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RESUMO

ESTUDO FICOQUIMICO DA ALGA MARINHA Sargassum vulgare var. nanum
E. de PAULA (SARGASSACEAE) DO LITORAL PARAIBANO

Ricardo Carneiro Montes
Dissertacdo em produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (Farmacoquimica)
Universidade Federal da Paraiba, Centro de Ciéncias da Saude - 2012

Sargassum € um género de algas pardas da familia Sargassaceae representada por 150
espécies. A literatura relata a presenca de alginatos, florotaninos, cumarinas, cromonas,
quinonas, feofitinas e terpenodides. Os metabolitos produzidos por algas do género
Sargassum mostram atividades biologicas, tais como: anticoagulantes, antioxidante,
antipirético e analgésica. O objetivo deste estudo foi apresentar estudo ficoquimico da
espécie Sargassum vulgare var. nanum E. de Paula. O material foi coletado na praia de
Coqueirinho, Conde-PB, e depois lavado e liofilizado. O p6 seco (841,19 g) foi extraido
por maceracdo com etanol a 96 °G.L, obtendo o extrato etandlico bruto (56,96 g) que
foi dissolvido em uma solucdo de H,O-MeOH (7:3) e particionado com éter etilico,
diclorometano e acetato de etila. O extrato etéreo (17,04 g) foi submetido a uma
cromatografia em coluna de silica gel, eluido com hexano, diclorometano e acetato de
etila e MeOH puros ou em misturas binarias. As fracGes reunidas (75-93) foram
submetidos a cromatografia em Sephadex LH-20 eluida com CH,Cl,-MeOH (1:1). A
fracdo purificada Sv-1 foi identificado como fucosterol relatada pela primeira vez na
espécie. As fragbes 119-121 e 135.1 foram submetidas cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) em AcOEt-hexano (25:75) e AcOEt-Hex (40:60) das quais
foram possivel isolar duas feofitinas Sv-2 e Sv-3 identificada como a mistura de (13-
(R) e (13%-(S)-13*-hidroxi-feofitina-a e 15-hidroxi-(15'-S)-porfirinolactona a
respectivamente. O isdmero R da 13-hidroxi-feofitina-a é relatado pela primeira vez no
género e o isbmero S pela primeira vez na espécie, enquanto a porfirinolactona €
relatada pela primeira vez na familia Sargassarceae. As elucidacGes estruturais foram
realizadas com base na anélise de seus espectros de IV, RMN de H e °C uni e
bidimensionais e bem como com base em dados da literatura.

Palavras-chave: Esteroide, feofitinas, Sargassum



ABSTRACT

PHYCOCHEMICAL STUDY OF MARINE ALGA Sargassum vulgare var. nanum
E. de PAULA (SARGASSACEAE) from the coast of Paraiba

Ricardo Carneiro Montes

Sargassum is a genus of brown seaweeds from the family Sargassaceae and is
represented by 150 species. The literature reports the presence of alginates,
phlorotanins, coumarins, chromones, quinones, phaeophitins and terpenoids. The
metabolites produced by algae of the genus Sargassum show biological activities such
as anticoagulant, antioxidant, antipyretic and analgesic. The objective of this study was
to present phycochemical study of the species Sargassum vulgare var. nanum E. de
Paula. The material was collected on the beach in Coqueirinho, Conde- PB, then was
washed and lyophilized. The dried powder (841.19 g) was extracted by maceration with
ethanol 96 °G.L, obtaining the crude extract (56.96 g) was dissolved in a solution H,O-
MeOH (7:3) and partitioned with ethyl ether, dichloromethane and ethyl acetate. The
ether extract (17.04 g) was subjected to silica gel chromatography column eluting with
hexane, dichloromethane and ethyl and MeOH pure or in binary mixtures. The
combined fractions (75-93) were subjected to chromatography with Sephadex LH-20
eluted with CH,Cl,-MeOH (1:1). The purified fraction Sv-1 was identified as fucosterol,
the first reported in this specie. Other fractions (119-121 and 135.1) were subjected
preparative thin layer chromatography (PTLC) with AcOEt-Hexane (25:75) and (40:60)
to afford mixture -(13%)-(R) and (13%)-(S)-13*-hydroxy-phaeophytin-a encoded as Sv-2
and 15%-hydroxy-(15-S)-porphyrin lactone encoded as Sv-3. The R isomer of 13-
hydroxy-phaeophytin-a is first reported in the genus and S isomer for the first time in
this specie, while the porphyrin lactone is first reported in the family Sargassaceae.
Structural elucidations were carried out based on the analysis of their *H NMR and *C
NMR spectra and and on the basis of literature data.

Keywords: steroid, pheophytins, Sargassum
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais sobre os produtos naturais

As plantas produzem metabdlitos primarios e secundarios que abrangem uma
ampla gama de funcbes (CROTEAU, KUTCHAN; LEWIS, 2000). Metabolitos
primarios, que incluem aminodacidos, aclcares simples, acidos nucléicos e lipidios, sdo
necessarios para 0s processos celulares vitais. Metabolitos secundérios incluem
compostos produzidos em resposta a um estresse, funcionando como arma bioldgica
para a defesa contra parasitas ou predadores (KEELING & BOHLMANN, 2006). Pode-
se dizer que 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. Uma vez que novas ferramentas de
separagdo de maior acuracia, como CLAE, bem como ferramentas de espectroscopia de
UV, IV e RMN de 'H e ¥C sdo usados na identificacdo destes compostos, o
desenvolvimento de estudos quimicos revelam o que ha por tras dos seres vivos e o que
pode ser feito com essas substancias no campo da saude, do meio ambiente, ou das
indUstrias quimicas e farmacéuticas (BROSS-WALCH et al., 2005; LAMBERT et al.,
2007).

Desde séculos atras, a medicina tradicional e os 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. Drogas derivadas de produtos naturais
estdo sendo bem representadas nas vendas de medicamentos de 2000, 2001 e 2002. A
percentagem de drogas derivadas de produtos naturais foi de 40% em 2000 e manteve-
se constante em 24% em 2001 e 26% em 2002 (BUTLER, 2004).

A linha de desenvolvimento de novos medicamentos a partir de produtos
naturais se deu ao longo da histéria de diversas maneiras. As primeiras drogas
conhecidas pelo homem foram introduzidas ao acaso pelo modo de vida, ou tradigdo
cultural de acordo com a cultura da regido. Exemplos dessa constatacdo s&o: 0 Opio
presente nos bulbos de Papaver somniferium (figura 1) conhecido pelas suas
propriedades analgésicas e soporiferas (que provoca sono por enfadamento) desde a
época dos Sumerios (4000 A.C.); a cichona ou Cinchona officinalis (Kohler) (figura 1)

utilizada pelos jesuitas para o tratamento de alguns tipos de febre durante a colonizagéo
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espanhola no Peru, em 1630 (VIEGAS & BOLZANI, 2006). Na América, ttm-se 0s
registros histéricos do uso de plantas alucinégenas pelos amerindios que as
empregavam em rituais pagaos e do envenenamento com curare que usavam na ponta
das flechas para cacar e pescar. O principio ativo mais importante do curare € um
alcaldide bisbenziltetrahidroquindlico (figura 1) na forma de um sal quaternario,
soltivel denominado (+) tubocurarina (BARREIRO & FRAGA, 2008).

HO

2
2
“,
S
HOV

DAVEN’S GARDEN, 2011

FOREST & STARR’, 2011

OMe

(+) Tubocurarina

KOHLER, F. 2011

Figura 1. Plantas medicinais utilizadas desde o inicio da medicina tradicional e seus
respectivos principios ativos.
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Na primeira revolucdo industrial, os pesquisadores buscavam novas drogas,
mas com intuitos diferentes dos anteriores. Os metabdlitos secundarios passaram a ter
maior importancia como possivelmente farmacos apds 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 langcamentos a partir de
produtos naturais que passam por um processo de semi-sintese ou sintese total. Com
isso, surgiu o barbital (&cido 5,5-dietilbarbiturico), em 1903, indicado como agente
hipnotico; a epinefrina em 1904 e em seguida a procaina e a benzocaina, todos esses
agentes sdo da classe dos ésteres do acido para-aminobenzdicos 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, 0
planejamento racional de farmacos baseado no metabolismo passou ser um requisito
implementar nas linhas de pesquisas farmacéuticas. A oxamniquina é um 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 prototipos ndo ultrapassam as etapas pré-
clinicas e clinicas. Neste momento, a industria farmacéutica voltou seus olhos para uma
pesquisa que possa aliar tempo com dinheiro e comeca a investir pesadamente na
quimica combinatéria. Havia um pensamento de que a quimica combinatoria acoplada
ao conhecimento da estrutura basica iminente do genoma humano traria um avanco
muito rapido nas pesquisas. Acreditava-se que as informacGes mais relevantes seriam
entregues em tempo mais rapido e em maior nimero para todas as areas terapéuticas em
relacdo aos métodos tradicionais de descoberta de drogas. Entretanto, em meados da
década de 90, os resultados da busca em bibliotecas de quimica combinatoria nédo

chegaram a ser tdo promissora quanto se dizia (BUTLER, 2004).

A razdo 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
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substancias. As bibliotecas comecaram a utilizar modelos de produtos naturais para
novas combinagdes sintéticas. Desta maneira, alguns grupos de pesquisa e algumas
industrias farmacéuticas comegaram a sintetizar estruturas mais complexas para se
adequar ao espaco ocupado por metabdlitos naturais. Nesse sentido, os erros da
pesquisa demonstraram que 0s produtos naturais deveriam ser incorporados como
modelos nos programas de descobrimento de novas drogas (BUTLER, 2004) e que é
interessante notar que 0s produtos naturais ou compostos derivados de plantas, sdo
responsaveis por mais de 40% dos novos lancamentos de novas drogas em programa de
pesquisa (EXARCHOU et al, 2005).

Os desafios enfrentados no desenvolvimento de novos medicamentos a partir
de produtos naturais sdo inimeros. Entre os problemas, podem se elencar: o screening
farmacoldgico de novas substancias, o rastreamento de novos produtos naturais, a
imcompatibilidade de extratos de drogas com novos métodos de triagem farmacoldgica
como high throughput screening, o isolamento e elucidacdo estrutural e
desenvolvimento do composto através do método de screening pelo high throughput
screening, o qual se realiza a analise de mais de cem mil amostras em um Unico ensaio
cuja etapa pode ser completada em apenas uma semana, usando cerca de 384 poc¢os, um
sistema de manuseio de dados e tecnologia robdtica acoplada a um software avancado
(BUTLER, 2004). De acordo com as pesquisas feitas, demonstra-se que 0s screenings
de plantas sdo mais problematicos do que o screening de produtos sintéticos, uma vez
que podem surgir problemas ocasionados por compostos que, em extratos, podem se
autoflorecer ou ter absor¢cdes no UV que interferem na leitura do screening. Outro
problema comum é que os compostos interferentes podem mascarar a atividade
biolégica de compostos de interesse ou a presenca de familias de composto ou grupos
de compostos no extrato, que podem interferir nos resultados de maneira ndo-especifica
(BUTLER, 2004). O fracionamento biomonitorado usado para identificar produtos
naturais bioativos é percebido como racionamento limitado e uso intensivo dos
recursos. Entretanto, o desenvolvimento da instrumentacdo e da robotica usado para
revolucionar outros aspectos do descobrimento pode também ser usado para acelerar o
isolamento e a elucidagcdo estrutural dos produtos naturais (BUTLER, 2004,
EXARCHOU, 2005).

Um exemplo de intensa pesquisa é a busca de produtos naturais com

propriedades antitumorais. Em 1950, o National Cancer Instituite (NCI) iniciou essas
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buscas no laboratério de Produtos Naturais do Research Triangle, na Carolina do Norte,
Estados Unidos. Esses estudos resultaram na descoberta do paclitaxel, isolado da arvore
Taxus brevifolia Nutt. que atua de forma a promover a polimerizagédo de tubulinas e a
estabilizacdo dos microtibulos formados, representando um novo mecanismo
farmacologico de intervencao na proliferacdo celular. Mas nem sempre 0s programas de
pesquisas de novas drogas chegam aos seus objetivos como foi o caso da descoberta da
camptotecina. Essa substancia bioativa foi descoberta ao acaso em um programa de
pesquisas do Departamento de Agricultura dos EUA, iniciado em 1985. O objetivo
deste programa visava a descoberta de substancias esteroidais de extratos vegetais para
a sintese da cortisona. As propriedades antitumorais da camptotecina ensaiados em
adrenocarcinomas chamaram a atengéo e permitiram identificar um novo mecanismo de
controle da proliferacdo celular, através da inibicdo da enzima topoisomerase-1, ndo
antes explorado (BARREIRO & FRAGA, 2008).

O desenvolvimento da tecnologia vem trazendo novas descobertas no campo
da farmacoquimica, algo que ndo poderia ser explorado antes. Nas Ultimas décadas,
comegaram a surgir técnicas hifenadas que combina técnicas de separacdo com
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massa
(MS). A CLAE é uma técnica bem desenvolvida e amplamente utilizada para a
separacdo de misturas complexas. E importante observar que o modo classico de estudo
de produtos naturais que inclue o fracionamento do extrato bruto ou fase do extrato, a
separacdo e o isolamento de componentes individuais, usando métodos classicos de
cromatografia e elucidacdo estrutural (UV, IR, NMR, MS), leva a um consumo de
tempo e méo de obra. Em vez disso, o acoplamento de cromatografia liquida ao RMN
pode economizar horas e horas de trabalho, sendo uma das melhores escolhas propostas
ha 20 anos. A primeira utilizagdo de LC-RMN foi realizada na década de 70 por
Watanabe e Niki. Porém a primeira amostra a ser realmente analisada por CL-RMN foi
um combustivel de jato militar, usando colunas de fase normal e como solventes
cloroférmio e Freon 113 deuterados (EXARCHOU, 2005).

1.2. Aspectos gerais sobre a farmacognosia marinha

Embora a biodiversidade terrestre ofereca um complexo arsenal de organismos

vivos de especies distintas para o levantamento cientifico de produtos naturais a serem
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explorados, € necessario salientar a importancia da farmacognosia marinha, que, desde o

século XX, vem construindo a sua prépria linha de pesquisa (CANNELL, 1998).

A biodiversidade marinha contém mais de 200.000 espécies de algas e
invertebrados ocupando um espaco geografico aquéatico de cerca 70 % do Planeta e
entre eles estdo as algas. (SIMOES et al, 2004).

O interesse em produtos naturais marinhos, no entanto, esperou por uma
melhoria em termos de tecnologia (principalmente mergulho) para coletar os
organismos dessa fonte. Mesmo assim, no final dos anos 1950, o conceito de drogas de
fontes marinhas atraiu alguns interessados. A azidovudina (AZT), um agente
desenvolvido para retrovirus causadores de cancer, mas pouco eficiente para combater
cancer em desenvolvimento, foi importante recurso quimioterapico disponivel para o
combate ao virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) que marcou a quimica dos
produtos naturais marinhos na década de 80. O estudo desenvolvido pelos laboratorios
Burroughs-Wellcome Company (hoje GlaxoSmithKline), teve como objetivo criar um
programa de avaliacdo das propriedades antivirais do AZT, particularmente para Herpes
zoster e Herpes simplex. No entanto AZT mostrou-se importante para a sobrevivéncia
de pacientes com HIV. A partir de sua sintese, ele se consagrou eficazmente contra o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BARREIRO & FRAGA, 2001; HAJDU et al,
1999).

O bioma marinho se destaca como recurso de produtos naturais ilimitados por
causa da vasta extensdo dos oceanos. Muitos desses metabolitos marinhos provém
quase exclusivamente de algas e invertebrados, ou seja, algas pardas, algas verdes algas
vermelhas, esponjas, tunicados, briozoarios, cnidarios, ascidias e moluscos como
também de microrganismos marinhos que podem ser bactérias e cianobactérias
marinhas (JIN, 2005). Porém como é de se esperar a dificuldade de desenvolver
medicamentos a partir de uma fonte marinha, sem duvida, é um dos maiores problemas.
A aquisi¢do ou producdo de quantidades de compostos de raras fontes marinhas para
garantir um fornecimento sustentavel ndo foi contornado, uma vez que alguns
organismos marinhos como alguns tipos de esponjas sdo incultivaveis artificialmente
(MOLINSKI et al , 2009). Uma caracteristica marcante dos produtos bioativos
marinhos reside no fato de que sé@o estruturalmente muito diferentes dos metabdlitos

secundarios encontrados no ambiente terrestre. E possivel que essa diferenca dos
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metabolitos marinhos se reflita pelo ecossistema também tdo diferente, onde sua
sobrevivéncia se deu pela incorporacdo de eletrélitos incomuns no ambiente terrestre.
Altas concentrages de fons SO,, CI', Br’, I foram incorporados pelos 0s organismos
marinhos os quais sdo produtores de substancias halogenadas ou estruturas quimicas
pouco comuns nos organismos terrestres como o produtos naturais contendo grupos
sulfato em compostos quimicos (FENICAL, 1975). Na década de 70, os estudos de
drogas marinhas deram seu primeiro fruto. A primeira droga explorada do mar,
ziconotido, (w-conotoxin MVIIA) — um peptideo presente em um caracol tropical
marinho — foi aprovado nos Estados Unidos em 2004 com o nome de Prialt no combate
contra a dor cronica provocada por lesdo na medula espinhal. O segundo foi a
trabectedina, um composto com atividade antitumoral, aprovada pela Unido Européia
em outubro de 2007 para o tratamento de alguns tipos de sarcoma (MOLINSKI et al ,
2009).

Ja foram encontradas por volta de 30,000 espécies de algas vivendo ao longo
das costas marinhas. Relatos mostram que as algas ja foram utilizadas como remédio e
fertilizantes. Quimicamente os metabdlitos bioativos da flora marinha incluem fenois
bromados, heterociclicos oxigenados, nitrogenados e de enxofre, terpendides,
polissacarideos, peptideos e proteinas (BHAKUNI & RAWAT, 2005). Pesquisadores
do Japdo em busca de aditivos para alimentos com menos toxicidade descobriram que
as algas sdo ricas em agentes antioxidantes, uma vez que ao serem estocadas por um
longo periodo ndo entram em deterioracdo oxidativa, mesmo apresentando mais de 30%
do total de seus acidos graxos na forma de cadeias poliinsaturadas (principalmente as
algas pardas) (ROCHA et al, 2007). Lipidios de algas pardas ricos em fucoxantina sdo
importantes fontes potenciais de acidos graxos altamente insaturados como omega-3
(HUFA), juntamente com as fontes de 6mega-6, tais como o acido araquidénico. Esses
lipidios sdo constituidos de alguns compostos ficoquimicos interessantes, tais como
fucosterol e polifendis. Outras classes de compostos naturais como carotendides,
fitoesterdis e polifendis em geral, especialmente os de origem terrestre, tém sido
exaustivamente revistos com relacdo a sua ocorréncia, as funcdes bioldgicas e possiveis
beneficios para a salde possivel, no entanto, tem havido relativamente pouca
informacdo sobre os de origem marinha (MIYASHITA, 2009). A pesquisa desenvolvida
no alcance de novas drogas anti-fingicas, antiparasitarias, antibacterianas e antivirais

altamente resistentes tem voltado suas expectativas aos produtos naturais marinhos,
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considerando como um recurso ndo explorado pelo homem, mas com uma potencial
aplicacdo na medicina (DONIA & HARMANN, 2003).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Consideracdes da familia Sargassaceae

A familia de algas pardas Sargassaceae é constituida de 12 géneros nos quais
estdo distribuidas cerca de 481 espécies. Essa familia compreende os géneros Acystis,
Anthophycus, Carpacanthus, Carpophyllum, Cladophyllum, Halochloa, Hizikia,
Nizamuddinia, Pterocaulon, Sargassopsis, Sargassum e Turbinaria (ALGAEBASE,
2012). Os bancos de algas da familia Sargassaceae sdo considerados como fontes de
algas a deriva que também fornecem alimento e abrigo para organismos marinhos e
geralmente apresentam 06rgdos como cauliculos, foliculos, vesiculas e receptaculos
(YATSUYA, et al, 2005).

A literatura tem poucas informacdes sobre a relacdo filogenética desta
familia. Os géneros Sargassum e Turbinaria sdo 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, et al, 2010). Na industria aliméntica, algas
como Hizikia fusiformis sdo consumidas na alimentacdo ou usadas como ingrediente
herbal em paises asiaticos da China, Corea e Japdo. Na medicina apresenta a
propriedade de inibir a toxicidade causada pelo uso de acetaminofeno (HWANG, KIM
& NAM, 2008), no entanto, ttm-se sugerido que Turbinaria e outros membros da
familia Sargassaceae sdo inerentemente ndo comestiveis devido a grande concentracédo
de substancias polifendlicas (SHEU, et al, 1999). O interesse de paises do oriente por
esse tipo de algas reflete-se também nos estudos cientificos desenvolvidos sobre esses
produtos naturais bioativos que pode ser observado no levantamento.

Os géneros Sargassum e Turbinaria sdo as fontes mais ricas de alginatos,
assim como sdo conhecidas na comunidade cientifica por suas atividades bioldgicas.
Alginatos de espécies como S. carpophyllum, S. ilicifolium e S. siliquosum sao
utilizados nas industrias alimenticias por causa de suas propriedades viscosas mais
apropriadas para a fabricacdo de alimentos. A producdo de defesas quimicas,
principalmente de compostos fendlicos, dessas algas aumenta consideravelmente em
especies de ecossistemas coraliferos onde a biodiversidade, a predacdo herbivora e a
competicdo sdo mais elevadas (ZUBIA, PAYRI & DESLANDES, 2008).
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Grande parte dos trabalhos descritos na literatura relata que os extratos de
varias espécies dessa familia geralmente apresentam atividade bioldgica de relevancia
para estudo farmacoldgico. A atividade antioxidante j& foi comprovada em extratos do
géneros Hizikia, Sargassum e Turbinaria (CHOI et al, 2009; ZUBIA, PAYRI &
DESLANDES, 2008) o que demonstra serem detentores de uma biossintese rica de
compostos fendlicos. Foram também descobertos atividades antimicrobiana,
antitumoral, imuno-estimulatéria, gastroprotetora em espécies dos géneros
Carpophyllum e Hizikia (GLOMBITZA & SCHMIDT, 1999; CHOI et al, 2009).

3.2. Consideracdes sobre o género Sargassum

Sargassum é um género de macroalgas da familia Sargassaceae que apresenta
aspecto flutuante, constituindo um dos mais representativos dentre os 41 géneros da
ordem Fucales (Phaeophyceae, Heterokntophyta) sendo representado por 340 espécies
(ALGAEBASE, 2012). Sabe-se ainda que o género Sargassum se divide em 3
subgéneros: Phyllotrichia, Sargassum e Bactrophycus (STIGER et al, 2003). As algas
desse género se distribuem predominantemente por areas costeiras atraves de substrato
consolidado, tanto nas regides tropicais e por areas subtropicais (ver figura 2 na pag
29), muitas vezes formando os chamados bancos de Sargassum (COIMBRA, 2006). O
quadro 1 (pag 29) mostra algumas espécies estudadas de Sargassum e as regides

encontradas.

As algas do género Sargassum sdo compostas de apressorio, eixos principais e
ramos laterais, os quais se diferenciam a partir de eixos principais e constituem a maior
parte do talo. Os ramos finais sdo laminares e assemelham-se as folhas das
angiospermas, possuindo uma nervura central, sendo denominados filoides. Algumas
espécies apresentam vesiculas flutuadoras designadas de aerocistos e cavidades com

poros, contendo ou ndo um ramo de pélos (ver figura 3 na pag 30) (COIMBRA, 2006).
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Quadro 1. Relacdo de regides de espécies do género Sagassum que apresentam

estudos cientificos.

Espécie
S. fallax

S. fulvellum,
S. micracanthum

S. pallidum
S. siliquastrum
S. hemiphyllum

S. thunbergii

S. tortile

Australia, Oceano Pacifico

Japéo, Oceano Pacifico

Coreéia do Sul, Oceano Pacifico
Japdo, Oceano Pacifico
China, Oceano Pacifico

Coreéia do Sul, Oceano Pacifico

Estados Unidos, Oceano Pacifico

Coréia do Sul, Oceano pacifico

Japdo, Oceano Pacifico

Referéncias
Reddy, e Urban, 2009
Ina, et al., 2007
Ham et al., 2010
Iwashima et al., 2008
Liu et al., 2009
Cho et al., 2008
Takada et al., 2001
Seo, Park, e Nam, 2007
Kubo et al., 1992
Kikuchi et al, 1983

Figura 2. Mapa de distribuicao do género Sargassum em regides litoraneas do Oceano
Atlantico, Pacifico, Indico e mar mediterraneo (ZIPCODE Z0OO0, 2012)
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Figura 3. (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).

Economicamente, sdo utilizadas as partes secas e pulverizadas das plantas do
género Sargassum para preparar massas de biscoitos, sorvetes e outros produtos
alimenticios (WANG, 2008). Além de serem utilizadas na indUstria dos alimentos,
ecologicamente, tem um papel importante para diminuigdo da poluigdo produzida pelo
descarte humano, pois espécies de algas de Sargassum atuam como biofiltros marinhos,
acumulando metais pesados toxicos e, assim, diminuindo o impacto prejudicial ao
ecossistema local das regides costeiras litoréneas (MURUGADAS, PHANG & TONG,
1995). AlteracBes sazonais influenciam diversos fatores abidticos das algas desse
género tais como temperatura, pH, salinidade e etc, bem como fatores bi6ticos como
morfologia e diversidade, em Gltima instancia, epifaunal responsavel pela biossintese de
metabolitos secundarios (CHENNUBHOTLA et al, 1982). As algas marinhas
Sargassum sp. podem ser usadas como um complemento alimentar nas refeigdes para
ovelhas, especialmente em regides onde outras fontes alimentares s&o escassas (MARIN
et al, 2009).

3.4. Metabdlitos secundarios estudados no género Sargassum

Dentre os metabolitos secundarios, sdo encontrados no género Sargassum

classes como cumarinas, cromonas do tipo meroterpendides, quinonas, acidos
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quindnicos e terpenoides. Embora seja pouco usual a presenca de flavondides em
plantas marinhas como na alga vermelha Acanthophora spiciferae na alga verde Nitella
hookeri, o estudo quimico de Sargassum pallidum obteve pela primeira vez o
isolamento e a identificacdo da Calicosina, um isoflavondide comum em plantas
angiospermas, como por exemplo em Spatholobus suberectus, Hedysarum polybotrys e
Astragalus membranaceus (LIU et al, 2009). Exemplos de estruturas de cada classe
podem ser observados no Quadro 2 e na Figura 4 (AFOLAYAN et al, 2008;
IWASHIMA et al, 2008;).
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Quadro 2. Produtos naturais isolados em espécies do género Sargassum.

Espécie

S. fallax

Composto

Falahidroguinona

Classe do
composto

Quinona

Referéncias

Reddy, e Urban, 2009

Falaquinona

Quinona

Reddy, e Urban, 2009

Acido sargaquinoico

Quinona

Reddy, e Urban, 2009

Acido sargahidroquinoico

Quinona

Reddy, e Urban, 2009

Sargacromanol

Cromona

Reddy, e Urban, 2009

S. fulvellum,

Feofitina a

Feofitina

Ina, et al., 2007

S. horni

fucoxantina

tetraterpeno

Miyashita, 2009

S. micracanthum

Acido sargaquinoico

Quinona

Ham et al., 2010

Sargacromanol

Cromona

Ham et al., 2010

Fucosterol

Esteroide

Ham et al., 2010

Tocotrienol, (2R)- 9’-oxo-
-

Cromona

Iwashima et al., 2008

S. pallidum

Calicosina

Flavonoide

Liu et al., 2009

Liquiritigenina

Flavonoide

Liu etal., 2009

Fucosterol

Esteroide

Liu et al., 2009

Saringosterol

Esteroide

Liu etal., 2009

S. siliquastrum

Mojabancromanol

Cromona

Cho et al., 2008

S. hemiphyllum

Hedaol A

Bisnorditerpeno

Takada et al., 2001

Hedaol B

Bisnorditerpeno

Takada et al., 2001

Hedaol C

Bisnorditerpeno

Takada et al., 2001

S. thunbergii

Acido sargaquinoico

Quinona

Seo, Park, e Nam, 2007

Acido sargahidroquindico

Quinona

Seo, Park, e Nam, 2007

Sargacromanol

Cromona

Seo, Park, e Nam, 2007

Sargatubergol

Cromona

Seo, Park, e Nam, 2007

S. tortile

Critinol

Diterpeno

Kubo et al., 1992

Geranilgeraniol

Diterpeno

Kubo et al., 1992

Fitol

Diterpeno

Kubo et al., 1992

Sargatriol

Cromona

Kikuchi et al., 1983
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Figura 4. Estruturas quimicas de diterpeno (a), uma cromona (b), um betacarotendide
(c), isoflavondide (d), quinona (e) um esterdide (f) isolados de espécies do género
Sargassum.

3.3 Consideragdes sobre a espécie Sargassum vulgare var. nanum E. de Paula

Dentro da espécie Sargassum vulgare, ha outras subespécies das quais se
encontra a variacao de pequeno porte que habita regides rochosas do litoral paraibano
denominado de Sargassum vulgare var. nanum. De acordo com levantamento de dados
realizados no Chemical Abstracts, Biological Abstracts, NAPRALERT (banco de dados
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da Universidade de Illinois, Chicago, Natural), constatou-se que a espécie Sargassum
vulgare var. nanum E. de Paula ndo apresenta trabalhos cientificos publicados. No
entanto, sdo descritos estudos de outras variedades dessa espécie onde ja foram
constatados a presenca de alginatos (TORRES et al, 2007), esteroides (HALKET et al,
1976) e proteinas a base de arginina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina e
valina e tracos de metionina (GUVEN et al, 1975).

(b)

Figura 5. Imagens da alga Sargassum vulgare var. nanum E. de Paula na praia de
coquerinho (Conde-PB) (a) e (b) em seu habitat rochoso antes da coleta e (c) apds a
coleta.

3.4 Consideragdes sobre a via do mevalonato

O mevalonato é um composto formado biossinteticamente da condensacdo de

uma unidade da acetoacetil-CoA como uma molécula da acetil-CoA. A via do
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mevalonato também conhecida pela via da HMG-CoA redutase esta presente em seres
eucarioticos (LEHNINGER; NELSON & COX, 2011). Nas plantas, essa via forma
uma série de metabdlitos secundarios como terpendides, uma familia diversificada de
produtos naturais derivados de unidades de Cs isoprénicas (Figura 7) e de certa forma
outros metabolitos como OGleos volateis terpénicos, saponinas e glicosideos
cardiotonicos (SIMOES et al, 2010) assim como de cadeias laterias preniladas da
clorofila e plastoquinonas (LANGE e CROTEAU, 1999).

Os terpenos sdo estruturas constituidos de mdaltiplos isopreno e estdo
classificados em hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis),
diterpenos (Cao), sesterpenos (Cas), triterpenos (Csg) e tetraterpenos (Cag). O isopreno
(Figura 7), por si so, tem sido caracterizado como um produto de decomposicdo de
varios hidrocarbonetos ciclicos e ja foi considerado como peca fundamental na
construcdo destes compostos, também ja chamados de isoprendides. O isopreno €
produzido naturalmente, mas néo esta envolvido na formacéo dos terpenos. As unidades
bioquimicamente ativas foram identificadas como ésteres difosfatos (pirofosfatos):
dimetilalil difosfato (DMAPP) e o isopentinil difosfato (IPP). Na via metabolica
classica, basicamente as unidades de isopreno se combinam em liga¢fes cabega-cauda
como o geraniol (Cy), farnesol (Cis) e geranilgeraniol (Cy). No entanto, poucos
terpendides naturais sdo formados por essa combinagdo, como o esqualeno (Csp) € 0
fitoeno (Cyo) 0s quais mesmo formados por varias unidades de isopreno, suas estruturas
demonstram uma combinacdo cauda-cauda iniciada no centro da molécula. Outros
terpenos possuem uma modificacdo por reacdes de ciclizacdo, mas ainda podem ser
reconhecido o arranjo de cabeca-cauda como por exemplo o mentol, bisaboleno e o
taxidieno (DEWICK, 2009). Terpenos sdo 0s produtos vegetais mais numerosas e
estruturalmente diverso na natureza (Figura 6) (ZWENGER & BASU, 2008).
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7% M Alcaldides
(o]
55% B Compostos
18% fendlicos
Terpenos

Figura 6. Representacdo grafica dos maiores grupos de metabdlitos secundéarios de
acordo com Croteau et al. (2000).

Por outro lado, produtos naturais provenientes da via do acetato ou a do
chiquimato podem adquirir em seu esqueleto uma porgdo terpénica, sejam eles
alcaldides, produtos fendlicos e vitaminas. Particularmente, 0s meroterpendides
possuem um fragmento Cs, usualmente um substituinte dimetilalil (fragmento prenil)
ligado a estrutura principal da molécula, como exemplo as furocumarinas (TRAVEN,
2004) carotenodides (CROMBIE & WHITING, 1998) e alcal6ides de ergot (MUKHERJEE
& MENGE, 2000). Meroterpendides a base de quinona ou hidroquinona sdo
encontrados em plantas, animais e microrganismos e abundantes em algas pardas
(divisdo Phaephyta) principalmente nos géneros Cystoseira e Sargassum (JUNG et al,
2008) produzem uma grande quantidade de meroterpendides em que existe uma cadeia
poliprenil ligada a um nucleo de anel de quinona ou hidroquinona como a sargaquinona,
acido sargaquindico e é&cido sargahidrogquindico e, mais especificamene no género
Sargassum, outros metabdlitos como as plastoguinonas que adotam o0 mesmo esqueleto,

mas com porcao da cadeia terpénica modificada (REDDY et al, 2008).
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Figura 7. Diferencas estruturais entre a unidade isoprénica e 0 composto isopreno.
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Figura 8. Biossintese dos terpenos produzidas em seres uni e pluricelulares.
(ROHDICH et al, 2003 e SIMOES, 2010)
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Figura 9. Biossintese dos terpenos produzidas em seres uni e pluricelulares
(continuacdo) (ROHDICH et al, 2003 e SIMOES, 2010).

Os terpenos tém varias aplicacdes no cotidiano da sociedade desde tempos
remotos. As industrias farmacéuticas e alimenticias exploraram grande parte do
potencial desses metabdlitos principalmente como medicamentos e flavorizantes. Um
dos terpenos mais disseminados pela humanidade é a borracha, sendo um politerpeno
formado por subunidades de isopreno, que foi modificado para gerar mais qualidade
pelo processo de adicdo de enxofre denominado de “vulcanizagdo” por Charles
Goodyear, 0 que gerou maior flexibilidade ao material. (ZWENGER & BASU, 2008
Apud STIEHLER e WAKELIN, 1947)
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3.5. Consideracdes sobre esteroides

Esteroides séo triterpenos modificados que apresentam em comum a estrutura
quimica denominada ciclopentanoperidrofenantreno (Figura 10), um nucleo ciclico
semelhante ao fenantreno (anéis A, B e C), ligado a um anel ciclopentano (D). Diferente
do triterpenos, faltam trés metilas nos carbonos C-14 e C-4, sendo o colesterol um
modelo estrutural basico. A nomenclatura sistematica dos esterdides é baseada em uma
série de esqueletos bases, incluindo estrano, androstano, pregnano, colano, colestano,
ergostano, campestano, estigmastano e and poriferastano. A estereoquimica dos
substituintes ¢ representada por o (na face de baixo da molécula, quando ¢ desenhado de

acordo com convengdes habituais) ou B ( na face de cima) (DEWICK, 2009).

Figura 10. Ciclopentanoperidrofenantreno, nicleo basico de compostos esteroidais.

Todos os atomos de carbono do colesterol sdo derivados do acetato. O acetato
é primeiramente convertido a unidades de isopreno, unidades C-5. As unidades de
isopreno sdo condensadas para formar uma molécula linear, precursora do colesterol. O
esqualeno, um hidrocarboneto poliisoprendide é o intermediario linear na biossintese do
colesterol (VOET, 2006).

Os esterdides exercem uma funcdo muito importante nos processos
fisiolégicos do organismo, na composicdo quimica de horménios sexuais,
adrenocorticdides (cortisona), glicosideos cardiotdnicos e os acidos biliares uma vez
que as células eucaridticas expressam muitas proteinas célula-especificas em resposta a
presenca de varios compostos esteroidais. Muitos desses hormonios possuem efeitos
importantes no crescimento, etapas especiais como a gravidez e defesa e protecdo do
organismo (LEHNINGER; NELSON & COX, 2011)
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3.6. Consideracdes sobre derivados da clorofila

As feofitinas, assim como outros derivados da clorofila, sdo encontradas em
algas e em plantas terrestres (Figura 11). As clorofilas sdo sais complexos de magnésio
coordenado com grupo porfirinico o qual esta ligado através do grupo éster ao alcool
fitilico. A clorofilase, uma enzima comumente encontrada no tecido da planta verde,
pode hidrolisar o &lcool, o grupo fitol das clorofilas, formando os clorofilideos (Chlide).
As clorofilas e os clorofilideos, na presenca de um &cido diluido, sofre facilmente a
perda do magnésio, respectivamente, formando feofitinas e feoforbideos. Willstatter e
Stoll (1928) relatam que clorofilase também vai hidrolisar o &lcool fitil das feofitinas,
formando feoforbideos. O fitol, cadeia lipofilico lateral das clorofilas e feofitinas, é uma
forma reduzida do diterpeno geranilgeraniol (WHITE, JONES & GIBBS, 1963).

Ha vérios tipos de clorofilas que védo ser base estrutural das feofitinas. A
clorofila a (Chl a) estd presente em todos os organismos que realizam fotossintese
oxigénica. A Chl a é o pigmento utilizado para realizar o processo fotoquimico (o
primeiro estadgio da fotossintese), enquanto que os demais pigmentos auxiliam na
absorcdo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo. As
outras clorofilas como Chl b esta presente em vegetais superiores, algas verdes e
algumas bactérias; Chl ¢, em feofitas e diatoméaceas; e Chl d, em algas vermelhas (ZOU,
& GAO, 2010).

Nota-se a mudanca da Chl a e b para as respectivas feofitinas pela perda de cor
durante o armazenamento sob congelamento. Este fendmeno, denominado de
feofitinizacdo, é atribuido ao desvanecimento da cor verde vivida da clorofila a uma
marrom azeitona da feofitina causado pela substituicdo do magnésio do centro da
molécula de clorofila pelo hidrogénio (HEATON, 1996). Durante o armazenamento sob
congelamento, as baixas temperaturas aumentam a tendéncia de precipitacdo de
proteinas dos alimentos por provocarem a diminui¢do do pH, ampliando as taxas de
reacOes de catalises acidas, como a feofitinizacdo (MARTINS & SILVA, 2002).

Desta maneira, para se explicar a formacdo dos derivados da clorofila é
necessario descrever a degradacdo da clorofila. Durante o periodo de senescéncia de
uma alga ou de um vegetal, a Chl b se transforma em Chl a, o qual passa por varios
processo de degradacdo até a formacdo do feoforbideos de acordo com a figura 11
(HORTENSTEINER, 2006).
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Os relatos da literatura demonstram que uma dieta rica em derivados de clorofila
previne contra mutagénese, teratogénese e carcinogénese (Chernomorsky, Segelman, &
Poretz, 1999).

R=H
\R2 Ry= CyoHjg

reductase da clorofila b

Chlide a

Clorofilase

Y

Figura 11. Degradacdo da clorofila e formacé&o de derivados como o feoforbideo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

» Contribuir com estudo quimiotaxonémico do género Sargassum com a

investigacao dos metabolitos secundarios de Sargassum vulgare var. nanum E.
de Paula

2.2 Objetivo especifico

» Extrair os componentes da alga com solventes organicos como também separar,
purificar e analisar os metabdlitos secundarios por técnicas cromatograficas de
adsocdo ou exclusédo molecular.

» ldentificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos através de
técnicas espectroscopicas como IV, UV, RMN de *H e *C uni e bidimensionais
e espectrometria de massa, além de determinar caracteristicas fisico-quimicas.

» Contribuir a investigacdo dos biometabolitos de Sargassum vulgare var. nanum.

» Propor método de melhor processamento do extrato e constituintes de algas.
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4, METODOLOGIA
4.1. Método de analise
4.1.1 Métodos cromatograficos

Para as cromatografias de adsor¢do em coluna (CC) utilizou-se silica gel 60,
ART 7734 da MERCK, de particulas com dimensdes entre 0,063-0,200 mm e Sephadex
LH-20 da AMERSHAM BIOSCIENCES, tendo como suporte colunas de vidro
cilindricas cujas dimens@es variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel 60
PF254, ART 7749 da MERCK. Como fase movel foram utilizados os solventes hexano
(Hex), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), isoladamente
ou em misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade.

A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi empregada para a
analise das fracBGes obtidas por CC. As revelacbes das substancias nas CCDA foram
executadas pela exposicdo das cromatoplacas a lampada de irradiacdo ultravioleta em
dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) por meio de aparelho MINERALIGHT,
modelo UVGL-58, bem como pela impregnacédo das placas em cubas de vidro saturadas

por vapores de iodo.

4.1.2. Ponto de fusao

O ponto de fusdo (PF) de cada amostra foi determinado em placa de
aquecimento de aparelho digital para ponto de fusdo da marca Microguimica
Equipamentos LTDA, modelo MQAPF - 302, com bloco de platina em microscépio
optico tipo “Kofler”, marca REICHERT, modelo R3279, com temperatura que varia de
0-350 °C.

4.1.3. Pureza da amostra

O grau de pureza das substancias evidenciado por CCDA, foi determinado
quando observada uma Unica mancha ap6s revelacdo, em pelo menos trés tipos de
sistemas de eluicbes diferentes. Além disso, também foram considerados a
determinacdo do ponto de fusdo das substancias (o critério de pureza adotado é que a
diferenca entre o PF final e o PF inicial ndo seja maior que 3 °C), bem como a analise

dos dados espectrais.
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4.2. Métodos espectroscopicos
4.2.1. Infravermelho

Os dados espectrais na regidao do infravermelho (IV) foram obtidos em
aparelho de BOMEM FT-IR, série 100 MB do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica/UFPB, utilizando de 1,00 a 3,00 mg de amostra em pastilhas de KBr, com

freqiéncia medida em cm-1.

4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de *H)
e Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze (RMN de **C), uni e bidimensionais
foram obtidos em espectrometro VARIAN MERCURY, operando na freqliéncia do
hidrogénio a 200 MHz e do carbono a 50 MHz, bem como em espectrometro de marca
BRUKER, operando na frequéncia do hidrogénio a 500 MHz e do carbono a 125 MHz.
As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se uma pequena quantidade em
solvente deuterado (CDCI; e MeOD). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm), sendo referenciados para RMN de 'H os picos
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracdes ndo deuteradas dos solventes:
cloroférmio (84 = 7,24 ppm) e metanol (8 = 3,3 ppm). Para o0s espectros de RMN de
B3¢, estes mesmos parametros foram utilizados: cloroférmio (8. = 77,00 ppm) e metanol

(6c = 49,00 ppm).

4.3. Estudo ficoquimico
4.3.1. Coleta e identificacdo da alga marinha e pré-tratamento do material

O material para o estudo foi coletado na praia de Coqueirinho, municipio do
Conde, localizado no litoral sul do estado da Paraiba. Apds a coleta do material, a alga
foi lavada em agua corrente para retirada de areia e epifitas. Uma amostra do material
foi retirada para realizar a identificacdo da espécie pelo Professor George Emmanuel
Cavalcanti de Miranda (DSE/UFPB). Apos a analise, a espécie foi identificada como
Sargassum vulgare var. nanum e uma exsicata foi depositada no Herbario Prof. Lauro
Pires Xavier (CCEN/UFPB), da Universidade Federal da Paraiba, sob cddigo JPB
46346.
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O material tratado com cerca de 10 kg foi acondicionado em sacos tipo ziper
e resfriados a -10 °C foi liofilizado e posteriormente, pulverizado com auxilio de

moinho mecanico tipo Harley.

4.3.2. Obtencgdo do extrato etandlico bruto (E.E.B.) da alga marinha Sargassum
vulgare var. nanum

O po liofilizado de 841,19 g de Sargassum vulgare var. nanum foi submetido
a uma processo de maceracdo exaustiva, utilizando em cada processo de extracdo 4 L
de EtOH a 96 °G.L., retirando-se apds um periodo de 72 horas. A solugdo extrativa foi
filtrada e concentrada em rotavapor a uma temperatura menor do que 60 °C, sob pressdo
reduzida, rendendo 167 g do E.E.B. . Para retirada do sal segundo a metodologia de
IWASHIMA et al, 2008, esse E.E.B. foi dissolvido em uma solu¢gdo CH,Cl,:MeOH 3:1
e filtrado, rendendo 56,96 g do E.E.B. dessanilizado (34,0 % em relacéo ao E.E.B.).

4.3.3. Particéo do extrato etandlico bruto

O E.E.B. concentrado foi solubilizado em uma solu¢do MeOH:H,0 (1:1 v/v)
com auxilio de um agitador mecanico e depois filtrado. A solugdo foi colocado em uma
ampola de separacdo onde foi realizada a particdo, utilizando como solventes: éter,
diclorometano (CH,Cl,) e acetato de etila (AcOEt). As solucdes fracionadas foram
tratadas com Na,SO, anidro, filtradas e concentradas em rotavapor sob pressao reduzida
a 40 °C, e seus rendimentos foram de 17,0 g da fase etérea, 1,20 g da fase diclorometano
e 0,80 g da fase AcOEt e 30,90 g da fase hidroalcodlica (Esquema 1, pag 48).
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Esquema 1. Obtencdo e particionamento do extrato etanolico bruto de
Sargassum vulgare var. nanum.

ALGA FRESCA

(10 ka)

¢: Secagem e moagem

PO DA PLANTA
841.19 g

‘l’ EtOH 95%
Concentragdo em rotavapor

EXTRATO ETANOLICO BRUTO
56,96 g

\1' MeOH: H,0 (1:1)

| Eter etilico

Diclorometano

|
v v

| Acetato de etila

\/ v
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4.3.4. Fracionamento cromatografico da fase etérea

A fase etérea da alga (17,04 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna
(CC), utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (Art. 7734 MERCK) e os eluentes:
hexano, diclorometano e metanol individualmente ou em sistemas binarios com
gradiente crescente de polaridade. No total, foram coletadas de 180 fragdes de 250 mL
que foram concentradas em rotavapor.

Todas as fragbes foram submetidas a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), sendo analisadas e reunidas as fracdes que possuiam Rf semelhantes
(Quadro 3, pag 54). A fracdo reunida 73-95 foi submetida a uma cromatogréfica em
coluna em Sephadex LH-20, utilizando um sistema de MeOH:CH,Cl, (1:1) que
possibilitou purificar a fracdo 73-95/7. As fragdes 119-121.2 e 135.1 foram submetidas
a uma CCDP, utilizando os sistemas AcOEt-Hex (25:75) e AcOEt-Hex (40:60),
respectivamente, o que possobilitou purificar as fracbes 119-121.2 e 135.1.2,
respectivamente. As fragbes 73-95/7 119-121.2 e 135.1.2 apresentavam-se puras nas
placas e codificadas como Sv-1, Sv-2 e Sv-3. Todas as fragbes purificadas foram

enviadas para analise espectral.
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Esquema 2. Fracionamento da fase etérea do extrato etandlico bruto de
Sargassum vulgare var. nanum.

CCssilica gel
Hex, CHCI; e MeOH

¢ CCDA

Concentragdo em rotavapor

Sephadex CCDP

CCDP

CH,CI,-MeOH (1:1) AcOEt-Hex (25:75) AcOEt-Hex (40:60)
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Quadro 3. Eluentes utilizadas e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da fase
etérea do extrato bruto de Sargassum vulgare var. nanum.

Eluentes Proporcéo Fracdes eluidas Fracgdes reunidas
Hexano 100 1-5 2-3
4-6
Diclorometano:Hexano 1:99 - 6:94 6-26 14-15
16-19
22-26
Diclorometano:Hexano 7:93-19:81 27-39 27-32
33-39
Diclorometano:Hexano 20:80 — 44:56 40-68 41-58
59-68
Diclorometano:Hexano 45:55 - 63:33 69-80 69-73
75-93
76-80
Diclorometano:Hexano 64:32 — 80:20 81-98 81-93
94-95
96-98
Diclorometano:Hexano 81:19 — 86:14 99-105 100-103
104-105
Diclorometano:Hexano 87:13 - 100:0 106-118 106-112
113-118
Metanol:Hexano 0.5:99.5 - 2:98 119-121 119-121
Metanol:Hexano 4:96 — 9.5:90.5 122-131.3 123-131.2
Metanol:Hexano 10:90 — 30:70 132-180 135.1
135.3-136.1
139-164
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico da alga Sargassum vulgare var. nanum levou a
caracterizacdo estrutural de quatro substancias: o esteroide fucosterol (Sv-1) e a mistura
dos isdmeros R e S da 13%hidroxi-feofitina-a (Sv-2b e Sv-2b) e da 15*-hidroxi(15*S)
porfirinolactona a. Além do uso de ténicas espectroscopicas, as estruturas foram

elucidadas baseadas na literatura.

I
C CH, 13*
~ 133\0/
() ®
R,=OH R,= COOCH;
R,= COOCH, R,=OH

P15!

Sv-2a e Sv-2b
P19
HsC P13 P11 P9 P7 P5 P3
pisy PINP12 P10~ P8 P6 PN, -
on H CHs H CHj &
3 P11! P7! 3
P15! P3

Sv-3
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5.1. Identificacéo estrutural de Sv-1

O composto codificado como Sv-1 foi obtido na forma de p6 branco amorfo
com ponto de fusdo igual a 98 °C e com rendimento de 10 mg, ou seja, 0,0012 % em
relacdo ao peso da planta fresca.

O espectro de 1V (figura 12, pag. 54) deste composto mostrou uma banda de
absorcdo em 3446 cm™ tipico de deformagdo axial de N-H ou O-H, sugerindo a
presenca de aminas e/ou hidroxilas. No entanto, a auséncia de absorcdo em 1300 cm™
atribuido ao estiramento da ligacdo C-N impossibilitou sugerir a suspeita de aminas.
AbsorcBes em 1734 e 1097 cm™, referente a estiramento de C=0 e C-O,
respectivamente, sugerem a presenca de carbonila de éster. Também foi observada uma
banda de absorcdo em 2862 e 2954 cm™, caracteristico de estiramento de CH, e CHs,
que foi indicativo da presenca de cadeias alifaticas e bandas de estiramento =C-H acima
de 3000 cm™ e de C=C em 1616 cm™ caracteristicos de ligacdes olefinicas
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2001).

T e R B = [ T T T O A B [ (] L T T O e I A B B I |
4000 3600 3200 2400 2400 2000 1300 160D 1400 1200 1000 00 ] 400
13612 1em

Figura 12. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Sv-1.

O espectro de RMN de *C-APT (150 MHz, CDCls) (FIGURAS 13-15, péag
55 e 56) revelou a presenga de 29 sinais, dos quais quatro referentes a carbonos
quaternarios, nove carbonos metinicos, dez carbonos metilénicos e seis carbonos
metilicos. Destes sinais, observou-se um sinal em ¢ 71.8, tipico de carbono C-3
hidroxilado e um envelope de sinais na regido de campo mais alto de RMN de ‘H
caracteristicos de esteroide (HAM et al., 2010).
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Além disso, a presenca de dois carbonos quaternarios (6¢c 147.0 e 6¢ 140.8) e
os dois carbonos metinicos (6c 121.7 e 8¢ 115.5) corroboraram com a hipdtese de
realmente tratar-se de um esteroide, pois normalmente esteroides do tipo estigmastano

apresentam duas insaturac@es no seu esqueleto com deslocamentos quimicos similares.

T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 120 110 100
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro de RMN de *C-APT de Sv-1.
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Figura 14. Expanséo do espectro de RMN **C - APT (CDCls, 125 MHz) de Sv-1 na
regido de 75,0 — 175,0 ppm.

Figura 15. Expanséo do espectro de RMN **C - APT (CDCls, 125 MHz) de Sv-1 na
regido de 10,0 — 80,0 ppm.
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No espectro de RMN *H, alguns sinais permitiram reforcar a hipétese sobre o
esqueleto esteroidal. Observou-se um dupleto em 6y 5,33 atribuido ao hidrogénio
metinico H-6 desblindado devido a ligagdo olefinica. que pode ser confirmado pela
correlacdo direta com sinal de C-6 (8. 121,7) no espectro de HMQC (Figura 19); um
multipleto em &y 3.50 tipico do hidrogénio metinico H-3 devido a desblindagem da
hidroxila ¢é caracterizado pelo respectivo carbono em 8¢ 71.8 observado pela correlagdo
HMQC. De acordo com o espectro de RMN *H e os dados do trabalho de HAM et al,
2010 e LEE et al, 2011, o composto Sv-1 isolado de Sargassum vulgare var. hanum
apresenta estrutura similar ao beta-sitosterol, porém o quarteto em oy 5,16 (1H, J= 6.7
Hz) se deve a uma ligacdo insaturada atribuida hidrogénio metinico H-28. Essa
desblindagem é causada pelo efeito anisotropico (PAVIA et al, 2010).

Figura 16. Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-1.
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J
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Figura 17. Expansdo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-1 na regi&o de
3,2-16,2 ppm.

Figura 18. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-1 na regi&o de
0,4 -2,8 ppm.
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No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H X *C HMQC,

além das correlagdes anteriormente observadas, outras correlagbes foram importantes

para determinagdo da estrutura. Dentre elas, tém-se correlagdes dos hidrogénios oy 5,16
(H-28), 84 1,55 (H-29), 8 0,96 (H-27), 84 0,95 (H-26), 8 0,66 (H-18), 510,97 (H-21),
oy 0,99 (H-19) respectivamente com seus carbonos 6¢c 115,5 (C-28), 6¢c 13,1 (C-29),
8¢ 22,1 (C-27), 8¢ 22,2 (C-26), dc 11,8 (C-18), d¢c 18,8 (C-21) , 8¢ 19,4 (C-19). Essas
correlacBes permitiram evidenciar a presenca de um hidrogénio olefinico H-28 e de seis
metilas do esteroide.

Figura 19. Espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHZz) de Sv-1.
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Figura 20. Expansao do espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-1 na regido de
(4,4 5,8 ppm) x (108,0 — 130,0 ppm).

Figura 21. Expanséo do espectro HMQC (CDCls, 500 e 125 MHz) de Sv-1 na regido de
(0,5-1,7 ppm) x (9,0 — 26,0 ppm).
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A anélise do espectro bidimensional homonuclear H*xH! COSY (figura 22 e
23, pag 61 e 62), observou a correlagdo entre o dubleto em &y 5,16 (H-28) e 0 quarteto
em 1,55 (H-29), indicando que o carbono oléfinco C-28 encontra-se vizinho a metila do
C-29. Outra correlagdo entre os hidrogénios em dy 2,29 (H-4) e o multipleto em 3,50

(H-3) evidencia a hidroxila no anel A.

T
N]

r-1
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W @ N o U A W N = O

Figura 22. Espectro bidimensional de *HX'H COSY de Sv-1.

62



MONTES, R. C. - RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 23. Expansdo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Sv-1 na regido de (1,0 —
6,0 ppm) x (1,4 — 5,6 ppm).

No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HMBC (FIGURA
22), observou-se a correlacdo a 2J e 3J que contribuiram para elucidacéo da estrutura
esteroidal. Assim puderam ser observadas as correlacdes entre o H-29 (8 1,55) a %J
com os carbonos C-28 (115,5) e *J com C-24 (5¢ 147,0), 0 que permite sugerir que uma
insaturacao esteja entre os carbonos C-24 e C-28.

Outras correlacdes no espectro bidimensional de *H x **C HMBC como de H-
27 (8110,96) com C-25 (8¢ 34,8) a 2J e com C-26 (8¢ 22,1), C-28 (8¢ 146,9) a %J,0s quais
permitiram estabelecer o modelo estrutural das posi¢oes 24, 25,26,27 e 28 dos carbonos
da cadeia lateral do esteroide. As correlacdes de H-19 (8 0,99) com C-9 (5. 50,2) a%J e
com C-5 (8 140,8) a J, de H-21 (54 0,97) com C-17 (8¢ 55,81) a *J e de H-18 (& 0,66)
com C-12 (8¢ 39,8) permitiram determinar as posi¢des das metilas 18, 19 e 21 dentro do
nacleo esteroidal. Todos os dados descritos podem ser observados na figura dos
espectros e suas expansdes de Sv-1 (pag 63 e 64), bem como todos os dados compilados

na tabela 1 para Sv-1 (pag 67) e a comparagdo com dados da literatura tabela 2, pag 68.
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Figura 25. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI3) de Sv-1 na regido de
(0,1 -2,7 ppm) x (110,0 — 160,0 ppm).
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39.8 C-12
42.4 C-13

56,8 C-14
55,8 C-17

Figura 26. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl5;) de Sv-1 na regido de
(-1,2 - 3,0 ppm) x (15,0 — 80,0 ppm).

No espectro de correlacdo homonuclear *H x *H NOESY (figura 27, pag 65),
foi observado correlagéo entre os hidrogénios em 2,29 (H-4) e 5,33 (H-6), o que reforca

a sugestdo de que Sv-1 trata-se de um esteroide com uma instauracédo em C-6.
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Figura 27. Espectro NOESY (500 MHz, CDCl;3) de Sv-1.

Figura 28. Expansao do espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de Sv-1 na regido de (0,4
—2,6 ppm) x (-2,0 — 2,8 ppm).
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Essas informacGes sobre a presenca de cada grupo de carbonos na molécula
leva a hipotese de que o composto Sv-1 trata-se de um esteroide do tipo estigmastano
com duas duplas ligagdes Sp* uma entre os carbonos C-5 e C-6, tipica do nucleo
esteroidal e outra entre os carbonos C-24 e C-28, sugerindo que o composto Sv-1 trata-
se do fucosterol, um esteroide marcador quimico encontrada em varias algas marinhas a
exemplo da Pelvetia siliquosa (LEE et al, 2003) e algumas plantas terrestres como
Osmanthus fragrans var. aurantiacus (LEE et al, 2011). A literatura relata que o
fucosterol possui atividade antioxidante, antidiabética, citotoxica a células cancerigenas
comprovada em ratos (LEE et al., 2003; LEE et al., 2004; LEE, 2011 ).

Figura 29. CorrelacGes bidimensionais de Sv-1 observadas espectros de HMBC, COSY
e NOESY.
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagbes para Sv-1, verificados
nos espectros de RMN *H e 3C (500 e 125 MHz, respectivamente) uni e bidimensionais

em CDCls.
- HMQC HMBC
Posicdo - - COSY NOESY
8 O H dc J J
1 - 37,2
2 - 31,7
3 3,50 (1H, m) 71,7 H-4
4 2,29 (d,J=2Hz,2H) 423 H-3 H-6
5 - 140,7
6 5,33 (1H, m) 121,6 H-4
7 - 31,9
8 - 31,9
9 - 50,1
10 - 36,5
11 - 21,1
12 - 39,8
13 - 42,4
14 - 56,8
15 - 24,3
16 - 28,3
17 - 55,8
18 0,66 (3H, s) 11,9 C-12
19 0,99 (3H, s) 19,4 C-9 C-5
20 - 36,4
21 0,97 (s, 3H) 18,8 C-17
22 - 35,2
23 - 25,7
24 - 147.0
25 - 34,8
26 0,95(d, J= 2,5Hz,3H) 22,2
27 0,96 (d,J=2,5Hz,3H) 22,1 C-25 C-26,C-24
28  516(q,J=7,0Hz, 1H) 1155 H-29
29 155(d,J=75Hz,3H) 131 C-28 C-24 H-28
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Tabela 2. Dados comparativos de RMN *H e *3C de Sv-1 em CDCl; (500 e 125 MHz,
respectivamente) do fucosterol (HAM et al) em CDCl; (400 e 100 MHz,
respectivamente).

Posicao Sv-1 Fucosterol (HAM et al)
8H 8(: 8H 6C
1 - 37,2 - 37,2
2 - 31,7 - 31,6
3 3,50 (m, 1H) 71,7 3,53 (m, 1H) 71,8
4 - 42,3 - 42,2
5 - 140,7 - 140,7
6 5,33 (m, 1H) 121,6 5,33 (dl, J=5.0, 1H) 121,7
7 i 31,9 : 31,9
8 - 31,9 - 31,9
9 - 50,1 - 50,1
10 - 36,5 - 36,5
11 - 21,1 - 21,0
12 - 39,8 - 39,7
13 - 42,4 - 42,3
14 - 56,8 - 56,7
15 - 24,3 - 24,3
16 - 28,3 - 28,2
17 - 55,8 - 55,7
18 0,66 (s, 3H) 11,9 0,66 (s, 3H) 11,8
19 0,99 (s, 3H) 19,4 0,98 (s, 3H) 194
20 - 36,4 - 36,4
21 0,97 (sl, 3H) 18,8 0,97 (sl, 3H) 18,7
22 - 35,2 - 35,2
23 - 25,7 - 25,6
24 - 147,0 - 146,9
25 - 34,8 - 34,7
26 0,95(d, 2,5 Hz, 3H) 22,2 0,95 (d, J=1.5 Hz, 3H) 22,2
27 0,96 (d, J=2,5 Hz, 3H) 22,1 0,96 (d, J=1.2 Hz, 3H) 22,1
28 5,16 (q, J=7,0 Hz, 1H) 1155 5,17 (q, J=6.5 Hz, 1H) 115,5
29 1,55 (d, J=7,5 Hz, 3H) 13,1 1,55 (d, J=7.0 Hz, 3H) 13,1
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5.2. Identificacéo estrutural de Sv-2a e Sv-2b

O composto codificado como Sv-2 foi obtido na forma de um pé verde-escuro
amorfo com ponto de fusdo entre 109 - 111 °C e com rendimento de 25 mg, ou seja,
0,003% em relacéo ao extrato.

O espectro de IV (Figura 30, p4g. 69) deste composto mostrou uma banda de
absorcdo em 3433 cm™ tipico de deformagdo axial de N-H ou O-H, sugerindo a
presenca de aminas e/ou hidroxilas. No entanto, a presenca de absorcdo em 1379 cm™
atribuido ao estiramento da ligacdo C-N possibilitou afirmar sobre a suspeita de aminas.
AbsorcBes 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).

' ' | |
' ' | |
' ' | |

"""""" I"'"""""I'"""'{'"'F""""""W""""""'

B Y I B B B
40 300 300 100 Mo 00 1800 1600 1400 120 1000 80 il 40
9387 1km

Figura 30. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Sv-2.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) e suas expansdes (FIGURA 30,
31e 32 ) juntamente com dados da literatura (JERZ, 2007; TOMAZ, 2007 e MATSUO,
1996) apresentaram sinais duplicados que permitiram afirmar que a Sv-2 tratava-se de
uma mistura de duas substancias, ambas apresentando o mesmo esqueleto carbonico: o

nucleo porfirinico. Sendo assim, as substancias foram codificadas por Sv-2a e Sv-2b.

O conjunto desses sinais de metilas, grupos vinilicos e grupos olefinicos

caracterizaram a substancia isolada como derivado porfirinico (MATSUO et al, 1996;
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DUAN et al, 2002; SILVA et al, 2006). As absorcGes de trés singletos referentes a
grupos metilicos em dy 3,19, 84 3,39 e &y 3,71 atribuidos aos hidrogénios H-7*, H-2' e
H-12* | dois duplo-dupletos sobrepostos em & 7,96 (J=11,5 e 17,5 Hz) e dois dupletos
em oy 6,26 (J= 17,5 Hz) ¢ oy 6,15 (J=11,5 Hz) atribuidos respectivamente grupos
vinilicos dos hidrogénios H-3*, e H-3? de Sv-2a e Sv-2b, respectivamente. Observou-se
também a presenca de trés hidrogénios olefinicos pelos singletos em 6y 9,55 e 9,53 (H-
10 de Sv-2a e Sv-2b, respectivamente), oy 9,39 e 9,37 (H-5 de Sv-2a e Sv-2b,
respectivamente) e oy 8,62 e 8,59 (H-20, de Sv-2a e Sv-2b, respectivamente). A
presenca de uma cadeia etilica ligada a C-8 foi determinada pela absorcdo em 3,63.
Além disso, foi observada uma metoxila pelo singleto em &y 3,68 atribuido aos

hidrogénios 13*.

Esqueleto porfirinico

O deslocamento do sinal em &y 3,19 permitiu classificar esse derivado
porfirinico em mistura (Sv-2a e Sv-2b) como uma derivado da clorofila do tipo “a”, uma
vez que este sinal caracteriza o hidrogénio 7. Essa mesma absorc&o esta ausente em

derivados do tipo “b” o qual possui um deslocamento caracteristico em &y 11,00.
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Derivado porfirinico a Derivado porfirinico b

Dois singletos largos em 8y -1,76 € -1,86 (figura 31, pag 72), atribuidos a dois
N-H pirrélicos blindados. Essa blindagem se d& quando as linhas do campo magnético
passam por dentro do anel porfirinico, conferindo uma superprotecdo aos hidrogénios
dentro da corrente do anel como os dos grupos aminas (SILVERSTEIN, F. X. &
WEBSTER., 2007). A auséncia do ion Mg central na molécula e a presenca desses
hidrogénios superprotegidos indicou que o composto tratava-se de um derivado da
clorofila conhecido como feofitina, em que ha troca do ion Mg pelos hidrogénios. Esses
dados favoreceram a hipotese de que a banda de absorcdo em 3433 cm-1, observada no
espectro de IV (FIGURA 30, pag 69), correspondia ao estiramento de N-H descartando
a presenca de O-H, pois esta informacéo leva a sugerir que Sv-2 trata-se de uma mistura
de uma feofitina-a ou um feorfibideo-a (MATSUO et al., 1996; BUCHANAN, M. S.;
HASHIMOTO, T. & ASAKAWA, Y., 1996; KOBAYASHI et al., 1991).

O feoforbideo caracteriza-se pela auséncia do grupo fitol e pode ser observado
no espectro pelos sinais desblindados. Porém um envelope de sinais em 8y 0,76 — 1,68
(Figura 31, pag 72) atribuidos aos hidrogénios CH, CH, e CH3 de cadeias alifaticas
sugeriram a presenca de um grupo fitil (-CyHsg) comumente encontrado em moléculas
de natureza porfirinica. O multipleto em 6y 4,48 (2H), bem como, o tripleto em oy 5,21
(J = 5,0 Hz, 1H) e 5,16 (Figura 32, pag 72) indicaram a proposta de Sv-2 trata-se de

uma mistura de um derivado da feofitina a uma vez que correspondem aos

deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-P; e H-P, da cadeia fitilica,
respectivamente. (SCHWIKKARD et al., 1998).

P2 P4 P6 P8 P10 P12 P14

RO P16

P1

$
S

S
<

H P11 H p151

AN ////, »
.

p3! P7

Cadeia fitilica
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o]
I

C CH, 13*
W o

) R

R/~ OH R;= COOCH;
R,= COOCH; R,=OH

Figura 31. Espectro de RMN *H (CDCls;, 500 MHz) de Sv-2.

R

R,= COOCH;
R,=OH

Figura 32. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-2 na regido de
4,0 -10,0 ppm.
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R;= COOCH,
Ry=OH

Figura 33. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-2 na regi&o de
0,5-4,5ppm.

O espectro de RMN *3C — APT (125 MHz, CDCls) e as expansées (figuras 34-
36, pag. 75 e 76) apresentou sinais intensos e outros duplicados confirmaram as
suposicBes obtidas nos espectros de RMN 'H ao permitir supor que o composto
codificado como Sv-2 trata-se de uma mistura de duas substancias, ambas apresentando
0 mesmo esqueleto carbénico. Entre eles se destacaram os sinais em ¢ 104,2; 97,9 e
93,6 referentes aos carbonos C-10, C-5 e C-20 do esqueleto carbdnico do nicleo
porfirinico para a mistura Sv-2a e Sv-2b, respectivamente. Além disso, verificou-se a
presenca de sinais para dois carbonos vinilicos em 8¢ 129,4 e 122,8, tipicos dos
carbonos C-3! e C-32, bem como, sinais para trés metilas em o¢ 12,2, 12,1 e 11,2
atribuidos aos carbonos C-12', C-2' e C-7%, respectivamente (KOBAYASHI et al.,
1991; SCHWIKKARD et al., 1998; TOMAZ et al., 2008).

Também foi observada a presenga de sinais que corroboraram com a proposta
dos espectros de RMN *H para a presenca de cadeia fitilica em Sv-2, sendo aqueles em
d¢c 61,5; 117,9 e 142,7 atribuidos aos carbonos C-P1, C-P2 e C-P3, respectivamente
(SCHWIKKARD et al., 1998; HUANG et al., 2007; JERZ et al., 2007; TOMAZ et al.,
2008).
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A presenga dos sinais em d¢c 128,0 dc 192,0, d¢c 89,0, dc 173,6 € oc 53,8, oc
149,9 ¢ 8¢ 107,7 atribuidos aos carbonos 13, 13%, 132, 13%, 14 e 15 permitiu determinar
que a estrutura da feofitina tem o anel do tipo E como sendo uma ciclopentanona, de
acordo com a literatura (JERZ et al, 2007). A hidroxila¢do do anel “E” foi deduzida a
partir do deslocamento de C-13% em 89,0 (MATSUO et al, 1996). A presenca de haver
uma mistura entre a feofitina-a e a 13*-hidroxi-feofitina-a foi descartada, uma vez que

sinais em 190,0 e 64,8 ndo foram observados.

Juntamente a essa informacéo, a absorcéo do espectro de RMN de *H em 8 5,36
e 5,52 pdde-se sugerir que hidroxila 13*-OH possui tanto uma configuracéo 13R e 13S,
tratando-se de uma mistura racémica (MATSUO et al, 1996; Nakatani, Ourisson e
Beck, 1981). Além destes sinais, observou-se que o hidrogénio H-17 aparece em dois
sinais distintos no espectro de RMN de 'H, sendo um multipleto em 8y 4,15 e um
dupleto em 6y 4,68 (J=7,5 Hz). Neste caso as absorcdes diferentes para o mesmo
hidrogénio se da devido a desblindagem do H-17 (84 4,68) sofrida pela 13%-OH, o que
evidencia a configuracdo 13R, enquanto a blindagem de H-17 (6n 4,17) permite sugerir

a coexisténcia do diasteroisomero 13S.

5n 1,87 541,90
\ / 3y 2,56 \ e By 2,62
H CH, OH , COOCH;

8y 4,15
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o
i
='d

CH, 13*

) ®

R,=OH R;= COOCH,
R,= COOCHj, R,=OH

R~ OH R;= COOCH,
R,= COOCH; Ry=OH

Figura 35. Expanséo do espectro de RMN 13C - APT (CDCI3, 125 MHz) de Sv-2 na
regido de 90,0 — 195,0 ppm
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Figura 36. Expansdo do espectro de RMN **C - APT (CDCls, 125 MHz) de Sv-2
na regido de 5,0 — 80,0 ppm

A anélise do espectro de correlagdo heteronuclear *H X **C HMQC demostrou
correlagbes dos carbonos do esqueleto do anel porfirinico e da cadeia fitilica com os
seus respectivos hidrogénios. Pode-se destacar as correlagdes em oy 4,48 (H- P1), oy
5,21 (H-P2), &y 1,61 (H-P3Y), 84 1,10 (H-P4) &4 1,37 (H-P5) respectivamente com
aqueles seus carbonos 6¢ 50,3 (C- P1), 6¢ 117,9 (C-P2), ¢ 16,3 (C-P31), dc 39,8 (H-
P4), 8¢ 24,7 (H-P5), 5¢ 53,4 (H-13%). Além disto, permitiram assinalar os hidrogénios e
o carbono da metoxila em C-13* a0 mostrar correlacdo do sinal em &y 3,61 com o sinal
em 8¢ 53,4. As outras correlacdes da mistura de 132-(13°R)-hidroxi-feofitina-a e 13-
(13°S)-hidroxi-feofitina-a estdo sumarizadas na TABELA 04.
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Figura 37. Espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-2.

é 9555 9,39
H H

(H-20) (H.5) % !
(H-20)

& 93,6 (C-20)
T

8 97,9 (C-5)
c

8 1042 (C-10)
c

Figura 38. Expanséao do espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-2 na regido de
(3,5-10,0 ppm) x (90,0 — 125,0 ppm).

78



MONTES, R. C. - RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 39. Expanséao do espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-2 na regido de
(-1,5-5,5 ppm) x (0,0 — 70,0 ppm).

O espectro de correlagdo homonuclear COSY e as expansdes (FIGURA 40-
42, pag. 79-80) confirmaram o acoplamento trans e cis observado para os hidrogénios
H-3' e H-3% a0 mostrar correlagdes entre 8y 7,95 (H-3") € 6,28/6,16 (H-3%(trans)/H-3%(is)
caracterizando o grupo vinila terminal. Correlagio entre o quarteto em 8y 3,63 (H-8) e
o tripleto em &y 1,67 (H-8%) confirmou a presenca de um radical etila inserido na
posicdo 8. Os espectros de COSY também ratificaram os deslocamentos quimicos para
os hidrogénios H-17" (8 2,28 e 2,93), bem como, dos hidrogénios H-18 (5, 4,46) e H-
18" (84 1,68), ao mostrar correlagdo entre estes sinais. Outras correlagdes foram

observadas e sdo apresentadas na Tabela 5

¢ CH, 13
/133\0/
® ®
R,= OH R;= COOCH,

R,= COOCH; R,=OH
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8 6,32e66,16
H

PR N

Figura 41. Expansdo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Sv-2 na regido de (5,5 —
8,5 ppm) x (5,5 - 8,5 ppm).
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§ 521 § 4,48
H H

(H-P2) (H-P1)

Figura 42. Expansdo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Sv-2 na regido de (0,5 —
5,5 ppm) x (0,5 —5,5 ppm).

A anélise do espectro de correlacdo heteronuclear *H X **C HMBC e suas
expansdes puderam assinalar varias porcGes do esqueleto estrutural da mistura
racémica. O sinal em &y 8,62 (H-20) mostrou correlagdo a 2J com 8¢ 142,0 (C-1), a %)
com ¢ 131,7 (C-2), e a *J com 8¢ 50,3 (C-17), 0 que demonstra a interconexo entre o
anel A e anel D. As correlacdes dos hidrogénios em &y 6,28 (H-3%-E) ¢ 5y 6,16 (H-32-2)
com 7,95 (H-3') a %) e com 8¢ 136,4 (C-3) a>J evidenciam a presenca do grupo vinil
ao carbono C-3. As correlacdes de &y 4,48 (H-P1) %J com 117,9 (C-P2), e a *J com
142,7 (C-P3) e 172,8 (C-17%) ¢ a ¢ as correlagdes em 8y 5,21 (H-P2) a *J com 16,3 (C-
P3') e 39,4 (C- P4) demonstram a conectividade do esqueleto porfirinico com a cadeia
fitilica reforcando a hipotese de que a mistura Sv-2 trata-se de uma feofitina e ndo de um
feoforbideo. Os hidrogénios em dy 3,71 (H-12%) fazem correlacéo a %J com 129,4 (C-
12) e a 3J com 137,8 (C-11) evidenciam a presenca do grupo metila na carbono C-12 do
anel C. Outras correlacdes em 8y 3,39 (H-2) a 2J com 131,7 (C-2), a ®J com 142,0 (C-1)
e a*J com 142,0 (C-1) e as correlagdes em &y 3,19 (H-7) ) a >J com 136,4 (C-7), a *J
com 145,2 (C-8) e *J com 155,3 (C-9) permitiram esbocar a posicdo das metilas 2* e 7*
dentro estrutura da cadeia do anel A e do anel B respectivamente. As correlagdes dos
hidrogénios oy 4,15 (H-17R) e 6y 4,68 (H-17S) a 3J com os mesmos carbonos 22,7
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(181) e 31,6 (17%) demonstram que o hidrogénio da mesma posicdo (H-17) porém de
estereoisdomeros diferentes se correlacionam com o mesmo carbono, evidenciando que
Sv-2 trata-se de uma mistura dos isdmeros (13°R)-13-hidroxi-feofitina-a e (132S)-13%

hidroxi-feofitina-a As outras correlacdes foram sumarizadas na Tabela 3 (pag 81)

Figura 43. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de Sv-2.
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8,62
9.55 939 41 50)

(H-10)(H-5)
H-P1/C-P2 %)

3 % H-3%/C3' 4
1294 (C-12)

136,4 (C-4) 2y 15,1317 (C-2)

1378 (C-11)  — H-P1/C-P3 %)

_a2j~a 3
1378 (C10) 1490 (c1) H-37C3 )

H-P1/C-P3 %)

Figura 44. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de Sv-2 na regido de
(1,00 — 9,50 ppm) x (155,0 — 180,0 ppm).

Figura 45. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI3) de Sv-2 na regido de
(2,00 — 9,50 ppm) x (155,0 — 180,0 ppm).
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1
3 22,6(C-18)
C

1

3 316(C-17)
C

Figura 46. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI3) de Sv-2 na regido
de (3,95 — 4,80 ppm) x (20,0 — 38,0 ppm).

I
/C\ /CH3 13t
LLLL 133 O
) R)
R,=OH R,= COOCHj,
R,= COOCH; R,=OH

P19

o
R
N

P11!

H

P15!

Figura 47. CorrelacGes bidimensionais de Sv-2 observadas espectros de HMBC, COSY
e NOESY.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlacfes para Sv-2a e Sv-2b, verificados nos espectros

de RMN *H e *C (500 e 125 MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

HMQC

HMBC

C - - - COoSsY NOESY
5c 5y J J J
1 142,0 -
2 131,7 - i ,
2 121 3,39 (s, 3H) C-2 C-1 C-4 ::g?’ H-3", H-3,
3 136,4 -
3; 1290  7,95(dd, J=11,5¢e 16,5 Hz, 1H) c-3 H-3° H-5, H-3% H-2!
3 122,8 6,28 (d, J = 17,5 Hz, 1H) 1 1
6,16 (d, J = 11,5 Hz, 1H) C-3 H-3 H-2
4 136,4 -
5 97,9 9,39 (s, 1H) c-3 H-3! H-7*
6 155,7 -
7 136,4 -
7t 11,2 3,19 (s, 3H) C-7 ,C-8eC9 H-5, H-8!
8 145,2 -
8! 19,7 3,63 (m, 2H) C-8,C-8 C-7 H-8° H-10, H-7*
82 17,5 1,67 (t,J = 7,5 Hz, 3H) c-8! C-8 H-8!
9 155,2 -
10 104,2 9,55 (s, 1H) C-11 C-8,C-12 H-12%, H-8t
11 137,8 -
12 129,4 -
12! 12,2 3,71 (s, 3H) C-12 C-11, C-13 C-10 H-10
13 1294 -
13! 192,0 -
132 -
133 -
13* 19,7 3,68 (s)
14 150,8 -
15 107,7 -
16 164,0 -
17(5) 50,3 4,68 (d, J =75 Hz, 1H)
17(R) 51,9 4,15 (m, 1H) e H-18!
17° 31,6 2,28 (m, 1H) e 2,93 (m, 1H) H-17%
17° 32,6 2,55 (m, 2H) H-17?
17° 172,8 -
18 50,8 4,48 (m, 1H) H-181 H-20
18" 22,6 1,68 (m) C-18 C-19, C-17 H-18 H-17
19 172,4 -
20 93,6 8,62 (s, 1H) C-1 C-2 C-3 H-18, H-2*
P1 50,3 4,48 (M, 1H) C-P2 C-P3, C-17°
P2 117,9 5,21 (t, J = 7,0 Hz, 1H) C-P3%, C-P4
P3 142,7 -
p3t 16,3 1,61 (sl, 3H)
P4 39,4 -
P5 247 -
P6 36,6 -
P7 32,8 -
p7t 19,6 -
P8 37,4 -
P9 244 -
P10 37,3 -
P11 32,6 -
P11t 19,7 -
P12 37,3 -
P13 248 -
P14 39,8 -
P15 27,9 -
P15! 22,7 -
P16 22,6 -
21-NH - -1,11 (sl, 1H)
23-NH - -1,42 (sl, 1H)
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Tabela 4. Comparacio dos dados de RMN de *H e **C de do isémero S de Sv-2 com os
valores da literatura.

Posicio Sv-2 (isbmero S) 13%(S)-13-hidroxi-feofitina a (JERZ elt al., 2007)
¢ oy d¢c o ¢
1 - 142,0 - 142,8
2 - 131,7 3,45 (s) 132,6
2! 3,39 (s, 3H) 12,1 12,4
3 - 136,4 137,0
3t 7,95 (dd, J=11,5e16,5Hz, 1H)  129,0 8,03 (dd, J=11,5e17,5, 1H) 129,4
. 6,28 (d, J = 17,5 Hz, 1H) 6,32 (dd, J=17,5e 1,0, 1H)
¢ 6,16 (d. J = 115 Hz, 1H) 1225 6,23 (dd, J= 115 1.0, 1H) L0
4 - 136,4 136,3
5 9,39 (s, 1H) 97,9 9,60 (s) 98,4
6 - 155,7 150,9
7 - 136,4 136,3
7t 3,19 (s, 3H) 11,2 3,30 (s) 11,6
8 - 145,2 1453
8t 3,63 (M, 2H) 19,7 3,77 (q) 19,9
82 1,67 (t, J = 7,5 Hz, 3H) 175 1,70 (t) 17,6
9 - 155,2 155,4
10 9,55 (s, 1H) 104,2 9,76 () 104,7
11 - 137,8 138,4
12 - 1294 129,4
12* 3,71 (s, 3H) 12,2 3,77 () 12,7
13 - 1294 - 127,7
13! - 192,0 - 192,2
132 - - 89,4
13%-0H 5,52 (sl) - 5,47 (5) -
13° = 173,2 - 1733
13* 3,68 (s) 19,7 3,62 (s) 53,8
14 - 150,8 150,9
15 - 107,7 107,1
16 - 164,0 164,0
17 468 (d, J=75Hz, 1H) 50,3 - 51,7
17t 2,28 (m, 1H) e 2,93 (m, 1H) 31,6 2,25 (m) 2,95 (m) 31,6
172 2,55 (m, 2H) 32,6 2.55 32,0
7 - 172,8 1738
18 4,48 (m, 1H) 50,8 4,56 (m) 173,8
18t 1,68 (m) 22,6 1,63 (d, J=7.0, 1H) 22,9
19 - 172,4 173,0
20 8,62 (s, 1H) 93,6 8,76 () 95,0
P1 4,48 (m, 1H) 50,3 -
P2 5,21 (t, J = 7,0 Hz, 1H) 117,9 -
P3 - 142,7 -
pat 1,61 (sl, 3H) 16,3 -
P4 - 39,4 -
P5 - 247 -
P6 - 36,6 -
P7 - 32,8 -
p7! - 19,6 -
P8 - 374 -
P9 - 24.4 -
P10 - 37,3 -
P11 - 32,6 -
P11t - 19,7 -
P12 - 37,3 -
P13 - 24.8 -
P14 - 39,8 -
P15 - 279 -
P15t - 22,7 -
P16 - 22,6 -
21-NH -1,11 (sl, 1H) - -
23-NH -1,42 (sl, 1H) = -
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Tabela 5. Dados de RMN de *H e 3C dos dois isdmeros R e S da 132-hidroxi-feofitina-a.

1
Posicéo 13%hidroxi-(13%S)-feofitina a 13%(R)-13-hidroxi-feofitina a
Oy dc On dc
1 - 142,0 - 142,8
2 - 131,7 - 132,6
2! 3,39 (s, 3H) 12,1 3,39 (s, 3H) 12,4
3 - 136,4 - 137,0
3t 7,95 (dd,J=11,5e16,5Hz, 1H)  129,0 7,95 (dd, J = 11,5 e 16,5 Hz, 1H) 129,4
32 6,28 (d, J = 17,5 Hz, 1H) 122,8 6,28 (d, J = 17,5 Hz, 1H) 123,6
6,16 (d, J = 11,5 Hz, 1H) 6,16 (d, J = 11,5 Hz, 1H)
4 - 136,4 - 136,3
5 9,39 (s, 1H) 97,9 9,37 (s, 1H) 98,4
6 - 155,7 - 150,9
7 - 136,4 - 136,3
7t 3,19 (s, 3H) 112 3,19 (s, 3H) 11,6
8 - 145,2 - 1453
gt 3,63 (m, 2H) 19,7 3,63 (m, 2H) 19,9
82 1,67 (t,J=7,5 Hz, 3H) 175 1,67 (t, J = 7,5 Hz, 3H) 17,6
9 - 155,2 - 155,4
10 9,55 (s, 1H) 104,2 9,52 (s, 1H) 104,7
11 - 137,8 - 1384
12 - 129,4 - 129,4
12! 3,71 (s, 3H) 12,2 3,71 (s, 3H) 12,7
13 - 129,4 - 127,7
13! - 192,0 - 192,2
13? - - 89,4
13%-OH (R) 5,37 (s) - 5,37 (s) -
13%-0H (S) 5,52 (sl) - 5,52 (sl) -
13° - - 173,3
13* 3,68 (s) 19,7 3,68 (s) 53,8
14 - 150,8 - 150,9
15 - 107,7 - 107,1
16 - 164,0 - 164,0
17 4,68 (d, J = 7,5 Hz, 1H) 50,3 4,15 (m, 1H) 51,7
17t 2,28 (m, 1H) e 2,93 (m, 1H) 31,6 2,28 (m, 1H) e 2,93 (m, 1H) 31,6
17° 2,55 (m, 2H) 32,6 2,55 (m, 2H) 32,0
17° - 172,8 - 173,8
18 4,48 (m, 1H) 50,8 4,48 (m, 1H) 173,8
18! 1,68 (m) 22,6 1,68 (m) 22,9
19 - 172,4 - 173,0
20 8,62 (s, 1H) 93,6 8,59 (s, 1H) 95,0
P1 4,48 (m, 1H) 61,5 4,48 (m, 1H) 61,6
P2 5,21 (t, J = 7,0 Hz, 1H) 117,9 5,16 (t, J = 7,0 Hz, 1H) 118,0
P3 - 142,7 - 142,8
p3! - 17,4 - 17,4
P4 - 39,8 - 39,4
P5 - 25,0 - 248
P6 - 36,7 = 36,7
P7 - 32,8 - 32,6
p7t - 19,7 - 19,6
P8 - 37,4 - 37,3
P9 - 24,4 - 24,4
P10 - 37,3 - 37,3
P11 - 31,9 - 31,9
P11t - 19,7 - 19,6
P12 - 37,3 - 37,3
P13 - 28,0 - 28,0
P14 - 39,8 - 394
P15 - 27,9 - 279
P15t - 22,7 - 22,7
P16 - 22,6 - 22,6
21-NH -1,11 (sl, 1H) - -1,11 (sl, 1H) -
23-NH -1,42 (sl, 1H) - -1,42 (s, 1H) -
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5.3. Identificacéo estrutural de Sv-3

O composto codificado como Sv-3 foi obtido na forma de um sélido verde-
escuro amorfo com ponto de fusdo entre 169-171,0 °C e com rendimento de 20 mg, ou
seja, 0,003% em relacéo ao extrato.

Assim como Sv-2, os espectros de IV, RMN 'H e *C (500 e 150 MHz,
respectivamente, CDClI3) de Sv-3 (Figuras 48-57, pag. 87-93) apresentaram sinais que
permitiram sugerir que a substadncia em questdo também pertence a classes das
feofitinas, uma vez que é possivel observar sinais para o esqueleto porfirinico, os dois
hidrogénios N-H pirrélicos, a cadeia fitilica em C-17°. Além disso, os deslocamentos
dos sinais em oy 3,19 e &¢ 11,2 do hidrogénio e carbono da posicao classifica o derivado

[1P2)

porfirinico de natureza do tipo “a”.

(T B T O Y I B
4000 3600 00 1800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 fooo 800 1] 400
134511 1lem

Figura 48. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Sv-3.
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135.2.2-Ricardo_s2pul_001
135.2.2-Ricardo
Op-Vicente

31/08/11

Figura 50. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-3 na regido de
4,5—-10.5 ppm.

89



MONTES, R. C. - RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 51. Expanso do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-3 na regido de
2.95—-4.05 ppm.

Figura 52. Expanséo do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Sv-3 na regido de
0.30 — 2.60 ppm.
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Derivados porfirinicos geralmente séo encontrados na natureza apresentando o
anel E do tipo ciclopentanona (ver abaixo). No anel do tipo E, a carbonila cetonica
encontra-se localizada em C-13' e apresenta deslocamento quimico em
aproximadamente 8¢ 190,0 — 192,0. O sinal para carbono C-13% pode variar conforme o
tipo de substituinte que possui, sendo aproximadamente d¢c 89,1 quando se trata de um
carbono quaternario hidroxilado ou 8¢ 64,8 quando 0 mesmo é um carbono metinico
ndo hidroxilado (KOBAYASHI et al., 1991; MATSUO et al.,, 1996). No entanto,
existem pouquissimos relatos na literatura de derivados porfirinicos com anel E do tipo
d-lactona conjugada que, segundo alguns autores, se trata de um produto de
alomerizacdo daqueles compostos que possuem sistema de anel ciclopentanona
(OCAMPO; REPETA, 2004; HUANG et al., 2007). A alomerizacdo é a autooxidacdo
da clorofila a (KOBAYASHI et al., 1991). Neste tipo de anel, a carbonila cetonica foi
convertida em carbonila de éster e o sinal da mesma deslocado para frequéncias
menores, aproximadamente dc 160,8. O carbono C-15%, outrora denominado C-132
(antes da alomerizacdo), apresenta-se hidroxilado em todos os relatos e o sinal aparece
em torno de 6¢ 102,0.

jJJJ'

18

152 5c 102,0

A auséncia de sinais em aproximadamente de d¢c 190,0 e 89,1 ou 64,8, bem como, a
presenca de sinais em dc 160,8 para carbonila conjugada e 6¢c 102,0 para carbono nédo
hidrogenado (FIGURA 54, pag. 91) permitiram propor uma estrutura do tipo d8-lactona
conjugada para o anel E de Sv-3. Isto explica o fato do espectro de 1V (figura 48, pag

87) desta feofitina s apresentar absorcéo para carbonila de éster em 1739 cm™.
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135.2.2-Ricardo_APT_001
135.2.2-Ricardo
Op-Vicente

31/08/11

. . . . . . . . . .
220 210 200 190 180 170 160 120 110 100
f1 (ppm)

Figura 53. Espectro de RMN *3C - APT (CDCls, 125 MHz) de Sv-3.

Figura 54. Expansdo do espectro de RMN *C - APT (CDCls, 125 MHz) de Sv-3 na
regido de 118,0 — 182,0 ppm.
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Figura 55. Expansdo do espectro de RMN **C - APT (CDCls, 125 MHz) de Sv-3 na
regido de 88,0 — 130,0 ppm

P19

CHs
P15

HC P13 PILA~_py P7 ps P3
Py P12 P10 P8 PG “
P
H 'CH, H s
: s
i

pi1!

Figura 56. Expanséo do espectro de RMN **C - APT (CDCls;, 125 MHz) de Sv-3 na
regido de 53,0 —82,0 ppm
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Figura 57. Expansdo do espectro de RMN **C - APT (CDCls;, 125 MHz) de Sv-3 na
regido de 12,0 — 520,0 ppm.

O espectro de correlacdo heteronuclear direta HMQC e as expansées (Figura 58,
pag. 94) confirmaram as atribuicdes feitas aos hidrogénios e aos carbonos olefinicos do
sistema porfirinico ao mostrar correlagdes dos sinais em oy 9,74 (H-10), 9,52 (H-5) e
8,70 (H-20) com aqueles em d&c 104,0 (C-10), 99,6 (C-5) e 93,2 (C-20),
respectivamente; do grupo vinila terminal pelas correlagdes entre 8y 7,99 (H-3%) e 8¢
129,0 (H-3Y) e entre 8y 6,32/6,16 (H-3%trans/H-3%is)) € Sc 123,2 (C-3%); das metilas
alilicas em & 3,88 (H-12%), 3,42 (H-2) e 3,25 (H-7%) com &8¢ 12,5 (C-12Y), 12,1 (C-2Y)
e 11,3 (C-7Y), respectivamente; bem como dos demais atomos da molécula (Tabela 5,
pag. 77). Além disto, permitiram assinalar os hidrogénios e o carbono da metoxila em

C-15% ao mostrar correlacdo do sinal em &y 3,74 com o sinal em d¢ 54,2.
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Figura 58. Espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-3.

Figura 59. Expanséo do espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-3 na regido de
(4,0 -10,5 ppm) x (80,0 — 140,0 ppm).
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Figura 60. Expanséao do espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Sv-2 na regido de
(0,0 -5,0 ppm) x (5,0 — 70,0 ppm).

O espectro de correlagdo homonuclear COSY e as expansdes (FIGURAS 61-63,
pag. 96 e 97) confirmaram o acoplamento trans e cis observado para os hidrogénios H-
3! e H-32 a0 mostrar correlagdes entre oy 7,99 (H-31) e 6,32/6,16 (H-32(trans)/H-32(cis))
caracterizando o grupo vinila terminal. Correlagdo entre o quarteto em oy 3,74 (H-81) e
o tripleto em &y 1,70 (H-8%) confirmou a presenca de um radical etila inserido na
posicdo 8. Os espectros de COSY também ratificaram os deslocamentos quimicos para
os hidrogénios H-17' (84 1,87 e 2,56) e H-17° (8y 2,17 e 2,43), bem como, dos
hidrogénios H-18 (84 4,44) e H-18" (54 1,58), ao mostrar correlacio entre estes sinais.
Outras correlagdes foram observadas e sdo apresentadas na Tabela 6.
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Figura 61. Espectro COSY (500 MHz, CDCls) de Sv-3.

Figura 62. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Sv-3 na regido de (5,5 —
9,0 ppm) x (5,5-9,0 ppm).
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Figura 63. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Sv-3 na regido de (-0,5 -
6,0 ppm) x (-0,5—5,5 ppm).

A completa anélise da estrutura porfirinica foi realizada por analise das
correlagBes a duas (2J) e trés ligagdes (*J), apresentadas nos espectros de correlacdo
heteronuclear indireta HMBC (FIGURA 64, pag. 98), para os hidrogénios H-5, H-10 e
H-20 que mostraram a conectividade entre os quatro anéis pirrélicos. O sinal de H-5 (dy
9,52) mostrou correlacdo a *J com C-3 (3¢ 136,2) do anel A. O H-10 (8 9,74) fez
correlacdo a *J com C-8 (8¢ 145,6) do anel B e a 2J e J com os carbonos C-11 (8¢
138,7) e C-12 (8¢ 131,4) do anel C, respectivamente. Semelhantemente, 0 H-20 (dn
8,70) mostrou correlacdo a 2J e *J com C-1 (8¢ 142,0) e C-2 (3¢ 131,8), ambos do anel
A.

Os espectros HMBC também apresentaram dados que confirmaram a localizacéo
do grupo vinila terminal em C-3 ao mostrar correlagdo a %J entre os hidrogénios
terminais H-3? (8 6,32 e 6,16) e o carbono C-3 (8¢ 136,2), bem como, do radical etila
em C-8 pela correlagdo entre os hidrogénios H-8" (8 3,74) e H-82 (84 1,70) com C-8
(8¢ 145,6). Uma correlacdo a ®J dos hidrogénios da metoxila H-15° em &y 3,74 com o

sinal para a carbonila C-15 em 8¢ 170,9 definiu a posicdo do metil-éster.
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Figura 64. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI5) de Sv-3.

Figura 65. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de Sv-3 na regido de
(0,5-10,5 ppm) x (110,0 — 210,0 ppm).
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Figura 66. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de Sv-3 na regido de
(-0,5-9,0 ppm) x (10,0 — 90,0 ppm).

A analise do espectro de correlacdo homonuclear NOESY e as expansfes
(FIGURA 67, pag. 101) contribuiram para a confirmagdo do sistema porfirinico ao
mostrar correlagOes espaciais entre hidrogénios que evidenciam a conectividade entre 0s
quatro anéis pirrélicos: H-5 (8 9,52) com H-3' (8 7,99) do anel A; H-7" (84 3,25) do
anel B; H-10 (84 9,74) com H-8" (84 3,74) do anel B e H-12" (84 3,88) do anel C; e H-
20 (8 8,69) com H-2' (8, 3,42) do anel A e H-18 (8 4,44) do anel D.

A estereoquimica do anel D foi determinada pelo tipo de sinal gerado pelos
hidrogénios H-17 e H-18 no espectro de RMN *H (FIGURA 49, pag. 88) o H-17
aparece como um dupleto em oy 4,07 (J = 10 Hz) o que faz sugerir que 0 mesmo soO
acopla com os dois hidrogénios H-17* (34 1,87 e 2,56) néo equivalentes quimicamente;
0 H-18 aparece como um quarteto em oy 4,44 (m), sinal este, que reflete acoplamento
apenas com os trés hidrogénios H-18" (5 1,58). O n&o acoplamento (J = 0 Hz) entre os
hidrogénios H-17 e H-18 sd é possivel se o angulo diedro entre esses dois atomos
vicinais for de 90° (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001), ou seja, se a
orientacdo espacial desses hidrogénios for trans (HUANG et al., 2007). Sendo assim, a
estereoquimica do anel D foi definida como 17S e 18S semelhante aos de outras

feofitinas ja relatadas na literatura. O espectro NOESY corroborou com estas

100



MONTES, R. C. - RESULTADOS E DISCUSSAO

observacdes ao mostrar uma correlacdo espacial entre os sinais para os hidrogénios H-
17 e H-18".

A configuracdo de C-15' foi determinada como S, baseado na blindagem
apresentada pelos hidrogénios H-17 (54 4,07) e H-17" (84 1,87 e 2,56) (FIGURA 51,
pag. 89), em contraste com oy 4,82 para a configuracdo R, como concluido por Nakatani
e colaboradores (1981), Huang e colaboradores (2007), Kobayashi e colaboradores
(1991) e apresentado abaixo:

5 1,87 1 1,90
51 2,56 /T 6n2,62
H CH, OH H CH, COOCH;
1 \ 1
18 17 s |15 ond’ 18 17 R |15 onid’
7QN/ jo 7QN/ jo
HsC H COOCH; HsC H OH
51 4,07 Sy 4,82

Assim, a analise dos espectros de 1V e RMN de *H e *C uni e bidimensionais de
Sv-3, bem como, a comparagdo com os dados da literatura permitiram identifica-la
como sendo uma 15%-hidroxi-(15'-S)-porfirinolactona a (Figura 69, pag. 102). O
relato desta substancia no reino vegetal é bastante escasso. A mesma ja foi isolada das
folhas do bambu Phyllostachys pubescens (Poaceae) (NATIONAL, 2004), de trabalhos
produzidos neste programa de pos-graduacdo como Mimosa paraibana Barneby
(Mimosaceae) (NUNES et al., 2008) e Anisacanthus brasiliensis Lindau (Acanthaceae)
(DIAS et al., 2007) e Richardia brasilienses Gomes (Sousa, 2010). No entanto ¢é a
primeira vez que 15'-hidroxi-(15'-S)-porfirinolactona a é isolada na familia

Sargassacea.
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Figura 67. Espectro NOESY (500 MHz, CDCl;3) de Sv-3.
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Figura 68. Expansao do espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de Sv-3 na regido de (3,0
—11,0 ppm) x (3,0 — 11,0 ppm).

Figura 69. Expanséo do espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de Sv-3 na regiéo de (3,5
—6,5ppm) x (5,9 - 8,1 ppm).

P4

o~

P16
\' P14 P12 P10 P8 P6
HsC P13 P1 P P’ P P3/
P15 ‘} ‘\ M
K C:\ H KPC s H K Cch <CH

3 1 3
P15! ! 7 p3l

Figura 70. CorrelacGes bidimensionais de Sv-3 observadas espectros de HMBC, COSY
e NOESY.
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlages para Sv-3 verificados nos espectros de
RMN *H e 3C (500 e 125 MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

HMQC HMBC
C - - Ccosy NOESY
5c 3y J J
1 141,2 -
2 1315 -
2! 12,1 3,42 (s, 3H) C-2 C-1,C-3 H-20, H-3%, H-3?
3 136,1 -
3; 128,9 7,99 (dd, J = 10,0 e 20,0 Hz, 1H) H-3? H-5, H-3% H-2!
3 1232 6,32 (d, J = 20,0 Hz, 1H) 1 1
6,16 (d, J = 20,0 Hz, 1H) C-3 H-3 H-2
4 136,0 -
5 99,6 9,52 (s, 1H) C-3 H-3%, H-7¢
6 155,7 -
7 136,5 -
7t 11,3 3,25 (s, 3H) C-7 C-6,C-8 H-5, H-8!
8 1456 -
8! 19,6 3,73 (q, J=5,0 e 15,0 Hz, 2H) C-82 C-8 C-9, C-7 H-82 H-10, H-7*
82 17,5 1,70 (t, J = 7,5 Hz, 3H) c-8t c-8 H-8!
9 150,0 -
10 104,1 9,74 (s, 1H) C-11 C-8,C-12 H-12%, H-8'
11 138,7 -
12 1314 -
127 12,5 3,88 (s, 3H) C-12 C-11,C-13 H-10
13 1114 -
13! 160,8 -
14 145,6 -
15 134,8 -
15" 102,0 -
152 170,9 -
15° 54,2 3,74 (s, 3H) C-15°
16 166,3 -
17 53,8 4,07 (d, J = 10,0 Hz, 1H) H-181
17t 32,2 1,87 (m, 1H) e 2,56 (m, 1H) H-17*
172 31,4 2,17 (m, 1H) e 2,43 (m, 1H) H-17°
17° 173,2 -
18 50,2 4,44 (m) H-18" H-20
18" 22,2 1,58 (d, J = 5,0 Hz, 3H) C-18 C-19, C-17 H-18 H-17
19 1711 -
20 93,8 8,70 (s, 1H) c-1 C-2 H-18, H-2!
P1 61,5 4,44 (m, 2H) H-P2
P2 117,8 5,13 (t,J = 6,5 Hz, 1H) H-P1
P3 1428 -
p3t 16,3 1,56 (sl, 3H) C-P3 C-P2, C-P4
P4 39,8 1,87 (m, 2H)
P5 25,0 1,29 (m, 2H)
P6 36,7 0,97 (m, 2H)
P7 32,8 1,29 (m, 1H) H-P7!
p7! 19,6 0,76 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P7 C-P6, C-P8 H-P7
P8 374 1,24 (m, 2H)
P9 24,4 1,24 (m, 2H)
P10 373 0,97 (m, 2H)
P11 326 1,24 (m, 1H) H-P11*
P11t 19,7 0,79 (d, J = 6,6 Hz, 3H) C-P11 C-P10, C-P12 H-P11
P12 373 0,97 (m, 2H)
P13 24,8 1,65 (m, 2H)
P14 39,4 1,10 (m, 2H)
P15 279 1,52 (m, 1H) H-P15
P15 22,7 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P15 C-P14, C-P16 H-P15
P16 22,6 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P14, C-P15* H-P15
21-NH - -1,11 (sl, 1H)
23-NH - -1,42 (sl, 1H)
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN *H e *3C de Sv-3 em CDCl; (500 e 125 MHz,

respectivamente) e da Porfirinolactona em CDCI; (400 e 100 MHz, respectivamente).

C

P10
P11
p11t
P12
P13
P14
P15
p15!
P16
15-0H
21-NH
23-NH

Sv-3 Porfirinolactona

oc oH oc OH
142,8 - 1415 ;
131,6 - 131,8 -

12,1 3,42 (s, 3H) 12,3 3,44
136,1 - 136,3 -
128,9 7,99 (dd, J = 10,0 e 20,0 Hz, 1H) 129,2 8,02
123,2 6,32 (d, J = 20,0 Hz, 1H) 123,0 6,34 6,17
136,0 6,16 (d, J = 20,0 Hz, 1H) 136,3 -

99,6 - 99,9 9,55 (s)
155,7 9,52 (s, 1H) 155,6 -
136,5 - 136,7 -

11,3 - 11,5 3,28
145,6 3,25 (s, 3H) 145,8 -

19,6 - 19,8 3,76
17,5 3,73 (q, J =5,0 e 15,0 Hz, 2H) 178 1,72
150,0 1,70 (t, J = 7,5 Hz, 3H) 149,9 -
104,1 - 104,4 9,77 (s)
138,7 9,74 (s, 1H) 139,0 -
131,4 - 131,7 -

12,5 - 12,7 3,92
111,4 3,88 (s, 3H) 111,6 -
160,8 - 161,2 -
145,6 - 145,8 -
134,8 - 135,0 -
102,0 - 102,2 -
170,9 - 1711 -

54,2 3,74 (s, 3H) 54,4 3,76
166,3 - 166,5 -

53,8 - 53,9 4,05 e 4,96
32,2 4,07 (d, J = 10,0 Hz, 1H) 32,3 1,83 e 2,55
31,4 1,87 (m, 1H) e 2,56 (m, 1H) 315 2,46
173,2 2,17 (m, 1H) e 2,43 (m, 1H) 173,6 -

50,2 - 50,4 4,43
22,2 4,44 (m) 225 1,61
171,1 1,58 (d, J = 5,0 Hz, 3H) 171,4 -

93,8 8,70 (s, 1H) 94,1 8,71 (s)
61,4 - 61,8 4,42
117,6 4,43 (d, J =75 Hz, 2H) 119,9 512
142,8 5,13 (t, J = 7,0 Hz, 1H) 142,4 -

16,3 - 16,7 1,58
39,8 1,56 (sl, 3H) 40,5 ?
25,0 1,87 (m, 2H) ? ?
36,6 1,29 (m, 2H) ? ?
32,8 0,97 (m, 2H) ? ?
19,6 1,29 (m, 1H) 20,4 0,77 (d, J = 6,9 Hz)
37,4 0,76 (d, J=6,5 Hz, 3H) ? ?
24,4 1,24 (m, 2H) ? ?
37,3 1,24 (m, 2H) ? ?
32,6 0,97 (m, 2H) ? ?
19,7 1,24 (m, 1H) 20,4 0,80 (d, J = 6,4 Hz)
37,3 0,79 (d, J=6,5 Hz, 3H) ? ?
24,8 0,97 (m, 2H) ? ?
39,4 1,65 (m, 2H) ? 1,11
27,9 1,10 (m, 2H) ? 1,49
22,7 1,52 (m, 1H) 234 0,84 (d, J= 6,8 Hz)
22,6 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 233 0,84 (d, J = 6,8 Hz)

0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
-1,11 (sl, 1H)
-1,42 (sl, 1H)

6,12 (sl, 1H)
-1,11
-1,49

105



MONTES, R. C. - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

U CONCLUSOES E PERSPECTIVAS7

106



MONTES, R. C. - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

> O presente trabalho atingiu o objetivo principal que se fundamentou na
ampliacdo do conhecimento quimiotaxonémico do género Sargassum, utilizando apenas
a fracdo etérea do material da alga Sargassum vulgare var. nanum E. de Paula.

> Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas
de IV e RMN de 'H e *C uni e bidimensionais foi possivel isolar e identificar trés
constituintes quimicos da alga Sargassum vulgare var. nanum

> O estudo ficoquimico da fase etérea de Sargassum vulgare var. nanum
resultou no isolamento e caracterizagdo do esteroide, o fucosterol, descrita pela primeira
vez na espécie e das feofitinas: mistura da 13-hidroxi-13%(S)-feofitina a e 13%-hidroxi-
13?(R)-feofitina em que o isdmero S é descrito pela primeira vez na espécie e o isdmero
R é descrito pela primeira vez no género. Além destas substancias, também foi isolada a
15'-hidroxi-(15-S)-porfirinolactona a, que é descrita pela primeira vez na familia.

> O isolamento de diversos metabolitos 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 farmacoldgico a ser explorado. Como este foi o primeiro
estudo quimico de Sargassum vulgare var. nanum, espera-se que o estudo das fases
diclorometanica, acetato de etila e aquosa possam trazer novos substancias inéditas, de
grande importancia para a farmacologia que serd dado continuidade no doutoramento
pelo programa de Pds-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.
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