placa Preparativa elufda com a
mietura hexano-sacetona C(de 15 a 2042, apresentande duas
faixas gque, apdz raspagem = extragio com cloroférmio, acetate
de etila e metancl (1:1:1 respectivamente), formneceram VI.
DM7 foi recromatograrada em coluna de gel de =ilica
Chexano acetato de etila come eluentes) e dela foram obtidos

VIl = DM7.1.



ESQUEMA VI Fracionamento do Extrate Hexanice Bruto de
Dictyote mertensti.
Extrato Hexanico Bruto
filtrag3e rapida
Cgel de silicad
I H1 H2 H3
{ ) i ] |
| | | | | | i
I1 H3,4
[ I | |
I I ! !
III 1v v
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ESQUEMA VII: Fracicnamento do Extrato Bruto de Acetato

Etila.

Extrato Bruto de
Acetato de Etila

partig3e
Hexano-/MeOH aquoso
€112

| | l | 1 I | |

DMB DM7
+ H3/74
placa preparativa
Hexano-Acetona
(15-~-2020
| T T
| | [ I
VI
f ]
| |
DM7. 1 VII



IV.C. 2c. FRACIONAMENTC DO EXTRATO METANGLICO

O residue do extrate metandlice fol exéustivament.e
lavado com acetato de etila para retirar a agua e o =al
marinho. A evaporagfio do zolvente forneceu um residuo verde
ezcuro pasztose CAZ2:6,825 g> CESQUEMA VIIID. A partigdo em
hexano-metanol aguoso a 10% (1:1)0 de A2 forneceu as fragdes
hexanica CHEXA), metandlica (METAY e a um res{duc inscldvel
que, posteriormente, fol digssolvide em clorofédrmio. A fraz;%‘c;
HEXA foi cromatografada em suceszivas 'r:oluna:-. de gel de
zilica, eluidaz com a mistura hexanosacetato de etila,
fornecende VIII, IX e a sub-fra¢3io HEXA.Z2. Ezta dltima foi
reunida 4 DM7.1 e cromatografada =m coluna de gel de =zilica
usando como eluente hexane e acetato de etila. Este
tratamento forneceu as substancias X, XI e uma mistura
dezconhecida DM8. DMs fol eristalizada em eter

etilicometancl (1:12, fornecendo a mistura cristalina XII.

‘AW fragXe metanédlica foi adicionada dgqua (ViV) ate 10% e
submetida a uma parti¢cZe com hexanc puro gque forneceu a
fragide Hi 5. Esta fragXe fol cromatografada duas vezez em
colunas de gel de silica; a primeira elufida com a mistura
hexano-acetato de etila e a sequinte em diclorometano puro,

de onde se obteve a substancia XIII.
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ESQUEMA VIII: Fraciona

mento do Extrate Metandlico Rruto.

Extrate Metandlico
Bryto

lavagem com
AcQEL

A2

particXo
Hexano MeOH aqueoso (102D
C1:1D '

residuo
CClorefarmiod

H1/5

M=OH - Eter
ceriztalizagio

X111

Etilico

XIII
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IV.C.2d. FRACIONAMENTO DO EXTRATO ACETONICO

A posteriori, fol realizada uma segunda extragio da
mesma alga em acetona Czob condi ¢ Ses ligeiramente
diferentes), com o objetivoe de facilitar o izoclamento e a
identifica¢Eo das substancias isecladas em pequenas
quantidadesz a partir de outros=s extratos. Ezte extrate brute
(n3o guantificadod, apéds evaporag3dc fol submetido a uma
tiltragie rapida em gel de =ilica em varios gradientes de
mizturas dos =zolventes hexano e acetato ae etila. A partir
desta =zeparagio obteve~-se a frag3o F1 gque foi cromatografada
em coluna de qgel de =ilica (usando-se como eluente a mistura

hexano-sdiclorometanoe?, fornecendo a frag3e FZ2. Seguiram-ge

varias separagdes cromatograficas (como indicade no ESQUEMA

IX> até a obtengio de FS. A fragZoc F5 fol szsubmetida a
fracionamentoe em placa preparativa tende come eluente a
mistura hexanosdiclorometano C1:1D. Deste fracionamento a

fragio F6 forneceu quantidade zufuciente para analise, e por
esta razio fol recromatografada em alumina neutra usande como
eluentes hexano puroe e hexanorsacetona a &% Este tratamento

permitiu o {solamento da substancia XIV.

X de nova coleta (material umide).



ESQUEMA IX: Fracionamenteo a partir de Extrato Bruto

Acetona (nova extragiIod.

Extrate Bruto
de Acetona

filtragem rapida
(gel de silicad
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IV.D. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QuimIcos
ISOLADOS DA ALGA DICTYOTA MERTENSII

A intencdo inicial do trabalho consistia apenas no
isolamento e determinagdo estrutural de substéncias
terpenoidicas da espécie em questdo, porém outras substancias
foram também isoladas durante o processo de purificagdo; em
alguns casos os dados espectrométricos nao foram suficientes
para a determinagdo estrutural de todas elas, sendo possivel

apenas determinar a classe da substancia isolada.

Dictyota mertensii (Martius) Kitzing constituiu-se numa
alga muito prolifica na produgdo de alcanos e &acido graxos;
esta classe de substancia foi identificada com facilidade
através da inspecdo dos espectros de IV como sendo acidos
graxos livres ou esterificados. A avaliagdo dos espectros €
tratada de forma a simplificar o entendimento dos detalhes
estruturais mais relevantes. Os diterpenos, bem como

esterdis foram estudados mais minuciosamente.
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IV.D.1. DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 1

Trata-se de um alcano linear; os dados de RMN 4 indicam
a existéncia de dois sinais em & 0,95 (bs) e & 0,97 (bs)
referentes a duas metilas terminais, e outro sinal em & 1,43

(s), correspondente a (CHz)n, (ESPECTRO 1).

Cad 0

IV.D.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS II, III, IV,
vV, VII E VIII

Devido as semelhancas estruturais, as substancias acima
serdo analisadas conjuntamente. A interpretagdao dos
espectros de I.V. de todas as substédncias acima indicou
tratarem-se de &cidos graxos mais ou menos insaturados; oS
espectros de RMN 'H nao foram conclusivos, por esta razdo ndao
foram incluidos nesta secdo. As bandas comuns em torno de
750-900 cm* correspondem ao estiramento =C-H das moléculas,
as bandas localizadas entre 1.190-1.280 cm™* referem-se as

deformagdes C-0, enquanto aquelas em torno de 1.400-1.420 cmt
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correspondem a estiramento C-H alifatico CESPECTROS 2 a 8).

Em alguns destes espectros foram também identificados as

absorge®es em 1.070 cnf‘ Cdeformagio axial C-0-CD (Substancia

II> e em 1.2680 cm ' Cestiramento C-0) (Substancias II e V -

ESPECTROS 2 E B), enquanto outros apresentaram absorgSes

1

correspondentes a estiramento de hidroxila (3.450 cm D

CSubstaAncias III, IV e VII - ESPECTROS 3, 4 e 6.

Observou-se ainda a presenga de absorg@es em 1.B626 cwfl(ég

em tormo de 3.000 em™? Cck&omn&qéo Cc-H

tivamento C=C> e
olefinico) nos espectros das Substancias V e VIII C(ESPECTROS

5 e 75 CTABELA 1IXD.

TABELA IX: Absor¢@es observadas nos espectros de 1.V. das
Substancias II, III, IV, V, VII e VIII.
v Cem ™
max .
(sc.gravos)
II III Iv v VLI VIII InterpretagX
- 3500 3460 - 3450 - Voon
3010 3020 3010 3020 - 3040 LY
2850-2050 2850-3000 2850-3000 2850-3000 2850-2810 2860-2040 Yool
1780 1750 1750 1730 1740 1700 Voo
18550 1550 1550 1880 - - Vooe
1460 1480 1450 1470 14860 1460 )
C-H ou
1400 1400 1400 1420 1420 - 6C—H
1280CF> 1280CD 1190CfD 1275CFD 1190CfD - Yoo
B00CF> BOOCFD BOOCF) BOOCFD - 700 e 790(F) é=C—H




ESPECTRO 1: Espectro em RMN ‘H ¢60 MHz> da Substancia I, em ccl e TMS como

referéncia interna Ca bandas lateraisd).
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ESPECTRO 2: Espectro no I.V. Cfilmed da SubstaAncia II .
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ESPECTRO 3:
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ESPECTRO S:
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ESPECTRO 6: Espectro no 1I.V. (filmed da Substancia VII.
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ESPECTRO 7: Espectro no I.V.
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TABELA X: InterpretagZo dos dados espectrais no I.V. da

substancia VI.

N Interpretagio
max
3490 YO0-H Calcoold
3010 ¥_c-H
2940-2860 ey
1740 Ye=0 (e acetato)
estev
18680 Voo
1450 e 1380 Sy
1280 & 1080 bero (esficde scrtsty o ster alfst
: respectivamenle)
890 Voo CR2C = CH2
80O Ve CR2C = CHRD

O espectro de RMN e Ctotalmente desacoplado e DEPT,
ESPECTRO 10 2, Jjuntamente com as informag@es anteriores,
permitiram deduzir o numero de CHs, CHz, CH e C desta

molécula CTABELA XID.
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TABELA XI: Numero de CHa, CHz, CH e C obtidas a partir das

interpretages do espectro de RMN ¢ de VI (6.

CHa CH2 CH C
19. 8 22.6 46.1 82.1
22 2" 26.0 50.2 86.9
22. 6% 34.0 59. 5 1421
22.6 3s. 2 73. 4 1562. 3
24.6 40.4 83. 5 170. 4
107.3 127.7
CCHadsw% CCH2) 6 CCH)o Cse . CO
C CHa)d «C CHa) € CH2) sC =CH2) |C CH) aC CH-0L,C CH=) | CC-0)2C C=) 2 COD

A presenga da unidade de acetato ¢ confirmada pelos
sinais em & 22.2 (CH e & 4704 (CO no espectro de RMN *3¢
CESPECTRO 10 - TABELA XID. Os dados da TABELA XI permitem
propor a estrutura ampliada [CCHads CCH2)s CCH)s; -?=CH2;
-(f=(]ZH; CCH-0); (C-Odz; CO J. * ou 22.6,

1""30

O valor ms/z 362 do {on molecular\é‘velado no E.M. de
VI CESPECTRO 11D estaria de acordo com a férmula molecular
C22Ha40s. Subtraindo-se a unidade a’c.aCétLCOCHbC%‘ﬁop\) resta
C20Hs002, que corresponde “a estrutura de um diterpenoc com -
cinco 1nsat'u\-a'.9"6es e tendo um oxigénio participando de duas

ligag®es carbinédlicas C(TABELA XID.
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Apb6s a determinagao da presenga de duas ligagdes duplas
(C=C) na molécula, restavam ainda trés insaturag¢des, duas
delas se encaixam no sistema biciclico do esqueleto guaiano,

e a outra ao anel heterociclico de cinco membros da cadeia

lateral (prenila).

Na E.M., uma retroanadlise na disposicdo dos 1ions e
fragmentos indica a saida de 4&gua logo apdés a de a&cido
acético, este fato sugere a existéncia de uma hidroxila (OH)
vizinha a C-H (ESQUEMA X). A quebra da cadeila lateral,
indicada pela saida do fragmento 125 (ou CgHi30), reforga a
presenca de um oxigénio na cadeia lateral; a presenga do ion
m/z 221 forneceu a indicagdo de uma das posi¢gdes deste
oxigénio na cadeia lateral. Através dos ions m/z 185, 143 e
125 fol possivel localizar a unidade de acetato na cadeia
lateral da molécula; os ions m/z 159, 157 e 145 sdo bem
conhecidos para o esqueleto guaiano e guaiano prenilado, e

por isso reforcaram a estrutura da molécula proposta.

Estes dados deram subsidios para proposicdo da molécula
como em se tratando de wuma substéncia j& conhecida na
literatura e isolada de outros integrantes da familia
Dictyotaceae (CAPITULO III, pag.l104). A comparacdo dos dados
experimentais de RMN 'Y (ESPECTRO 8 e TABELA XII), bem como
de RMN *3C (ESPECTRO 10 e TABELA XIII) com informacdes da
literatura permitiu identificar a substdncia VI como sendo
Dictyol H, 1isolado anteriormente a partir de Dictyota

dentata.
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ESPECTRO 8:

Otl

e

Espectro de RMN 'H (250 MHz) da Substancia VI tendo

sol vente CClu e ™S como referéncia interna.
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ESPECTRO 9: Espectro no I.V.
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ESPECTRO 10: Espectro de RMN *?C ¢82.5 MHz)
da SubstaAncia VI tendo como
scol vente CDCl:,. i neluinde DEPT.
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TABELA XIII: Sinais do espectro de RMN *3¢ CESPECTRO 10>

178

comparados com dados da literatura C7. * Dados
intercamblaveis.

Carbonos Literatura C&D Experimental &2
c-1 46. 07 46.1
c-a 33.998 34.0
c-3 123. 64 123.7
C-4 142.01 142.1
c-8 59. 48 59.8
Cc-8 73.37 73. 4
c-7 50.13 850.2
c-8 » 22.90 ¥ 22.8
c-9 40. 43 40. 4
c-10 152.19 152. 3
c-11 66. 01 86. O
C-1i2 358. 07 35.2
C-13 25. 97 26. 0
cC-14 83. 50 B3.5
Cc-15 82.18 82.1
c-18 24.51 s 24.6
c-17 18.84 18.8
c-18 107. 28 107.3
c-19 » 22. 65 o ¥ aé.z
c-20 * 22. 85 * 2.
CHSCAc) » 22. 85 * 22.6
COOC Ac) 170. 80 170.4



ESQUEMA X: tons (fragmentos) observados em E.M. para a

Substancia VI. * hdo se encontra ho QS\:QC“TO_

oH

CaH*
Acido msz 302 e moz 2s1
Acético

H,0

i N
m-z 185
mz 284
CaH,0
/ N o on Caly 30
Acido
Acético
m/z 143
o ‘ +
/ X &
H.O nz 159
2 m’z 221
m-z 128 Hy C-”:n
¥ \
HO
AT i \,
m’z 1458
msz 157
m-z 127
‘H, 0
o+
|+ H, ’
/\__//_<\ — - /\\_//_<\
nz 109 m/zx 107
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Os ions fragmentArios obtidos experimentalmente foram
comparados com a literatura (7); as percentagens para cada

uma das fragmentagdes encontram-se indicadas abaixo:

mrz Cexp.)D % Cexp. D msz Clit.D % Clit.D fragmento
i8 18%

28 282

29 CM+1> 182

41 59%

42 CM+1)D 8%

43 100%

44 7%

55 622

56 CM+1D a%

71 78%

72 CM+1D 13%

81 67%

B2 CM+1) 22%

81 43%

82 (M+1)D 142

93 49

94 (M+1D 13*% 101 10.4%
105 4624 105 30. 3% CgHg
107 662 107 43. 3% CgHyy
108 242 -

108 A5 109 30. 2% CsHia
121 51 121 36. 4% CgHyg
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continuagXo

122 (M+1D 12% -
125 90% 125 100% CgH,y 20
126 (M+1) 14% -

127 568% 127 67. 2% CgH, g0
1288 CM+1) 7% -

134 32% 134 34,5% CooHan
143 77% 143 50. 8% CgH, 505
144 CM+1D 12% -

148 35. 8% 145 24.7% CoqHyg
187 a28% 157 23. 8% CyaHsg
158 28% 150 14% CoqHyg
185 85% 185 58. 2% CyoHq704
186 (M+1)D 13% -

198 17% 198 24.6% CegHqg
213 11% -

221 12% 221 11.7% CauH2402
243 11% 243 7.7% C,oHas0
as1 7% 261 8. 6% C,7H204
269 4% -

284 17% 284 35% CaoHas0
287 4% -

302 18% 302 41.1% CooH3602

- 3Bz 3.4% CuaH 3404

Cexp.) - experimental

Clit.

D = literatura
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IV.D.4.DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA IX (do extrato

Metandlico).

O espectro de RMN 'H (ESPECTRO 12) mostra dois singletos
destacados a 0.68 e 1.25 ppm, correspondentes a duas metilas,
0 sinal complexo (aparentemente varios singletos) em torno de
1.0 ppm parece indicar a presenca de trés metilas ligadas a
carbonos gquaterndrios, e o dubleto em 1.56 ppm, estd de
acordo com a metila ligada a carbono sp?. Estes sinais,
juntamente com os multipletos em 3.53 ppm (1H,HC-0), 5.16 (1H
olefinico,H3;C-CH=) e 5.34 ppm (1H olefinico) estdo de acordo

com as atribuig¢des dos sinais do espectro de RMN !3C.

A interpretagdo do espectro de RMN 3C (totalmente
desacoplado e DEPT 135° e 90° - ESPECTRO 13) permitiu a
deducdao do numero de CHs, CH;, CH e C (TABELA XIV), enquanto
no espectro de I.V, (ESPECTRO 14) destacam-se as absorgdes em
3.450 cm™ (OH), uma banda entre 2.940 e 2.860 cm!' (CH
alifatico). Juntamente com os dados citados acima e as
interpretag¢des do espectros de IV (ESPECTRO 14 e TABELA XV)
foi possivel propor a férmula molecular em médulos, como
sendo: (CHi)e (CHz)10 (CH)e (CH-OH) (CH=), (C=), C,. Esta
férmula molecular estd de acordo com o ion M' revelado no
E.M. (ESPECTRO 15). O espectro de U.V. (ESPECTRO 16) néao

apresentou nehuma absorcgéao.
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ESPECTRO 12: Espectro de RMN 'H 200 MHzZY em CCl, da Substancia IX

tendo o TMS como referéncia interna.
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ESPECTRO 13: Espectro de RMN
SubstaAncia IX.

1

9¢ ¢SO0 MH2z) incluindo DEPT ©0°%e 135° da




TRANSMITTANCE (%)

ESPECTRO 14:

4000 3000

2000

11 1

Espectro no I.V.

1500

Cfilmed da Substancia IX.

CM-1 1000

900

800

700

N ||
100

80

1!

101

1f

I
111

40

i

st

"

111

I

20

n

12

13

4

L



Desenho esquemiAtico das principais fragmentagBes

Fucosteroel.

H O
1l <
Rearranjo [\» A
H,O \ de
casd CH, H_O+CH McLafferty
nz 394 €15 z ?
33
m-z 387 Y
m-z 379 m-z 314 .
7
a''s \ H,O
H,0 e
. + CH, CH, {
{ ¢33> €18
mz 281 m’z 200
]
n-z 200
HO

mrz 273
H,

mz 271

_]+

H,0 Callg
cisd

ooy — L

m-z 213
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ESPECTRO 15: Espectro de Massas da Substancia IX; principais 1ons fragmentarios

e percentagens.
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Espectro no U.V.Cem metanol) da Substancia IX.

ESPECTRO 16:
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TABELA XIV: Defini¢Zo do ndmero de CH,;, CH,, CH e C da-
substaAncia IX a partir dos dados fornecidos pelo espectro de

RMN *%c cepel,, 50.3 MHz, & - ESPECTRO 13).

CH, CH, CH C
11.8 21.0 31.5 36.4
13.1 24.3 34.7 42. 4
18.7 25.6 36.4 140.7
19.3 26.2 50. 1 146.0
22.0 31.8 55, 7 -

u
22.1 31.8 86. 7
C, C(-C=D
71.7 2 2
e~ 35. 2 ¢
37.2 115.5
42.1 121.8
39.7 CCH)B‘
CCHY 4 q CCHD (CCH-OHDC-CH=D

TABELA XV: InterpretacZo dos dados fornecidos pelo espectro

de I.V. da substAncia IX CESPECTRO 14).

vfn;l(m. Cem™® InterpretagXo
3500 Yo
3020 Y ey
2900 Yooy
1680 ¥-G=cH Ctrissubst.st
1450 “CH CCH,.CH>
1360 Sc-H cvinil)
1040 Yoo
840

6C—H (trissubst. )*
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O dados do EM (ESPECTRO 16) forneceram as seguintes

também observados na literatura ¢45122);

fragmentag¢g®es,
FragmentagZo 1c,8c,3c (m2d Percentagens
Mt 412 15%
M* - H,0 + CH, 379 2%
M" - c H 314 100%
? 44
M* ~cH + CcH 290 21.5%
? 14 a
M" - ¢cH + HO 296 10.5%
7 44 2
M" - CH +CH +HO 281 18%
? 41 4 9 2
M' - cadeia lateral + 2H" 271 15. 5%

A comparag3c dos dados obtidos com informac®es da

literatura C415) permitiu

esteroide C(c), contituido de tres isémeros:

propor para IX a estrutura do

fucosterol Ciced,

isofucosterol (2¢) e sargasterol (3c), isolados de outros

géneros de algas pardas (83,124,290 .

Cic).Fucosterol
HO
\jIj/“\\::L\TiiCD.SaPQBStGPOl

C2e). Izofucosterol
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Cs dades experimentals obtidos a partir dos especiros

1 13

de RMN H e RMN C (ESFECTROS ia e 130 encontram-cse

destacados de forma esquematica como se segue:

- H - 1s8(d)

R MN 'y .

0.68(s)

AN

e 533 (d)

ig2



9
A comparag¢3oc dos dados de RMN *?c de IX CESPECTRO

13> com os do fucosterocl (icd, registrade na literatura

CTABELA XIV)>, confirma a proposta da estrutura Clc) para IX.

TABELA XVI: ComparagZo dos dados de RMN % de IX CESPECTRO

13> com padrXo da literatura C15).

Carbonos Literatura Experimental
1 37.8 37.2
2 31.8 31.86
3 71.8 7.7
4 42. 4 42.1
8 140.9 140. 7
6 121.7 i21.9
7 32.0 31.86
8 32.0 3.6
9 50.2 50.1

10 36.8 386. 4
11 21.2 21.0
12 39.8 38.7
13 42. 4 42. 4
14 S6.8 568. 7
18 24.4 24.3
i6 28.3 es. 2
17 85.9 - 88,7
i8 11,9 11.8
i9 18.8 ‘ 19.3
20 38.3 34.7
21 i8.8 18.7
a2 36.5 35.2
23 25.8 25.8
24 147.1 148.9
25 34.8 34.7
28 22.2 22.0
27 22.2 a22.1
28 118.8 118.5
29 13.2 13.1
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IV.D.S. DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA X (do exbte. MeQH).

O espectro de RMN ‘H CESPECTRO 17D apresentou um
sinal a 0.89 ppm Ct.3H,J=GHz)referente a uma metila terminal
de uma cadeia alcAnica, que & comprovada pelo sinal em 1.24
ppm [CCH_ On 1J. Os sinais em 2.33 ppm (t,J= 6,20 Hz,
correpondente a prétons o A carbonila e em 4.14 ppmn,
correspondente a prétons carbindlicos, estio de acordo com a
fung3io éster da molécula. Esta fun¢io é& revelada pela banda
em 1.740 cm ' no espectro de I.V. CESPECTRO 18). O
Jcriple‘to em 5.33 ppm permite sugerir a presenga de 1 ouw

mats ligagoes duplas noester. O sinal multiplo em 1.98 Ppm

corresponde aos prétons alilicos da substancia.

A banda em 3.500 cm ' ch—H de alcool) presente no
espectro de I.V. sugere um Alcool como um segundo componente
da mistura. Sendo assim, o sinal do préton carbinélico deve

absorver em 3.73 ppm (sinal fraco) no espectro de RMN H.

A anaAlise do espectrq de RMN ‘BC C(ESPECTRO 18 -~
TABELA XVIID>, levando-se em consideragXZc os dados discutidos
anteriormente e padr@es da literatura C(ide 2d) (328,327),
permitiu fazer as atribui¢Bes dos carbonos e propor a

estrutura C(3d) para o componente principal de X.
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c2.1
29.2-20.7

OR
22.8 94.1
(AN\e O
F;:; OR
14. 4 32.0 24.98 0
Cidd
13. o 91.8 120. 4 131. 6 14. 9
22. 6 27.1 20.?
c2dd
14. 1 9.0 246.8 O
(Mn
22. 0 34. 4

C3d>

(\/)n - 20.2 a 20.7
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ESPECTRO 17:

124
H

1

Espectro de RMN 'H €200 mHz) i (|

em CClu da Substancia X.
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ESFECTRO 18: Espectro no I.V. Cfilmed da Substancia X.
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ESPECTRO 18: Espectro de RMN *%C (50 MHz) em CDCl, da
Substancia X.
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TABELA XVII: Desl ocamentos quimicos dos carbonos da

Substancia X.

Carbono CéED Car bono ()]
~-C=0 179.0 \f~CH2/T; £9.2-29. 7
OR H,C-C= 27.1

=CH 1292.9
H2C~C= 24.8
=CH 129.7 -
(CH;TCHz-C=O 24.8
CH,O 85. 0 /;;;
kCHerHa =2. 6
CH,—T=O 34.1 S~
CHQ 14.1
CH,CH,CH3 31.9
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IV.D. 8. IDENTIFICAGXO DA SUBSTANCIA XI (do exir. MeOH)

O espectro no I.V. CESPECTRC 200 apresentou absorg¢des

em 2R430 c:m—1 C dlcool)d, em 1740 cm—_1 éster> e em

Yo-H eso
1

700 ecm ! C&=C~H cisd. O espectro de RMN "H C(ESPECTRO 212
apresentou um sinal a 0.69 ppm (s,1H) e outro sinal a O.856
ppm » (‘t)BH):r=6H2> correspondentes a metilas, sendo que o
primeiro & uma melila ligada a C quaterndrio e a segunda, a
uma metila terminal de uma cadeia alclnica, que & comprovada
pelo singleto a 1.24 ppm [CCHz)n 1. 'Os sinais a 2.33 ppm
Cdt,aH;S=Q&ﬂ4lh>ngereﬁtQS 38 Hs o a carbonila e a 4.13 ppm
corresPOndemtg a prétons carbinélicos est3o de acordo
com a fungdo éster da molécula, como observado no espectro no
I.v.. Os sinais em B.34 ppm e 5.68 ppm permitem sugerir
a presenga de ligagBes duplas na molécula. Os varios sinais

proximos a 2.0 ppm correspondem aos prétons alilicos da

substancia.
A banda em 3.430 cm™', descrita acima para o espectro

no I.V., sugere a existéncia de uma fung3Zoc 4lcool na molécula

ou na mistura.
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ESPECTRO 20: Espectro no I.V. (filmed da Substancia XI.
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ESPECTRO 21: Espectro de RMN ‘H (200 MHz) em CCl, da \\\I //

SubstAncia XI, tendo o TMS como referéncia interna.
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ESPECTRO 22: Espectro de RMN 3¢ ¢80 MHz> em ¢DCl, da Substancia XI.
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Devide ao grande numero de sinais observados na
andlise do espectro de RMN *?C CESPECTRO 225, & provavel que
a Substancia XI n3Eo se trate de uma subst&ncia pura., mas de
uma mistura de ésteres e substdncias esteroidicag, Apesar das
substancias envolvidas serem de natureza diferente, os
métodos wutilizados n3o permitiram sugerir as estruturas

provaveis.
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IV.D.7. IDENTIFICAGAO DA SUBSTANCIA XII (do extr. MeOH).

Apds minuciosa avaliag3o dos espectros foli observado
que o Composto XII n¥o se trata de uma dnica substAncia, mas
sim de uma mistura. Neste caso especifico o espectro de RMN‘
‘H CESPECTRO 23 ) nZo & muite informativoe pois apresenta
muitos picos semelhantes aoc esterol descrito anteriormente;
JA a E.M.(ESPECTR024) {OV‘Y‘QCQ/ dadog \rePwahTe,s Q0 compararmos
com valores encontrados na literatura,' As

tabelas que se seguem indicam as principais fragmentagSes

obser vadas:

Fragmentag¢io

24-metileno
coleaterol

Desmosterol

f—z=itosterol

Colesterol

M
M' - cH
M -H O
2
M" -¢CcH+HO
9 7?2 2
+
M - e. lateral

M™ - c.lat.+2H"

308 (1420
383 (mpd
380 Cmpd
314 (100%)
273 Ce2. 80

271 (67.5%0

384 (2000
388 (mpD

366 CmpD

273 C(idenO

271 Cidend

205

414 C1120
397 C10. 5%
396 Cmpd
351 Cmpd
273 Cidend

271 Cidemd

306 (19. 52D

371 (7.8

368 (10.8%

273 C(idend

271 (idenv



Fragment.agio Stigmasterol Saringosterol 2d~—cetocoleatrol | Campestero.
M" 412 C27% 428 CBR 400 C28%0 400 C28%0
M© - CH_ | 397 ¢10. 4% - - 383 C7%0
M’ - HO 304 Cmpd 410 €142 3ez 8. 70O 382 C8. 7%
M - CH_+ H_O 370 Cmpd - - 367 CO. 1%
MY - CH - 386 C13. 3% - -
M - cH o - - 314 C100%0 -

G 10 '
M - ¢ H o+H ol - 312 (150 - -

6 10 2
M' - e.1at.+2H"| 271 87.50 271 Cidemd 271 Cidemd 271 Cidemd
Mt - e +H_0 - 266 C33. 5% 256 C33. 55 -
Fragmentagio Brassicasterol 22-deidrocolesterol Cystosterol
Mt 308 (1420 384 C20% 384 C20%
M" - cH_ 383 C7.1% 369 (6. 7% 3BQ CB. TR
MT - H_O 380 Cmpd 386 Cmpd 366 Cmpd
M' - CH_+ H_ O 365 Cmpd 351 Cmpd 351 CmpD

c.lat. - cadeia lateral
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X Stigmasterol

~
~
~

Desmosterol
| /Ij/\\//[:%//

- 1
24-cetorcolesterol A-sitostero

/Ij/\\V/J\\T// Colesterol

Brassicasterol .
\\\ 24-metileno A
colesterol
Campesterol Cystosterol

. Vi
;{W "
OH

22-deldrocolesterol Saringostercy
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ESPECTRO 23: Espectro de RMN *H €200 MHz) da Substancia XII,

tendo o TMS como referéncia interna.
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ESPECTRO 24: Espectro de Massas contendo o= principais ions

obzervados para a Substancia XIII.
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IV.D. 8. IDENTIFICAGAO DA SUBSTANCIA XIII (do extvelo Metanslico).

Como observadoe no caso anterior, este composto
trata-se também de outra mistura, sendo que neste caso
especifico nZo ha dados referentes a espectros de massa. Os

dados de RMN 'H e RMN *?C. ESPECTROS 25 e 26 respectivamente,

indicam que trata-se de uma mistura muito complexa de

esterdis w™m wibto iV\S&mr&o\o S.
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ESPECTRO 28: Espectro de RMN 14 c200 MHzZ) da Substancia XIII tendo o TMS

como referéncia interna.
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ESPECTRO 26 Espectro de RMN *%C (50 MHzd da Substancia XIII,

contendo DEPT @ 90° e 135°
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TABELA XIX:

CESPECTRO 29) com informagdes da literatura (65,72).

ComparagZo dos dados

do espectro de RMN

Literatura C&)

Exper imental (&2

o N O a &

©

11

i2

13

14

i%

18

17

i8

i8

20

46,

33.

123.

141.

60.

75.

47.

a23.

40.

152.

35.

34.

25.

124.

131.

25.

18.

107.

17.

17.

1

9

©C N & N N o 0 a o

)

48.
34,
124.
141.
60.
75,
47.
23.
40.
152.
34.
35,
25.
124.
131.
25,
15,
107.
17.

17.

2

0
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Cem metanol) da SubstaAncia XIV.

ESPECTRO 27: Espectro no U.V.
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ESPECTRO 28! Espectro de RMN 1H (100 MHz) da Substancia XIV, eml coll,
tendo o TMS como referéncia interna. ' I
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ESPECTRO 29: Espectro de RMN 3¢ ¢ 25 MHz) em CDCl; da SubstaAncia XIV,
-Obs: « espec_"‘ro -R«; —Fernedclo sem escala.
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Todas as informagdes obtidas, bem como o estudo
comparativo com dados da literatura permitem propor para a
SubstAneia XIV a estrutura de um diterpeno do tipo guaiano

prenilado, observado na familia Dictyotaceae (7,79162,190,313)

- Pachydictyol A,

(XIV)

OH
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IV.E.RESULTADOS E DISCUSSAO

Come fei visteo anteriormente, o= fracionamentos dos

extratos de O mertensii forneceram, principalmente, dols
¥

diterpencs, purificades por sucessivas cromatografias em
colunas e placaz preparativas em silica gel. No levantamento
da literatura foram obser vadas aproximadamente 181
ccorréncias de diterpenos no génerc Dictyota, Pachydictyel A
(95> fol registradeo 13 vezes, enquanto Dictyol H (1200 uma
unica vez. Com base nestes valores avaliamosz, primeiramente

a

v

percentagens de ocorreéncia de 95 e 120 no génerc em

questXo, come Se Segue:

percentagem = nS de occorrenciaz da estrutura no generoc x 100

de ocorréncias n° de ccorreéncias de todag az

no género (XD eztruturas no género

ou seja, X de 95 = 123 »x 100 e X de 120 =1 x 100
iel 181

Oz cAlculos acima propostos fornecem os zeguintes

valores:

x DictyolH e pac"\jc\k@o] A
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95 = 7.18 % ou 0.0718
120 = .88 % ou 0.0055
Ao nultiplicarmes amboz os valores (de 85 e 120D

encontraremeos o numero capaz de indicar a probabilidade de
co—ocorrenclia desszas estruturas em duas egpécies diferentes
do agenero Dictyota. O valor calculado ¢ de, aproximadamente

Q. 0004

IV.F. CONCLUSBES

O= calculos acima descrites indicam que a

probabilidade de uma co-ccorréncia das estruturas 95 = 120 em

espéciezs diferentes do género Dictvota ¢ de 4 chancezs en

1 0000, Este resultado, assocliadoe a outras informagses,

reforga a existéncia de uma sinonimia entre asz duas algas,

Dictveota mertensit = Dictvota dentata, sendo gue, hneste cas

o

4 . ;o
= nome legitime & Dictveta mertensiti, por constituir a
combinagico mais antiga (248,256). Sendo assi m, nossos dados

sugerem cus Domertensit tenha

cel



se originade no oceano Atlantico primitivo, durante a quebra
da Pangea, numa regi3co compreendida entre o Golfo da Guine e
o litoral nordeste do Brazil, migrando posteriormente para o

Caribe e Golfo do Méexico (FIGURA 320.
Estudos fitoguimiceos com espécimes de D mertensil

coletadas no litoral africano poderiam reforgar o= resultados

obtides nO presente trabalho.
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FIGURA .32: Fracionamento progressive da Pangea ou massa
continental primitiva, onde =Zo indicadas as dpocas 2 que Se
referem as diferentes reconstrugstes hipoteticas = 3sua
antigtidade em relagdo aos Lempos atuails Czequndo

MARGALEF ,18978) .
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V. MATERI AL E METODOS

Os espectros de absor¢XZc na regi3o do ultravioleta
CUVD foram registrados em aparelho Philips PU 8700, acoplado

a um registrador, utilizando-se Metanol UVASOL como solvente.

Os espectros de absorg¢Zo na regifo do infravermelho
CIVD) foram obtidos em aparelho Perkin Elmer, modelo 1420,
feixe duplo e equipado com reticula. As técnicas utilizadas
foram a incorpora¢iZoc da amostra em KBr anidro e compress3o
até obter pastilhas transparentes e sob a forma de filme com
CC14. em célula de NaCl anidro (i1mm. Os comprimentos de
onda C\D) das adsorg@es obtidas estio expressos em centimetros
reciprocos Ccnf‘). e os espectros calibrados com filme de
Poliestireno, utilizando-se como referéncia a banda de

absor¢Xo em 1801 em *.



Os espectros de ressonAncia magnética nuclear de
hidrogénioc C(RMN ') foram registrados em aparelhos Brtlicker WM
200 C200MHz) e WM 280 (250MHz), com as amostras sendo
dissolvidas em solventes indicados (em geral CDCl 9). e tendo
como padr o interno o Tetrametilsilano CTMSD. Os
deslocamentos quimicos encontram-se expressos em unidades &
CppmD . As seguintes convengSes foram adotadas: s (sinal
simples ou singleto); d (sinal duplo ou dubletod; t Csinal
triplo ou tripleted; q (sinal quadruplo ou quartetod; m

Csinal maltiplo ou multipletod; 1 (sinal largod.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
carbono CRMN *3¢) foram obtidos em aparelho Bricker WM 200 e
WM 250, utilizando-se as técnicas de DEPT 90° e DEPT 135°.
As amostras foram dissolvidas em CDCl3 e os deslocamentos
quimicos expressos em unidades & (ppm), tendo também o TMS

como referéncia interna.

Os espectros de massa C(EMD foram determinados em
aparelho VG Micromass 7070 F, sendo os fragmentos descritos
como m’z, cujas intensidades s3o expressas em percentuais do

pico base (100%D.
Para as separa¢®es por cromatografia de adsor¢3io em

coluna foram usadas: gel de silica G-80 C(Merck) de

0.063-0.200 mm de diametro de particula e alumina neutra
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A1 umi ni umoxid a0 da Merck C0. 063-0. 200 mmd . Nas
cromﬁt.ogr afias em camada del gada foram empregadas pl ac;s
montadas em folha de aluminio Kiesel gel 860 Fz:u CMerckd> e
Aluminiumoxdd Fz.-u C Mer ek). Em todos os processos

cromatograficos, as misturas de solventes foram feitas volume

a volume (VAVD.

Para os cromatogramas em placa preparativa de gel de
silica foram usadas placas Kieselgel 60 CMerckd N° 5745 com

2mm de espessura e 20 x 20 centimetros de largura.

A revelagZoc dos cromatogramas fol feita através da
inspegcZo a luz ultravioleta ﬁos comprimentos de onda de 254 e
368 nm, e mediante borrifamentoc com solu¢Xo de sulfato cérico
a 2% em acido sulfﬂrico[ CIeCSO‘«')z]f seguida de aquecimento
por 3 minutos a temperatura aproximada de 150 °c. Al guns

cromatogramas foram revelados com vapores de Iodo.

A concentracfio dos extratos brutos, das fraglSes e
subfraces eluidas das colunas cromatograficas foli feita em

evaporador rotatério Brucchi, em banho de agua , sab Pressélo

reduzida (SwmHs) a temperaturas inferiores a 70 °C.

zeb





