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RESUMO

Sargassum é um género de algas marinhas pardas da familia Sargassaceae que é
representada por cerca de 150 espécies. No estado da Paraiba, a flora marinha
comecou a ser estudada a partir das primeiras décadas deste século. A publicacéo
da primeira lista de espécies efetuadas por Luetzelburg, entre 1922 e 1923, pode ser
considerada o marco inicial das investigacdes ficoldgicas na Paraiba (Carvalho,
1983). As algas macroscépicas marinhas apesar de despertar a atencdo da
comunidade cientifica pela grande potencialidade como produtora de substancias
quimicas e médico-farmacolégico, no Brasil, em especial no Nordeste, sdo poucos
os estudos efetuados com este proposito. Tendo em vista a disponibilidade e a
diversidade da nossa biomassa, torna-se imperativo que estudos prospectivos sejam
realizados, objetivando a identificacdo de substancias oriundos de macroalgas
marinhas com atividade farmacoldgica. Foi possivel observar algumas atividades
farmacoldgicas de algas descritas na literatura, entre as quais podemos citar
atividade: anticoagulante, antioxidante, antipirético e analgésico. E importante
demonstrar que o conhecimento sobre o perfil quimico pode contribuir para os
estudos taxondémico da familia Sargassaceae. O presente trabalho, desenvolvido no
Laboratério de Farmacoquimica/Programa de Pés Graduacdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos no Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (Centro de Ciéncias da Saude), Universidade Federal da Paraiba,
tem como propdésito analisar a atividade antimicrobiana das fases e constituintes

isolados da alga do género Sargassum.

Palavras-chave: Sargassum, feofitina, atividade antifingica.



ABSTRACT

Sargassum is a genus of brown seaweed Sargassaceae family represented for 150
species. In the state of Paraiba, the marine flora began to be studied from the first
decades of this century. The publication of the first list of species made by
Luetzelburg between 1922 and 1923 can be considered the starting point of the
investigations fhycologi in Paraiba (Carvalho, 1983). Navies macroscopic algae
despite arouse the attention of the scientific community for their great potential as a
producer chemicals for industrial, economic and medical- pharmacological interest in
Brazil, especially in the Northeast, there are few studies conducted for this purpose,
our group being a pioneer in research fhytocheistry. Given the availability and
diversity of our biomass, it is imperative that prospective studies be carried out to
identify potential compounds derived from marine macroalgae with pharmacological
activity. Next we observe some pharmacological activities of algae described in the
literature, among which we can mention: alginates, florotaninos, coumarins,
chromones, quinones, and terpenoids feoftinas. Studies have shown that metabolites
produced by algae of the genus Sargassumtiveram biological activities, such as
anticoagulant, antioxidant, analgesic and antipyretic. It is important to demonstrate
that knowledge about the chemical profile may contribute to the taxonomic studies of
family Sargassaceae. This work, developed at the Laboratory of Pharmacology/
Graduate Program in Natural and Synthetic Bioactive Products and Mycology
Laboratory, Department of Pharmaceutical Sciences ( Health Sciences Center ),
Federal University of Paraiba, intended to analyze the microbial activity antimicrobial
constituents of the phases and seaweed of the genus Sargassum .

Keywords : Sargassum, pheophytin, antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

As plantas produzem metabdlitos primarios e secundarios que abrangem
uma ampla gama de fun¢des (CROTEAU, KUTCHAN; LEWIS, 2000). Metabdlitos
primérios, que incluem amino&cidos, acucares simples, acidos nucléicos e lipidios,
SA0 necessarios para 0s processos celulares vitais. Metabolitos secundarios incluem
compostos produzidos em resposta a um estresse, funcionando como arma
biolégica para a defesa contra parasitas ou predadores (KEELING& BOHLMANN,
2006). Pode-se dizer que o estudo dos metabdlitos primarios é uma pesquisa
realizada a partir de conhecimentos em quimica organica, farmacoquimica,
farmacologia e relacdo-estrutura-atividade (SAR) aplicadas a produtos naturais de
origem vegetal, animal ou microbiana. Desde séculos atras, a medicina tradicional e
0s produtos naturais caminham lado a lado na cura de doencas por medicamentos
ou na descoberta de venenos naturais. Na atualidade, os produtos naturais ainda
fornecem produtos para novas drogas candidatos ao tratamento em terapias

clinicas.

Na primeira revolucéo industrial, os pesquisadores buscavam novas drogas,
mas com intuitos diferentes dos anteriores. Os metabdlitos secundarios passaram a
ter maior importancia como possivelmente farmacos ap6s o descobrimento dos
salicilatos obtidos da Salix alba. A busca para novos medicamentos agora ndo é
mais ao acaso, a tecnologia se intensifica para colocar no mercado novos
lancamentos a partir de produtos naturais que passam por um processo de semi-
sintese ou sintese total. Com isso, surgiu o barbital (acido 5,5-dietilbarbitdrico), em
1903, indicado como agente hipnético; a epinefrina em 1904 e em seguida a
procaina e a benzocaina, todos esses agentes sao da classe dos ésteres do acido
para-aminobenzéicos e foram sintetizados, baseando-se na estrutura da cocaina
(VIEGAS& BOLZANI, 2006).

Embora o planejamento de farmacos passa a consolidar a industria
farmacéutica, outros modos de planejamento viriam a ser abordados. Com o tempo,
o planejamento racional de farmacos baseado no metabolismo passou ser um

requisito implementar nas linhas de pesquisas farmacéuticas. A oxamniquina € um
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farmaco esquistossomicida originado da hicantona, desenvolvida em pesquisa de
metabolismo de um precursor chamado lucatona (VIEGAS& BOLZANI, 2006). A
sintese de farmacos marcou o inicio de uma nova etapa nos programas de
pesquisas de novas drogas, porém a medida que o tempo passava, a sintese
quimica ficou dispendiosa demais, uma vez que muitos protétipos ndo ultrapassam
as etapas pré-clinicas e clinicas. Neste momento, a industria farmacéutica voltou
seus olhos para uma pesquisa que possa aliar tempo, dinheiro e comeca a investir
pesadamente na quimica combinatéria.

Havia um pensamento de que a quimica combinatéria acoplada ao
conhecimento da estrutura basica iminente do genoma humano traria um avango
muito rapido nas pesquisas. Acreditava-se que as informacdes mais relevantes
seriam entregues em tempo mais rapido e em maior nimero para todas as areas
terapéuticas em relagdo aos métodos tradicionais de descoberta de drogas.
Entretanto, em meados da década de 90, os resultados da busca em bibliotecas de
guimica combinatdria ndo chegaram a ser tdo promissora quanto se dizia (BUTLER,
2004). A razao para que esses resultados fossem insatisfatorios estava na diferenca
da estrutura quimica entre um composto sintético e um produto natural. Compostos
de origem natural ocupam um tipo de espaco que se conectam com naturalidade a
outras moléculas de um organismo, algo que influenciou muito na sintese de novas
substancias. As bibliotecas comecaram a utilizar modelos de produtos naturais para
novas combinacdes sintéticas. Desta maneira, alguns grupos de pesquisa e algumas
industrias farmacéuticas comecaram a sintetizar estruturas mais complexas para se
adequar ao espaco ocupado por metabdlitos naturais.

Nos ultimos anos registraram o aparecimento de microrganismos cada vez
mais resistentes ao antimicrobianos existentes. Este fato denota a necessidade
constante de pesquisa de novas substancia biologicamente ativas ( Raffa et
al.,2005). Algas séo fontes de substancias antibacteriana e antifagicas. Os primeiros
relatos de atividade antibiética de compostos proveniente de algas datam da
segunda década do século XX (Khaleafa et al., 1975).

Del vale e colaboradores (2001) e Hélio e colaboradores (2000) realizaram
estudos sobre a atividade antimicrobiana de uma grande variedades de macroalgas
pertencentes aos trés grandes grupos (algas verdes, pardas e vermelhas). Estes
autores demostraram que a capacidade de sintese de compostos antimicrobianos

nao se restringe apenas a um grupo de algas.
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A literatura relata a existéncia de compostos anti-microbianos de estruturas
variadas como policetideos, florotaninos, terpenos halogenados, aglutininas, etc.,
encontrados ndo somente em macroalgas, mas também em microalgas eucaridticas
e cianobactérias (Findlay e Patil, 1984; Bennamara et al.,1999; konig., 1999;
Nagayama et al., 2002; khleafa et al., 1975). Vairappan e colaboradores (2004)
demostraram a atividade antibacteriana de oito compostos halogenados isolados de
cinco espécie de algas vermelhas Lauréncia. Estes compostos apresentam amplo
espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas inclusive cepas resistentes aos
antibioticos vigentes mais utilizados tais como penicilina e vancomicina.

A maioria dos estudos foi realizada a partir de extratos organicos tais como
metanolico, acetdnico, etéreo, clorofomicos (Cordeiro et al., 2006), porém
pesquisadores brasileiros demostraram a atividade antiflgica de extratos proteicos
de algas vermelhas. Mello e colaboradores (1997) e Cordeiro e colaboradores
(2006) avaliaram as propriedades antifugicas de proteinas (aglutininas) de algas

vermelhas Hypnea musciformis revelando resultados promissores.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Quanto a familia de algas pardas Sargassaceae € constituida de 29
géneros nos quais estdo distribuidas cerca de 481 espécies. Visto que essa familia
compreende o0s géneros Acystis, Anthophycus, Carpacanthus, Carpophyllum,
Cladophyllum, Halochloa, Hizikia, Nizamuddinia, Pterocaulon, Sargassopsis,
Sargassum eTurbinaria (Algaebase, 2013). Os géneros Sargassum e Turbinaria sé&o
as algas da familia de maior distribuicdo, sendo a primeira encontrada em regides
tropicais e subtropicais em quase todos 0s oceanos e a segunda em regides
tropicais e subtropicais dos Oceanos Pacifico e indico (Coimbra, 2006; Rohfritsch,
Payri, Stiger, e Bonhomme, 2010). Na industria alimenticia, algas como Hizikia
fusiformis sdo consumidas na alimentacdo ou usadas como ingrediente herbal em
paises asiaticos da China, Coréia e Japao e também apresenta a propriedade de
inibir a toxicidade causada pelo uso de acetomifeno (Hwang, Kim e Nam, 2008).

Os géneros Sargassum e Turbinaria séo as fontes mais ricas de alginatos,
como também sdo conhecidas na comunidade cientifica por suas atividades
biolégicas. A producdo de defesas quimicas dessas algas aumenta
consideravelmente em espécies de ecossistemas coraliferos onde a biodiversidade,
a predacao herbivora e a competicdo sdo mais elevadas (Zubia, Payri e Deslandes,
2008). Certamente, Grande parte dos trabalhos descritos na literatura relata que os
extratos de varias espécies dessa familia geralmente apresentam atividade biol6gica
de importante relevancia para estudo farmacoldgico, uma vez queatividade
antioxidante ja foi comprovada em extratos do géneros Hizikia, Sargassum e
Turbinaria (Choi, Hwang, Kim e Nam, 2009; Zubia, Payri e Deslandes, 2008), como
tambématividades antimicrobiana, antitumoral,imuno-estimulatéria, gastroprotetora
em espécies dos géneros Carpophyllum e Hizikia (Glombitza e Schmidt, 1999; Choi,
Hwang, Kim, e Nam, 2009), o que demonstra serem detentores de uma biossintese

rica de compostos fendlicos.

Quanto ao género Sargassum constituido de macroalgas da familia
Sargassaceae que apresenta aspecto flutuante, onde forma um dos mais
representativos dentre os 41 géneros da ordem Fucales (Phaeophyceae,
Heterokntophyta) sendo representado por 150 espécies. Sabe-se ainda que o0

género Sargassum se divide em 3 subgéneros: Phyllotrichia, Sargassum e
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Bactrophycus (Stiger et al, 2003). As plantas do género Sargassum Sao compostas
de apressorio, eixos principais e ramos laterais, 0os quais se diferenciam a partir de
eixos principais e constituem a maior parte do talo. Os ramos finais sédo laminares e
assemelham-se as folhas das angiospermas, possuindo uma nervura central, sendo
denominados fildides. Algumas espécies apresentam vesiculas flutuadoras
designadas de aerocistos e cavidades com poros, contendo ou ndo um ramo de

pelos (ver figura 1 abaixo ) (Coimbra, 2006).

Figural. (a) Desenho esquematico de uma planta Sargassum com trés ramos
laterais; (b) aspecto dos receptaculos masculinos; (c) aspectos do receptaculos
femininos; (d) vesiculas; (e) aspecto do corte transversal na regido do criptostoma
(Coimbra, 2006).
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Economicamente, sao utilizadas as partes secas e pulverizadas das plantas
do género Sargassum para preparar massas de biscoitos, sorvetes e outros
produtos alimenticeos (Wang, 2008). Além de serem utilizadas na indastria dos
alimentos, ecologicamente, tem um papel importante para diminuicdo da poluicao

produzida pelo descarte humano, pois espécies de algas de Sargassum atuam como
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biofiltros marinhos, acumulando metais pesados toxicos e, assim, diminuindo o
impacto prejudicial ao ecossistema local das regides costeiras litoréneas

(Murugadas, Phang, e Tong, 1995).

2.1. Metabdlitos secundarios estudados no género sargassum

Dentre os metabdlitos secundarios, sdo encontrados no género Sargassum classes
como cumarinas, cromonas do tipo meroterpendides, quinonas, &cidos quinbnicos e

terpendides.

Quadro 1. Produtos naturais isolados em espécies do género Sargassum.

- Classe do A
Espeécie Composto Referéncias

composto




S. pallidum

Calicosina

Flavonoide

20

Liu et al., 2009

o

Liquiritigenina

Flavonoide

Liu et al., 2009

Esteroide

Liu et al.,
2009

Esteroide

Liu et al.,
2009

S. siliquastrum

Cromona

S. hemiphyllum

Bisnorditer
peno

Takada et al.,
2001

Bisnorditer
peno

Takada et al.,
2001

Hedaol C

Bisnorditer
peno

Takada et al.,
2001
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2.2. Consideracdes sobre a espécie Sargassum vulgare var. nanum E. de Paula

De acordo com levantamento de dados realizados no Chemical Abstracts,
Biological Abstracts, NAPRALERT (banco de dados de artigos cientificos publicados
em revistas cientificas do ponto de vista quimico e biolégico) constatou-se que a
espécie Sargassum vulgare var. nhanum E. de Paula ndo apresenta trabalhos

cientificos publicados na literatura.



Objetiva
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3.0BJETIVOS

3.1. Geral

O presente trabalho tem como objetivo contribuir com o estudo farmacoquimico e
avaliar a atividade antimicrobiana das fases obtidas da Sargassu vulgare var.

nanum, bem como dos compostos quimicos isolados.

3.2. Especifico

Realizar extracdo, purificacdo e isolamentos dos constituintes quimicos.

Analisar a forma estrutural dos constituintes quimicos isolados a partir de técnicas

espectroscopicas com RNM H! e C*,

Avaliar atividade antimicrobina do extrato e das fases: heéanica, diclorometanica,
acetato e aquosa, como também da feofitina isolado da alga Sargassum vulgare

var. nanum.



Materiais e Métedas
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Levantamento bibliografico e coleta do material vegetal

Antes de realizar-se a coleta do material botanico utilizado na pesquisa da
alga parda Sargassum var. nanum, foram feitos levantamentos bibliograficos
realizados no Chemical abstract, Biological abstracts, NAPRALERT, dicionario de
Produtos Naturais, periédicos CAPES e publicacbes relacionadas, no intuito de
determinar suas principais caracteristicas, tais como: classificacdo taxonémica do
género Sargassum, descri¢cdo anatémica, perfil quimico e farmacologico. A coleta de
Sargassum vulgare var, nanum foi realizada na praia de Coqueirinho localizado no

municipio do Conde-PB, e foi realizada através de arranque manual.

Apos coletada, a alga foi lavada para eliminar provaveis “contaminantes”
epifitas e fauna associadas, e posteriormente foi triturada. Esta triagem foi realizada
nas dependéncias do Laboratorio de Ficologia marinha do NEPREMAR (CCEN) e de
fitoquimica do PgPNSB do CCS/UFPB.

A identificacdo da alga foi realizada pelo professor Dr. George Emmanuel
Cavalcanti de Miranda (DBM/UFPB), efetuada com base em bibliografia
especializada e técnicas correntes para identificacdo. Para a espécie coletada,
foram preparadas 3 exsicatas que foram depositadas na secao de criptogramas do
herbério Lauro Pires Xavier (JPB — DSE/UFPB).

4.2. Processamento do material vegetal

Foram coletadas 10,0 kg de algas frescas, em seguida foram colocadas em
nitrogénio liquido que a fragmentou em pequenos pedacos e em seguida foi
submetida a extracéo prontamente.

4.3. Preparacdo do extrato etandlico de Sargassum vulgare var. nanum

Para a preparacao do extrato foi submetido a um processo de maceracéao,
utilizando em cada processo de extragcdo 5 L de EtOH (C;HgO) a 95°G.L, retirando-

se a solucdo extrativa apds um periodo de 72 horas. Essa solucao foi filtrada e
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concentrada em rotaevaporador rotatério a uma temperatura menor do que 50°C,

sob presséo reduzida, rendendo 125 g do E.E.B.

4.4. Particionamento do extrato etandlico bruto com solventes organicos

O E.E.B. (59,96 g) foi concentrado e solubilizado em uma solu¢cdo MeOH:H,0O
(1:1 v/v) com auxilio de um agitador mecénico e depois filtrado. A solucdo foi
colocada em uma ampola de separacdo onde foi particionada utilizando como
solventes: éter etilico, diclorometano (CH.Cl,) e acetato de etila (AcOEt). As
solucdes fracionadas foram tratadas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas
em rotaevaporador sob pressao reduzida a 40°C, e seus rendimentos foram de 17,0
g da fase etérea, 1,2 g da fase diclorometanica e 0,80 g da fase AcOEt e 30,90 g da
fase hidroalcodlica Ill, como pode ser visto no. Esquema 1. abaixo.
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Esquema 1. Obtencéo e particionamento do extrato etandlico bruto de Sargassum
vulgare var. nanum.

Alga fresca
(10 ko)
1. Fracionada em pequenas partes.
2. Maceragédo EtOH 95%
3. Concentrada em rotavapor
E.E.B.
56,96 g

- /" 4. Solugio MeOH: H20>

(1:1)
Solucéo hidroalcéolica \

[ 5. Tratado c/ éter )

Fase hidroalcdéolica | Fase etérea
1700

6. tratado com
diclorometano

Fase dicloromentano

Fase hidroalcéolica 11

1,29

—(7. tratado com acetato de etila )
|

Fase hidroalcéolica 111 Fase acetato de etila
30,99 0,809
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4.5 Fracionamento cromatografico da fase etérea

A fase etérea da alga (17,0 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna,
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (Art. 7734 MERCK) e os eluentes:
hexano, diclorometano e metanol individualmente ou em sistemas binarios em
gradientse crescentes de polaridade. No total, foram coletadas de 180 fracGes de
250 mL que foram concentradas em rotaevaporador rotatorio.

Todas as fracdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), sendo analisadas e reunidas as fragcdes que possuiam Rf semelhantes

(Esquema 2, tabela 2).

A fracdo 73-95 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), no sistema de solvente AcOEt: hexano (4:6) no qual obteve-se
uma fracdo que foi codificada como Sv-1. Esta fragdo foi levada para andlise
espectral de ressonancia magnética nuclear de *H e *C, que foi identificada como
uma mistura de duas substancia a partir da fase etérea, obtendo-se uma mistura de
feofitinas (13%-hidroxi-(132-S)-feofitina A e 13*-hidroxi-(13%-R)-feofitina A
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Esquema 2. Fracionamento da fase etérea do extrato etandlico bruto de Sargassum
vulgare var. nanum.

FASE ETEREA
17,04 g

CC silica gel
Hex, CHClze MeOH

180 FRACOES
250 mL

( CCDA )

47 GRUPOS

_C Concentragcdo em rotaevaporador )
e |

3/93
[ CCDP AcOEt:Hex (4:6) )
Sv-1

|;I

-~
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Tabela 1 Eluentes utilizadas e frac6es obtidas no fracionamento cromatografico da
fase etérea do extrato bruto de Sargassum vulgare var. nanum.

= T - L e ST S [ S T
100 1-5 2-3
'Diclorometano:Hexano ~ 1:99 — 6:94 6-26 14-15
16-19
22-26
7:93-19:81 27-39 27-32
20:80 — 44:56 40-68 41-58
45:55 — 63:33 69-80 69-73
75-93
76-80
64:32 — 80:20 81-98 81-93
94-95
96-98
81:19 — 86:14 99-105 100-103
87:13 — 100:0 106-118 106-112
_ 0.5:99.5 — 2:98 119-121 119-121
- 4:96 — 9.5:90.5 122-131.3 123-131.2
10:90 — 30:70 132-180 135.1
135.3-136.1
139-164
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4.6. Atividade antimicrobiana da mistura racémica 13-hidroxi-feofitina a isolada
de Sargassum vulgare var. nanum

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados pelo método de
diluicdo seriada em meio liquido, técnica de microdiluicdo (ELOFF, 1987,
CLEELAND; SQUIRES, 1991; BAWER et al, 1996; HADACECK; GREEGER, 2000;
NCCLS, 2000).

A determinacdo da CIM dos produtos foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando-se microplacas contendo 96 pocos com fundo chato e
tampa (DISPO-PETRI/INLAB- Alamar Tecno Cientifica Ltda./SP). Inicialmente,
adicionou-se aos pocos, 100 uL de caldo nutriente (para bactérias) e caldo
Sabouraud (para leveduras) duplamente concentrado. Em seguida, foi inoculado
100uL de cada produto solubilizado e foram feitas as diluicbes seriadas a razédo de
doi,nas concentragdes de 1024 a 32 ug/mL. Entdo, na primeira fila de cavidades, as
fases e a feofitina se encontrava na maior concentracdo e na menor concentracao
na sétima fileira. Posteriormente, 10 yL da suspensao dos microrganismos foram
inoculados em todas as cavidades da placa.

Em paralelo, foram feitos controle do crescimento das espécies bacterianas e
de leveduras, como também com os antimicrobianos padréo: cloranfenicol (50
Mg/mL) para bactérias e nistatina (100Ul/mL) para leveduras. O sistema foi incubado
a 35°C/24-48 horas (VILJOEN et al., 2003; SAHIN et al., 2004). Apds o tempo de
incubacdo adequado, foi feita a primeira leitura dos resultados para determinagéo da
CIM do d6leo essencial frente os dois grupos de microrganismos ensaiados. A
determinacdo da CIM do 6leo essencial sobre os microrganismos foi determinada
através de observacéo visual, tomando como base o fato de que o crescimento nos
pocos da placa de microdiluicdo ocorreu através da formacgédo dos chamados botdes
de crescimento- aglomerado de células (ESPINEL INGROFF et al., 1991; ESPINEL
INGROF et al., 1992; HADACECK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2000).

Em seguida, foi utilizado o seguinte procedimento: adicionou-se 20uL de
solucéo do corante resauzurina a 0,01 % (INLAB), o qual & reconhecido como um
indicador colorimétrico de oxido-reducdo (MANN; MARKAN, 1998; SALVAT et al.,
2001; BURT, REINDERS, 2003). Assim, quando ocorreu mudanca de coloragao do
corante (azul para vermelho), considerou-se como indicador de crescimento
microbiano; e se a cor permanece azul, significa a auséncia de crescimento

microbiano. E foi considerada como CIM, a menor concentragcédo das fases capaz de
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inibir o crescimento da cepa ensaiada, verificado por uma ndao mudanca da
coloracdo do corante indicador.

A atividade bioldgica do produto serd interpretada e considerada ativa ou nao,
conforme os seguintes critérios: 50-100 pg/mL=excelente/étima atividade; 100-
500pug/mL=moderada atividade; 500-1000 pg/mL=baixa atividade; > 1000
pMg/mL=produto inativo (HOLETZ et al.; 2002; HOUGHTON et al.; 20007).



Resultade e discussae
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Identificagdo estrutural de Sv-1

As substancias codificadas como Sv-1 foi obtida na forma de um soélido verde-
escuro amorfo com ponto de fusédo entre 169-171,0 °C e com rendimento de 20 mg,
ou seja, 0,003% em relacao ao extrato.

O espectro de IV (Figura 2 , abaixo) deste composto mostrou uma banda de
absorcdo em 3433 cm™ tipico de deformacdo axial de N-H ou O-H, sugerindo a
presenca de aminas e/ou hidroxilas. No entanto, a presenca de absor¢cdo em 1379
cm-1 atribuido ao estiramento da ligacdo C-N possibilitou afirmar sobre a suspeita
de aminas. Absorgées em 1716 e 1055 cm™, referente a estiramento de C=0 e C-O,
respectivamente, sugerem a presenca de carbonila de éster. (SILVERSTEIN &
WEBSTER,2007; PAVIA et al., 2001).

T T T T T T B T T O T B By B B
4000 3600 3200 00 400 000 1400 1600 1400 1200 1000 ] 600 400

13511 fiem

Figura 2. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Sv-1.

Os dados espectrais das substancias obtidas de Sargassum vulgare var.
nanum, foram sumarizados na Tabela 2 a seguir. As substancias isoladas podem

ser visualizadas nas Figuras 3 e 4, pagina 37.
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Tabela 2.Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento Sp?,
apos analise dos espectros de RMN *H e *3C (200 e 50 MHz, respectivamente) em

CDCls.

2 1315
B 1268

- -

B 976
P 139
T 14438

oH [

S 1817
T 1261

- -

045 (s 1H) 976
B 19
B 14438

oH

[0 1031
M2 1291
M8 534

88,9
M4 534
M5 1076

1959 (s, M) 1031
S 1299
S 538




N = (W w (N w
SN ONS SO
w W N[N o [

S 325 - ]
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P16 P14 P12 P10 P8 Pé

Figura 3. Estrutura quimica da substancia S132-hidroxi-(132-S)-feofitina a

Figura 4. Estrutura quimica da substancia 132-hidroxi-(132-R)-feofitina a
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5.2. Atividade antimicrobiana da mistura isolada de Sargassum vulgare var.
nanum

O ensaio de atividade antimicribiana n&o mostraram atividade antibacteriana
para a cepas testadas, no entanto mostraram atividade antifingica significativa. os
ensaios de atividade antifingica da 13-hidroxi-feofitina estdo registrados na Tabela 3.
Tabela.3- Concentragdo inibitoria minima (ug/mL) da mistura (R,S,13-

hidroxifeofitina) sobre espécies de Candida- técnica de microdiluicdo.

Hexanica . S S S
Fase
diclrometano S S S S
Fase acetato

R R R R
Fase aguosa

R R R R
Feoftina

S S S S
Controle
Levedura + + + +
Nistatina

+: crescimento do micro-organismo
- nao crescimento do micro-organismo

As espécies de Candida apresentaram boa sensibilidade a 13-hidroxi-
feofitina. A mesma inibiu o crescimento das quatro (04/100 %) cepas utilizadas nos

ensaios de atividade antifungica, onde a CIM de 256 ug/mL. O controle com



39

antifngico padrédo, no caso, a nistatina a 100 Ul/mL, produziu inibicdo sobre o
crescimento de trés (75 %) das cepas de Candida. Portanto, os resultados podem
ser considerados de oOtima ou moderada atividade biologica, levando em
consideracdo os parametros estabelecidos por Mitcher et al., 1972; Holetz et al.,
2002; Houghton et al., 2007.

Tabela 4- Concentragéo inibitéria minima (ug/mL) da 13-hidroxi-feofitina sobre

espécies de bactérias- técnica microdiluicéo.

Fase hexanica

Fase R R R R

diclrometano

Fase acetato R R R

Fase aquosa R R R

Feoftina R R R R
Controle + + + +
bactéria

Cloranfenicol - - + +

+: Crescimento do micro-organismo
- . Nao crescimento do micro-organismo

As espécies bacterianas testadas ndo apresentaram sensibilidade a mistura (R,S
13-hidroxi-feoftina), nem as fases, portanto foram resistentes.



Conclus
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6. CONCLUSOES

» O presente trabalho atingiu o objetivo o qual foi o estudo ficoquimico e
avaliacdo da atividade antimicrobiana das fases: hexanica, diclorometanica,
acetato, aquosa, como também a feofitina de Sargassum vulgare var, nanum.
E. de Paula.

» Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de
IV e RMN de *H e *3C uni e bidimensionais isolou e identificou os constituintes

da alga Sargassum vulgare var. nanum.

» Com a andlise dos espectros desta mistura e da andlise comparativa com 0s
dados da literatura as substancias foram identificadas como 132-hidroxi-(132-
S)-feofitina a e 132-hidroxi-(132-R)-feofitina
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7. PERSPECTIVAS

» O estudo ficoquimico serd continuado com as outras fases, a fase
dicloromentano, acetato de etila e n-butandlica, e exaurindo anteriormente a

fase etérea.

» O isolamento de metabdlitos na espécie Sargassum vulgare var. nanum
evidencia o potencial deste género, gerando perspectivas de investiga-lo

posteriormente.

» Diante do que foi apresentado, percebe-se que Sargassum vulgare var.
nanum detém um potencial farmacolégico a ser explorado. Dessa forma,
espera-se que o estudo das fases hexanica, diclorometanica, acetato de etila,
e aquosa possam trazer novos substancias inéditas, com potencial
antimicrobiano maior, as quais serdo de grande importancia para a

farmacologia.
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