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Contribuico & Quimiotaxonomia e Ficoquimica de Canistrocarpus cervicornis (Kiitzing)
De Paula & De Clerck (Dictyotaceae) coletada nos Litorais Paraibano e Fluminense
FIGUEIREDO, C. S.
Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2013)

RESUMO

A biodiversidade marinha apresenta-se como uma fonte promissora de novas substancias com
grande potencial bioldgico. Dentre os diversos organismos que habitam o ambiente marinho,
merecem destaque as algas pardas pertencentes a familia Dictyotaceae e género
Canistrocarpus. Este género foi instituido recentemente, e algumas algas anteriormente
denominadas Dictyota foram reclassificadas como Canistrocarpus. O presente trabalho
descreve os resultados do estudo ficoquimico de Canistrocarpus cervicornis (anteriormente
classificada como Dictyota pulchella), envolvendo a avaliagdo do perfil ficoquimico de C.
cervicornis coletada no litoral da Paraiba e no litoral do Rio de Janeiro. Este estudo contribuiu
para a correta denominagéo da entdo D. pulchella em C. cervicornis. As amostras da alga
foram coletadas na Praia do Bessa (coordenadas 07°04°01°° S e 34°49°35°> W) na cidade de
Jo&o Pessoa (PB), em agosto de 2010 e em dezembro de 2012. A secagem foi realizada a
temperatura ambiente, em local arejado e a extracdo procedida com CH,Cl,:MeOH (2:1). O
extrato resultante da primeira coleta foi submetido a uma filtragdo a vacuo em silica gel com
os solventes hexano, acetato de etila e metanol em gradiente crescente de polaridade. A fracédo
hexano:acetato de etila (85:15) foi submetida a cromatografia em coluna, de onde se obteve
um novo produto natural, o diterpeno dolastano 4,7-diacetoxi de dichotenona A. O extrato
resultante da segunda coleta foi dividido em duas partes. Uma aliquota foi submetida a
cromatografia em coluna, de onde se obteve o diterpeno dolastano conhecido 4-acetoxi-14-
hidroxidolasta-1(15),7,9-trieno. A segunda aliquota do extrato foi acetilada e submetida a
cromatografias em coluna, o que levou ao isolamento de trés diterpenos, sendo um dolastano
inédito na literatura, o 4-desoxi-amijidictyol e dois secodolastanos conhecidos, o acetato de
isolinearol e o indicol. Os constituintes quimicos isolados foram identificados por analises
espectroscépicas de RMN *H e **C uni e bidimensionais, rotacéo 6tica, e comparacdo com
dados da literatura. Este estudo contribuiu para a quimiotaxonomia da tribo Dictyoteae, em
especial de C. cervicornis.

Palavras-chave: Phaeophyceae. Dictyotaceae. Canistrocarpus cervicornis. Diterpenos
dolastanos. Secodolastanos.



Contribution to Chemotaxonomy and Phycochemistry of Canistrocarpus cervicornis (Kutzing)
De Paula & De Clerck (Dictyotaceae) collected of coastal Paraiba and Rio de Janeiro States
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ABSTRACT

Marine biodiversity is presented as a promising source of new substances with high biological
potential. Among the many organisms that inhabit the marine environment, we stress the
brown algae belonging to the family Dictyotaceae. Genus Canistrocarpus was recently
established, and some algae Dictyota formerly were reclassified as Canistrocarpus. This work
describes the results of the phycochemical study of Canistrocarpus cervicornis (formerly
classified as Dictyota pulchella), and the evaluation of the phycochemical profile of C.
cervicornis collected on the coast of Paraiba and the coast of Rio de Janeiro, which
contributed to the correct name of Dictyota pulchella as Canistrocarpus cervicornis. Alga
samples were collected at Bessa Beach (coordinates 07°04'01 " S and 34°49'35 " W), city of
Jodo Pessoa (PB) in August 2010 and December 2012. The material was dried at room
temperature and extraction was performed with CH,Cl, : MeOH (2:1). The material was dried
at room temperature in fresh air and extraction was performed with CH,Cl,: MeOH (2:1). The
extract obtained the first collection was subjected to vacuum filtration on silica gel with
solvent hexane, ethyl acetate and methanol in increasing gradient of polarity. The fraction
hexane : ethyl acetate (85:15) was subjected to column chromatography yielded one new
natural product, the dolastane diterpene 4,7-diacetoxy dichotenone A. The extract resulting
from the second collection was divided in two parts. The first part was subjected to column
chromatography resulted in the isolation of a known dolastane diterpene, 4-acetoxy-14-
hidroxydolast-1(15),7,9-triene. A second aliquot of the extract was acetylated and subjected to
column chromatography, which led to the isolation of three diterpenes, one dolastane
unpublished in the literature, 4-desoxy-amijidictyol and two known secodolastanes,
isolinearol acetate and indicol. Chemical constituents isolated were identified by
spectroscopic methods *H and *C-1D and 2D NMR, optical rotation and comparison with
literature data. This study contributed to the chemotaxonomy of the tribe Dictyoteae,
especially C. cervicornis.

Keywords: Phaeophyceae. Dictyotaceae. Canistrocarpus cervicornis. Dolastane diterpene.
Secodolastane.
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1 INTRODUCAO

A vida surgiu no mar ha cerca de 3,5 bilhGes de anos e seus habitantes constituem o
sistema mais diversificado do planeta. Dos microorganismos as algas e animais, quase a
totalidade dos filos tem representantes nos mares (BRASIL, 2010).

Ao contrério dos organismos terrestres, 0s seres marinhos tem que se adaptar a
condi¢cdes ambientais extremas, como elevada pressdo, elevada concentracdo de sal, baixa
concentracdo de nutrientes, limitada luz solar, baixo teor de oxigénio. Em geral, temperatura
baixa, exceto proximo a vulcdes submarinos, ou temperatura extremamente baixas em regides
polares (HU et al., 2011).

Para se adaptar a essas variagdes, 0S organismos marinhos possuem caracteristicas
Unicas que os diferenciam de organismos terrestres em muitos aspectos, tais como
comportamento, metabolismo, estratégia de adaptacdo e transferéncia de informacdo. Essas
caracteristicas sdo Uteis para determinar as diferencas entre o0s organismos terrestres e
aquaticos em relacdo aos mecanismos do metabolismo secundario e reacdes enzimaticas.
Estas diferencas sdo responsaveis pela diversidade no metabolismo secundéario de organismos
marinhos (HU et al., 2011).

Os metabdlitos secundarios produzidos, também chamados produtos naturais, estdo
presentes desde as bactérias e algas até equinodermos, moluscos, tunicados, vertebrados, além
de esponjas e corais (BLUNT et al., 2010). Alguns exemplos de substancias isoladas de
organismos marinhos, juntamente com suas respectivas atividades podem ser visualizados no
Quadro 1 (pagina 23).

Segundo Brasil (2010), esses seres vivos guardam muitas substancias desconhecidas
que atuam na comunicagdo entre especies, na defesa contra herbivoros ou predadores, entre
competidores, na reproducdo ou simplesmente como produto de seu metabolismo. Uma
substancia que atua como mediador quimico para um organismo pode também ser a esperanca
para o tratamento e/ou cura de muitas doencas conhecidas (BRASIL, 2010).

Apesar de o Brasil possuir uma costa litoranea bastante extensa, com
aproximadamente 8.000 Km, o inicio do estudo da quimica de organismos marinhos
brasileiros foi lento, uma vez que o foco dos quimicos de produtos naturais brasileiros se
voltava quase que totalmente para o estudo de plantas medicinais e para a quimiotaxonomia
de plantas terrestres (BERLINCK et al., 2004).
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Quadro 1. Compostos de origem marinha e atividades relatadas.

ESTRUTURA ATIVIDADE ORIGEM

REFERENCIA

N

Anti-hipertensiva, Coral mole
Estimulante uterino  Clavularia viridis

LEI;, ZHOU, 2002

Antiinflamatéria
Pigmento das

LEI;, ZHOU, 2002

Dictyota friabillis

cianoficeas
Antiherbivoria Alga parda 1K9L$'§ATA et al,
Dictyopteris
undulata
Alga parda
Antiviral Canistrocarpus ~ YALLIM et al.,
cervicornis 2010
Antiviral Alga parda BARBOSA elta,,

2004

Citotdxica Alga parda
Dictyota dichotoma

DURAN et al.,
1997
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Acredita-se que os oceanos oferecam um imenso potencial para a descoberta de novos
farmacos. Nesse contexto, os produtos naturais marinhos representam uma importante e
interessante &rea de estudo e a completa apreciagdo permite comprovar a legitimidade dos
seus inumeros beneficios para a populacdo como um todo.

A partir da década de 70, véarios grupos de pesquisadores iniciaram a triagem
sistematica de extratos de algas com o intuito de encontrar produtos com atividades
biologicas. Como resultados, foram encontradas substancias com atividades antifingica,
antiviral, antibacteriana e anticancer, mostrando que as algas sdo uma fonte muito rica de
produtos potencialmente utilizaveis como farmacos (BONGIORNE; PIETRA, 1996).

A tendéncia atual das pesquisas de produtos naturais marinhos é a obtencdo de
principios ativos contidos nas espécies para uma possivel aplicacdo pratica no tratamento das
doencas que afligem a sociedade atual. As macroalgas marinhas tém sido objeto de pesquisas
para a cura e tratamento de Aids (HIV) (CIRNE-SANTOS et al., 2008), Herpes (HSV)
(SOUZA et al., 2008), leishmaniose (DOS-SANTOS et al., 2011), além de demonstrarem
propriedades vasorrelaxantes (QUEIROZ et al., 2011), citotdxicas e antitumorais
(OVENDEN et al., 2012), contra veneno de cobra (DOMINGOS et al., 2011). Todos esses
trabalhos tem sido realizados por Universidades Federais brasileiras, alguns até patenteados
no intuito de proteger os resultados promissores encontrados.

Os produtos isolados das macroalgas marinhas constituem uma ferramenta poderosa
no estabelecimento dos limites taxondmicos de espécies, géneros e familias de algas
(TEIXEIRA, 2013), e quanto ao seu papel ecoldgico, os diterpenos isolados tem demonstrado
propriedades anti-herbivoria, protegendo as algas dos ataques de herbivoros (BIANCO et al.,
2009) e atividade anti-incrustante, que confere protecdo aos cascos de navios, impedindo a
fixacédo do biofilme formado por organismos marinhos nos cascos.

Devido a extensa gama de atividades bioldgicas relatadas a algas do género Dictyota e
a auséncia de estudos ficoquimicos relatados com Dictyota pulchella (reclassificada neste
trabalho como Canistrocarpus cervicornis), foi dado inicio ao estudo desta espécie, onde
foram obtidos um diterpeno seco-dolastano e quatro dolastanos (FIGUEIREDO, 2009).

Acreditando no potencial desta alga como fonte de novas moléculas de interesse
farmacologico e quimiotaxondémico, durante o doutorado foram disponibilizados extratos e
substancia para testes farmacoldgicos, os quais apresentaram atividade vasorrelaxante
(QUEIROZ et al., 2011) e atividade moduladora da resisténcia bacteriana da alga

(MENEZES-SILVA, 2013), suporte que incentivou a continuidade ao estudo ficoquimico.



Figueireda, CS. 25

Para o desenvolvimento deste trabalho foi estabelecida uma colabora¢do com a Profa.
Dra. Valéria L. Teixeira da Universidade Federal Fluminense, em Niteroi (RJ), que
contribuiu, através dos seus conhecimentos em taxonomia e quimica de algas pardas, para a
reclassificacdo da alga em estudo como C. cervicornis.

Neste trabalho foi proposto avaliar quimicamente a alga parda do litoral paraibano
C.cervicornis, através do isolamento e identificacdo de seus metabdlitos secundarios, visando
fornecer os produtos obtidos para testes bioldgicos, e realizar a comparacdo da amostra
coletada no litoral paraibano com a coletada no litoral fluminense, contribuindo com o

conhecimento quimiotaxondmico da tribo Dictyoteae.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Algas pardas (Classe Phaeophyceae)

As algas pardas marinhas constituem o grupo mais estudado no Brasil em diversas
linhas de pesquisas, tais como: isolamento de novas moléculas, estudo das suas potencias
atividades bioldgicas, ecologia quimica, taxonomia, filogenia, e biogeografia baseada em
dados quimicos de seus produtos naturais (TEIXEIRA, 2013).

A classe Phaeophyceae é constituida por aproximadamente 285 géneros, totalizando
mais de 1800 espécies quase que exclusivamente marinhas, distribuidas desde os tropicos até
os polos (REVIERS; ROUSSEAU; DRAISMA, 2007). Geralmente sdo dominantes, em
termos de biomassa, ao longo da costa do Brasil, mas apresentam um menor ndmero de
espécies em comparacdo as algas vermelhas (Rhodophyceae) e verdes (Chlorophyceae)
(LITTLER; LITTLER, 2000; WYNNE, 2005). Duas ordens em particular, Fucales e
Dictyotales, se destacam na costa brasileira (WYNNE, 2005).

Entre os metabdlitos secundéarios produzidos por algas pardas, tem destaque as classes

dos terpenos e polifenois (PAUL; CRUZ-RIVEIRA; THACKER, 2001). Os terpenos,
principalmente sesquiterpenos e diterpenos (simples ou ligados a fenois), sdo caracteristicos
das espécies tropicais e subtropicais, apresentando propriedades anti-herbivoria contra uma
variedade de consumidores (HAY et al., 1988; PAUL; VAN ALSTYNE, 1988).
Os polifenois sdo polimeros de floroglucinol e derivados, encontrados em todas as
Phaeophytas, sendo abundantes nas espécies de regifes temperadas (RAGAN; GLOMBTIZA,
1986). Estas substancias parecem atuar como redutores de digestibilidade nos herbivoros
marinhos (STEINBERG, 1985). As algas pardas e vermelhas caracterizam-se ainda pela
producdo de hidrocarbonetos volateis, os quais podem atuar como feromonios sexuais
(TEIXEIRA et al., 1991).

Os terpenos constituem os produtos naturais mais estudados no Brasil e no mundo.
Atuam nas relagfes ecologicas como minimizadores da herbivoria, e como anti-incrustantes.
Possuem potencial para diversas atividades biologicas e servem como marcadores
taxonémicos e biogeograficos para alguns géneros ou familias (TEIXEIRA, 2013).

Algumas algas pardas e vermelhas participam de maneira bastante abrangente da vida
cotidiana do homem, através de coloides extraidos dos seus talos. Existem alguns produtos de
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importancia econdmica, como os &cidos alginico (alginatos), agaranas e carragenanas, as
quais sdo usadas como matéria prima em varios segmentos da industria alimenticia, téxtil, de
bebidas, como também na biotecnologia (VIDOTTI; ROLEMBERG, 2004).

2.2 Familia Dictyotaceae

A familia Dictyotaceae composta por aproximadamente 18 géneros (WYSOR; DE
CLERCK, 2003), constitui uma excelente fonte de substancias biologicamente ativas,
especialmente terpenos. Estes tem apresentado diversas atividades biol6gicas em humanos e
desempenham papel ecoldgico na natureza (DE PAULA; VALLIM; TEIXEIRA, 2011).

Segundo De Clerck e colaboradores (2006) a familia Dictyotaceae é subdividida em
duas tribos, Dictyoteae e Zonarieae, baseado estudo de andlises da sequéncia de DNA
ribossomal 26 S e rbcL. Nesse estudo os autores propdem a diviséo da tribo Dictyoteae em
trés géneros: Dictyota Lamouroux, Canistrocarpus De Paula et De Clerck, e Rugulopteryx De
Clerck et Coppejans. O género Canistrocarpus inclui as antigas espécies Dictyota cervicornis
Kitzing, D. crispata Kitzing e D. magneana De Clerck et Coppejans.

Nos ultimos anos, o aumento significativo de novos epitetos especificos de macroalgas
bentbnicas ao redor do mundo (WYNNE, 2011), tem sido relacionado a dificuldade em
estabelecer limites de separacdo entre espécies, em especial na tribo Dictyoteae devido ao alto
pleomorfismo dos individuos e pela diferenciada interpretacdo dos caracteres diagnosticos, o
que tem levado a confusfes taxondmicas em casos reportados como coespecificidade
(TEIXEIRA; KELECOM 1987, 1988; BULA-MEYER, 1994; SOLE; FOLDATS 2003;
WYSOR; DE CLERCK 2003).

Sem muita surpresa, a taxonomia das algas pardas, como as Dictyotaceae, ainda
apresenta alguns pontos controversos. O género Dictyota, por exemplo, apresenta problemas e
certas dificuldades no estabelecimento correto dos limites de separagdo entre varias de suas
espécies. Os diterpenos das espécies da tribo Dictyoteae possuem, assim, um importante papel
como marcadores taxondmicos e biogeograficos (TEIXEIRA; ALMEIDA; KELECOM,
1990).
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2.3 Importancia dos diterpenos na classificacdo de algas da tribo Dictyoteae

Com base num esquema biogenético proposto, os diterpenos de Dictyoteae foram
divididos em trés grupos em relacdo a primeira ciclizacdo do precursor geranil-geraniol
comum (TEIXEIRA; TOMASSINI; KELECOM, 1985).

O grupo | inclui derivados prenilados de sesquiterpenos conhecidos como resultantes
da ciclizagdo 1-10 do geranilgeraniol, levando & formacdo do derivado prenilado germacrano
(SUN; FENICAL, 1979). Posterior ciclizacdo em 2-7 ou 2-6 fornece homdlogos prenilados do
occidentalol (SUN et al.,1977) ou do guaiano (HIRSCHFELD et al., 1973) (Figura 1, pagina
30).

Os compostos pertencentes ao grupo Il derivam da primeira ciclizagdo em 1-11 do
geranil-geraniol dando origem ao esqueleto dolabellano, encontrado em diterpenos de algas e
moluscos (SUN; FENICAL, 1979; IRELAND; FAULKNER, 1977). A ciclizacao transanular
dos dolabellanos em 2-6 ou 2-7 produz o inusitado esqueleto dictymano (ENOKI et al., 1983)
ou 0 mais frequente esqueleto dolastano (PETTIT et al., 1976). A obten¢édo do seco-dolastano
pode ser entendida, teoricamente, pela clivagem oxidativa da ligacdo 10-14 do dolastano
(OCHI; MIURA; TOKOROIAMA, 1981) (Figura 1, pagina 28).

O grupo Il deriva da ciclizacdo em 2-10 do precursor geranil-geraniol, o que leva a
formacéo do esqueleto xeniano e seus derivados (VANDERAH et al., 1977), encontrado em
numerosos diterpenos de algas pardas (FINER et al., 1979) e octocorais (KASMMAN;
GROWEISS, 1980) (Figura 1, pagina 30).

A via biossintética de formacdo de diterpenos assume importancia variada em
diferentes localidades. A distribuicdo cosmopolita dos diterpenos do grupo | indica que estes
sd30 0s mais antigos e importantes precursores na sintese de outros diterpenos (OLIVEIRA,
2006).

Os diterpenos do grupo Il sdo muito importantes na regido Indo-Pacifica, enquanto
que a producdo dos diterpenos do grupo Il em direcdo ao Oceano Atlantico e Mar
Mediterraneo é favorecida, indicando uma mudanca de estratégia na producao de metabolitos
secundarios, 0 que sugere que estes diterpenos sdo mais importantes nestas regides
(TEIXEIRA; KELECOM, 1987; TEIXEIRA; ALMEIDA; KELECOM, 1990; VALLIM et
al., 2005).

Acredita-se que a ampla variedade de sustancias produzidas por espécies de Dictyota
faca parte de estratégia de defesa contra herbivoros no ambiente marinho (KELECOM,;
TEIXEIRA, 1986; PEREIRA; CAVALCANTI; TEIXEIRA, 2000; PEREIRA et al., 2002), e
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que as variagfes nas quantidades relativas dos grupos de esqueletos diterpénicos nas varias
regibes do mundo podem estar diretamente relacionadas com o impacto de herbivoria
(KELECOM; TEIXEIRA, 1986; VALLIM et al., 2005).

18
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Figura 1: Proposta biossintética para os diterpenos de Dictyotaceae (Adaptado de Teixeira, Tomassini,
Kelecom, 1985).
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A esse respeito as algas pardas marinhas (Phaeophyceae), mais especificamente as
pertencentes a ordem Dictyotales, séo ricas fontes de terpenos (TEIXEIRA; KELECOM,
1988). Dentre essas algas, as pertencentes ao género Dictyota Lamouroux (Dictyotales) tem
sido as mais amplamente investigadas e levaram ao isolamento de cerca de 300 diferentes
diterpenos distribuidos em 17 classes das 35 espécies coletadas em todos os oceanos do
mundo (VALLIM et al., 2005).

A maioria destes diterpenos possui esqueletos Unicos, encontrados exclusivamente
nos organismos marinhos. Estes grupos quimicos ndo sao distribuidos igualmente pelos
oceanos (TEIXEIRA; KELECOM, 1987). No oceano Atlantico, por exemplo, 61% dos
diterpenos conhecidos obtidos de espécies do género Dictyota possuem esqueleto dolastano
ou secodolastano e pertencem ao grupo quimico Il. Por outro lado, no oceano Pacifico o
grupo quimico 11 é quem tem maior representatividade (TEIXEIRA; KELECOM, 1987).

Vallim e colaboradores em 2005 publicaram uma revisdo estabelecendo o grupo
taxonomico “cervicornis” (C. cervicornis = D. cervicornis — Figura 2, p.31), o qual inclui
populacbes de algas que produzem exclusivamente diterpenos pertencentes ao grupo Ilb

(dolastanos e secodolastanos).

Figura 2: Foto de C. cervicoris Fonte: www.algaebase.org
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O grupo “cervicornis” inclui populagdes de Dictyota cervicornis Kitzing e D. pardalis
Kitzing do Brasil (TEIXEIRA et al., 1986a; TEIXEIRA et al., 1986b; KELECOM,
TEIXEIRA, 1988; DE-PAULA et al., 2001), D. divaricata Lamouroux e D. linearis C.
Agardh do mar do Caribe (SUN et al., 1981; CREWS et al., 1982), D. indica Kiitzing do
Paquistdo (BANO et al., 1990; AHMAD et al., 1991), Dictyota sp. Das llhas Canarias
(GONZALEZ et al., 1983), D. furcellata (C. Agardh) Greville da Australia (DUNLOP et al.,
1989), D. linearis do Japdo (OCHI et al., 1980a; OCHI et al., 1980b; OCHI et al, 1981; OCHI
et al., 1986) e D. dichotoma (Hudson) Lamouroux do Paquistdo (ALI, PERVEZ, 2003a,
2003b; ALl et al., 2003; ALI et al., 2004), todas quimicamente caracterizadas pela presenca
de diterpenos dolastanos ou dolastanos e secodolastanos.

Durante parte do desenvolver deste trabalho, a alga estudada (pertencente a familia
Dictyotaceae), havia sido considerada como sendo Dictyota pulchella. Apesar da semelhanca
morfoldgica ter direcionado para a classificacdo como D. pulchella, a comparacdo entre os
extratos de amostras coletadas no litoral paraibano e no litoral fluminense, dirimiu nossas
duvidas, trazendo a tona a correta classificacdo da alga como sendo C. cervicornis. Este fato
foi reforcado devido a presenca exclusiva nesta alga de diterpenos do tipo dolastano e
secodolastano.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi contribuir com a quimiotaxonomia
da tribo Dictyoteae, através do esclarecimento acerca da quimica de Canistrocarpus
cervicornis (anteriormente denominada Dictyota pulchella) por meio do isolamento e
identificacdo de seus metabolitos secundarios (diterpenos do tipo dolastano e secodolastanos),
0s quais sdo conhecidos como marcadores do género Canistrocarpus, e ndo ocorrem em

outros géneros da tribo Dictyoteae.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o estudo ficoquimico e quimiotaxonémico das algas pardas do litoral
paraibano pertencentes a tribo Dictyoteae, através do estudo realizado com Canistrocarpus

cervicornis (Kitzing) De Paula & De Clerck.

3.2 Objetivos especificos

Isolar os constituintes quimicos de C. cervicornis do litoral paraibano através de
métodos cromatograficos convencionais.

Identificar e/ou elucidar as substancias obtidas a partir de métodos espectroscopicos,
como técnicas uni e bidimensionais de ressonancia magnética nuclear, infravermelho, rotacéo
Gtica.

Comparar os extratos de C. cervicornis coletadas no litoral da Paraiba e no litoral do
Rio de Janeiro.

Fornecer extratos, fases e substancias isoladas para avaliagdes de atividades
bioldgicas.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliogréfico foi realizado durante todo o decorrer deste estudo nos
seguintes bancos de dados: Web of Science, Chemical Abstracts, Biological Abstracts, demais

bancos de dados disponiveis na internet, e em anais de eventos nacionais e internacionais.

4.2 Métodos Cromatograficos

Nas cromatografias em coluna (CC) e filtragdes a vacuo foram utilizadas como fase
estacionaria silica gel 60 ART 7734 da Merck, de particulas com dimens@es entre 0,063-0,200
mm para o fracionamento e dimensbes 0,016-0,040 mm para purificacdo das amostras. Os
extratos ou fragdes foram acondicionados sobre o topo da coluna, procedendo-se entdo a
eluicdo com os solventes hexano (Hex), diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH), puros ou em misturas binarias em gradiente crescente de polaridade.
Solventes da marca Vetec ou solventes comerciais redestilados no préprio laboratério foram
utilizados nos experimentos realizados na Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Nos
experimentos desenvolvidos no ALGAMAR foram utilizados solventes Merck. O
comprimento e o diametro das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras e
as quantidades de silica a serem utilizadas.

As placas de cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) confeccionadas no
laboratdrio de fitoquimica do PPgPNSB/UFPB utilizando silica-gel 60 PF,s, ART 7749 da
Merck na espessura 0,25 mm, suspensa em agua destilada (1:2), distribuida sobre placas de
vidro por meio de um cursor “Quick fit”, secas ao ar e ativadas em estufa a 110 °C durante 2
horas. Além destas, também foram utilizadas CCDA da Merck tanto na UFPB quanto na
UFF.

As substancias analisadas por CCDA foram reveladas pela exposi¢édo das placas a
lampada de irradiacdo ultravioleta em aparelho Mineralight, modelo UVGL-58 com dois
comprimentos de onda (254 e 366 nm), por saturagdo em camara com vapores de iodo ou pelo
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borrifamento de solucdo de sulfato cérico (CeSO,4) a 2% em é&cido sulfarico (H,SO4) nas

placas, seguido por aquecimento a 100°C durante 5-8 minutos.

4.3 ldentificacdo estrutural das substancias isoladas

A identificacdo e/ou elucidacdo estrutural das substancias obtidas foram realizadas
apos analises dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensionais
registrados em espectrometros VARIAN modelo System operando a 500 MHz para
hidrogénio (RMN *H) e 125 MHz para carbono-13 (RMN **C) no LMCA/UFPB e operando a
300 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 75 MHz para carbono-13 (RMN **C) no
LaRemn/UFF, além de comparacGes com dados da literatura. A dissolucdo das amostras foi
realizada em cloroformio deuterado (CDCl3). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades
dos sinais em RMN *H foram indicadas segundo a convencéo: s (singleto), sl (singleto largo),
d (dubleto), dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo dubleto,), t (tripleto) e m (multipleto). Os

dados de rotacdo otica foram medidos em um polarimetro Jasco P-2000 series.

4.4 Coleta e identificacao da alga

Os exemplares do litoral paraibano de Canistrocarpus cervicornis foram coletados nas
coordenadas 07°04°01°°S e 34°49°35>°W, praia do Bessa, na cidade de Jodo Pessoa - PB, em
agosto de 2010 e em dezembro de 2012 . A identificagdo foi feita pelo Prof. George
Emmanuel Cavalcanti de Miranda do Departamento de Sisteméatica e Ecologia da
Universidade Federal da Paraiba. Uma exsicata da espécie (registro JPB 41771) esta
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB).
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4.5 Processamento de C. cervicornis coletada no litoral da Paraiba

Ap0s cada coleta as algas foram lavadas com agua do mar e submetidas a triagem para
eliminar provaveis contaminantes epifitas e fauna associada. As amostras foram secas em

local arejado e ao abrigo da luz e, entdo, submetidas aos procedimentos de extracéo.

4.6 Obtencao dos Extratos Brutos de C. cervicornis da Paraiba (EPB1 e EPB2)

Os materiais secos pesando 200 g (coletado em 2010) e 353 g (coletado em 2012)
foram extraidos por maceracdo com mistura a de CH,Cl, e MeOH na proporc¢do 2:1 por 72
horas. Este processo foi repetido para a extracdo maxima dos constituintes quimicos. A
solucdo extrativa foi filtrada e concentrada com o auxilio de evaporador rotativo, sob pressdo
reduzida, a uma temperatura ndo superior a 50 °C, o que originou 12 g (EPB1) e 30 g de
extrato bruto (EPB2).

4.7 Fracionamento do Extrato Bruto de C. cervicornis 1 (EPB1)

O Extrato Bruto de C. cervicornis 1 (EPB1) foi submetido a filtracdo a vacuo
utilizando como fase estacionaria silica gel e como eluentes hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias em gradiente crescente de polaridade, o que originou
as respectivas fracdes. Sabendo-se que este grupo de algas € caracterizado pela producéo de
diterpenos dolastanos e secodolastanos, foram obtidos espectros de RMN *H (200 MHz) para
escolha das fragdes mais promissoras para o isolamento destes constituintes quimicos. As
fracbes Hex:AcOEt (9:1), Hex:AcOEt (85:15), Hex:AcOEt (8:2) (Esquema 1, pagina 39)
foram selecionadas e submetidas a cromatografias com silica gel. A fragdo Hex:AcOEt
(85:15), apbs processo cromatografico em coluna com silica gel, forneceu um diterpeno

dolastano inédito na literatura.



Esquema 1. Obtencdo e fracionamento do Extrato Bruto de C. cervicornis 1 (EPB1)

P6 de C. cervicornis (200 g)

- Maceragdo com CH,Cl,: MeOH (2:1)
- Evaporagéo do solvente

Extrato bruto EPB1 (12 g)

- CC avécuo (Silica gel)
- Hex, AcOEt e MeOH

FragOes organicas

- Obtenc#o dos espectros de RMN *H

FracGes organicas selecionadas

emEEw
ammmp

Fracdo Hex:AcOEt /9:1
(870 mg)
0,44%

Fragdo Hex:AcOEt /8:2
(720 mg)
0.36%

Fragdo Hex:AcOEt /85:15

(1,4g)
0.70%

39
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4.7.1 Fracionamento cromatografico da Fracdo Hex:AcOEt /85:15

A fracdo Hex:AcOEt/85:15 (1,4 g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando
silica gel 60 (0,063-0,200 mm/ 70-230 mesh ASTM da Merck) como fase fixa, sendo eluida
com hexano e acetato de etila, puros ou em misturas, obedecendo um gradiente crescente de
polaridade (Tabela 1, abaixo). Foram obtidas 60 fracdes, as quais foram monitoradas por
CCDA, reveladas com vapor de iodo e reunidas em grupos de acordo com seus Rfs (fatores de
retencdo).

A fracdo reunida 8-14 (450 mg) foi selecionada para purificagdo das substancias
(Esquema 2, p.42).

Tabela 1: Fracionamento cromatogréfico da fracdo Hex: AcOEt /85:15

Sistema de solventes  Fragoes

Hex:AcOEt (99:1) 1-3
Hex:AcOEt (97:3) 4-6
Hex:AcOEt (95:5) 7-9
Hex:AcOEt (93:7) 10-15
Hex:AcOEt (9:1) 16-25
Hex:AcOEt (85:15) 26-34
Hex:AcOEt (8:2) 35-38
Hex:AcOEt (7:3) 39-40
Hex:AcOEt (6:4) 41-46

Hex:AcOEt (1:1) 47-60
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4.7.2 Fracionamento cromatografico da fracéo 8-14

A fracdo 8-14 (450 mg), obtida no processo anterior, foi submetida a cromatografia
em coluna com silica gel 60 (0,016-0,040 mm/ 200-400 mesh ASTM da Merck), sendo eluida
com hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas, obedecendo um gradiente
crescente de polaridade (Tabela 2, abaixo). Neste processo foram obtidas 34 fracGes, as quais
foram monitoradas por CCDA reveladas com vapor de iodo.

A fracdo 11 (8 mg) mostrou-se como uma Unica mancha na placa cromatografica. Foi

codificada como D-1 e encaminhada para analise espectroscopica (Esquema 2, pagina 42).

Tabela 2: Fracionamento cromatogréfico da Fracdo 8-14

Sistema de solventes Fracdes
Hex:AcOEt (99:1) 1
Hex:AcOEt (98:2) 2
Hex:AcOEt (95:5) 3-4
Hex:AcOEt (92:8) 5-6
Hex:AcOEt (9:1) 7-8
Hex:AcOEt (88:12) 9-10
Hex:AcOEt (85:15) 11-12
Hex:AcOEt (8:2) 13
Hex:AcOEt (75:25) 14
Hex:AcOEt (7:3) 15-16
Hex:AcOEt (6:4) 17-19
Hex:AcOEt (1:1) 20-22
Hex:AcOEt (4:6) 23-24
Hex:AcOEt (3:7) 25-26
Hex:AcOEt (2:8) 27
AcOEt 28
AcOEt:MeOH (95:5) 29-30

AcOEt:MeOH (9:1) 31-34
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Esquema 2. Fracionamento cromatogréafico da fracdo Hex: AcOEt /85:15

Fracdo Hex:Acet/85:15 (1,4 g)

- CC (silica gel)
- Hex, AcOEt

60 fragoes
‘ - CCDA

Fracao 8-14 ]

eEmEEw
ammm®

(450 mg)

- CC (silica gel)
- Hex, AcOEt

dEEEEEEEEEEENEW

34 fragoes :

[ B 3

emEEw

Fracao 11
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4.8 Comparacgdo dos extratos brutos de C. cervicornis coletada no litoral da Paraiba
(EPB2) e C. cervicornis coletada litoral do Rio de Janeiro (ERJ)

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Produtos Naturais de Algas
Marinhas (ALGAMAR) localizado na UFF, em Niteroi, em colaboragdo com a Prof. Dra.
Valéria Laneuville Teixeira. Os extratos brutos de C. cervicornis coletada no litoral da
Paraiba (EPB2) e C. cervicornis coletada no litoral do Rio de Janeiro (ERJ), obtidos em
CH,Cl,:MeOH (2:1) e CH,Cl,, respectivamente, foram comparados por meio de uma CCDA
utilizando placa de silica da Merck.

Os exemplares do litoral fluminense de C. cervicornis foram coletados na Praia do
Velho, em Angra dos Reis-RJ .(lat. 23°01°S, long.44° 00°W), e identificados pelo Professor
Joel Campos de Paula. A exsicata (registro HRJ 10754) encontra-se depositada no Herbario
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). O extrato foi preparado pela aluna de
doutorado do programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias e Biotecnologia da UFF, Caroline de
Souza Barros, a qual cedeu gentilmente uma aliquota para comparagdo com o extrato oriundo
do litoral paraibano.

A placa cromatografica foi eluida em CH,Cl,:AcOEt (8:2), revelada com solucdo de
sulfato cérico em &cido sulfirico, e aquecida por 5-8 minutos em chapa aquecedora. Em
seguida a placa foi digitalizada. Também foram obtidos os espectros de RMN de *H de ambos

0s extratos das amostras coletadas em diferentes localidades.

4.9 Fracionamento cromatogréafico de EPB2

Uma aliquota de 5 g do extrato bruto de C. cervicornis (EPB2) foi submetida a
cromatografia em coluna (CC/ 20 x 4 cm) com silica gel 60 (0,063-0,200 mm/ 70-230 mesh
ASTM da Merck), eluida com hexano e acetato de etila (Merck), puros ou em misturas,

obedecendo um gradiente crescente de polaridade (Tabela 3, pagina 44).



Tabela 3: Fracionamento cromatogréfico de EPB2.

Sistema de Fracgdes | Sistema de FracOes
solventes solventes

Hex 1-2 Hex:AcOEt (55:45) 56-57
Hex:AcOEt (9:1) 3-4 Hex:AcOEt (1:1) 58-59
Hex:AcOEt (85:15) 5-32 Hex:AcOEt (4:6) 60-63
Hex:AcOEt (8:2) 33-36 | Hex:AcOEt (35:65) 64-67
Hex:AcOEt (75:25) 37-41 | Hex:AcOEt (3:7) 68-72
Hex:AcOEt (7:3) 42-46 | Hex:AcOEt (25:75) 73-74
Hex:AcOEt (65:35) 47-51 | Hex:AcOEt (2:8) 75-79
Hex:AcOEt (6:4) 52-55 | AcOEt 80-93
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As fracdes obtidas foram monitoradas por CCDA (Merck), as quais foram reveladas

com o reagente sulfato cérico em &cido sulfurico, seguido por aquecimento da placa por 5-8

minutos em chapa aquecedora. A fracdo 7 (15 mg) foi codificada como D-2 e enviada para

andlise espectral (Esquema 3, abaixo).

Esquema 3. Fracionamento cromatogréafico de EPB2

EPB2 (5 g)

- CC (silica gel)
- Hex, AcOEt

93 fragdes -
] - CCDA

Fracao 7

emEEw
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4.10 Acetilacdo do extrato bruto de C. cervicornis EPB2

Uma aliquota de 10 g do EPB2 foi solubilizada em 50 mL de piridina e adicionou-se

60 mL de anidrido acético. Esta solucdo foi submetida a agitacdo magnética por 96 horas. Em

sequida, foram adicionados 50 mL de 4gua Mili-Q® e a mistura reacional foi transferida para

uma ampola de separacdo. A extracdo foi feita com 200 mL de cloroférmio Merck. A fracdo

cloroférmica foi concentrada em rotaevaporador obtendo-se 11 g do extrato bruto acetilado

(EPBA).

4.11 Fracionamento cromatografico do EPBA

O extrato bruto acetilado de C. cervicornis (EPBA) pesando 12 g foi submetido a

cromatografia em coluna (CC/ 25 x 4 cm) com silica gel 60 (0,063-0,200 mm Merck), a qual

foi eluida com hexano e acetato de etila, puros ou em misturas binarias, obedecendo um

gradiente crescente de polaridade (Tabela 4, abaixo).

Tabela 4: Fracionamento cromatogréfico de EPBA

Sistema de Fragdes | Sistema de Fracdes
solventes solventes

Hex 1-7 Hex:AcOEt (8:2) 145-159
Hex:AcOEt (99:1) 8-10 Hex:AcOEt (75:25) 160-170
Hex:AcOEt (97:3) 11-12 Hex:AcOEt (7:3) 171-177
Hex:AcOEt (95:5) 13-15 Hex:AcOEt (6:4) 178-183
Hex:AcOEt (93:7) 16-53 Hex:AcOEt (1:1) 184-190
Hex:AcOEt (92:8) 54-69 Hex:AcOEt (4:6) 191-197
Hex:AcOEt (9:1) 70-99 Hex:AcOEt (3:7) 198-203
Hex:AcOEt (88:12) 100-114 | Hex:AcOEt (2:8) 204-212
Hex:AcOEt (85:15)  115-144 | AcOEt 213




As fracOes obtidas foram monitoradas por CCDA e reveladas com solucdo de sulfato
cerico em acido sulfarico, sendo as placas submetidas & aquecimento.

As fracbes 113-115 (38 mg) e 130-132 (50 mg) foram submetidas, cada uma, a
colunas cromatograficas em silica gel para purificacdo dos compostos.

A fragdo 191 (170 mg) foi codificada como D-4 e enviada para andlise
espectroscopica. Apos identificacdo, aliquotas da amostra foram disponibilizadas para testes
bioldgicos, que serdo realizados por alunos de mestrado e doutorado dos Programas de Pos-
Graduacdo em Ciéncias e Biotecnologia ou no Programa de Po6s-Graduacdo em Biologia
Marinha/UFF.

4.11.1 Fracionamento cromatografico da fracédo 113-115

A fragdo 113-115 (38 mg) foi submetida a cromatografia em coluna com silica gel 60
(0,016-0,040 mm/ 200-400 mesh ASTM da Merck), sendo eluida com diclorometano e
acetato de etila conforme descrito na Tabela 5 (abaixo). Foram obtidas 43 fracdes, as quais
foram monitoradas por CCDA reveladas com solucdo de sulfato cérico em &cido sulfdrico,
seguido por aquecimento da placa por 5-8 minutos em chapa aquecedora.

A fracdo 7 (1,8 mg) mostrou-se como uma unica mancha na placa cromatogréafica. Foi

codificada como D-3 e encaminhada para analise espectroscopica (Esquema 4, pagina 48).

Tabela 5: Fracionamento cromatogréfico da Fragdo 113-115

Sistema de solventes Fracoes
CH,Cl, 1-38
CH,CI,:AcOEt (1:1) 39

AcOEt 42-43




4.11.2 Fracionamento cromatogréfico da fracdo 130-132

A fracdo 130-132 (50 mg) reunida foi submetida a cromatografia em coluna com silica
gel 60 (0,016-0,040 mm/ 200-400 mesh ASTM da Merck), sendo eluida com hexano e acetato
de etila conforme descrito na Tabela 6, abaixo. Foram obtidas 34 fragdes, as quais foram
monitoradas por CCDA reveladas com solucéo de sulfato cérico em acido sulfurico, seguido
por aquecimento da placa por 5-8 minutos em chapa agquecedora.

A fragdo 6 (6,0 mg) mostrou-se como uma Unica mancha na placa cromatogréfica. Foi

codificada como D-5 e encaminhada para analise espectroscopica (Esquema 4, pagina 48).

Tabela 6 : Fracionamento cromatografico da Fracdo 130-132

Sistema de solventes Fracdes
Hex: 1
Hex:AcOEt (95:5) 2-3
Hex:AcOEt (92:8) 4-5
Hex:AcOEt (9:1) 6-7
Hex:AcOEt (88:12) 8-11
Hex:AcOEt (85:15) 12-17
Hex:AcOEt (8:2) 18-20
Hex:AcOEt (7:3) 21-22
Hex:AcOEt (6:4) 23-25
Hex:AcOEt (1:1) 26-27
Hex:AcOEt (3:7) 28-29
Hex:AcOEt (2:8) 30-31

AcOEt 32-34
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Esquema 4. Fracionamento cromatografico de EPBA

EPBA (12 g)

- CC (silica gel)
- Hex, AcOEt

T EEEEEEEEEEEEENEN,

213 fragoes

emEEw

n
n
n
u
an?

CCDA

Fracdo 113-115

- CC (sf

- Hex, AcOEt

eEmEEw

lica gel)

>

43 fragoes

Fragao 130-132

(50 mg)

Fracao 7

-CC

(silica gel)

- Hex, AcOEt

essssnndnnnmnw,

34 fragoes

emEEw

Fracdo 191

Fragcdo 6
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Identificacdo estrutural de D-1

A substancia codificada como D-1 foi isolada como um sélido branco (8 mg), soltvel
em CHCIz e [a]p -80,0° (CHCI3). O espectro na regido do IV (Figura 3, p.54) de D-1
apresentou bandas de absorcdo em 3.456 cmcaracteristica de estiramento de ligacdo OH de
hidroxila, em 2.962 cm™ caracteristica de estiramento assimétrico da ligagdo CH sp3, em
1739 e 1701 cm™ observaram-se duas bandas de absorcéo que remetem & deformacéo axial de
grupo carbonilico de éster e cetona conjugada, respectivamente. Em 1230 cm™ caracteristica
de ligagdo C-O.

Na Tabela 7 (pagina 52) é possivel visualizar os deslocamentos quimicos obtidos em
CDClI; nos espectros de RMN de *H (500 MHz), **C (125 MHz), HMQC, HMBC, COSY
(Figuras 4-17, paginas 55 a 61).

Os espectros de RMN de *H de D-1 (Figuras 4-7, p.55-56) quando comparados com
dados da literatura (Ali et al., 2003) permitiram propor que a substancia D-1 poderia tratar-se
de um diterpeno do tipo dolastano encontrado em C. cervicornis. Esta proposta fundamentou-
se na presenca de dois singletos (Figuras 4 e 5, p. 55) em 6y 0,86 (s), referente a Me-16, e em
dn 1,59 (s), atribuido a Me-20 da estrutura proposta. Estas informagdes, acrescidas de um
multipleto em &y 2,68 (Figura 6, p. 56) atribuido ao H-17, que acopla com dois dupletos em
em éy 1,11 (d, J = 7,0 Hz) e 4 1,13 (d, J =7,0 Hz), atribuidos aos hidrogénios das metilas
CH3-18 e CH3-19, respectivamente, evidenciam a existéncia de em D-1 de uma unidade
isopropila, presente na estrutura tipica de diterpenos dolastano.

Outros sinais que fortalecem a proposta de que D-1 pode tratar-se de um dolastano
foram um singleto em 6y 4,80 e um singleto largo em 6y 4,92 (Figura 7, p. 56) atribuidos aos
hidrogénios H-15a e H-15b, respectivamente, de uma dupla ligag¢do exociclica na posigdo C-1
e uma hidroxila na posicdo C-14. O outro hidrogénio do singleto largo em &y 4,79 (sl) que
integra para dois hidrogénios refere-se ao hidrogénio oximetinico (H-4), sugerindo, portanto,
em conjunto com dados da literatura (Tabela 8, p. 53), que C-4 possui como substituinte um
grupo acetato, uma vez que, quando o C-4 possui como substituinte uma hidroxila, o
hidrogénio oximetinico (H-4) absorvera em torno de 6y 3,3-3,5 (ALl et al., 2003.)

No espectro de RMN *3C (Figura 8, p. 57) foi possivel visualizar os sinais em: 8¢

18,24 e 6¢ 26,52, os quais foram atribuidos as Me-16 e Me-20, respectivamente, sinais em ¢
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19,54 (Me-18) 6¢ 19,87 (Me-19) e 5¢ 25,65 (C-17), referentes a unidade isopropila (Figura 9,
p. 57); e os sinais em 6¢ 149,65 (C-1) e d¢ 110,39 (C-15) (Figura 11, p. 58) os quais compdem
a dupla ligagdo terminal existente na molécula. A analise do espectro de RMN **C juntamente
com os dados de referéncia da dichotenona-A na literatura (ALI et al., 2003) auxiliaram na
determinacdo do esqueleto dolastano para esta substancia.

Outros sinais importantes observados no espectro de RMN *C de D-1 foram os
deslocamentos referentes a dupla ligacéo entre os carbonos C-8 (6¢ 170,79) e C-9 (6¢ 147,76),
o sinal atribuido a uma carbonila de cetona no C-10 (6¢ 207,42), além das duas carbonilas das
unidades acetato em &¢ 169,53 (—-OAc-7) e 6¢c 168,98 (—OAc-4) (Figura 11, p.58), sinais de
carbono oxigenado em &c 81,87, oc 67,00, 6c 78,64, atribuidos aos C-4, C-7 e C-14,
respectivamente (Figura 10, p.58). Os demais sinais foram relacionados aos -CH; do anel
dolastano e podem ser visualizados na Tabela 7 (pagina 52). As correlacdes no espectro de
HMQC (Figura 12, p. 59) de D-1 também estdo compiladas na Tabela 7.

No espectro COSY de D-1 (Figura 13, p. 59) foi possivel visualizar correlacfes entre o
sinal em 8y 2,08, atribuido a H-2 e o sinal em 6y 2,63 (H-2). Ja 2,63 (H-2) mostrou correlacdo
com 6y 1,83, o qual foi atribuido ao H-3. Na sequéncia, H-3 correlacionou-se com 6y 4,79 (),
que foi definido como H-4. Observou-se também correlacdes entre os H-6 [o4 1,68 (dd, J =
14,0e 7,0) e 642,79 (dd, J = 14,0 e 11,0)], entre si, e com oy 6,04 (dd, J = 11,0 e 7,0), o qual
foi atribuido ao H-7.

No espectro de HMBC (Figuras 14-17, p. 60 e 61) pode-se observar correlacdes do H-
2 (64 2,63) com C-1 (8¢ 149,65), C-15 (8¢ 110,39) e com o sinal em d¢ 27,06, que foi atribuido
a C-3. Correlacgdes entre o H-17 (o4 2,68), e os carbonos em 6¢ 170,79 (C-8), 6c 147,76, (C-
9), asseguram a dupla ligagéo entre estes carbonos e a correlagdo com ¢ 207,42 inferiu a
posicdo da cetona no C-10. A Me-16 teve sua posi¢do confirmada através de correlagdes com
os carbonos C-4, C-5, C-6, C-7, visualizadas na Tabela 7 (pagina 52).

Assim, ap6s analise dos dados de RMN uni e bidimensionais e compara¢des com
dados da literatura, concluiu-se que D-1 trata-se de uma substancia inédita na literatura, a qual
foi denominada 4,7-diacetoxi A devido as compara¢fes com a dichotenona A (ALI et al.,
2003). Diferencas nos deslocamentos quimicos das duas substancias podem ser visualizadas

na Tabela 8 (pagina 53).

4,7- diacetoxi de dichotenona A
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Tabela 7. Dados de RMN *H (500 MHz) e **C (125 MHz) em CDCl; (8 em ppm e J em Hz)
da substancia D-1

HMQC COSY HMBC
on dc
1 -
2 2,08 (1H,m) 149,65 C-1,C-3,C-15
2,63 (1H, m)
3 1,83(1H) 42,65
1,86 (1H)
4 4,79 (1H, sl) 170,79
5 - 147,76
6 1,68 (1H, m, 14,0 e 7,0) 207,42 C-5, C-7, C-14, C-16
2,79 (1H, dd, 14,0 € 11,0
7 6,04 (dd, 11,0 e 7,0) 44,14 C-6, C-8, C-9, C-12,
7-OCOCH,4
8 - 78,64
9 -
10 - 81,87
11 2,30 (1H) 67,00 H-6 C-8, C-10
2,32 (1H)
12 - 25,65 H-19
13 1,76 (1H, d, 14,5) C-5, C-8, C-11, C-12,
2,11 (1H) C-14, C-20
14 - 26,31 H-2, H-3
15 4,80 (1H, s) 27,06 H-4 C-1,C-2,C-14
4,92 (1H, s)
16 0,86 (3H, 3) 33,18 H-7 C-4,C-5, C-6, C-14
17 2,68 (1H, 9) 56,19 C-8, C-9, C-10, C-18,
C-19
18 1,11 (3H, d, 7,0) 47,80 H-13 C-17, C-19
19 1,13 (3H, d, 7,0) 110,39 C-18, C-17
20 1,59 (3H, s) C-8, C-12, C-13
4-COOCH,; - 18,24
4-COOCHj5 2,14 (3H, s) 19,54 4-COOCH,
7-COOCH,4 - 19,87 H-17
7-COOCHj5 2,04 (3H, s) 26,52 7-COOCH,
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Tabela 8. Comparagdo dos dados de RMN de *H e **C (500 MHz e 125 MHz) de D-1 em
CDCl; com dados de RMN de *H e **C (400 MHz) da literatura para a dichotenona-A (ALI et

al., 2003).
15 3)
19
SH
D-1 Dichotenona A
Dichotenona-A Dichotenona-A
D-1 (ALl et al., 2003) D-1 | (ALl et al., 2003)
Namero OoH OoH oc oc
1 - - 149,7 151,2
2 2,08 (1H,m) n.o 26,3 26,0
2,63 (1H, m)
3 1,83(1H) n.o 27,1 29,0
1,86 (1H)
4 4,79 (1H, s) 3,34 (1H,t,2,5e2,4) 81,8 79,5
5 - - 42,7 42,0
6 1,68 (1H, m) n.o 33,2 37,5
2,79 (1H, m)
7 6,04 (dd, 11,0e7,0) 4,67 (1H,dd, 11,2e6,7) 67,0 64,9
8 - - 170,8 176,6
9 - - 147,7 145,9
10 - - 207,4 209,4
11 2,30 (1H) n.o 56,1 56,0
2,32 (1H)
12 - n.o 441 44,0
13 1,76 (1H, d, 14,5) n.o 47,8 48,3
14 - n.o 78,6 79,4
15 4,80 (1H, s) 4,60 (s) 110,4 109,2
4,92 (1H, s) 4,76 (s)
16 0,86 (3H, s) 0,55 (s) 18,2 17,2
17 2,68 (1H, s) 2,69 (m) 25,6 25,2
18 1,11 (3H, d, 7,0) 1,01 (3H, d, 7,0) 19,5 19,7
19 1,13 (3H, d, 7,0) 1,00 (3H, d, 7,0) 19,8 19,4
20 1,59 (3H, s) 1,46 (3H, s) 26,5 25,7
4-COOCH;, - - 168,9 -
4-COOCH; 2,14 (3H, s) - 21,3 -
7-COOCHg; - - 169,5 -
7-COOCH;, 2,04 (3H, s) - 21,1 -

n.o. : ndo observado
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5.2 ldentificacéo estrutural de D-2

A substéancia codificada como D-2 foi isolada sob a forma de um dleo amarelado (15
mg). O espectro na regido do IV (Figura 18, p. 66) de D-2 apresentou bandas de absorcdo em
3.421 cm™, correspondente a estiramento de ligacdo O-H de hidroxila, em 2.954 cm™
caracteristica de estiramento assimétrico da ligacdo C-H de grupos CH,, em 1743 cm™ uma
absorcéo que remete & deformacdo axial de grupo carbonilico de éster. Em 1637 cm™ foi
observada absorcdo caracteristica de ligacdo C=C, em 1375 cm™ observou-se uma
deformacéo caracteristica de grupos metila e em 1230 cm ™ ha um pico intenso, caracteristico
de ligagéo C-O.

Na Tabela 9 (pégina 64) pode-se visualizar os deslocamentos quimicos obtidos em
CDCl; nos espectros de RMN de *H (300 MHz), *C (75 MHz), HSQC, HMBC e COSY
(Figuras 19-33, p. 67-74). A substancia apresentou [a]p -225° (CHCI5).

O espectro de RMN de *H (Figura 19, p. 66) de D-2 foi caracterizado pela presenca de
dois dupletos referentes a duas metilas em 6y 1,06 e em &y 1,10, ambas com J = 6,9 Hz
(Figura 20, p. 67) e um multipleto em 6y 2,38 (Figura 21, p. 68). O conjunto desses sinais
indicou a presenca de uma unidade isopropila na estrutura. Outras duas metilas foram
detectadas pelos simpletos em 6y 0,90 (CH3-16) e 6y 1,33 (CH3-20) (Figuras 20, p. 67). Os
sinais em oy 4,80 (s) e 8y 4,90 (sl) fazem parte de uma dupla ligacdo exociclica (H-15) na
molécula (Figura 22, p. 68). Esses sinais, em conjunto com os dados da literatura, direcionam
para uma estrutura de diterpeno do tipo dolastano, compostos tipicamente encontrados em C.
cervicornis (SUN et al., 1981; CREWS et al., 1982).

Outros sinais que chamaram a atencdo neste espectro foram: o duplo dubleto em oy
5,35 (J = 9,3 e 4,5 Hz), referente a um hidrogénio olefinico (definido como H-7) e o singleto
em oy 5,60 atribuido ao H-10 olefinico. O sinal em 3y 4,84 (t, J = 4,8 Hz) foi atribuido ao H-4
em carbono oximetinico (Figura 22, p. 68), e oy 2,15 (s, 4-OAc) foi atribuido a uma metila de
unidade acetato, que se encontra inserida no C-4 (CREWS et al., 1982; SUN et al., 1981).

A partir de comparacdo com a literatura (CREWS et al., 1982; SUN et al., 1981) e
anélise do espectro de RMN **C (Figura 23, p.69) foi possivel confirmar a hipétese do
esqueleto do tipo dolastano (ja sugeridas no espectro de RMN *H) através dos seguintes
sinais: cinco C metilicos em ¢ 19,86 (CH3-16), o¢c 22,02(CH3-18), 6c 22,04 (CH3-19), 6c
27,49 (CH3-20), 6c 21,36 (4-OAc), seis sinais metilénicos nos deslocamentos 6¢ 28,26 (C-2),
d¢ 26,74 (C-3), d¢ 30,61 (C-6), oc 41,68 (C-11), d¢ 50,87 (C-13) e d¢ 109,40 (C-15) (Figuras
24 e 25, p. 69 e 70). Este sinal em C-15 compde a dupla ligacéo exociclica, juntamente com o
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C quaternario em d¢ 151,39 (C-1). Os sinais em 6¢ 112,32 e 6¢c 154,84 localizaram uma dupla
ligacdo entre C-7 e C-8, respectivamente. J& os sinais em &c 149,45 e d¢c 125,54 apontaram
para a presenca de outra dupla ligagdo entre C-9 e C-10, formando a conjugacdo endociclica
no diterpeno dolastano em questdo (Figura 25, p. 70). Os sinais em ¢ 82,22, d¢ 25,51 foram
atribuidos aos carbonos metinicos C-4 e C-17, respectivamente.

Os carbonos quaternérios de D-2 tiveram suas atribui¢des confirmadas baseado nas
comparacgdes com a literatura (CREWS et al., 1982; SUN et al, 1981) e analise do espectro de
HSQC (Figuras 26, 27 e 28, p. 70 e 71), sendo assim definidos: C-5 (&¢ 43,77), C-8 (8¢
151,39), C-9 (8¢ 149,45), C-12 (8¢ 45,57), C-14 (8¢ 79,96) (Figura 25, p. 70).

Na anélise do espectro COSY de D-2 foi possivel observar as correlagfes entre 0 H-7
(8 5,35) e os sinais em 6y 3,21 e dy 1,58, os quais foram atribuidos aos H-6. O sinal em oy
5,60 (H-10) correlacionou-se com o sinal em &y 2,31, atribuido ao H-11. O hidrogénio da
metila 19 (34 1,10) mostrou correlacdo com o sinal em éy 2,38, que foi atribuido ao H-17. O
H-4 mostrou correlagdo com 6y 1,73 , definido como H-3 (Figura 29, p. 72).

A andlise dos dados do espectro de HMBC de D-2 permitiu assegurar a inser¢do do
grupo acetato na posicdo 4 do diterpeno uma vez que o sinal em dy 4,84 (t, J = 4,5 Hz),
atribuido ao H-4 correlacionou-se com o C-3 (3¢ 26,74), C-14 (¢ 79,96). Confirmou também
o0 deslocamento quimico da CH3-20 em 38y 1,36 através das correlagcbes com os C-11 (8¢
41,72), C-12 (d¢ 45,57) e C-13 (8¢ 50,86) (Figuras 30-33, p. 72-74).

Assim, apos analise dos dados de RMN uni e bidimensionais e comparacdes com a
literatura pode-se concluir que D-2 trata-se do 4-acetoxi-14-hidroxidolasta-1(15),7,9-trieno
(CREWS et al.,, 1982; SUN et al., 1981). As andlises de RMN permitiram, ainda, a
determinacdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos carbonos C-1, C-2, C-6, C-8, C-18
e 4-OCOCH3; Dados de comparacdo dos deslocamentos quimicos obtidos de D-2, D-1, e a

relatada na literatura podem ser visualizados na Tabela 10 (pagina 65).
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Tabela 9. Dados de RMN *H (300 MHz) e *C (75 MHz) uni e bidimensionais de D-2 em
CDCl3 (6 em ppm e J em Hz).

[
B

HSQC COSsY HMBC
NGmero oy | 8¢
1 - 151,38*
2 1,86 (1H, s) 28,26%* C-14
1,73 (1H, m)
3 2,75 (1H, ddd, 14,1; 14,1e54) 26,74
2,08 (1H, m)
4 4,84 (1H, 1, 4,8) 82,22 C-3,C-14
5 - 43,77
6 3,21 (dd, 15,9 e 2,1) 30,61** C-7,C-8,C-14
1,58 (dd, 15,3 e 9,6)
7 5,35 (dd, 9,3 e 4,5) 112,32
8 - 154,84*
9 - 149,45 H-3
10 5,60 (sl) 12554 2 H-6
11 1,86 (1H, sl) 41,68 H-11 C-8, C-12, C-13, C-20
12 - 45,57 H-19
13 2,27 (1H, sl) 50,87
2,21 (1H, sl)
14 - 79,96
15 4,90 (sl) 109,40 C-2,C-14
4,80 (sl)
16 0,90 (5) 19,86 C-4,C-5, C-6, C-14
17 2,38 (m) 25,51 H-10 C-10
18 1,06 (d, 6,9) 22,02" C-9
19 1,10 (d, 6,6) 22,04 C-9
20 1,33 (s) 27,49 C-8,C-11,C-12, C-13
4-COOCH; 169,44
4-COOCH, 2,15 (s) 21,36 4-COOCH,
14-OH 3,75 (sl) H-17

* ** ¥ deslocamentos quimicos reassinalados com base nas analises dos espectros HSQC, HMBC
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Tabela 10. Comparacéo dos dados de RMN de *H e **C (300 MHz) de D-2 em CDCl; com
D-1 (RMN de *H 500 MHz e **C 125 MHz))e dados de RMN de H (220 MHz) e *C (25

MHz) de referéncia da literatura (SUN,et al., 1981; CREWS et al., 1982).

Referéncia Referéncia
D-2 D-1 (SUN et al.,1981) D-2 D-1 (CREWS et
al., 1982)
NGmero on dn oy dc dc dc
1 - - 151,3* 149,7 155,0
2 1,86 (1H, s) 2,08 (1H,m) n.o 28,2*%* 26,3 30,8
1,73 (1H, m) 2,63 (1H, m)
3 2,75 (1H, ddd, 14,1; 1,83(1H) n.o 26,7 27,1 26,9
14,1e5,4) 1,86 (1H)
2,08 (1H, m)
4 4,84 (1H, 1, 4,8) 4,79 (1H, s) 4,86 (1H, sl) 82,2 81,8 82,3
5 - - 43,7 42,7 43,9
6 3,21 (dd, 15,9 e 2,1) 1,68 (1H, m) 3,22 (1H,dd, 14,0e 30,6** 33,2 28,4
1,58 (dd, 15,3 € 9,6) 2,79 (1H, m) 4,0)
1,59 (1H,dd, 19,0 e
9,0)
7 5,35(dd, 9,3 e4,5) 6,04 (dd, 11,0e 7,0) 5,39 (1H,dd, 9,0 e 112,3 67,0 1125
4,0)
8 - - 154,8* 170,8 151,6
9 - - 1494 147,7 149,6
10 5,60 (sl) - 5,64 (1 H, sl) 1255 207,4 1256
11 1,86 (1H, sl) 2,30 (1H) n.o 41,6 56,1 41,9
2,32 (1H)
12 - - 45,5 44,1 45,8
13 2,27 (1H, sl) 1,76 (1H, d, 14,5) n.o 50,8 47,8 50,1
2,21 (1H, sl)
14 - - 79,9 78,6 80,1
15 4,90 (sl) 4,80 (1H, s) 4,95 (s) 109,4 1104 109,4
4,80 (sl) 4,92 (1H, s) 4,83 (s)
16 0,90 (s) 0,86 (3H, s) 0,95 (s) 19,8 18,2 20,0
17 2,38 (m) 2,68 (1H, s) 2,41 (1H, hp, 6,5) 25,5 25,6 25,7
18 1,06 (d, 6,9) 1,11 (3H, d, 7,0) 1,07 (3H, d, 6,5) 22,0 19,5 21,3
19 1,10 (d, 6,6) 1,13 (3H,d, 7,0) 1,11 (3H, d, 6,5) 22,1 19,8 22,1
20 1,33 (s) 1,59 (3H, s) 1,36 (3H, s) 27,4 26,5 27,6
4-COOCH; - 169,4 168,9 169,4
4-COOCH;s 2,15 (s) 2,14 (3H, s) 2,18 (3H, s) 21,36" 21,3 22,1
14-OH 3,75 (sl) - 3,79 (1H, sl)
7-COOCH; 169,5
7-COOCH; 2,04 (3H, s) 21,1

n.o. : ndo observado
* ** * deslocamentos reassinalados com base nas analises dos espectros HSQC, HMBC
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5.3 Identificacéo estrutural de D-3

A substéncia D-3 foi isolada como um pé branco (1,8 mg). Na Tabela 11 (pagina 77) é
possivel visualizar os deslocamentos quimicos obtidos em CDCI3; nos espectros de RMN de
'H (300 MHz), *C (75 MHz), COSY, HSQC e HMBC (Figuras 34-47, p. 77-83).

No espectro de RMN de *H de D-3 (Figura 34, p. 79) notou-se o padréo de diterpenos
dolastanos, como visualizado em D-1, através da presenca de quatro metilas em &y 0,96 (d, J
=6,9 Hz), 64 1,02 (d, J = 6,9 Hz), 84 0,76 (CH3-16) e 64 1,53 (CH3-20), um multipleto em oy
2,77, e sinais indicativos da dupla ligacdo exociclica (H-15) em 3y 4,74 (s) e o4 4,85 (sl)
(Figuras 34 e 35, p. 79). Foi possivel observar ainda a presenca de 2 grupos acetato atraves
dos sinais de duas metilas em 6y 2,04 (10-OCOCH?3) e em 6y 2,06 (7-OCOCHj3) (Figura 36, p.
80) e de dois sinais de hidrogénios em carbonos oximetinicos em 6y 5,82 (1H, dd, J =78 ¢
5,7), atribuido ao H-10 e em 6y 5,89 (1H, dd, J = 11,1 e 7,2), referente ao H-7 (Figura 37, p.
80).

A andlise do espectro de RMN *3C (Figura 38, pagina 81) permitiu confirmar a
hipotese do esqueleto do tipo dolastano e da presenca dos dois grupamentos acetato
(visualizados no espectro de RMN *H) através dos sinais referentes a quatro carbonos
metilicos em 6¢ 17,79 (CH3-16), ¢ 19,57 (CH3-18), 6¢ 22,48 (CH3-19) e 8¢ 27,95 (CHs-20),
e dois sinais referentes a grupos metilicos de unidade acetato em 8¢ 21,49 (7- OCOCHGg) e 6¢
21,53 (10- OCOCHg), sete sinais metilénicos nos deslocamentos é¢ 31,69 (C-2), é¢ 22,23 (C-
3), dc 37,59 (C-4), d¢c 36,88 (C-6), 6c 50,94 (C-11), d¢c 49,43 (C-13) e 6¢c 109,33 (C-15)
(Figuras 39 a 41, p. 81 e 82). Este sinal em C-15 compfe a dupla ligacdo exociclica,
juntamente com o C quaternario em 6c 152,60 (C-1) (Figura 42, p. 83). Os sinais em dc
144,51 e oc 145,15 localizaram uma dupla ligagéo entre C-8 e C-9, respectivamente (Figura
42, p. 83). Os sinais em d¢ 40,15, d¢c 48,89 e 6¢ 78,08 foram atribuidos aos C-5, C-12 e C-14,
respectivamente (Figuras 40 e 41, p.82). O sinal em &¢ 26,74 foi atribuido ao C-17 da unidade
isopropila, de acordo com a comparacdo com dados da literatura (OCHI et al., 1980).

Outros dois sinais de carbonos oxigenados em &¢c 67,30 e d¢ 78,01 foram atribuidos
aos C-7 e C-10, respectivamente. A presenca de duas unidades acetato nas posi¢Oes sete e dez
da molécula foram confirmadas através dos sinais de carbonilas em 6c 170,76 e o¢c 170,15 e
comparacdo com o amijidictyol (OCHI et al., 1980).

As correlagbes diretas entre hidrogénios e seus respectivos carbonos podem ser
visualizadas no espectro HSQC de D-3 (Figuras 43-46, p.83 a 85) e estdo compiladas na
Tabela 11 (pégina 77).
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Na analise do espectro COSY (Figuras 47 e 48, p. 85 e 86) de D-3 foi possivel
observar as correlagdes entre 0 H-7 (64 5,89) e 0s sinais em oy 2,61 e oy 1,53, 0s quais foram
atribuidos aos H-6. O sinal em &y 5,82 (H-10) correlacionou-se com o sinal em &y 2,31,
referente ao H-11. E este mostrou correlacdo com &y 1,54, que foi atribuido ao outro H-11. Os
hidrogénios das metilas 18 (64 0,96) e 19 (64 1,02) mostraram correlacdo com o sinal em oy
2,77, atribuido ao H-17.

No espectro de HMBC (Figuras 49 - 52, p. 86 a 88) foi possivel visualizar correlacéo
entre os hidrogénios (64 2,06) da metila da unidade acetato inserida no C-10 e a carbonila
desse grupamento em &¢ 170,76. Também foi visualizada correlacdo entre a metila em &y 2,04
e a carbonila em 6y 170,14, ambas pertencentes ao grupamento acetato inserido no C-7.
CorrelagOes entre as metilas Me-18 (64 0,96) e Me-19 (64 1,02) e o sinal em dc 145,06
definiram este como sendo o C-9, assim como correlacdes entre Me-20 (64 1,53) e 0 sinal em
d¢c 144,51 (C-8) asseguram a dupla ligacdo posicionada entre C-8 e C-9. O H-15 (64 4,85)
correlacionou-se com dois sinais: ¢ 78,08, que foi atribuido ao C-14, e o sinal em 6¢ 31,69, 0
qual foi atribuido ao C-2. O sinal em &y 1,94 foi atribuido ao H-13, devido sua correlacdo
com o C-20 (8¢ 27,85). O outro H-13, 84 1,71, foi determinado a partir da sua correlacdo com
0 C-14 (5c 78,08). O sinal da Me-20 correlacionou-se com o ¢ 49,43, referente ao C-13 e
C-11 (8¢ 50,94). J4 a Me-16 (64 0,77) teve seu deslocamento confirmado através das
correlagbes com o C-5 (8¢ 40,14) e C-6 (8¢ 36,88). Também foram observadas correlacdes
entre 0os H-7 (64 5,89) e H-10 (64 5,84) e os carbonos das posi¢bes 8 (d¢c 144,51) e 9 (o¢
145,06).

Assim, ap6s andlise dos dados de RMN uni e bidimensionais e compara¢des com a
literatura concluiu-se que D-3 trata-se de uma substancia inédito na literatura, a qual foi
denominada 4-desoxi-amijidictyol devido as compara¢Ges com o conhecido amijidictyol
(OCHI et al., 1980). Na Tabela 12 (p. 78) é possivel visualizar e comparar os deslocamentos

quimicos das substancias D-3 e D-1.
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Tabela 11. Dados de RMN *H (300 MHz) e *C (75 MHz) de D-3 em CDCl; (8 em ppm e J
em Hz) 15 0

%}

HSQC COSsY HMBC
N(mero oy R
1 - 152,60
2 2,02 31,69 2 H-2
2,51 (m)

3 1,08 22,23

4 1,07 (m) 37,60 2 H-4 C-4,C-16

5 - 40,15

6 1,53 36,88 H-7

2,61 (m)

7 5,89 (1H,dd, 11,1e7,2) 67,30 2 H-6

8 - 144,51

9 - 145,15

10 5,82 (1H, dd, 7,8 € 5,7) 78,01 H-11 C-8

11 2,31 (1H, dd,13,2 e 7,8) 50,94 H-10

1,54 (1H, m) 2 H-11

12 - 48,89

13 1,94 (sl) 49,43 2 H-2 C-14

14 - 78,08

15 4,74 (1H, s) 109,33 2H-4 C-2,C-14

4,85 (1H, sl)

16 0,76 (3H, 5) 17,79 C-5, C-6, C-14

17 2,77 (1H, m) 26,74 H-18; H-19

18 0,96 (3H, d, 6,9) 19,57 H-17 C-5, C-6, C-9, C-17

19 1,02 (3H, d, 6,9) 22,48 H-17 C-9,C-18

20 1,53 (3H, 5) 27,95 C-8, C-11, C-12, C-13

14-OH

7-COOCH; - 170,76
7-COOCHj; 2,06 (3H, s) 21,49 7-COOCH;
10-COOCH, ) 170,15

10-COOCHj, 2,04 (3H,s) 21,53 10-COOCH;s
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Tabela 12. Comparagdo dos dados de RMN de *H e **C (300 MHz) de D-3 em CDCl; com
dados de RMN de *H e *C (400 MHz) da literatura para o Amijidictyol em CDCls (OCHI et
al., 1980) e com D-1.

D-3 Amijidictyol
Amijidictyol Amijidictyol
D-3 (OCHIl et al., D-1 D-3 (OCHl et al., D-1
1980) 1980)
NUmero oy o o dc dc dc
1 - - - 152,6 152,2 149,7
2 2,02 n.o. 2,08 (1H,m) 31,6 30,5 26,3
2,51 (m) 2,63 (1H, m)
3 1,08 n.o. 1,83(1H) 22,2 26,5 27,1
1,86 (1H)

4 1,07 (m) 3,45 (m) 4,79 (1H, sl) 37,6 80,7 81,8

5 - - - 40,1 43,0 42,7

6 1,53 n.o. 1,68 (1H, m, 36,8 34,3 33,2

2,61 (m) 14,0 e 7,0)
2,79 (1H, dd,
14,0e 11,0
7 5,89 (1H, dd, 5,86 (dd, 11,3e = 6,04 (dd, 11,0 67,3 68,0 67,0
11,1e7,2) 7,0) e 7,0)

8 - - - 1445 145,0 170,8

9 - - - 145,1 146,5 1477

10 5,82 (1H,dd, 7,8 5,78 (1H, dd, - 78,01 78,4 207,4

e5,7) 7,3e5,7)

11 2,31 (1H, n.o. 2,30 (1H) 50,9 51,4 56,1

dd,13,2 e 7,8) 2,32 (1H)

1,54 (1H, m)
12 - - - 48,8 49,3 44,1
13 1,94 (sl) n.o. 1,76 (1H, d, 49,4 49,7 47,8

14,5)
2,11 (1H)

14 - - - 78,0 81,0 78,6
15 4,74 (1H, s) 4,78 (1H, sl) e 4,80 (1H, s) 109,3 110,7 110,4

4,85 (1H, sl) 4,89 (1H, sl) 4,92 (1H, s)

16 0,76 (3H, s) 0,70 (3H, s) 0,86 (3H, s) 17,7 18,0 18,2

17 2,77 (1H, m) 2,72 (1H, m) 2,68 (1H, s) 26,7 27,1 25,6

18 0,96 (3H,d,6,9) 0,95(3H,d, 7,00 1,11 (3H,d, 19,5 19,8 19,5

7,0)
19 1,02(3H,d, 6,9 1,01(3H,d, 7,00 1,13(3H,d, 22,4 22,6 19,8
7,0)

20 1,53 (3H, s) 1,52 (3H, s) 1,59 (3H, s) 27,9 28,1 26,5
7-COOCH; - - - 170,7 171,7* 168,9
7-COOCH; 2,06 (3H, s) 2,05 (3H, s) 2,14 (3H, s) 21,4 21,58* 21,3
10-COOCHj3 - - - 170,1 171,2* 169,5
10-COOCHj, 2,04 (3H, s) 2,04 (3H, s) 2,04 (3H, s) 21,5 21,63* 21,1

4-OH 3,89 - 149,7
14-OH 3,45 () 2,08 (1H,m) 26,3
2,63 (1H, m)

n.o. : ndo observado
* sinais que podem estar trocados
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Figura 34. Espectro de RMN 'H de D-3 (CDCls, 300 MHz).
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5.4 Identificacdo estrutural de D-4

A substancia D-4 foi isolada como um dleo escuro (150 mg). A substancia apresentou
[a]p - 55,0 ° (CHCI3). O espectro na regido do IV (Figura 53, p.93) de D-4 apresentou bandas
de absorcéo em 3.415 cm™, correspondente a estiramento de ligacdo OH de hidroxila, e em
2.924 cm™ caracteristica de estiramento assimétrico da ligagdo CH de grupos CH, e CH3, em
1734 cm™ uma absorcéo de grupo carbonilico de éster e em 1715 cm™ uma carbonila de grupo
cetona. Em 1248 cm ™ ha uma absorcéo indicativa de ligagdo C-O.

Na Tabela 13 (p. 89) é possivel visualizar os deslocamentos quimicos obtidos em
CDCl; nos espectros de RMN de *H (300 MHz), *3C (75 MHz), COSY e HMBC (Figuras 54-
65, p. 94-99).

No espectro de RMN de *H (Figura 54, p.94) de D-4 foi possivel observar a presenca
de duas metilas em carbono quaternario, em &y 0,76 (s), referente a Me-16, e em 1,00 (s),
atribuido a Me-20, e duas metilas de unidade isopropila indicada pela presenca de dois
dupletos em 64 1,08 (d, J =6,9) e 64 1,10 (d, J = 6,9) e um multipleto em &y 2,63 (Figuras 55
e 56, p. 94 e 95). Os sinais em oy 4,80 (s) e o 4,94 (sl) indicaram a presenca de uma dupla
ligagdo exociclica (H-15) na molécula. Foi possivel visualizar ainda um sinal em &y 4,83 (t, J
= 4,5), atribuido a hidrogénio em carbono oximetinico (Figura 56, p. 96) e um sinal de metila
de unidade acetato em 8y 2,12 (s), além do envelope de sinais indicativos de esqueleto de
terpenoide (ALI, PERVEZ, 2003).

A andlise do espectro de RMN **C (Figura 58, p. 96) permitiu visualizar os sinais em
d¢c 23,14 e o¢ 21,83 atribuidos as Me-16 e Me-20, respectivamente; 8¢ 18,30 (Me-18) ¢
18,30 (Me-19) e d¢ 41,14 (C-17), referentes a unidade isopropila (Figuras 59, p. 96). A
diferenga que surge neste esqueleto diterpénico em relagcdo ao esqueleto dolastano descrito em
D-1, D-2 e D-3 é a desprotecdo do C-17, explicada pela presenca de uma carbonila de cetona
em C-9 (6¢ 214,78) (Figura 60, p. 97). Os sinais em 6¢ 104,50 e &¢c 83,31 foram atribuidos a
carbono hemiacetal (C-8) e quaternario oxigenado (C-14), respectivamente. A dupla terminal
teve sua presenca confirmada com os sinais em 6c 146,98 (C-1) e 6c 109,55 (C-15). O
conjunto de sinais visualizados nos espectros de RMN *H e *3C juntamente com os dados de
referéncia na literatura (Tabelas 13 e 14, p. 91 e 92) permitiram inferir que D-4 pertence a
classe de diterpeno do tipo seco-dolastano, tipicamente encontrado em C. cervicornis.

No espectro de correlacdes heteronucleares HMBC (Figura 61, p. 97) de D-4 foram
observadas correlagdes entre os H-15 (64 4,94 e oy 4,80) com C-14 (64 83,31) e C-2 (28,18)
(Figura 62, p. 98). Os hidrogénios da metila 20 (64 1,00) correlacionaram-se com 6¢c 43,65
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(C-12) oc 40,01 (C-13) e o¢c 104,50 (C-8) (Figura 63, p.98). A posicdo dos hidrogénios da
metila 16 foi confirmada através de correlagbes com C-4 (d¢ 78,24), C-5 (8¢ 39,50), C-6 (dc
32,20), C-14 (d¢ 83,31) (Figura 63, p.98). O H-17 (6¢c 2,63) correlacionou-se com C-18 (6¢
18,31) e C-19 (6¢ 18,31) e com ¢ 214,78, confirmando a presenca da carbonila em C-9.
Correlacdes entre a metila (64 2,12) e a carbonila (6¢c 171,11) da unidade acetato também
foram detectadas (Figura 64, p.99).

No espectro COSY de D-4 (Figura 65, p. 99) foi possivel visualizar correlagdes entre
H-17 (64 2,63) 64 1,08 (H-18 e H-19). O sinal em &y 4,83 (H-4) correlacionou-se com 6y
1,80, que foi atribuido a H-3. E este mostrou correlacdo com o sinal em &y 2,76, atribuido a
H-2.

Assim, apos analise dos dados de RMN uni e bidimensionais e compara¢des com
dados da literatura, visualizados na Tabela 14 (pagina 92), foi possivel identificar D-4 como o
diterpeno secodolastano acetato de isolinearol, substancia ja isolada de C. cervicornis
(TEIXEIRA et al., 1986).

Acetato de Isolinearol



91

Tabela 13. Dados de RMN *H (300 MHz) e *C (75 MHz) em CDCl; (8 em ppm e J em Hz)

da substancia D-4.

RMN COSY HMBC
o dc

1 146,98

2 2,70 (1H, m) 28,18 H-3

3 1,81 (1H, m) 31,18

4 4,83 (1H, 1, 2,7) 78,24 H-3

5 - 39,60

6 32,20

7 29,61

8 - 104,50

9 - 214,78

10 2,48 (2H) 29,26

11 36,00

12 - 43,65

13 1,97 (1H, sl) 40,01 C-1,C-8, C-12, C-14

1,71 (1H, sl)
14 - 83,31
15 4,80 (1H, s) 109,55 C-2, C-14
4,94 (1H, sl)

16 0,76 (3H, s) 23,14 C-4,C-5, C-6, C-14

17 2,63 (1H, m) 41,14 C-9, C-18

18 1,08 (3H, d, 6,9) 18,31 H-17

19 1,10 (3H, d, 6,9) 18,31 c-9

20 1,00 (3H, s) 21,83 C-8,C-12, C-13
4-COOCHs; 171,11
4-COOCHs, 2,12 (3H, s) 22,58
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Tabela 14. Comparagdo dos dados de RMN de *H e **C (300 MHz) de D-4 em CDCl; com
dados de RMN de ‘H e **C (400 MHz) da literatura em CDCl; e CD;0D (ALI, PERVEZ,
2003).

Referéncia Referéncia
D-4 (ALI, PERVEZ, 2003) D-4 (ALI, PERVEZ, 2003)
Namero on on dc dc
1 - 146,9 146,8
2 2,70 (1H, m) n.o 31,2 31,0
3 1,81 (1H, m) n.o 28,2 27,9
4 4,83 (1H,1,2,7) 4,84 (1H, t, 4,5) 78,2 78,3
5 - - 39,6 39,4
6 n.o 32,2 32,1
7 n.o 29,6 29,2
8 - - 104,5 104,2
9 - - 214,8 215,8
10 2,48 (2H) n.o 29,3 29,1
11 n.o 36,0 36,1
12 - - 43,65 43,5
13 1,97 (sl) n.o 40,0 40,9
1,71 (sl)
14 - - 83,31 83,3
15 4,80 (1H, s) 4,79 (1H, s) 109,5 109,5
4,94 (1H, sl) 4,98 (1H, s)
16 0,76 (3H, s) 0,75 (3H, s) 23,1 23,0
17 2,63 (1H, m) 2,62 (1H, hp, 6,9) 41,1 40,9
18 1,08 (3H, d, 6,9) 1,08 (3H, d, 6,9) 18,3 18,1
19 1,10 (3H, d, 6,9) 1,09 (3H, d, 6,9) 18,3 18,1
20 1,00 (3H, s) 0,99 (3H, s) 21,8 21,4
4-COOCH;, 1711 171,8
4-COOCH; 2,12 (3H, s) 2,11 (3H, s) 22,6 22,6

n.o. : ndo observado
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ESPECTROS D-4
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5.5 Identificacéo estrutural de D-5

A substéncia D-5 foi isolada sob a forma de um dleo incolor (6 mg). Na Tabela 15 (p.
101) é possivel visualizar os deslocamentos quimicos obtidos em CDCI; nos espectros de
RMN de *H (300 MHz), *C (75 MHz), HSQC, HMBC (Figuras 66-73, p.102-105). A
substancia apresentou [a]p - 31,0 ° (CHCIy).

O espectro de RMN de *H de D-5, assim como observado em D-4, exibiu 0s quatro
sinais caracteristicos para metilas: em &y 0,71 (s) e em 1,00 (), atribuido as Me-16 e Me-20,
respectivamente, além das duas metilas da unidade isopropila 64 1,10 (d, J = 7,2 Hz) e 64 1,12
(d, J = 6,9 Hz) e um multipleto em &y 2,63 (H-17) (Figuras 66 e 67, p.102). Sinais para
hidrogénios olefinicos (H-15) foram visualizados em &y 4,85 (s) e em 6y 4,68 (s) (Figura 67,
p. 102). A reducdo no valor de um dos H-15 foi devido a auséncia de oxigenacao no anel de
seis membros. Foi possivel visualizar ainda envelope de sinais indicativos de esqueleto de
terpenoide (BANO et al., 1990).

O espectro de RMN *3C (Figura 68, p. 103) exibiu os sinais em ¢ 21,51 e ¢ 22,83 0s
quais, por comparacao com a literatura (BANO et al., 1990) foram atribuidos as Me-16 e Me-
20, respectivamente. A presencga de unidade isopropila nos delocamentos: ¢ 18,33 (Me-18),
oc 18,37 (Me-19) e 6¢ 41,14 (C-17) (Figura 69, p.103), e da dupla terminal em: &¢ 146,98 (C-
1) e 6¢ 109,55 (C-15) também foram confirmadas com base na literatura. Sinais de grupo
carbonila em C-9 (¢ 214,78), um carbono hemiacetal em 6¢ 104,84 (C-14), e um quaternario
oxigenado em o6c 84,09 (C-) sugeriram a presenga esqueleto de diterpeno do tipo seco-
dolastano para D-5 (Figura 70, p.104).

Na andlise do espectro HMBC (Figura 71, p. 104) de D-5 foi possivel visualizar
correlagdes entre o H-18 (64 1,10) e o carbono em &¢c 214,84, confirmando a presenca da
carbonila no C-9 (Figura 72, p.105). O H-15 (64 4,68) correlacionou-se com dc 84,09 e oc
32,60, atribuidos a C-14 e C-2, respectivamente (Figura 73, p. 105).

Assim, ap6s analise dos dados de RMN uni e bidimensionais e compara¢des com
dados da literatura (BANO et al., 1990), os quais podem ser visualizados na Tabela 15 (p.
101), foi possivel identificar D-5 como sendo o diterpeno secodolastano indicol, isolado em

C. cervicornis.
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Tabela 15. Comparagdo dos dados de RMN de *H e **C (300 MHz) de D-5 em CDCl; com
dados de RMN de *H e *C (400 MHz) da literatura em CDCl; (BANO et al., 1990).

‘n\\\\\\\ g

Referéncia Referéncia

D-5 (BANO et al., D-5 (BANO et D-5

1990) al., 1990)
NUmero on on dc dc HMBC
1 - 148,57 148,70
2 2,11(1H, m) n.o 32,60 34,42
3 1,45 (m) n.o 34,38 32,66
4 1,37 (m) n.o 23,28 23,31
5 - 37,06 37,07
6 1,75 n.o 31,91 32,63
7 1,26 (1H) n.o 29,91 29,95
8 - 104,84 104,84
9 - 214,84 214,98
10 1,81 n.o 28,68 28,70
11 2,47 n.o 36,22 36,26
12 ; 44,15 44,18
13 1,76 (1H) n.o 40,71 40,73
14 - 84,09 84,10
15 4,68 (1H, s) 4,66 (1H, s) 108,35 108,37
4,85 (1H, s) 4,84 (1H, s)
16 0,71 (3H, s) 0,70 (3H, s) 21,51 21,53 C-5,C-14
17 2,63 (1H, m) 2,60 (1H, m) 41,02 41,04 C-9, C-18,

C-19

18 1,10(3H,d,6,9) 1,09 (3H,d, 6,9) 18,33 18,35 C-9
19 1,12 (3H,d,7,1)  1,10(3H,d, 6,9) 18,37 18,38
20 1,00 (3H, s) 0,99 (3H, s) 22,93 22,95

n.o. : ndo observado
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ESPECTROS D-5
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5.6 Comparacdo dos extratos brutos de C. cervicornis coletada no litoral da Paraiba

(EPB2) e C. cervicornis coletada no litoral do Rio de Janeiro (ECC)

Esta alga vem sendo estudada hd mais de 30 anos pelo grupo da professora Dra.
Valéria L. Teixeira. No inicio era denominada Dictyota cervicornis, até que em 2006 De
Clerck e colaboradores publicaram a nova classificacdo, na qual D. cervicornis e algumas
outras espécies de Dictyota foram enquadradas no recém-criado género Canistrocarpus.

Classificar as algas do género Dictyota ndo € tarefa facil, pois o pleomorfismo
existente no género dificulta o correto estabelecimento da espécie. Vérios trabalhos foram
publicados mostrando a similaridade quimica entre as espécies de Dictyota (TEIXEIRA et al.,
1986a; TEIXEIRA et al., 1986b; KELECOM, TEIXEIRA, 1988; DE-PAULA et al., 2001). A
comparagdo entre os extratos da alga coletada no litoral Paraibano e no litoral do Rio de
Janeiro foi motivada por duvidas na classificacdo da espécie coletada na Praia do Bessa (Jodo
Pessoa-PB) para este estudo, a qual foi inicialmente identificada como D. pulchella.

A quimica tem se mostrado uma ferramenta muito importante no auxilio a
classificacdo de espécies, principalmente na familia Dictyotaceae. Iniciamos a comparacao
dos extratos utilizando uma placa cromatografica eluida em CH,Cl,:AcOEt (8:2), revelada
com solugdo de sulfato cérico em acido sulfirico e aquecida por 5-8 minutos em chapa
aquecedora. Em seguida a placa foi digitalizada (Figura 75, p. 107). Também foram obtidos
os espectros de RMN de *H de ambos os extratos para uma comparacdo mais objetiva e
segura do perfil ficoquimico das amostras coletadas em diferentes localidades, onde foi
possivel a identificacdo dos metabdlitos majoritarios presentes em cada extrato.

Do extrato bruto de C cervicornis proveniente do litoral paraibano a substancia
majoritaria isolada foi o diterpeno secodolastano acetato de isolinearol (A), enquanto que do
extrato proveniente da alga do litoral fluminense se obteve em maior proporcdo o diterpeno
dolastano 4a,7a-diacetoxi-14-hidroxidolasta-1(15),8-dieno (B) (Figura 76, p. 107), o que
sinalizou que as diferentes condi¢cbes ambientais podem interferir na proporcdo de
secodolastanos e dolastanos presentes na alga.

A deteccdo de compostos da classe dolastano e secodolastano na alga coletada na
Praia do Bessa (PB), contribuiu para a correta identificacdo da alga como sendo
Canistrocarpus cervicornis, devido a sua composi¢cdo quimica ser predominantemente

composta por diterpenos do tipo dolastano e secodolastano, fato este que demonstra o valor
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dos diterpenos como marcadores quimiotaxondmicos do género, uma vez que nao ocorrem
em outros géneros da tribo Dictyoteae.

A anélise dos espectros de RMN *H da alga coletada na Paraiba (EPB2, Figura 77,
p.108) e da alga coletada no Rio de Janeiro (ECC, figura 78, p. 108) mostrou muitas
semelhancas, assim como foi visualizado na CCDA realizada com os extratos (Figura 75,
p.107).

Para reforcar a hipotese da reclassificagdo de D. pulchella em C. cervicornis, 0s
diterpenos isolados da alga pertenceram exclusivamente a classe dos dolastanos e
secodolastanos, os marcadores quimiotaxondmicos de Canistrocarpus, esclarecendo, assim,

nossas duvidas.

CH:Cl-ACOEL (32)

-
[ -
-

- A—

JESpPRTT . cttanctiobiie
EPB2 ERJ

Figura 75: Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) dos extratos brutos de C. cervicornis coletada
no litoral da Paraiba (EPB2) e C. cervicornis coletada no litoral do Rio de Janeiro (ERJ) eluida em
diclorometano e acetato de etila (8:2).
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Figura 76. Diterpenos majoritarios em C. cervicornis coletada no litoral da Paraiba (A) e no litoral do Rio de
Janeiro (B).
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6 CONCLUSAO

O estudo ficoquimico de C. cervicornis do litoral da Paraiba resultou no isolamento de
cinco diterpenos, sendo trés do tipo dolastano, D-2 (4-acetoxi-14-hidroxidolasta-1(15),7,9-
trieno), D-1 (4,7-diacetoxi de dichotenona A) e D-3 (4-desoxi-amijidictyol), estes dois
ultimos inéditos na literatura, e dois secodolastanos, D-4 (acetato de isolinearol) e D-5
(indicol). O género Canistrocarpus é reconhecido como produtor de diterpenos do tipo
dolastano e secodolastano, assim, o isolamento dessas substancias, aliado a comparacdo dos
extratos entre as algas coletadas na Paraiba e no Rio de Janeiro, reforgou a taxonomia da
espécie e demonstrou o valor dos diterpenos dolastano e secodolastano como marcadores
guimiotaxonémicos do género. A susbtancia D-4 foi disponibilizada para estudos bioldgicos:
testes com Leishmania amazonensis (serdo realizados pela aluna de mestrado Raphaella
Lopes, orientada pela Prof. Dra. Ver6nica Amaral), testes antivirais com HSV-1 (virus Herpes
simples - seréo realizados pela aluna de doutorado Caroline Barros, orientada pelas Profa.Dra.
Izabel Paixao e Prof. Dra. Valéria Teixeira) e testes contra veneno de cobra serdo realizados
no Laboratdrio de Venenos e Toxinas de Animais e Avaliacdo de Inibidores coordenado pelo
Prof. Dr. André Fully.
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