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RESUMO

Organismos marinhos sdo fontes potencialmente geradoras de metabdlitos
secundarios bioativos que podem representar ferramentas Uteis no desenvolvimento
de novos farmacos. As algas vermelhas sdo consideradas a principal fonte de
muitos metabdlitos biologicamente ativos, quando comparadas com outras classes
de algas, e compreendem cerca de 8000 espécies. Nas areas litordneas do
Nordeste brasileiro, as algas vermelhas, como do género Gracilaria, sdo espécies
abundantes. As rodoficeas Gracilaria birdiae, Gracilaria caudata, Gracilaria
cervicornis e Gracilaria domingensis (familia Gracilariaceae) coletadas no litoral
paraibano foram alvos do nosso interesse cientifico com o objetivo de conhecer seus
principios ativos, considerando-se que, na literatura cientifica, sdo quase
inexistentes quaisquer dados quimicos ou farmacolégicos. Somou-se a esta
pesquisa, uma colaboracdo com o Prof. Dr. Vassilios Roussis da Universidade de
Atenas (Grécia), por intermédio do Programa de Doutorado no Pais com Estdgio no
Exterior (PDEE/CAPES). Através desta parceria, realizou-se também o estudo
guimico da alga vermelha  Sphaerococcus coronopifolius (familia
Sphaerococcaceae) coletada no mar Jonico (Grécia), tendo em vista que esta
espécie ja foi alvo de investigagbes quimicas prévias e apresenta,
reconhecidamente, um excelente perfil quimico. Para o cumprimento desses
objetivos, foram utilizados métodos cromatograficos e espectroscopicos adequados.
A andlise das algas do género Gracilaria permitiu a identificacdo de uma fracéo rica
em hidrocarbonetos, e o isolamento e identificagdo de um esterol e um acido graxo
na alga G. caudata, bem como a andlise e caracterizacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos dos extratos CH,Cl,/MeOH das quatro espécies em estudo. O estudo
da alga Sphaerococcus coronopifolius culminou no isolamento e purificacdo de vinte
terpenos, sendo trés inéditos na literatura, um isolado pela primeira vez na espécie,
um isolado pela primeira vez desta espécie quando coletada no mar J6nico (Grécia),
e 0s demais re-isolados com vistas a obtencdo de material para a realizacado de

testes bioldgicos.

Palavras-chaves : Algas. Gracilaria. Sphaerococcus. Acidos graxos. Terpenos.



ABSTRACT

Marine organisms are potentially prolific sources of bioactive secondary metabolites
that might represent useful leads in the development of new pharmaceutical agents.
Red algae are considered the main source of many biologically active metabolites in
comparison to other algal classes and they comprise about 8,000 species. In
northeastern Brazil littoral areas, red seaweeds like Gracilaria are abundant species.
The red algae Gracilaria birdiae, Gracilaria caudata, Gracilaria cervicornis and
Gracilaria domingensis (family Gracilariaceae) collected on the coast of Paraiba were
targets of our scientific interest in order to know their active constituents due to the
lack of chemical and pharmacological data in scientific literature. A collaboration with
Professor Vassilios Roussis, University of Athens (Greece), through financial support
of the Programa de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior (PDEE/CAPES) was
added to this research. Through this partnership, the phytochemical study of the red
alga Sphaerococcus coronopifolius (family Sphaerococcaceae) collected in the
lonian Sea (Greece) was also performed since this species has been subject of
previous chemical investigations and has an acknowledged excellent phytochemical
profile. Suitable chromatographic and spectroscopic methods were used to
accomplish those objectives. The analysis of the algae from the genus Gracilaria
allowed the identification of a fraction rich in hydrocarbons, and the isolation and
identification of a sterol and a fatty acid from the alga G. caudata, as well as the
analysis and characterization of methyl esters of fatty acids of the CH,Cl,/MeOH
extracts of the four species under study. The study of the alga Sphaerococcus
coronopifolius resulted in the isolation and purification of twenty terpenes, being three
new ones, one first isolated in the species, one first isolated in the species when
collected in the lonian Sea (Greece) and other re-isolated in order to obtain material

for biological tests.

Keywords : Algae. Gracilaria. Sphaerococcus. Fatty acids. Terpenes.
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1 INTRODUCAO

1.1 A natureza como fonte de substancias bioativas ea
importancia das algas neste contexto

A natureza tem provido a humanidade com insumis ha séculos e continua a
ser a mais rica fonte de produtos quimicos bioativos para o desenvolvimento de
drogas modernas Plantas terrestres, em particular, foram utilizadas como base de
sofisticadas Farmacopeias tradicionais ja a partir de 2600 a.C., e algumas das
primeiras documentacdes vém de inscricbes da Mesopotamia. Registros dos antigos
egipcios e chineses mostram que as plantas eram utilizadas para a preparacdo de
centenas de medicamentos, abrangendo uma gama impressionante de problemas
de saude e doencas. No mundo antigo ocidental, o filosofo e naturalista Teofrasto (~
300 a.C.) compilou em seus nove livros intitulados Historia das Plantas as
caracteristicas botanicas e propriedades medicinais das ervas. No ano 100 d.C., o
médico Dioscorides, seguindo os exércitos romanos, desenvolveu e gravou uma
grande variedade de receitas e formulas complexas utilizando ervas medicinais
(IOANNOU; ROUSSIS, 2009).

Evidentemente, a natureza continuara sendo, por muito tempo, uma
abundante fonte de novas substancias bioativas, tendo em vista que, até agora,
apenas 5 a 15% das cerca de 250.000 espécies de plantas superiores foram
sistematicamente estudadas (IOANNOU; ROUSSIS, 2009).

A vida surgiu no mar h&a cerca de 3,5 bilhdes de anos e seus habitantes
constituem o sistema mais diversificado do planeta (BRASIL, 2010). A biota marinha,
apesar dos oceanos cobrirem dois ter¢cos da superficie da terra, continua a ser uma
fonte quase inexplorada de substancias novas e importantes (IOANNOU; ROUSSIS,
2009). Desde o fim da Il Guerra Mundial, o0 mar tem despertado o interesse dos
bidlogos, oceandégrafos, bioquimicos e quimicos sobre o seu potencial
biotecnolégico (BRASIL, 2010). O inicio efetivo de investigacdes foi, todavia,
retardado devido a dificuldades de coleta. Os avancos em mergulho autbnomo e o

desenvolvimento de equipamentos para coleta em maiores profundidades,
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associados as novas técnicas cromatograficas, espectroscopicas, de cultivo, dentre
outras, resultaram no seu desenvolvimento a partir dos anos 70 (BRASIL, 2010).

No que concerne a bioprodutos, tendéncias recentes na pesquisa de drogas a
partir de fontes naturais sugerem que as algas Sdo um grupo promissor no
fornecimento de novas substancias bioativas (IOANNOU; ROUSSIS, 2009;
OLIVEIRA et al., 2009).

As algas tém proporcionado o maior nimero de substancias dentro de um
anico grupo de organismos marinhos e estdo dentre os primeiros quimicamente
analisados, com mais de 3600 artigos publicados descrevendo 3300 metabdlitos
secundérios, e ainda continuam a ser uma fonte quase inesgotavel de novos
compostos bioativos (IOANNOU; ROUSSIS, 2009).

As algas vermelhas ou rodoficeas, quando comparadas com outras classes
de algas, sdo consideradas a fonte mais importante de muitos metabdlitos
biologicamente ativos. Existem aproximadamente 8000 espécies de algas
vermelhas, a maioria das quais sdo de origem marinha. Estas sdo encontradas na
regido entremarés e no infralitoral até profundidades de até 40 ou, ocasionalmente, a
250 m (GAMAL, 2010).

As macroalgas marinhas sintetizam produtos com um amplo espectro de
atividades biolégicas, principalmente os representantes de mares tropicais e
subtropicais, como é o caso da costa brasileira, sendo, portanto, muito relevante o
seu estudo quimico (TEIXEIRA et al., 1991).

O litoral brasileiro possui uma extensédo de 8698 km de costa (BRASIL, 2010),
onde se pode destacar uma diversidade marinha excepcional e praticamente
desconhecida (SOUZA et al., 2011) no que tange a quimiotaxonomia e farmacologia

dos seus individuos quando comparados ao conhecimento da nossa flora terrestre.

No Nordeste do Brasil, as algas sado abundantes, facilmente coletadas e
tratadas, sendo utilizadas principalmente como biomassa para o tratamento de
efluentes industriais (OLIVEIRA et al., 2009).

A manutencao e melhoria da qualidade de vida, principalmente em paises em
desenvolvimento e regides pobres que enfrentam sérios problemas com as secas,

como no Nordeste do Brasil, motivam a busca por novas substancias extraiveis de
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recursos naturais renovaveis (OLIVEIRA et al, 2009). Tendo em vista a
disponibilidade e a diversidade da nossa biomassa, torna-se imperativo que estudos
prospectivos sejam realizados, objetivando a identificacdo de potenciais compostos

oriundos de macroalgas marinhas.

Reconhecendo a importancia das algas no que tange a produgcao de
substancias das mais variadas classes, o potencial terapéutico destes individuos
marinhos e a riqueza da nossa flora marinha, o grupo do Programa de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (PgPNSB) buscou, também nas algas, a
possibilidade da descoberta de novos farmacos, ou protétipos para estes através da
extracdo, isolamento e caracterizacéo estrutural de suas substancias, empregando,
para tanto, métodos extrativos, cromatograficos e espectroscopicos,
respectivamente. O estudo dos organismos marinhos caracteriza-se como uma nova

linha de pesquisa no PgPNSB.

Portanto, com base nessas premissas, as especies de rodoficeas Gracilaria
birdiae Plastino & Oliveira, Gracilaria caudata J. Agardh, Gracilaria cervicornis
(Turner) J. Agardh e Gracilaria domingensis (Kuetz.) Sonder ex Dickie (familia
Gracilariaceae) coletadas no litoral paraibano foram alvos do nosso interesse
cientifico com o objetivo de conhecer seus principios ativos, através de um estudo
guimico pioneiro e criterioso que é base essencial para o direcionamento de estudos
farmacoldgicos, considerando-se que, na literatura cientifica, sdo quase inexistentes

quaisquer dados quimicos ou farmacoldgicos no que tange aos seus estudos.

Somou-se a esta pesquisa uma colaboracdo com o Professor Dr. Vassilios
Roussis da Universidade de Atenas (Grécia), por intermédio do Programa de
Doutorado no Pais com Estagio no Exterior (PDEE/CAPES). Através desta parceria
realizou-se também o estudo quimico da alga vermelha Sphaerococcus
coronopifolius Stackhouse 1797 (familia Sphaerococcaceae) coletada no mar Jénico
(Grécia), tendo em vista que esta espécie foi alvo de investigagdes quimicas prévias
com excelentes resultados, onde dois diterpenos (Bromosphaerol e
Sphaerococcenol A) sdo responsaveis por cerca de um terco do rendimento de seu
extrato organico, sendo que o segundo apresentou uma potente atividade
antitumoral (SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010a). A espécie S. coronopifolius é

também considerada uma fonte prolifica incomum de uma extensa variedade de
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diterpenos interessantes, incentivando, desta maneira, a busca pelo isolamento de
novas substancias e re-isolamento de outras com vistas a obteng&o de material para

a realizacao de testes bioldgicos.

1.2 Consideracdes sobre a familia Gracilariaceae

A familia Gracilariaceae (Rodophyta) pertence a ordem Gracilariales e é
composta por cerca de 9 géneros e 224 espécies (ALGAEBASE, 2011; GUIRY,
2011a).

1.3 Consideracdes sobre o género  Gracilaria Greville 1830

Gracilaria Greville 1830 é um dos géneros que possui 0 maior niumero de
espécies na familia Gracilariaceae (Rhodophyta), (MACIEL et al., 2008; FREILE-
PELEGRIN; MURANO, 2005) sendo um dos mais bem representados dentre as
algas vermelhas (BELLORIN et al., 2002) com mais de 150 espécies descritas,

muitas delas pouco conhecidas e com distribuicdes muito limitadas (GUIRY, 2011b).

O género Gracilaria distribui-se na maior parte dos mares tropicais e
temperados do mundo (MACIEL et al. 2008; FREILE-PELEGRIN; MURANO, 2005;
OLIVEIRA; PLASTINO, 1994) (Figura 1, p. 34) e é considerado uma fonte importante
de agar mundial (CARDOZO et al., 2011; GAMAL, 2010; MACIEL et al., 2008;
FREILE-PELEGRIN; MURANO, 2005; OLIVEIRA et al., 2000) que tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas (BEZERRA; MARINHO-SORIANO, 2010). As
algas gracilarioides incluem alguns dos mais valiosos organismos marinhos
(BELLORIN et al., 2002), sendo economicamente exploradas pelas industrias
comeéstica, farmacéutica e alimenticia (CARDOZO et. al, 2011; TONON et al., 2011).

Espécies de algas vermelhas do género Gracilaria ocorrem naturalmente ao
longo do litoral brasileiro (TONON et al., 2011; GRESSLER et al., 2010; MARINHO-
SORIANO et al.,, 2009) e sdo abundantes nas areas litoraneas do Nordeste
(MARINHO-SORIANO et al., 2007).

Almeida et al. (2011) relatam que extratos de algas do género Gracilaria tém

apresentado importantes atividades bioldgicas, tais como antibacteriana, antiviral,
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antifangica, anti-hipertensiva, citotdéxica, espermicida, embriotoxica e anti-

inflamatoéria.

Oliveira e colaboradores, 2009 avaliaram as espécies G. birdiae, G. caudata,
G. cervicornis e G. domingensis coletadas na costa do Ceara, Nordeste do Brasil,
guanto a seus atributos nutritivos e nao nutritivos, além do seu grau de
contaminacgao por poluentes, a fim de se verificar sua viabilidade como alimento para
seres humanos e/ou animais. Esta analise concluiu que a refeicdo com as referidas
algas mostra fatores antinutrientes e/ou téxicos que podem contribuir para a reducéo
da sua qualidade nutricional. Desta forma, essas algas ndo sao apropriadas para o
consumo humano devido a contaminacdo por metais toxicos e porgue, mesmo
depois do tratamento térmico, elas mostram atividade inibidora de tripsina. Apesar
das limitacdes nutricionais e toxicas, essas algas sao fontes potenciais de nutrientes
e, portanto, mais estudos sdo necessarios para garantir a sua utilizacdo segura para

consumo humano e animal.

Figura 1 - Distribuicdo mundial do género  Gracilaria .

Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Gracilaria
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1.4 Consideracdes sobre a espécie  Gracilaria birdiae Plastino &
Oliveira

A espécie Gracilaria birdiae habita substratos rochosos intertidais ou subtidais
(GUIRY, GUIRY, 2011a). Ela distribui-se basicamente no Brasil (América do Sul),

conforme mostra a Figura 2 (p. 36).

No Brasil, G. birdiae € uma das espécies exploradas comercialmente pelas
comunidades pesqueiras e a colheita excessiva de algas do género tem tido
consequéncias negativas sobre a sustentabilidade deste recurso natural (BEZERRA,
MARINHO-SORIANO, 2010).

No que concerne a sua composicéo, G. birdiae parece ser potencial fonte de
proteinas dietéticas, aminoacidos, lipidios e acidos graxos essenciais para humanos
e animais (GRESSLER et al.,, 2010). O elemento quimico manganés (Mn) foi

encontrado em alta concentracao nesta espécie (TONON et al., 2011).

Cardozo et al. (2011) revelaram que G. birdiae é importante fonte com bom

rendimento de compostos fotoprotetores.

Souza e colaboradores, 2011 investigaram as propriedades antioxidantes dos
extratos etandlico e metandlico de G. birdiae coletada na costa Atlantica nordeste do
Brasil (Ceara) e concluiram que a referida alga pode ser utilizada como fonte de

antioxidantes naturais.
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Figura 2 - Distribuicao da espécie  Gracilaria birdiae .

Fonte: http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species id=62160

1.5 Consideractes sobre a espécie  Gracilaria caudata J. Agardh

Gracilaria caudata € uma das espécies mais comuns em regiées tropicais e
subtropicais do Oceano Atlantico (CHOW et al., 2007). Distribui-se na América do
Norte, Ilhas Caribenhas e América do Sul (incluindo o Brasil) (GUIRY, GUIRY,
2011b) como mostra a Figura 3 (p. 37). E uma alga que cresce naturalmente ao
longo da costa brasileira, em especial no Nordeste, onde séo recolhidas e vendidas
por pescadores para extracdo de agar (MARINHO-SORIANO et al., 2011;
MARINHO-SORIANO et al., 2009).

Neves e colaboradores, 2001 relataram que a lectina obtida de G. caudata
induziu a migracdo de neutrofilos in vivo e in vitro, sendo observada também uma

méaxima quimiotaxia de neutréfilos humanos.

Foi demonstrada atividade anti-tricomona moderada de G. caudata coletada
no Golfo do México e Caribe (MOO-PUC et al., 2008).

A espécie coletada no Estado do Ceara (Brasil) ja foi estudada quanto a

ocorréncia de compostos carotenoides provitamina A e vitamina E em sua
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composicdo, sendo detectados [-caroteno e vitamina A (retinol equivalente)
(SOUSA et al., 2008).

Costa e colaboradores, 2010 extrairam polissacarideos sulfatados de G.
caudata coletada no Estado do Rio Grande do Norte (Brasil) para analise de
atividades biologicas, sendo constatado que a referida alga possui atividade
antioxidante nos ensaios de capacidade antioxidante total, sequestrador radicalar,
atividade quelante de ferro e poder redutor, e também apresentou atividade
antiproliferativa dose-dependente. Importante salientar que os autores destacaram

que esta era a Unica alga do estudo utilizada na alimentagéo da populagéo local.

Estudos realizados por Marinho-Soriano et al. (2011) mostraram que o0 uso de
G. caudata como biofiltro tem o potencial de ser uma pratica ecologicamente correta

e pode contribuir para a melhoria da qualidade da agua de regifes costeiras.

Figura 3 - Distribuicao da espécie  Gracilaria caudata .

(Fonte: http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=11081)
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1.6 Consideracdes sobre a espécie  Gracilaria cervicornis  (Turner)
J. Agardh

A espécie Gracilaria cervicornis distribui-se pela Europa, llhas Atlanticas,
América do Norte, América Central, llhas Caribenhas, América do Sul, Africa e Ilhas
do Oceano indico (GUIRY, GUIRY, 2011c) conforme mostra a Figura 4.

Carneiro et al. (2011) verificaram que esta espécie apresenta uma boa

capacidade de absorcao de nutrientes.

Figura 4 - Distribuicao da espécie  Gracilaria cerviconis .

Fonte: http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species id=679

1.7 Consideracdes sobre a espécie  Gracilaria domingensis
(Kuetz.) Sonder ex Dickie

A Figura 5 (p. 39) exibe a distribuicdo da espécie Gracilaria domingensis na
América Central, llhas Caribenhas e América do Sul (GUIRY, GUIRY, 2011d).

Nunes (2005) citado por Schmidt (2010) relata que G. domingensis esta
também distribuida ao longo do litoral brasileiro desde o Estado do Maranhéo até o

Estado de Santa Catarina, Brasil.
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A julgar pela sua composicdo, G. domingensis parece ser potencial fonte de
proteinas dietéticas, aminoacidos, lipideos e acidos graxos essenciais para humanos
e animais (GRESSLER et al., 2010). Os elementos quimicos calcio (Ca) e potassio

(K) foram encontrados em altas concentracdes nesta espécie (TONON et al., 2011).

Lhullier et al. (2006) verificaram que o extrato etanolico de G. domingensis

apresentou alta toxicidade (CLsg < 50 ug/mL).

Cardozo et al. (2011) revelaram que G. domingensis € importante fonte com

bom rendimento de compostos fotoprotetores.

Figura 5 - Distribuicao da espécie  Gracilaria domingensis .

Fonte: http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=11088
1.8 Consideracdes sobre a familia Sphaerococcaceae

A familia Sphaerococcaceae (Rodophyta) pertence a ordem Gigartinales e

compreende um unico género: Sphaerococcus Stackhouse 1797 (GUIRY, 2011c).
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1.9 Consideracbes sobre o género  Sphaerococcus Stackhouse
1797

O género Sphaerococcus é representado por 5 espécies distribuidas no
Atlantico oriental, das Ilhas Britanicas até as llhas Canarias e no Mar Mediterréneo e
Mar Negro (GUIRY, 2011d). A Figura 6 mostra sua distribuicdo mundial.

Figura 6 - Distribuicao do género  Sphaerococcus .

Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Sphaerococcus

1.10 Consideracdes sobre a espécie  Sphaerococcus
coronopifolius  Stackhouse 1797

A espécie Sphaerococcus coronopifolius (Figura 7, p. 41) cresce normalmente
em rochas de areas rasas (SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010c) e distribui-se na
Irlanda, Europa, llhas Atlanticas, Africa e Sudoeste da Asia (GUIRY, GUIRY, 2011e)
de acordo com a Figura 8 (p. 41).
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Figura 7 - Espécie Sphaerococcus coronopifolius

Fonte:http://www.algaebase.org/_mediafiles/algaebase/3EE735B10772e009F9uUm304DEA4C/
kPbfKn8ow9rc.jpg

Figura 8 - Distribuicao da espécie  Sphaerococcus coronopifolius

Fonte: http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=123

Ha diversas investigacOfes quimicas sobre a espécie S. coronopifolius
coletada no mar Jénico (Grécia) que apontam a mesma como uma excelente fonte
de diterpenos halogenados ou néo-halogenados (SMYRNIOTOPOULOS et al.,
2008a; SMYRNIOTOPOULOS et al, 2009) os quais apresentam tambéem
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importantes atividades, tais como antibacteriana contra cepas de Staphylococcus
aureus (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2008b; SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010b;
SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010c), citotdéxica contra linhagens celulares NSCLC-
N6-L16 e A549 de carcinoma pulmonar humano (SMYRNIOTOPOULOS et al.,
2008a), e antitumoral contra quatro linhagens celulares de carcinoma humano
resistentes a apoptose (U373, A549, SKMEL-28, OE21) e duas sensiveis a apoptose
(PC-3, LoVo) (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010a).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para o conhecimento quimico das espécies de algas marinhas
rodoficeas selecionadas no litoral paraibano, pertencentes a familia Gracilariaceae,
Gracilaria birdiae, Gracilaria caudata, Gracilaria cervicornis e Gracilaria domingensis
bem como da espécie do mar Jénico (Grécia) Sphaerococcus coronopifolius (familia
Sphaerococcaceae), através da extracdo, isolamento, purificacdo e caracterizacao

estrutural de metabdlitos secundarios encontrados nas referidas espécies.

2.2 Especificos

e Analisar e caracterizar os acidos graxos e ésteres metilicos das espécies G.
birdiae, G. caudata, G. cervicornis e G. domingensis através de Cromatografia

em Fase Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM);

e |solar e purificar substancias das espécies em estudo, através de métodos

cromatograficos adequados;

e Caracterizar estruturalmente as substancias isoladas utilizando-se para este
fim métodos espectroscopicos convencionais, com técnicas uni e

bidimensionais;

e Disponibilizar os extratos, fracfes, substancias isoladas e caracterizadas

estruturalmente para a realizagédo de testes farmacologicos.



THaternial e
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos Gerais

3.1.1 Levantamento bibliogréafico

O levantamento bibliografico das espécies de algas foi realizado em todo o
decorrer do estudo, utilizando-se como ferramentas os seguintes bancos de dados:
Chemical Abstracts, Biological Abstracts, NAPRALERT (Natural Products Alert) e
Web of Science, bem como outros bancos de dados disponiveis na Internet, e em

anais de eventos nacionais e internacionais.

3.1.2 Isolamento e Purificagdo das substancias

O isolamento, purificagdo e analise das substancias foram realizados através

de técnicas cromatograficas.

3.1.2.1 Técnicas cromatograficas utilizadas

As separacOes por cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-se
como fase estacionéria silica gel 60 H Art. 7734 (Merck), tendo como suportes
colunas de vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de
amostra a ser cromatografada. Solventes comerciais redestilados no Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF/UFPB) e/ou no Departamento de Farmacognosia e
Quimica de Produtos Naturais (Universidade de Atenas) foram utilizados como fase
movel. As separagdes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas utilizando-se uma bomba de cromatografia liquida modelo Cecil 1100
Series equipada com um detector de indice de refracdo, usando uma coluna de fase
normal Econoshpere Silica 10u (Grace, 25 cm x 10 mm), ou uma bomba de
cromatografia liquida modelo Agilent 1100 equipada com um detector de indice de
refracdo e utilizando uma coluna de fase reversa Kromasil 100 C18 (250 mm x 8
mm), ou uma bomba de cromatografia liquida modelo Shodex equipada com um
detector de indice de refracdo, utilizando para tanto uma coluna de fase normal
Kromasil 100 SIL (250 mm x 8 mm). A Cromatografia em Camada Delgada Analitica
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(CCDA) foi realizada com placas de silica gel 60 Fzs4 com suporte de aluminio
(Merck) visando a andlise e reunido das fragcbes obtidas pelos métodos de
separacoes citados anteriormente. As substancias em analise foram evidenciadas
pelo uso de radiacdo ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e
apos a pulverizacdo com reagente 15% H,SO, em metanol e aquecimento a 100°C
durante 1 minuto. As analises em Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrémetro
de Massas (CG-EM) ocorreram utilizando-se um sistema de CG-EM Hewlett-
Packard 5973-6890 operando no modo de impacto de elétrons a 70 eV, equipado
com um injetor split-splitless e um detector de ionizacdo de chama. A injecéao foi
realizada a 200 € em uma razdo de separacao 1:10, enquanto a deteccao foi
realizada a 250 C. A coluna empregada para analise foi uma coluna capilar de silica
fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm; espessura do filme 0,25 um). O gas de arraste,
na referida cromatografia, foi o hélio a uma vaz&do de 2 mL/min. A temperatura do
forno foi de 60 T no momento da injecao, elevada p ara 300 C a uma taxa de 3
T/min e, posteriormente, mantido a 300 T por 10 m in. As concentrac¢fes relativas
dos componentes foram calculadas a partir de cromatogramas de ions totais através
de um integrador computadorizado. A identificacdo das substancias foi baseada na
comparacdo de seus tempos de retencdo e espectros de massas com aqueles
obtidos de amostras auténticas (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, USA) e/ou
relatados no NIST/NBS, nas bibliotecas Wiley e na literatura (ADAMS, 2001).

O critério de pureza adotado para as substancias isoladas foi a visualizacao,
através do UV, de uma unica mancha apos eluicdo das placas analiticas em, no
minimo, trés sistemas de eluentes diferentes, além da observacdo de seus

espectros.

3.1.3 Caracterizagéo estrutural das substancias

A caracterizacdo estrutural das substancias isoladas de Gracilaria caudata e
Sphaerococcus coronopifolius foi realizada analisando-se os espectros obtidos pelos
meétodos espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono 13, utilizando técnicas uni e bidimensionais (COSY, HMQC, HMBC e
NOESY) e Espectrometria de Massas, além de compara¢gdes com modelos da

literatura. A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos totais de Gracilaria
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birdiae, Gracilaria caudata, Gracilaria cervicornis, Gracilaria domingensis foi possivel

através da analise dos cromatogramas obtidos em CG-EM.

3.1.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear das substancias isoladas
foram obtidos em espectrémetros Bruker DRX a 400 MHz e 200 MHz (*H) e 100
MHz e 50 MHz (**C) do Departamento de Farmacognosia e Quimica de Produtos
Naturais (Universidade de Atenas), otimizado para técnicas uni e bidimensionais,
utilizando-se quantidades varidveis de amostras. Os deslocamentos quimicos foram
dados em uma escala de 6 (ppm). Os solventes empregados foram CDCl; e CgDsg,
cujos picos caracteristicos em RMN *H e *C serviram como padréo interno durante

a obtencao dos espectros.

3.1.3.2 Espectrometria de Massas

Os dados de espectrometria de massas de baixa resolugéo obtidos por
ionizagdo quimica foram registrados em um detector de massas Thermo DSQ
utilizando Probe de Exposicdo Direta (DEP) e metano como gas de ionizacao

quimica.

3.1.3.3 Atividade Optica

Rotacdes oOpticas foram medidas em um polarimetro Perkin-Elmer modelo 341

com uma célula de 10 cm.

3.2 Andlise da constituicdo quimica das algas  Gracilaria birdiae,
Gracilaria caudata, Gracilaria cervicornis e Gracilaria domingensis

3.2.1 Coleta do Material Vegetal

As espécies G. birdiae, G. caudata, e G. domingensis foram coletadas
manualmente na Praia de Carapibus - Mediolitoral (longitude: -34.7983333333;
latitude: -7.2994444444), municipio do Conde - PB, e a espécie G. cervicornis na
Praia do Bessa — infralitoral (longitude: -34.8233333333; latitude: -7.0702777777),
municipio de Joao Pessoa — PB, em novembro de 2009 pelo Prof. Dr. George

Emmanuel Cavalcanti de Miranda, que realizou a identificacdo das mesmas. As
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exsicatas das espécies encontram-se depositadas no Herbario Professor Lauro
Pires Xavier do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal
da Paraiba sob os vouchers numeros JPB 46007, JPB 46006, JPB 46009 e JPB
46008, respectivamente (CRIA, 2011).

3.2.2 Processamento das Algas

ApoOs coletadas, as algas foram lavadas com agua fresca para eliminar
materiais estranhos, tais como areia, conchas, etc. e, em seguida, foram secas ao
ar, obtendo-se 2732 g (G. birdiae), 710 g (G. caudata), 2400 g (G. cerviconis) e 652

g (G. domingensis) de material seco.

3.2.3 Obtencéo dos Extratos CH ,Cl,/MeOH

As amostras secas de G. birdiae, G. caudata, G. cerviconis e G. domingensis
foram submetidas & maceracao durante 72 horas, utilizando-se como liquido extrator
CH.CIl,/MeOH (3:1), sendo tal processo repetido exaustivamente, para extracao dos
constituintes quimicos. Obtiveram-se, portanto, as solu¢gbes extrativas, que foram
filtradas e concentradas em evaporador rotativo sob pressédo reduzida, resultando
em 19,93 g (0,73 %), 9,4 g (1,32%), 20,63 g (0,86%) e 14,17 g (2,17%) de fase
organica do extrato CH,Cl,/MeOH de G. birdiae, G. caudata, G. cerviconis e G.

domingensis, respectivamente.

3.3 Analise e caracterizacdo dos ésteres metilicos  de acidos
graxos totais de G. birdiae, G.caudata, G. cervicornis e G.
domingensis

3.3.1 Hidrdlise e metilacdo dos extratos CH ,Cl,/MeOH das espécies de
Gracilaria

Uma aliquota de 500 mg do extrato de cada espécie foi convertida em ésteres
metilicos de &cidos graxos através de uma reacdo de hidrélise mediante adicdo de
10 mL de metanol e 1 mL de &cido cloridrico sendo esta mistura aquecida a 70 °C,
durante uma hora, sob agitacdo constante. A amostra foi, entdo, evaporada sob
vacuo e submetida a uma parti¢cao liquido-liquido com agua e acetato de etila, sendo
a fracdo organica submetida a analise em CG-EM.
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Os cromatogramas obtidos das espécies de Gracilaria (Figuras 9 a 12, p. 69 a
72) possibilitaram a identificacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos presentes

nas amostras bem como a determinacdo de sua abundancia relativa (%).

3.4 Isolamento e Purificacdo de substancias de  Gracilaria caudata

3.4.1 Fracionamento cromatografico do extrato CH  ,Cl,/MeOH de Gracilaria
caudata

Os perfis observados nos espectros de RMN 'H das algas do género
Gracilaria mostraram-se bastante similares. Todavia, aquele apresentado por G.
caudata indicou pequenas diferencas que permitiram escolher a mesma para um
fracionamento prioritario. Portanto, o seu extrato CH,Cl,/MeOH (5 g) foi submetido a
cromatografia em coluna a vacuo (CCV) em silica gel, utilizando-se ciclo-hexano (c-
hexano), acetato de etila (AcOEt), e metanol (MeOH) puros ou em misturas binarias
como fase modvel, sendo coletadas 15 fragcbes de 200 mL, concentradas em
evaporador rotativo, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de
retencdo (Rf), resultando em nove fracdes (Esquema 1, p. 51; Quadro 1, p. 52).
Mediante analise em CG-EM, a fragdo 1 (100% c-hexano, 44,6 mg) mostrou-se
constituida por diversos hidrocarbonetos. A fragdo 5 (20% AcOEt em ciclo-hexano,
172,6 mg) foi novamente fracionada em cromatografia em coluna a vacuo em silica
gel, utilizando c-hexano com quantidades crescentes de AcOEt como fase movel,
obtendo-se 15 fragbes de 20 mL as quais foram concentradas em evaporador
rotativo, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus Rf, resultando em oito
sub-fracbes (1-4 a 14-15) (Esquema 1, p. 51; Quadro 2, p. 52). Apés analise dos
espectros obtidos por RMN H! e CG-EM, a fracdo 8-9 (11% AcOEt em c-hexano,
31,5 mg) mostrou-se composta por uma substancia majoritaria que foi codificada
como Gc-1. A fracdo 7 (8% AcOEt em c-hexano, 29,4 mg), por sua vez, foi
submetida a CLAE em fase normal, utilizando-se c-hexano/AcOEt (90:10) como
eluente, fornecendo quatro fracbes (Figura 18, p. 79). A analise dos espectros de
RMN H* do pico 4 (tempo de retencdo 31,21 min, 1,4 mg) possibilitou verificar que a
fracdo apresentava-se pura sendo, entdo, codificada como Gc-2 (Esquema 1, p. 51).
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Esquema 1 - Obtencédo e fracionamento cromatografico do extrato CH ,Cl,/MeOH de

Gracilaria caudata.
[ G. caudata (710 g Peso seco) ]

Maceracado em
CH.ClI;:MeOH (7:3)
Concentracao

( Extrato CH,Cl,: MeOH (9,4 g) >

Aliquota de 5 g

CCV (c-Hex; AcOEt; MeOH)

15 fragdes

CCDA / CG-EM
Hidrocarbo- 172,6)mg
netos CCV (cHex; EtOAc)
(44,6 mg)
15 fragdes
CCDA / CG-EM
1-4 5 6 7 8.9 o 'z i
Ge-1
29,4/mg (31,5 mg)
CLAE / CG-EM
1 2 3 4
Gce-2

(1,4 mg)
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Quadro 1 - Eluentes utilizados e fracGes obtidas no
extrato CH ,Cl,/MeOH de Gracilaria caudata .

fracionamento cromatografico do

Eluente Fracdes Obtidas Fracdes Reunidas Rendimentos
Hexano 1 1 44,6 mg (0,89%)
Hexano : AcOEt (95:5) 2 2 3,8 mg (0,08%)
Hexano : AcOEt (90:10) 3 3.4 656.8 ma (13 14%
Hexano : ACOEt (85:15) | 4 8 mg (13,14%)
Hexano : AcOEt (80:20) 5 5 172,6 mg (3,45%)
Hexano : AcOEt (75:25) 6 6.7 428 2 8 56
Hexano : ACOEt (70:30) | 7 ] ,2mg (8,56%)
H : AcOEt (65:35 8
exano : ACOEt (65:3%) 8-9 144.2 mg (2,88%)

Hexano : AcOEt (60:40) 9
Hexano : AcOEt (55:45) 10

10-11 71,4 mg (1,43%)
Hexano : AcOEt (50:50) 11
Hexano : AcOEt (25:75) 12

12-13 87,4 mg (1,75%)
AcOEt 13
AcOEt : MeOH (90:10) 14 14-15 426.8 mg (8,54%)
MeOH 15

Quadro 2 - Eluentes utilizados e fracdes obtidas no

fracdo 5 de Gracilaria caudata .

fracionamento cromatografico da

Eluente Fracdes Obtidas Fracdes Reunidas Rendimentos
Hexano 1
Hexano 2
- 0,
Hexano 3 1-4 0,6 mg (0,35%)
Hexano : AcOEt (98:2) 4
Hexano : AcOEt (96:4) 5 5 36,3 mg (21,03%)
Hexano : AcOEt (94:6) 6 6 40,7 mg (23,58%)
Hexano : AcOEt (92:8) 7 7 29,4 mg (17,03%)
H : AcOEt (90:10) |8
exano : ACOE (90:10) 8-9 31,5 mg (18,25%)
Hexano : AcOEt (88:12) |9
Hexano : AcOEt (86:14) 10
10-11 8,9 mg (5,16%)
Hexano : AcOEt (84:16) 11
Hexano : AcOEt (82:18) 12
12-13 4,5 mg (2,61%)
Hexano : AcOEt (80:20) 13
Hexano : AcOEt (75:25) 14 14-15 5 mg (2,90%)
Hexano : AcOEt (50:50) 15
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3.5 Andlise da constituicdo quimica da espécie =~ Sphaerococcus
coronopifolius

3.5.1 Coleta do Material Vegetal

A espécie S. coronopifolius foi coletada através de mergulho na baia de
Palaiokastritsa na costa Oeste da Ilha de Corfu, Grécia, em maio de 2002, a uma
profundida de 10 a 15 metros. Uma exsicata encontra-se depositada no Herbério do
Laboratorio de Farmacognosia e Quimica de Produtos Naturais da Universidade de
Atenas com o codigo ATPH/MO/201.

3.5.2 Processamento da Alga

Apoés coleta, a alga foi lavada com agua fresca para eliminar materiais
estranhos, tais como areia, conchas, etc. e, em seguida, foi liofilizada, obtendo-se

275 g de amostra seca.

3.5.3 Obtencéo do Extrato CH ,Cl,/MeOH

A alga seca de S. coronopifolius foi submetida & maceracdo durante 72 horas
a temperatura ambiente, utilizando-se como liquido extrator CH,Cl,/MeOH (2:1),
sendo tal processo repetido exaustivamente, para extragdo dos constituintes
quimicos. Dessa extracdo, obteve-se a solugcdo extrativa, que foi filtrada e
concentrada em evaporador rotativo sob presséo reduzida, resultando em 3 g de
fase organica do extrato CH,Cl,/MeOH e 3,6 g de precipitado de S. coronopifolius

(Esquema 2, p. 58).

3.6 Isolamento e purificacdo de substancias de  Sphaerococcus
coronopifolius

3.6.1 Fracionamento cromatografico do extrato CH  ,Cl,/MeOH de S.
coronopifolius

O extrato CH.Cl,/MeOH (3 g) de S. coronopifolius foi submetido a

cromatografia em coluna a vacuo (CCV) em silica gel, utilizando-se ciclo-hexano,
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acetato de etila (AcOEt), e isopropanol (i-PrOH) puros ou em misturas binarias como
fase moével, sendo coletadas 91 fragbes de 50 mL, concentradas em evaporador
rotativo, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de retencao

(Rf), resultando em 21 fracBes (Esquema 2, p. 58; Quadro 3, p. 63).

Mediante analise em RMN 'H, a fracdo | (84,7 mg) (Esquema 2, p. 58)
mostrou-se pura, sendo codificada como Sc-1.

A fracao VI (14,2 mg) foi submetida a CLAE de fase reversa, utilizando-se
MeOH como fase movel. O pico VI.1 (tempo de retencdo 9,40 min) (Esquema 2, p.

58; Figura 20, p. 81) forneceu uma substancia pura (7,4 mg) denominada Sc-2.

Solubilizou-se a fragéo VIl (730,9 mg) em MeOH, obtendo-se duas subfra¢gdes
denominadas VIIM (123,7 mg) e VIIC (606,9 mg) (Esquema 2, p. 58), sendo que a
altima mostrou-se pura e idéntica a Sc-2, e a primeira foi submetida a CLAE de fase
reversa, utilizando-se MeOH como fase moével. Os picos VIIM.3, VIIM.7 e VIIM.9
(tempos de retengcao 9,40 min, 12,80 min e 13,69 min, respectivamente) (Esquema
2, p. 58; Figura 21, p. 82) forneceram as substancias codificadas como Sc-2 (62,9
mg), Sc-3 (24,7 mg) e Sc-4 (11,5 mg), respectivamente. Os picos VIIM.4 (tempo de
retencdo 10,50 min, 2,2 mg), VIIM.5 (tempo de retencdo 11,60 min, 2,5 mg) e VIIM.6
(tempo de retencao 12,25 min, 2,2 mg) foram recromatografados em CLAE de fase
normal, utilizando-se como fase mével 5% de AcOEt em ciclo-hexano (Esquema 2,
p. 58). Obtiveram-se varios picos em cada cromatograma; porém, foi purificada
apenas uma substancia em cada processo cromatografico, a saber: pico 3.4VIIM
(tempo de retengédo 20,55 min, 0,8 mg) (Figura 22, p. 82) denominado Sc-2; pico
3.5VIIM (tempo de retengédo 22,65 min, 1,4 mg) (Figura 23, p. 83) codificado como
Sc-5; e pico 3.6VIIM (tempo de retencao 27,02 min, 0,1 mg) (Figura 24, p. 83) que

recebeu a denominacao Sc-3.

A fracdo VIII (216,6 mg) foi submetida & CLAE de fase reversa, utilizando-se
MeOH como fase moével. As substéncias codificadas como Sc-2 e Sc-3 foram
identificadas como sendo os picos VIII.3 (tempo de retencédo 9,60 min, 29,3 mg) e
VIIl.4 (tempo de retencdo 10,60 min, 131,6 mg), respectivamente. O pico VIII.7
(tempo de retencdo 17,40 min, 1,4 mg) forneceu uma substancia pura denominada
Sc-6 (Esquema 2, p. 58; Figura 25, p. 84). O pico VIII.6 (tempo de retengcdo 15,80

min, 2,9 g) foi submetido a CLAE de fase normal, utilizando-se como fase movel 5%
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de AcOEt em ciclo-hexano, processo pelo qual varios picos foram observados
(Esquema 2, p. 58; Figura 16, p. 68), onde o pico 5.6VIIl (tempo de retencao 25,63
min, 0,7 mg ) (Figura 26, p. 84) foi recromatografado em CLAE de fase reversa,
tendo como fase mével MeCN e forneceu a substancia de cédigo Sc-3 (tempo de
retencdo 39 min, 0,4 mg) (Figura 27, p. 85). O pico VIII.8 (tempo de retencdo 18,65
min, 2,7 mg) foi submetido & CLAE de fase normal, utilizando-se como fase movel
5% de AcOEt em ciclo-hexano, obtendo-se o pico 2.VIII8 (tempo de retencdo 29,79
min, 5,1 mg) (Esquema 2, p. 58; Figura 28, p. 85) que forneceu a substancia

codificada como Sc-7.

A fracdo I1X (29,5 mg) (Esquema 2, p. 58) foi submetida & CLAE de fase
reversa, com MeOH como fase movel, originando 11 sub-fracdes, das quais 0s picos
IX.5 (tempo de retencdo 13,25 min, 13,7 mg ) e IX.8 (tempo de retencédo 17,50 min,
5,1 mg) mostraram-se como sendo as substancias Sc-3 e Sc-7, respectivamente
(Esquema 2, p. 58; Figura 29, p. 86). Os picos IX.9 (tempo de retencdo 18,65 min,
1,6 mg) e IX.W (tempo de retencao 39,85 min, 5,1 mg) foram recromatografados em
CLAE de fase normal, utilizando-se como fase movel 5% de AcOEt em ciclo-hexano
(Esquema 2, p. 58). Foram observados alguns picos em cada cromatograma, sendo
no primeiro purificadas as substancias Sc-6 (pico 1.91X, tempo de retencao 27,42
min, 1,0 mg) e Sc-7 (pico 2.91X, tempo de retencdo 30,25 min, 5,1 mg) (Figura 30,
p. 86), e, no segundo, a substancia Sc-3 (pico 3.IXW, tempo de retencéo 25,85 min,
24,7 mq) (Figura 31, p. 87).

A fracdo XVI (17,4 mg) (Esquema 2, p. 58) foi submetida a CLAE de fase
reversa, com MeCN como fase movel, originando 10 sub-fra¢des, das quais 0s picos
XVI.5 (tempo de retencdo 15,3 min), XVIL.7 (tempo de retencédo 30,50 min) e XVI.9
(tempo de retencdo 31,80 min) forneceram substancias puras que foram codificadas
como Sc-8 (0,4 mg), Sc-9 (1,8 mg) e Sc-10 (2,2 mg), respectivamente (Esquema 3,
p. 59; Figura 32, p. 87).

Em estudos anteriores realizados pela equipe do Prof. Dr. Vassilios Roussis,
a espécie S. coronopifolius teve seu extrato CH,Cl,:MeOH obtido, seguindo a
mesma metodologia utilizada neste trabalho, e também fracionado. Algumas dessas
fragOes adquiridas foram estudadas na oportunidade atual, sendo elas codificadas
como: P49C (41,2 mg), P7C (62,7 mg) e PE (576,2 mg). As trés fracbes foram
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submetidas a CLAE de fase reversa, utilizando-se como fase moével MeOH
(Esquemas 4 a 6, p. 60 a 62).

A partir da fracdo P49C (Esquema 4, p. 60) foram obtidas 9 sub-fracdes,
sendo que de quatro picos proviram substancias puras. O pico 3-P49C (tempo de
retencdo 10,20 min, 4,9 mg) foi codificado como Sc-11, enquanto o pico 4-P49C
(tempo de retencao 12,25 min, 4,5 mg) recebeu a denominagéo Sc-12. Por sua vez,
0 pico 6-P49C (tempo de retencao 15,25 min, 1 mg) foi denominado Sc-13. O pico 7-
P49C (tempo de retencdo 16,10 min, 5,7 mg) recebeu a codificacdo Sc-14
(Esquema 4, p. 60; Figura 33, p. 88).

A fracdo P7C (Esquema 5, p. 61) originou 13 sub-fracdes, e dois picos
forneceram substancias puras, sendo eles 3.P7C (tempo de retencdo 13,50 min, 6,5
mg) e 8.P7C (tempo de retencédo 25,9 min, 1,8 mg) os quais foram codificados como
Sc-15 e Sc-7, respectivamente (Esquema 5, p. 61; Figura 34, p. 88). Um outro pico,
7.P7C (tempo de retencédo 22,50 min, 7,6 mg), foi recromatografado em CLAE de
fase reversa, utilizando-se MeCN como fase mével. Um dos picos resultantes,
5.7P7C (tempo de retencao 51,70 min, 1 mg) (Esquema 5, p. 61; Figura 35, p. 89)
forneceu uma substancia pura codificada como Sc-16.

A fragcdo PE (Esquema 6, p. 62) forneceu 17 sub-fracdes, dos quais dois
picos, PE.3 e PE.8, apresentaram-se puros e foram identificados como sendo Sc-2
(tempo de retencéo 9,64 min, 162,1 mg) e Sc-3 (tempo de retencédo 13,10 min, 366,6
mg), respectivamente (Esquema 6, p. 62; Figura 36, p. 89). Os picos PE.4 (1,6 mg),
PE.5 (4,7 mg), PE.6 (1,4 mg), PE.7 (3,3 mg), PE.9 (9,4 mg) e PE.10 (4,2 mg) foram
submetidos novamente a CLAE, sendo que de fase reversa para PE.5 e PE.10 com
a fase movel MeOH e de fase normal com fase mével 5% de AcOEt em ciclo-hexano
para os demais. A partir dos picos PE.5 e PE.10 foram obtidas quatro substancias
puras, sendo do primeiro a substancia identificada como Sc-2 (pico 1.PE5, tempo de
retencdo 9,25 min, 2,2 mg) e uma outra com tempo de reten¢édo de 10,75 min (pico
2.PE5, 4,7 mg) que recebeu o cddigo Sc-17 (Figura 37, p. 90), e do segundo
identificou-se a substancia Sc-3 (pico 2.PE10, tempo de retencéo 13,20 min, 0,7 mg)
e uma substancia com tempo de retencdo 16,10 min (pico 4.PE10, 6,2 mg)
codificada como Sc-18 (Figura 38, p. 90). O fracionamento do pico PE.4 permitiu a

purificacdo de duas substancias codificadas como Sc-2 (pico 1.PE4, tempo de
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retencdo 20,87 min, 1,1 mg) e Sc-17 (pico 2.PE4, tempo de reten¢édo 21,19 min, 1,8
mg) (Figura 39, p. 91). O pico PE.6 forneceu uma substancia pura que foi
denominada Sc-17 (pico 3.PE6, tempo de retencéo 24,82 min, 1,8 mg) (Figura 40, p.
91). O pico PE.7, por sua vez, levou a purificacdo da substancia codificada como Sc-
2 (pico 2.PE7, tempo de retencao 20,23 min, 0,4 mg) (Figura 41, p. 92). O pico PE.9
forneceu a substancia pura Sc-3 (pico 7.PE9, tempo de retencéo 25,21 min, 2,3 mg)
(Figura 42, p. 92)
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Esquema 2 - Obtencao e fracionamento cromatografico
Sphaerococcus coronopifolius

das fracdes VI, VII, VIl e IX de
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Esquema 3 - Obtencdo e fracionamento cromatogréafico
Sphaerococcus coronopifolius

da fracdo XIV de
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Esquema 4 - Fracionamento cromatogréafico da fracédo

P49C de Sphaerococcus coronopifolius.
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Esquema 5 - Fracionamento cromatografico da fracéo
coronopifolius.

P7C de Sphaerococcus
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Esquema 6
coronopifolius.

Fracionamento cromatografico da fracéo

PE de Sphaerococcus
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Quadro 3 — Eluentes utilizados e fracGes obtidas no

extrato CH ,Cl,:MeOH de Sphaerococcus coronopifolius.

fracionamento cromatografico do

Eluente Fracbes Obtidas Fracbes Reunidas | Rendimentos
Hexano 1-2
Hexano : AcOEt (99:1) 3-6 I 84,7 mg (2,82%)
Hexano : AcOEt (98:2) 7-8
Hexano : AcOEt (98:2) 9-10

Il 3,3 mg (0,11%)
Hexano : AcOEt (97:3) 11-13
Hexano : AcOEt (96:4) 14-15 i 0,5 mg (0,02%)
Hexano : AcOEt (96:4) 16
Hexano : AcOEt (95:5) 17-18
Hexano : AcOEt (94:6) 19-20 v 3,1 mg (0,10%)
Hexano : AcOEt (93:7) 21-22
Hexano : AcOEt (92:8) 23-24
Hexano : AcOEt (92:8) 25-27 \% 62,3 mg (2,08%)
Hexano : AcOEt (92:8) 28 VI 14,2 mg (0,47%)
Hexano : AcOEt (92:8) 29

Wl 723 mg (24,1%)
Hexano : AcOEt (91:9) 30-31
Hexano : AcOEt (91:9) 32-34 VI 216,6 mg (7,22%)
Hexano : AcOEt (90:10) 35-36 IX 29,5 mg (0,98%)
Hexano : AcOEt (90:10) 37-39

X 14 0,47%
Hexano : ACOEt (89:11) | 40 mg (0.47%)
Hexano : AcOEt (89:11) 41-43

Xl 64 2,13%
Hexano : ACOEt (88:12) | 44-45 mg (2,13%)
Hexano : AcOEt (88:12) 46

Xl 35,3 mg (1,18%)
Hexano : AcOEt (85:15) 47-50
Hexano : AcOEt (85:15) 51-55 Xl 29,7 mg (0,99%)
Hexano : AcOEt (85:15) 56-58

XV 26,7 mg (0,89%)
Hexano : AcOEt (80:20) 59-60
Hexano : AcOEt (80:20) 61-69

XV 51,7 mg (1,72%)
Hexano : AcOEt (70:30) 70-72
Hexano : AcOEt (65:35) 73-75 0
Hexano : ACOEt (60:40) | 76-78 XV 17,4 mg (0,58%)
Hexano : AcOEt (55:45) 79-81
Hexano : AcOEt (50:50) 82-84 XVII 27,3 mg (0,91%)
AcOEt 85-86
AcOEt 87 XV 10,1 mg (0,34%)
AcOEt 88

0,

AcOEt : i-PrOH (50:50) | 89 XIX 16 mg (0,53%)
i-PrOH 90 XX -
i-PrOH 91 XXI 227,7 mg (7,59%)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada a analise e caracterizacdo dos ésteres metilicos de acidos
graxos com os extratos CH,Cl,/MeOH das espécies Gracilaria birdiae, Gracilaria
caudata, Gracilaria cervicornis e Gracilaria domingensis. O fracionamento do extrato
CH.Cl,/MeOH de G. caudata permitiu a identificacdo de uma fragdo rica em
hidrocarbonetos, e o isolamento e identificacdo de um acido graxo (Gc-1) e um
esterol (Gc-2).

O fracionamento da alga Sphaerococcus coronopifolius culminou no
isolamento e purificagdo de vinte terpenos, sendo trés deles inéditos na literatura,
um isolado pela primeira vez na espécie, um isolado pela primeira vez na espécie
coletada no mar Jonico (Grécia), e os demais re-isolados desta espécie isolados
originalmente em estudos anteriores realizados pela equipe do professor
colaborador Dr. Vassilios Roussis.
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4.1 Analise e Caracterizagio dos Esteres Metilicos  de Acidos
Graxos Totais de Gracilaria birdiae , Gracilaria caudata , Gracilaria
cervicornis e Gracilaria domingensis

As Figuras 9 a 12 (p. 69 a 72) exibem os cromatogramas obtidos na andlise
em CG-EM dos extratos de ésteres metilicos de acidos graxos totais das algas do

género Gracilaria.

As substancias identificadas nos extratos de ésteres metilicos de &cidos
graxos totais juntamente com suas abundancias relativas (%) estdo listadas na
Tabela 1 (p. 68). O hidrocarboneto heptadecano mostrou-se presente em G. birdiae,
G. caudata, G. cerviconis e G. domingensis em porcentagens similares de 1,12%,
0,65%, 1,15% e 1,15%, respectivamente. Este resultado estd em concordancia com
uma das fracbes de G. caudata (neste estudo), que mostrou o heptadecano

presente de forma majoritaria.

E importante salientar que os &cidos graxos sdo metabolitos priméarios da via
da acetil CoA, a qual é geneticamente determinada, evolucionariamente muito antiga
e, portanto, conservativa (PETKOV; GARCIA, 2007). O componente principal e mais
representativo em todas as espécies analisadas € o éster metilico do acido graxo
saturado acido hexadecanoico (acido palmitico) o qual é verificado em alta
porcentagem em G. birdiae (41,86%), G. caudata (21,34%), G. cerviconis (50,94%) e
G. domingensis (13,46%). Este resultado ratifica aquele encontrado para G. caudata
onde foi possivel identificar o referido acido graxo como componente majoritario de
uma das fracbes analisadas. Fortalecendo estes dados, a literatura cita que o
género Gracilaria apresenta o acido palmitico como o acido graxo saturado presente
em maior quantidade (GRESSLER et al., 2010; WEN et al., 2006; KHOTIMCHENKO,
2005; NORZIAH, CHING, 2000; VASKOWSKY et al., 1996). Ademais, evidéncia na
literatura mostra que o acido palmitico isolado de uma alga marinha vermelha pode
constituir uma substancia promissora como droga anticancerigena (HARADA et al.,
2002). Os eésteres metilicos dos acidos tetradecanoico, 9-octadecenoico e
octadecanoico foram também identificados em todos os extratos.

A analise de G. caudata permitiu a classificacdo da maior quantidade de

substancias. Dentre elas, deve-se mencionar a presenca de colesterol (Colest-5-en-
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3-o0l) na porcentagem de 0,49%, fato este que confirma o resultado obtido neste
trabalho para esta espécie onde o colesterol foi isolado e identificado. G. birdiae
também apresentou esta substéncia em sua composicdo numa porcentagem de
0,26%. Estes resultados sdo consistentes com estudos anteriores que mostram que
o colesterol ja foi encontrado em outras espécies do género Gracilaria (GOVINDAN
et al., 1993; DAS; SRINIVAS, 1992a; DAS; SRINIVAS, 1992b; SIMS; PETTUS-JR.,
1976; HENRIQUEZ et al., 1972) e que o colesterol e outros esterdides C-27 sao
considerados os esterOis primarios das algas vermelhas (HATTAB et al., 2006;
GOVINDAN et al., 1993; MOSES BABU et al., 1990; FATTORUSSO et al., 1975;
GIBBONS et al., 1967).

Este é o primeiro relato no que concerne a classificacdo quimiotaxonémica do

género Gracilaria do litoral paraibano, Nordeste do Brasil.

A composi¢cdo quimica dos ésteres metilicos de acidos graxos totais dos
extratos das quatro espécies de Gracilaria mostrou ter perfil muito similar. O
hidrocarboneto heptadecano, juntamente com os ésteres metilicos dos &acidos
tetradecanoico, 9-octadecenoico, octadecanoico e hexadecanoico foram
identificados em todos os extratos, sendo o Ultimo o componente majoritario, o que

esta em concordancia com os dados da literatura.

Este estudo mostrou que as espécies G. birdiae, G. caudata, G. cerviconis e
G. domingensis do litoral da Paraiba podem ser reconhecidas como um grupo que

apresenta base quimiotaxonémica analoga.
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Tabela 1 - Composicéo quimica de quatro espécies de  Gracilaria (G. birdiae, G. caudata,
G. cerviconis, G. domingensis ) baseada na analise de seus ésteres metilicos de & cidos graxos

totais.
Nome do composto RT Abundancia relativa (%)

G. G. G. G.

birdiae caudata cerviconis domingensis
2-Heptenal, trans-2-hepteno 6,13 -- 0,06 -- --
Acido dodecanoico, metil éster 29,17 -- 0,01 -- --
n-Heptadecano 36,18 1,12 0,65 1,15 1,15
Acido Tetradecanoico, metil éster 37,15 5,64 2,19 5,32 2,18
Acido Pentadecanoico, metil éster 40,74 -- 0,32 0,57 --
2-Pentadecanona, 6,10,14-trimetil 41,30 -- 0,22 0,36 --
Acido 9-Hexadecenoico, metil éster 43,49 -- 0,63 0,76 --
Acido Hexadecanoico, metil éster 44,71 41,86 21,34 50,94 13,46
Acido Heptadecanoico, metil éster 47,75 TR 0,12 -- --
Acido 9,12-octadecadienoico, metil 49,77 -- -- -- 0,19
éster
Acido 8, 1l-octadecadienoico, 49,94 0,38 0,29 TR --
metil éster
Acido 9-octadecenoico, metil éster 50,18 2,87 0,95 4,66 1,58
Acido  13-octadecenoico, metil 50,34 2,03 3,08 -- --
éster
Acido octadecanoico, metil éster 50,87 1,40 1,58 1,88 1,46
Acido 6, 9-octadecadienoico, metil 52,77 0,51 -- TR --
éster
Acido 7,10-octadecadienoico, metil 52,91 -- 0,13 TR --
éster
Acido ciclopropaneoctanoico, 2- 53,57  -- 1,17 -- --
octil-, metil éster
Acido 5,9,11,14-Eicosatetraenoic, 54,68 -- -- 0,61 1,81
etil éster
Acido 5,8,11,14-Eicosatetraenoico, 54,77 4,07 -- -- --
etil éster
Acido metil araquidonato 5,8,11,14 55,13  -- 6,13 -- --
eicosatetraenoico
Acido 7,10,13-Eicosatrienoico, 55,28 0,37 0,40 -- --
metil éster
Acido 11,13-Eicosadienoico, metil 56,01 TR 0,19 -- --
éster
Acido eicosanoico, metil éster 56,96 -- 0,18 TR --
Acido fosférico, trifenil éster 58,57 TR 0,23 TR 0,23
Acido tetracosanoico, metil éster 67,63 TR 0,07 -- --
Colesta-3,5-dieno, Colesterile 71,11 TR 0,13 -- 0,50
Colest-5-en-3-ol (3,beta) 76,26 0,26 0,49 -- --
Colest-4-ene-3-ona 78,92 -- 0,05 -- --
Total identificado 60,51% 40,61% 66,25% 22,56%

TR, tracos.
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Figura 9 - Cromatograma dos ésteres metilicos de ac
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Figura 10 - Cromatograma dos ésteres metilicos de a cidos graxos presentes em G.
caudata obtido em CG-EM.
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4.2 Substancias da alga Gracilaria caudata

4.2.1 Identificagédo da fracdo 1

Baseando-se na andlise do cromatograma (Figura 13, p. 74) obtido através de
Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM), foi
exequivel identificar varios hidrocarbonetos, dentre os quais o heptadecano mostrou-

se como constituinte majoritario (Tabela 2).

Tabela 2 — Hidrocarbonetos identificados na fracao 1 do extrato de G. caudata e sua
abundancia relativa (%).

RT (min) % Teor Composto
4,78 0,38 ciclohexanona
11,16 0,65 undecano
15,40 0,88 dodecano
19,18 1,10 tridecano
24,17 0,58 tetradecano
28,07 0,45 1-pentadeceno
28,40 0,38 pentadecano
32,48 0,98 hexadecano
36,14 0,94 1-heptadeceno
36,86 61,04 heptadecano
40,11 1,10 octadecano
43,63 0,68 nonadecano
47,03 1,43 eicosano
50,27 1,06 heneicosano
53,40 2,27 docosano
56,40 2,39 tricosano
59,26 4,10 tetracosano
62,00 3,89 pentacosano
64,65 4,35 hexacosano
67,18 3,46 heptacosano
69,62 2,75 octacosano
71,99 2,16 nonacosano
74,27 1,35 triacontano
76,49 1,00 hentriacontano

78,63 0,62 dotriacontano
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Figura 13 - Cromatograma obtido em CG-EM da fracéo
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4.2.2 Identificagédo da fracdo 8-9 (Gc-1)

A andlise do espectro de RMN H' (Figura 15, p. 76) permitiu verificar a
preseca de um tripleto em & 2,35 ppm relativo a hidrogénios metilénicos alfa a

carbonila e também um multipleto entre 6 1 e 2 ppm.

O espectro de massas (Figura 16, p. 77) da fracdo 8-9 mostrou o pico do ion
molecular em M*" 256 u.m.a. Este dado permitiu atribuir a Gc-1 uma formula
molecular Cy5H3,0,. Foi exequivel observar também alguns fragmentos fornecidos
pela molécula, tais como M*" 239 u.m.a. (referente a perda de uma hidroxila) e em

M** 73 u.m.a. (referente a perda de Ci3H,7).

Foi possivel concluir que a substancia codificada como Gc-1 trata-se do acido
palmitico (Figura 14) o qual foi identificado como o constituinte majoritario desta
fracdo e identificado também nas analises de CG-EM do extrato desta e de outras

espécies de Gracilaria (Item 4.1, p. 66; Tabela 1, p. 68).

Fortalecendo estes dados, de acordo com a literatura, o género Gracilaria
apresenta o 4cido palmitico como o &cido graxo saturado em mais alta quantidade
(GRESSLER et al., 2010; WEN et al., 2006; KHOTIMCHENKO, 2005; NORZIAH;
CHING, 2000; VASKOWSKY et al., 1996).

Figura 14 - Estrutura quimica do acido palmitico.

/\/\/\/\/\/\/\)I\OH
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Figura 15 - Espectro de RMN H (CDCl3, 400 MHz) da substéncia Gc-1, isolada da fracéo
8-9 do extrato de G. caudata.
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G. caudata.

Figura 16 - Espectro de massas de Gc-1, isolada de
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4.2.3 Identificagéo da fracéo 4 (Gc-2)

O cromatograma do fracionamento em CLAE da fracdo 7 € mostrado na figura
18 (p. 79). A fracao 4 (pico 4), codificada como Gc-2, do referido cromatograma teve
seu espectro de RMN 'H obtido (Figura 19, p. 80). Com base na andlise dos
principais sinais (Tabela 3) observados neste espectro, tais como os dupletos em &
0,89 ppm (J = 6,2 Hz), 6 0,84 ppm (J = 6,7 Hz) € 56 0,84 ppm (J = 6,7 Hz) referentes a
hidrogénios metilicos nas posi¢des 21, 26 e 27, respectivamente, o simpleto largo
em & 5,33 relativo ao hidrogénio olefinico na posi¢do 6, bem como o multipleto em 3
3,50 referente ao hidrogénio na posicéo 3, foi possivel identificar a substancia Gc-2
como sendo o colesterol (colest-5-en-33-0l) (Figura 17). Este resultado é consistente
com estudos realizados por outros autores, uma vez que 0 colesterol e outros
esterois C-27 sdo considerados os esterois primarios das algas vermelhas (HATTAB
et al., 2006; GOVINDAN et al., 1993; MOSES BABU et al., 1990; FATTORUSSO et
al., 1975; GIBBONS et al., 1967). Ademais, o colesterol foi encontrado anteriormente
em outras espécies do género Gracilaria (GOVINDAN et al., 1993; DAS; SRINIVAS,
1992a; DAS; SRINIVAS, 1992b; SIMS; PETTUS-JR., 1976; HENRIQUEZ et al.,
1972).

Figura 17 - Estrutura quimica do colesterol (colest  -5-en-3-ol).
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Tabela 3 - Principais sinais observados no espectro de RMN *H (CDCl3) de Ge-2.

Posicdo oy

3 3,50m

6 5,33 sl

18 0,66 s

19 0,99s

21 0,89 (d, J=6,2)
26 0,84 (d, J=6,7)
27 0,84 (d, J=6,7)
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Figura 18 - Cromatograma da fragdo 7 obtido em CLAE  de fase normal (c-hex/AcOEt 90:10).
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Figura 19 - Espectro de RMN

'H (CDCls, 400 MHz) de Gc-2.
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4.3 Substancias da alga Sphaerococcus coronopifolius

As figuras 20 a 42 (p. 81-92) mostram os cromatogramas obtidos a partir do

fracionamento cromatografico do extrato CH,Cl,/MeOH de S. coronopifolius.

Figura 20 — Cromatograma da fracao VI obtido em CLA E de fase reversa (MEOH 100%).

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNA\VIGCC(0)\VITRIAL4.D)
nRU | |

Sc-2 \

250000 \

200000

150000 (
100000 ‘

50000

4 5 6 7 8 9 10 11 12 min
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Figura 21 — Cromatograma da fracdo VIIM obtido em C LAE de fase reversa (MEOH
100%).

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNA\VIIM-TR1.D)
nRIU
1 Sc-4
1 Sc-3
200000+
, Sc-2 \
150000
100000
50000
0 —
T : : : T : : : T : : : T : : : T : : :
6 8 10 12 14 min

Figura 22 — Cromatograma da fracdo VIIM.4 obtido em  CLAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).

[mv]
— C:\ Clarity\ WORK1\ DATA\ Anna\ 4VIIM_1

20.55 6
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1823 5
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[min.]
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Figura 23 — Cromatograma da fracdo VIIM.5 obtido em  CLAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).

[mv]
12 — C:\ Clarity\ WORK1\ DATA\ Anna\ 5VIIM_1
m

Voltage

[min.]

Figura 24 - Cromatograma da fracdo VIIM.5 obtido em CLAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).
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Figura 25 - Cromatograma fracao VIII obtido em CLAE

de fase reversa (MeOH 100%).

NRIU 4

40000
35000%
30000%
25000%
zooooé
15000%
10000%
5000%

0]

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNAWVIIFTRL.D)

Sc-3

Sc-2
‘ /J
6 8 1

\
0

12

14

\ \ \ -
16 18 20 min

Figura 26 - Cromatograma da fracdo VIII.6 obtido em CLAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).
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Figura 27 - Cromatograma da fracdo 5.6VIIl obtido e m CLAE de fase reversa (MeCN
100%).

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNAS-6VIINS-6V 0.0y
nRW |

foweo- |

]I Sc-3 l
1 |
80000-{ \ .
{ 1
| | \
;'
60000 | i
| 1
{1
400001 ] ]l
i ||
| A N
J'\ N
U _____ ——— ——————— s
[
SR 0 40 % _60ni
Figura 28 - Cromatograma da fracdo VIII.8 obtido em CLAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).
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Figura 29 - Cromatograma da fracédo IX obtido em CLA

E de fase reversa (MeOH 100%).

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNA\IXGCC(0)\GCC_IX07.D)
nRU 1
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Figura 30 - Cromatograma da fracdo 1X.9 obtido em C
em c-hex).
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Figura 31 - Cromatograma da fracdo IX.W obtido em C LAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).
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Figura 32 — Cromatograma da fracao XVI obtido em CL  AE de fase reversa (MeCN 100%).
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Figura 33 - Cromatograma da fracdo P49C obtido em C
100%).

LAE de fase reversa (MeOH

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNA\P49C0000.D)
nRU |
250000

200000

Sc-12

150000 Sc-11

100000

50000
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Sc-14

10 12 14

16

Figura 34 - Cromatograma da fracdo P7C obtido em CL
100%).

AE de fase reversa (MeOH
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100%).

Figura 35 - Cromatograma da fracao 7.P7C obtido em

CLAE de fase reversa (MeCN

RIUA A, Refractive Index Signal (ANNA\T-FTC001.0}

nRU 7
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Figura 36 - Cromatograma da fracdo PE obtido em CLA

E de fase reversa (MeOH 100%).
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Figura 37 - Cromatograma da fracdo PE.5 obtido em C LAE de fase reversa (MeOH
100%).

RID1 A, Refractive Index Signal (ANNA\PE-5\PE5_0002.D)
nRIU 4

Sc-17
200000
150000

100000

50000

o
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~
o
oo
[N
o
—
o
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Figura 38 - Cromatograma da fracdo PE.10 obtido em CLAE de fase reversa (MeOH
100%).
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Figura 39 — Cromatograma da fracdo PE.4 obtido em C LAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).
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Figura 40
AcOEt em c-hex).

Cromatograma da fracdo PE.6 obtido em C LAE de fase normal (5% de
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Figura 41 - Cromatograma da fracdo PE.7 obtido em C LAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).

[mv]

— C:\Clarity\ WORK1\ DATA\ Anna\ 7PE_0

75

Voltage
1733 3

6.56 1

[min.]

Figura 42 - Cromatograma da fracdo PE.9 obtido em C LAE de fase normal (5% de
AcOEt em c-hex).
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4.3.1 Identificacéo estrutural de Sc-1

O espectro de RMN *H (Figura 44, p. 95) e suas expansdes (Figuras 45-49, p.
96-100) mostraram absorc¢des na regido entre & 0,50 e 2,50, levando a sugerir que
Sc-1 trata-se de um mono, sesqui ou diterpeno. Dois simpletos largos em & 4,72 e
4,70 propdem a existéncia de uma ligacdo dupla terminal (SMYRNIOTOPOULOS et
al., 2010a; DE ROSA et al., 1988; FAURE et al., 1991).

Verificou-se que o espectro de RMN *3C (Figura 50, p. 101) exibiu sinais para
15 carbonos, sendo 2 sp? e 13 do tipo sp® dos quais 3 sdo metilas, que permite

propor que Sc-1 possui um esqueleto sesquiterpénico.

A proposta de que Sc-1 trata-se de um terpenoide foi reforcada pelo espectro
de correlacdo homonuclear COSY (Figura 51, p. 102) o qual mostrou um envelope
de correlacdes entre hidrogénios na regido entre 6 0,5 e 2,20, além dos sinais que
confirmam o grupo vinila ao mostrar correlagdes entre os hidrogénios H-15a e H-15b

em 0 4,72 e 4,70, respectivamente.

Comparacdes dos dados de RMN *H e *C com dados da literatura (Tabela 4,
p. 94) permitiram propor que Sc-1 trata-se do sesquiterpeno (-) alo-aromadendreno

(Figura 43), substancia re-isolada de S. coronopifolius.

O espectro de massas (Figura 52, p. 103) mostrou o pico do ion molecular em
M** 204 u.m.a. Este dado permitiu atribuir a Sc-1 uma férmula molecular CisHza,
ratificando, portanto, a estrutura proposta para Sc-1. O Esquema 7 (p. 104) exibe

alguns fragmentos fornecidos pela molécula.

Figura 43 — Estrutura quimica de Sc-1.
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Tabela 4 - Dados comparativos de RMN de  'H (5, CDCl3, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100
MHz) de Sc-1 com modelo Mo-1 ( §,CDCIl3, 500 e 125 MHz) da literatura (DE ROSA et al., 198 8).

No 'H mult, Bc 'H mult, B¢
' S(ppm) J (Hz) S(ppm) S(ppm) J (Hz) S(ppm)
[ [ |
1 2,66 dd 8,20 50,76 2,67 m 51,00
al,89 m al,73 m
2 28,19 28,30
b 1,73 m b 1,73 m
al,73 m a 1,80-1,90 m
3 31,19 31,30
b 1,32 m b 1,80-1,90 m
4 2,07 m 37,78 2,07 m 37,80
5 1,86 m 42,16 1,80-1,90 m 42,30
6 0,24 dd 10,96; 9,40 23,52 0,25 dd 11,0; 9,6 23,70
7 055  4dd1096:940; ., .4 0,56 m 25,00
5,88
al,83 m a 1,80-1,90 m
8 22,12 22,20
b 1,24 m b 1,80-1,90 m
az231 m az2,32 m
9 35,69 35,80
b 2,31 m b 2,32 m
10 - - 152,14 - - 152,50
11 - - 17,13 - - 17,30
12 1,00 S 28.56 1,00 S 28,70
13 0,96 S 15,80 0,96 S 15,80
14 0,94 d 7,04 16,37 0,94 d7,2 16,40
a4,72 sl a4,71 sl
15 109,74 109,60
b 4,70 sl b4,71 sl
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Figura 44 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 45 — Expanséo 1 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 46 - Expansdo 2 do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 47 - Expanséao 3 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 48 - Expansdo 4 do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 49 - Expansdo 5 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 50 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-1.
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Figura 51 - Espectro de RMN H x "H-COSY (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-1.
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Figura 52 - Espectro de massas (EI-MS) de Sc-1.
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Esquema 7 — Proposta de estrutura para os fragmento s fornecidos pela molécula de

Sc-1.
M 204
*‘
H
H
m/z = 189
D < d H’
H <—QV C4H8
CH2=CH2
m/z = 56
. .+
< j
I>L
m/z = 55 H
m/z = 148 m/z = 161 (100%)

m/z = 147
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4.3.2 Identificacéo estrutural de Sc-2

A substancia Sc-2 apresentou-se como cristais brancos.

Os espectros de RMN *H e expansées (Figuras 54-61, p. 108-115) e RMN *C
e expansoes (Figuras 62-64, p. 116-118) de Sc-2 mostraram perfis semelhantes na
regido de 6 0 a 6 3 aqueles exibidos por Sc-1, sugerindo que esta molécula trata-se
de um terpenoide. Todavia, a presenca de sinais em & 5,73; 6,03; 6,05 e 6,81
permite propor que Sc-2 possui mais dois hidrogénios de carbono sp?, quando
comparado com Sc-1.

A andlise do espectro de RMN de *3C e expansées (Figuras 62-64, p. 116-

118) indicou que Sc-2 trata-se de um diterpeno ao exibir sinais para 20 carbonos.

A existéncia de duas duplas ligacdes na molécula foi ainda evidenciada pelos
sinais para carbonos sp? metinicos em & 162,03; 124,41; 128,19 e 127,66 ppm,
enquanto a presenca de um grupo carbonila de cetona a,B-insaturada € definida

pelo sinal em & 203,40 ppm.

Uma andlise comparativa entre o dados de Sc-2 (Tabela 5, p. 107) com
modelos da literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010a; SMYRNIOTOPOULOS
et al., 2008a; ETAHIRI et al., 2001; DE ROSA et al., 1988; FENICAL et al., 1976)
permitiu propor que Sc-2 refere-se ao diterpeno Sphaerococcenol A (Figura 53, p.
106), substancia re-isolada de S. coronopifolius que tem potente atividade
antitumoral relatada na literatura (SMYRNIOTOPOQULOS et al., 2010a) e, juntamente
com a substancia codificada como Sc-3, constituem substancias majoritarias que
sdo responsaveis por cerca de um terco do rendimento do extrato organico da

referida alga.

O espectro de massas (Figura 65, p. 119) exibiu o pico do ion molecular em
M** 380, condizente com a férmula molecular CoH29BrO, confirmando, portanto, a
proposta da estrutura para Sc-2. O Esquema 8 (p. 120) mostra alguns fragmentos

dessa molécula.
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Figura 53 — Estrutura quimica de Sc-2.
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Tabela 5 - Dados de RMN de 'H (8, CDCls, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100 MHz) de Sc-2.

No 'H mult, B¢
6(ppm) J (Hz) 6(ppm)
1 6,03 dl 10,4 128,18

2 5,73 ddd 10,4; 5,0; 2,5 127,65
a2,15 dddt19,5;7,0;5,0; 25

3 22,28
b 1,98 m

1,76 dl 7,0 41,98

_ - 40,18

a 1,83 dddd 13,7; 13,2; 4,6; 2,5
6 32,97
b 1,57 ddd 13,7;2,7; 2,5

a 1,66 ddd 13,2; 13,2; 3,7
7 24,45
b 1,45 ddd 13,2; 4,6; 2,5

- - 36,79
191 d12,4 45,43
10 2,88 ddd 12,4; 5,0; 2,5 35,44
11 - - 75,27
12 - - 203,37
13 6,05 d 10,0 124,40
14 6,81 d 10,0 162,02
15 1,07 S 21,36
16 1,32 S 31,30
a 3,88 d10,4
17 39,86
b 3,70 dd 10,4; 2,0
18 1,95 m 25,80
19 0,96 d6,8 25,92
20 0,90 d6,8 19,45

O
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Figura 54 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 55 — Expanséo 1 do espectro de RMN H (5, CDClj3, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 56 - Expansdo 2 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 57 - Expans&o 3 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 58 - Expansao 4 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 59 - Expansdo 5 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 60 - Expanséo 6 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 61 - Expanséao 7 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-2.
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Figura 62 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-2.
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Figura 63 — Expanséo 1 do espectro de RMN B¢ (5, CDClj3, 100 MHz) de Sc-2.
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Figura 64 - Expanso 2 do espectro de RMN  *C (&, CDCl;, 100 MHz) de Sc-2.
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Figura 65 - Espectro de massas (EI-MS) de Sc-2.
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Esquema 8 — Proposicao de fragmentos fornecidos pel  a molécula de Sc-2.
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Continuacao do Esquema 8
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4.3.3 Identificacéo estrutural de Sc-3

Os espectros de RMN *H e expansdes (Figuras 67-73, p. 124-130) e de RMN
13C e expansdes (Figuras 74-76, p. 131-133) de Sc-3 mostraram perfis semelhantes
agueles exibidos por Sc-2, levando a propor que esta molécula trata-se de um
terpenoide. A anélise do espectro de RMN de **C permitiu sugerir que Sc-3 trata-se

também de um diterpeno ao exibir sinais para 20 carbonos.

Diferentemente de Sc-2, verificou-se a presenca de apenas uma dupla
ligacdo para Sc-3, através da observacdo de sinais em & 5,67 e 5,99 referentes a
hidrogénios de carbono sp? permitindo propor que Sc-3 possui uma dupla ligacdo
entre as posicoes 1 e 2. Esta proposta foi fortalecida pela presenca de sinais para

dois carbonos sp? metinicos, em & 128,57 e 126,91 ppm.

A insaturacdo encontrada entre as posicdes 13 e 14 de Sc-2, esta ausente
em Sc-3. Além disso, notou-se a presenca de mais um atomo de bromo em Sc-3,
pelo sinal em & 68,86 relativo a carbono bromometinico. O espectro de massas
(Figura 77, p. 134) fortaleceu esta observacao ao exibir o pico do ion molecular em
M** 446 u.m.a., condizente com a férmula molecular C,oH3,Br.0, e com o fragmento

em 367 u.m.a. que é relativo a perda de 79 u.m.a. (Bromo).

Os dados obtidos foram comparados com a literatura (Tabela 6, p. 123)
(SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010a; SMYRNIOTOPOULOS et al., 2008a; DE
ROSA et al., 1988; FATTORUSSO et al., 1975) e permitiram identificar a substancia
Sc-3 como sendo o diterpeno Bromosphaerol (Figura 53, p. 101), substancia re-
isolada de S. coronopifolius que, juntamente com Sc-2, constituem substancias
majoritarias que sdo responséaveis por cerca de um terco do rendimento do extrato

organico da referida alga.

Figura 66 — Estrutura quimica de Sc-3.
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Tabela 6 - Dados de RMN de 'H (8, CDCls, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100 MHz) de Sc-3.

NG H mult, Bc
S(ppm) J (Hz) S(ppm)

1 5,99 dl 10,6 128,57

2 5,67 m 126,91
az212 m

3 21,85
b 1,92 m

4 1,72 m 4251

5 - - 41,83
al,66 ddd14,5;13,7;4,7

6 24,93
b 1,50 m
al,83 ddd13,7;4,7;2,7

7 36,38
b 1,22 m

8 - - 40,68

9 1,46 d 11,0 50,54

10 2,96 m 37,29

11 - - 72,27

1 ab72 m 46,17
b 1,62 m
a2,39 ddt12,9;12,5; 4,3

13 30,07
b 1,96 m

14 3,97 dd 12,5; 3,5 68,86

15 1,28 s 13,99

16 1,36 s 35,02
a3,91 d 10,6

17 40,40
b 3,59 dd 10,6; 2,0

18 1,98 m 26,05

19 0,88 d7,0 25,81

20 0,95 d7,0 19,84
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Figura 67 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 68 — Expanséo 1 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 69 - Expansdo 2 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 70 - Expansdo 3 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 71 - Expans&o 4 do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 72 - Expansdo 5 do espectro de RMN 'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 73 - Expansdo 6 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-3.
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Figura 74 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-3.
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Figura 75 — Expanséo 1 do espectro de RMN

3C (8, CDCl3, 100 MHz) de Sc-3.
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Figura 76 - Expanséao 2 do espectro de RMN

13~ (®,

CDCl3, 100 MHz) de Sc-3.
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Figura 77 - Espectro de massas (CI(+)-MS) de Sc-3.
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4.3.4 ldentificagdo estrutural de Sc-4

O espectro de RMN *H (Figura 79, p. 137) e suas expansoes (Figuras 80 a
82, p. 138 a 140) mostraram absor¢cbes na regido entre & 0,50 e 2,50, levando a
sugerir que Sc-4 trata-se de um terpenoide. Dois simpletos largos em & 4,74 e 4,80
propdem a existéncia de uma dupla terminal. O duplo dupleto em & 5,50 e o duplo

dupleto dobrado em & 5,59 indicam a presenca de mais dois hidrogénios de carbono
2

sp“.

Verificou-se que o espectro de RMN *3C (Figura 83, p. 141) exibiu sinais para
20 carbonos, 0 que permite propor que Sc-4 possui um esqueleto diterpénico, sendo
4 sp?, onde dois deles referem-se a um grupo vinila (5 153,84 e 112,28) e os demais
(8 134,45 e 126,30) referem-se a sinais para carbonos sp? metinicos. Um carbono

oxigenado foi inferido pela absor¢céo em 5 71,68.

Os dados obtidos juntamente com comparacdes com a literatura (CAFIERI et
al., 1984) (Tabela 7, p. 136) permitiram identificar a substancia Sc-4 como sendo o
diterpeno Bromocorodienol (Figura 78), substancia re-isolada de S. coronopifolius,
todavia isolada pela primeira vez nesta espécie quando coletada no mar Jonico

(Grécia).

Figura 78 — Estrutura quimica de Sc-4.
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Tabela 7 - Dados comparativos de RMN de  'H (8, CDCl3, 400 MHz) e **C (3, CDCl3, 100
MHz) de Sc-4 com modelo Mo-4 ( §,CDClj3, 500 e 62,9 MHz) da literatura (CAFIERI et al., 19 84).

Sc-4 Mo-4
No H mult, Bc No H mult, Bc
6(ppm) J (Hz) 6(ppm) 6(ppm) J (Hz) 6(ppm)
1,54 d9,6 61,74 | 1 1,53 d 10,0 61,7
2 5,50 dd9,8:154 13445| 2 5,51 dd 10,0: 15,0 134,4
3 559  ddd 12’8“ 40 1063 | 3 5,59 ddd 15,0; 7,0; 7,0 126,3
4a 2,22 m 4a 2,21 m
27.81 27.8
4b 1,77 m 4b 1,77 m
5a  1,81-174* m 5a |1,82-175* m
31,66 31,63
5b  1,81-174* m 5b |1,82-175* m
6 1,72 m 5521 | 6 1,72 ddd 3,0; 3,0: 6,8 55,2
7 - - 15384 | 7 - - 153,8
8a 1,93 dd 4,5: 11,8 8a 1,93 ddd 16,0; 4,5; 4,5
2559 2558
8b  1,81-174* * 8b |1,82-175* *
%a 2,29 dd 3,8: 14,2 %a 2,27 ddd 4,5; 14,0; 14,0
39,53 39,51
ob 1,28 m 9b 1,26 ddd 4,5: 14,0
10 ; ; 44,93 | 10 ; ; 44,9
11 3,94 dd12,4:32 6893 | 11 3,94 dd 13,0: 4,0 68,9
12ax 2,47 ddd 13,2; 12ax| 248 |dddd 13,0; 13,0: 4,0: 13,0
13,2:3,5 30,87 30,85
12eq 2,09 m 12eq| 2,08 dddd 4,0; 13,0; 4,0; 4,0
13ax 1,45 dd 14,0: 4,0 13ax | 1,44 ddd 13,0; 4,0; 13,0
41,11 41,1
13eq 1,66 m 13eq 1,66 ddd 4,0; 4,0; 13,0
14 - - 71,68 | 14 - - 716
15 1,22 s 30,74 | 15 1,22 s 30,7
16 1,00 s 144 | 16 1,00 s 14,4
17a 4,74 sl 17a 475 sl
112,28 112,2
17b 4,80 sl 17b | 481 sl
18 1,42 d 6,4 2984 | 18 1,40 d6,38 29,8
19 0,75 d 6,4 2051 | 19 0,76 d6,38 20,5
20 0,83 d 6,4 2152 | 20 0,83 d6,38 21,5

* Dado ausente; ** Sobreposto por sinais nesta regido
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Figura 79 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-4.
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Figura 80 - Expanséo 1 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-4.
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Figura 81 - Expanséo 2 do espectro de RMN H (©, CDClj3, 400 MHz) de Sc-4.
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Figura 82 — Expanséo 3 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-4.
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Figura 83 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-4.
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4.3.5 Identificagao estrutural de Sc-5

Os espectros de RMN *H (Figura 85, p. 145) e suas expansoes (Figuras 86 a
88, p. 146 a 148) e de RMN *°C (Figura 89, p. 149) de Sc-5 exibiram perfis
semelhantes aqueles exibidos por Sc-4, levando a propor que esta molécula trata-se
de um terpenoide. A anélise do espectro de RMN de *3C permitiu sugerir que Sc-5

trata-se também de um diterpeno ao exibir sinais para 20 carbonos.

A anélise do espectro de RMN *H de Sc-5 mostrou trés duplos dupletos em &
5,19; 5,04 e 5,89 que propdem a existéncia de uma dupla terminal, como em Sc-4.
Os multipletos em & 5,12; 5,07 e 5,08 indicam a presenca de mais trés hidrogénios

de carbono sp?.

Verificou-se que o espectro de RMN *3C (Figura 89, p. 149) exibiu sinais para
8 carbonos do tipo sp?, onde dois deles tratam-se de um grupo vinila (5 145,0 e
111,57), trés sdo metinicos (6 124,31; 124,15 e 124,01) e trés néo-hidrogenados (&
135,54; 134,99 e 131,20), fortalecendo a existéncia de duplas ligagdes na molécula.
De forma similar a Sc-4, um carbono oxigenado foi inferido pelo sinal em & 73,41.

Por outro lado, nado foi observado carbono bromometinico em Sc-5.

O espectro de massas (Figura 90, p. 150) fortaleceu esta observacdo ao
exibir o pico do ion molecular em M*" 290 u.m.a., condizente com a férmula
molecular CyoH34,0, e evidenciou a existéncia do grupo hidroxila ao exibir um

fragmento em 272 u.m.a. resultante da perda de 18 u.m.a. (H;0).

A atividade 6ptica de Sc-5 foi avaliada, obtendo-se um resultado de [a]p?° = -

11.2 (20 °C; ¢=1.2; CHCI3) que permitiu propor a estereoquimica da molécula.

Aliando-se os dados obtidos e comparacées com a literatura (Tabela 8. p.
144) (GUELLA; PIETRA, 2000) foi possivel identificar a substancia Sc-5 como sendo
o diterpeno Geranil-linalool (Figura 84, p. 143), substancia isolada pela primeira vez

na alga S. coronopifolius.
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Figura 84 — Estrutura quimica de Sc-5.
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Tabela 8 - Dados comparativos de RMN de

'H (8, CDCl;, 400 MHz) e *C (8, CDCls, 100

MHz) de Sc-5 com modelo Mo-5 ( 8, CDClg;) da literatura (GUELLA, G.; PIETRA, F., 2000).

Sc-5 Mo-5
No H mult, Bc No H m, Bc

6(ppm) J (Hz) 6(ppm) 6(ppm) J (Hz) 6(ppm)

la 5,19 dd 1,2; 17,4 la 520 |dd1,4;17,4
111,57 111,65

1b 5,04 dd 1,2; 10,8 1b 5,05 | dd 1,4; 10,7
2 5,89 dd 10,6; 17,4 145,0 2 5,90 |dd10,7;17,4|145,02
3 - - 73,41 3 - - 73,47
4(2H) 1,53 m 42,03 4 (2H) 1,52 m 42,04
5(2H) 2,04 m 22,62 5 (2H) 2,04 m 22,69
6 5,12 m 124,31 6 5,12 16,5 124,35
7 - - 135,54 7 - - 135,58
8(2H) 2,04 m 39,55 8 (2H) 2,04 m 39,63
9 (2H) 2,04 m 26,70 9 (2H) 2,04 m 26,72
10 5,07 m 124,15 10 5,08 16,5 124,16
11 - - 134,99 11 - - 135,02
12 (2H) 2,04 m 39,61 12 (2H) 2,04 m 39,69
13 (2H) 2,04 m 26,49 13 (2H) 2,04 m 26,52
14 5,08 m 124,01 14 5,08 16,5 124,07
15 - - 131,20 15 - - 131,24
16 1,66 sl 25,58 16 1,66 sl 25,68
17 1,26 s 27,82 17 1,26 s 27,87
18 1,58 sl 15,88 18 1,58 sl 15,99
19 1,58 sl 16,03 19 1,58 sl 16,02
20 1,58 sl 17,73 20 1,58 sl 17,67
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Figura 85 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-5.
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Figura 86 - Expanséo 1 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-5.

3 3 a a —600
© © © 0 L
@ o © I
o s ~ o L
| L
! 500
— 400
— 300
— 200
— 100
—O0
\ \ \
5.950 5.900 5.850

ppm (t1)




147

TOMAG, #. €. # Resuttaddos ¢ Discasoio

Figura 87 - Expanséo 2 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-5.
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Figura 88 - Expanséo 3 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-5.
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Figura 89 - Espectro de RMN *°C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-5.
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Figura 90 - Espectro de massas (EI-MS) de Sc-5.
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4.3.6 Identificagéo estrutural de Sc-6

A substancia Sc-6 foi purificada através de CLAE. Os dados fornecidos pelos
espectros de RMN de *C (Figura 98, p. 163) e espectrometria de massas ESI
(Figura 92, p. 156) com pico do ion molecular M** em 494 u.m.a. deram suporte a
férmula molecular C,oH3,BrlO. O esquema 9 (p. 157) mostra alguns dos fragmentos

fornecidos por Sc-6.

O espectro de RMN de *C (Figura 98, p. 163) exibiu sinais para 20 carbonos,
sendo trés quaternarios, sete metinicos, seis metilénicos e quatro metilicos. Os
sinais em 6¢c 51,94 (C-4), d¢c 41,45 (C-7) e 6¢c 73,63 (C-11) foram identificados como
sendo referentes a carbonos quaternarios. A natureza de uma fungéo alcodlica foi
indicada pelo sinal de C-11 em regido de campo mais baixo. A presenca de um
carbono bromometinico em Sc-6 foi inferida pelo sinal em &¢ 68,49 (C-8). Um sinal
em oc 25,87 foi atribuido ao carbono da posicdo 14. Este fato, juntamente com a
observacdo do sinal exibido pelo espectro de RMN de 'H em &y 3,98, sdo
condizentes com a possivel ligacdo deste atomo de carbono metinico com um atomo
de iodo (PAVIA et al., 2001). Esta hipotese foi fortalecida através dos dados

fornecidos pela espectrometria de massas ESI.

O espectro de RMN de *H (Figura 93, p. 158) e suas expansdes (Figuras 94 a
97, p. 159 a 162) ratificaram as duas ultimas atribuicdes para carbonos ao exibir os
sinais dos respectivos hidrogénios em &4 4,09 (1H, dd, J= 12,8 e 4,0 Hz, H-8) que
mostra acoplamento diaxial com oy 2,48 (1H, dddd, J=13,4; 13,4; 12,6 e 4,6 Hz, H-
9a) visto no experimento COSY e axial-equatorial com 6y 2,08 (1H, ddd, J=13,4; 7,4;
e 4,4 Hz, H-9B) e em 64 3,98 (1H, dd, J= 8,4 e 5,6 Hz, H-14) o qual apresentou
acoplamento diaxial com &4 1,75 (1H, dd, J= 14,2 e 8,6 Hz, H-17b) e axial-equatorial
com &y 2,60 (1H, dd, J= 14,2 e 5,6 Hz, H-17a), também visto no COSY. Ainda
através da anélise do espectro de RMN de *H, foi exequivel verificar a presenca de
dois grupos metilicos ligados a atomos de carbonos quaternarios pelos simpletos em
oy 1,56 (CH3-15) e em oy 1,16 (CH3-16) e duas metilas secundarias pertencentes a
uma funcao isopropila em &4 0,85 (d, J= 6,7 Hz, CH3-19) e o4 0,84 (d, J= 6,7 Hz,
CH3-20) que acoplam com H-18.
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Todos os carbonos com seus respectivos hidrogénios foram assinalados
mediante a analise dos experimentos bidimensionais HMQC (Figura 99, p. 164) e
COSY (Figura 100, p. 165).

Mediante analise do espectro bidimensional HMBC (Figura 101, p. 166),
verificou-se que os hidrogénios metilicos ressonando em 6y 1,16 (CH3-16) e 64 1,56
(CHz-15) correlacionavam-se a duas ligacbes com os sinais em d¢c 41,45 (C-7) e 6c
73,63 (C-11), respectivamente. Adicionalmente, os hidrogénios CH3-16 e CH3-15
mostraram correlacdes a 3J com o C-12 (8¢ 47,60), e o CHs-15 exibiu correlacéo a J
com C-10 (6c 43,61). Foi observada também uma correlacdo de CH3-16 e H-12 (64
1,97) a trés ligagcbes com C-6 (6c 37,81). Desta maneira, foram assinaladas as
posicbes dos carbonos quaternarios C-7 e C-11, bem como dos carbonos

metilénicos C-6 e C-10.

A estereoquimica relativa global da substadncia em andlise foi atribuida
baseando-se nos valores das constantes de acoplamento obtidos no espectro de
RMN *H e medicdes do NOE (Figura 102, p. 167). A natureza axial do H-8 (84 4,09)
foi evidenciada por sua alta constante de acoplamento (J= 12,6 Hz) com H-9a (64
2,48). Analogamente, a relacao trans diaxial entre H-12 (1H, d, J= 12,1 Hz, &4 1,97)
e H-13 (1H, dl, J= 12,1, 64 1,81) foi observada.

As correlacbes NOE entre Hs;-16/H-9a e H3-16/H-13 revelaram seu
posicionamento cis estabelecendo, assim, que a juncdo do anel em C-7 e C-12 é
trans diequatorial. Houve ainda correlacdo entre Hs-15/H-1, mas nao entre Hs-15/H-

9, o0 que poderia ser explicado pela natureza equatorial de Hsz-15.

A esteroquimica de C-1 e C-4 foi estabelecida a partir do NOE encontrado
entre H-6B/H-17a, ao passo que a correlagéo entre H-14/H-2 e H-14/H-3 possibilitou

atribuir a estereoquimica relativa de C-14 e C-3.

A andlise dos dados (Tabela 9, p. 154) e comparacdes com modelos da
literatura (Tabela 10, p. 155) possibilitou concluir que o metabdlito Sc-6 trata-se de
um produto natural inédito na literatura denominado lodo coronopifoliol (Figura 91, p.
153).
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Figura 91 — Estrutura quimica de Sc-6.
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Tabela 9 - Dados de RMN de 'H, NOESY, HMBC (8, CDCls, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100
MHz) de Sc-6.

No. 'H(S mult (J) NOESY ®C(6) Tipo HMBC
1 2,88 sl 2,13,14, 15 4938 CH 2, 4,17
2 1,34 m 1,14, 20 3555 CH, 3,4, 14
3 1,17 m 14, 17b 48,77 CH 1,4,17,19, 20
4 - 51,97 C
5 al73 m 16 2281 CH, 3
81,31 ddd14,2;3,8;3,8
6 a1,86 ddd12,9;4,0;2,2 37,86 CH, 12,16
81,38 ddd12,9;12,9; 3,8 8,12, 17a
7 - 41,43 C
8 4,09 dd12,8;4,0 6B, 9B. 10B, 12 68,46 CH 16
9 a2,48 dddd 13,4;13,4;12,6;4,6 10a, 16 30,94 CH, 10b
82,08 ddd13,4;7,4;4,4 8, 10B
10 P 1,68 ddd14,5;13,4;4,6 8, 9B, 12 4364 CH, 15
a 1,59 ddd 14,5; 4,6; 3,0 9a
11 - 7362 C
12 1,97 di121 6B, 8, 10B, 15,17a 47,57 CH 15,16
13 1,81 dl12,1 1,15, 16, 19 4477 CH  2,4,5,12, 14,17
14 3,98 dd8,4;5,6 1,2,3,17b 2584 CH 1,2,13,17
15 156 s 1,12, 13 3292 CH; 11
16 1,16 s 5a, 9a, 13 16,51 CH; 7,12
17 2,60a dd14,4;5,6 6B, 12 50,11 CH, 3,4,13
1,75b dd 14,2; 8,6 3,14
18 1,72 m 2831 CH 2, 3,19,20
19 0,85 d6,7 13 23,42 CH; 3,20
20 0,84 d6,7 2 18,78 CH; 3,19
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Tabela 10 — Dados comparativos de RMN de

'H (8, CDCl,, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100
MHz) de Sc-6 e Mo-6 (SMYRNIOTOPOQULOS et al., 2010c, mesmas condi¢cdes experimentais).

No. 'H (&) mult (J) PC®) |\ _H mult, =c
6(ppm) J (Hz) 6(ppm)
1 2,88 sl 49,38 ] 1 2,60 dl 4,2 48,25
2 1,34 m 3555 | 2 al1,37 m 29,45
3 1,17 m 48,77 b1,17 dd124;8,7
4 - 51,97 1,08 dt8,7; 6,2 49,26
5 al,73 m 22,81
B131  ddd14.2:3.8: 38 - - 49,60
6 a 1,86 ddd 12,9: 4,0: 2,2 37,86 _
8138  ddd 120129 3.8 5 al76 dt4,2;12,9 23,09
7 - 41,43 b 1,36 m
8 4,09 dd 12,8: 4,0 68,46 | 6 a1,88 m 37,56
9 a2,48 dddd 13,4:13,4:12,6; 30,94
B 2,08 4,6 b 1,40 m
ddd 13,4; 7,4; 4,4
10 B1,68  ddd14,5;13,4; 4,6 43,64 B _ 4135
a 1,59 ddd 14,5; 4,6; 3,0 ’
11 - 73,62 4,06 dd12,9; 3,7 69,28
12 1,97 d 12,0 4757 | 4 2245 dtd 13524 12,9; 30.87
13 1,81 dl 12,1 44,77 b2,02 dq13,2;3,7
14 3,98 dd 8,4: 5,6 2584 | 10 a 1,60 m 43,61
15 1,56 s 32,92 b 1,60 m
16 1,16 s 16,51 | 11 - - 73,37
17 2,60a dd 14,4: 5,6 50,11
1756 dd 142 8.6 12 1,83 d11,6 48,59
18 1,72 m 28,31 | 13 1,64 d11,6 43,69
19 0,85 d6,7 23,42 | 14 3,88 dd 7,5: 2,9 75,90
20 0,84 d6,7 18,78 | 15 1,35 s 33,62
16 1,15 s 15,47
al,86 m
17 138 m 46,20
18 1,72  dhept 6,2; 6,6 28,20
19° 0,85 d 6,6 23,55
20° 0,85 d 6,6 18,83
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Figura 92 - Espectro de massas de Sc-6.
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Esquema 9 — Fragmentos fornecidos pela molécula de Sc-6.
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Figura 93 - Espectro de RMN 'H (&, CDCl;, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 94 - Expanséo 1 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 95 - Expanséo 2 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 96 - Expanséo 3 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 97 - Expanséo 4 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-6.

I e e e P B = PP = [=} [=} o o (=} —1000
PO |0 o & © w o | [N ~ B o (a1 I}
oo N e (N I [ 5 o o [k N ~ » (W =3}
| L
|
— 500
—0

1.40 1.30 1.20 1.10 1.00 0.90 0.80
ppm (t1)




163

Resultados e Discussdo

TOMAG, A, . A,

Figura 98 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-6.
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Figura 99 - Espectro de RMN 'H x **C-HMQC-DEPT (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 100 - Espectro de RMN 'H x 'H-COSY (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 101 - Espectro de RMN *H x **C-HMBC (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-6.
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Figura 102 - Espectro de RMN 'H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-6.
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4.3.7 ldentificagéo estrutural de Sc-7

A anélise dos dados espectrais de RMN *H e suas expansées (Figuras 104-

108, p. 171-175) de Sc-7 sugeriu um perfil estrutural terpenoidico.

O espectro de RMN *C-DEPT (Figura 109, p. 176) mostrou sinais para um
carbono sp® metinico, cinco carbonos sp® metinicos, seis carbonos sp® metilénicos e

cinco metilicos.

Pode-se destacar no espectro de RMN de 'H trés simpletos referentes aos
hidrogénios metilicos das posicdes 15 (6 0,83), 17 (6 1,20) e 16 (6 1,69), bem como
os dupletos em 6 0,82 (J=6,4 Hz) e 6 0,92 (J=6,4 Hz) relativos a hidrogénios das

metilas nas posic¢des 19 e 20, respectivamente.

Os dados de RMN de *H e *C-DEPT obtidos para a substancia Sc-7 (Tabela
11, p. 169) foram comparados com a literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2009,
CAFIERI et al., 1981, CAFIERI et al., 1979) e permitiram identifica-la como sendo o

diterpeno Presphaerol (Figura 103), substancia re-isolada de S. coronopifolius.

O espectro de massas de Sc-7 (Figura 110, p. 177) ratificou a proposta de
que Sc-7 tratava-se do diterpeno com férmula molecular CyH3,0 ao mostrar o pico
do ion molecular em 290 u.m.a. Essa massa evidenciou a existéncia do grupo
hidroxila ao exibir um fragmento em 272 u.m.a. o qual é resultante da perda de 18
u.m.a. (H20).

Figura 103 — Estrutura quimica de Sc-7.
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Tabela 11 - Dados de RMN de 'H (8, CDCls, 400 MHz) e **C (8, C¢Ds, 100 MHz) de Sc-7
comparados com Mo-7 (SMYRNIOTOPQULOS et al., 2009).

Sc-7 Mo-7

No 'H mult, Bc No 'H mult, B¢

S(ppm) J (H2) 6(ppm) 6(ppm) J (H2) S(ppm)

al,69 m 1 al,69 m 27,17
1 26,93

b 1,41 m b 1,38

al,66 m 2 al,66 m 28,16
2 27,87

b1,16 m b1,16 m
3 1,11 m 59,13 3 1,06 m 59,44
4 - - 4 - - 45,31

al,50 m 5 al,50 m 37,77
5 37,40

b 1,47 m b 1,49

al73 m 6 al,73 m 37,17
6 36,87

b 1,35 m b 1,36 m
7 - - 7 - - 74,43
8 1,67 m 47,89 8 1,67 m 48,19

al74 m 9 al74 m 22,50
9 22,19

b 1,47 m b 1,49 m

alo2 m 10 alol m 30,77
10 30,48

b 1,90 m b 1,89 m
11 - - 11 — — 132,41
12 5,25 m 126,49 12 5,39 dm 3,5 126,78
13 2,36 m 35,74 13 2,45 dm 3,5 36,08
14 1,60 m 50,11 14 1,61 m 50,45
15 0,83 s 14,84 15 0,90 s 15,09
16 1,69 s 23,49 16 1,67 sl 23,75
17 1,20 S 29,40 17 1,10 s 29,65
18 1,52 m 30,68 18 1,51 m 30,91

19 0,82 d6,4 22,68 19 0,89 d6,7 22,93
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Sc-7 Mo-7
No 'H mult, Bc No H mult, Bc
6(ppm) J (Hz) 6(ppm) 6(ppm) J (H2) 6(ppm)
20 0,92 d6,4 23,34 20 0,98 d6,7 23,65
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Figura 104 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-7.
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Figura 105 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-7.
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Figura 106 - Expanséo 2 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-7.
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Figura 107 - Expanséo 3 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-7.
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Figura 108 - Expanso 4 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-7.

‘ L
e e e e e °,0 °olg o B
N I~ = P © [ © o (|09 |00
Sﬁ%yﬂ & & 8|5 R8 & — 2000
— 1500
— 1000
— 5000
/! L
—0
\ \ \ \ \
1.20 1.10 1.00 0.90 0.80

ppm (t1)




176

T0MAG. 4. €. 4 Resuttaddos ¢ Discasoio

Figura 109 - Espectro de RMN **C DEPT (8, CsDs, 100 MHz) de Sc-7.
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Figura 110 - Espectro de massas (EI-MS) de Sc-7.
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4.3.8 Identificagao estrutural de Sc-8

O perfil espectral exibido pelo espectro de RMN de *H (Figura 113, p. 181) e
suas expansoes (Figuras 114 a 117, p. 182 a 185) da substancia codificada como
Sc-8 indicou que a mesma tratava-se de uma mistura. Comparando-se seus dados
com a literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010a; SMYRNIOTOPOULOS et al.,
2008b) (Tabela 12, p. 179 e Tabela 13, p. 180), foi exequivel propor que Sc-8 seria
uma mistura dos diterpenos 1S-hidroperoxi-12S-hidroxi-bromosphaerol-B (Sc-8a)
(Figura 88) e 14S-bromo-1S-hidroxi-1,2,13,14-tetraidro-Sphaerococcenol A (Sc-8b)
(Figura 89), ambos re-isolados de S. coronopifolius.

Figura 111 — Estrutura quimica de Sc-8a.

Figura 112 — Estrutura quimica de Sc-8b.
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Tabela 12 - Dados de RMN de 'H (6, CDCl;, 400 MHz) de Sc-8a e Mo-8a
(SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010a) (mesmas condicdes e xperimentais).
Sc-8a Mo-8a
| NG 'H mult, NG *H mult,
&(ppm) J (Hz) &(ppm) J (Hz)
| 1 | 4,63 | dd 9,6; 2,8 1 4,63 dd 8,8; 2;8

2 6,07 dd 10,4; 2,8 2 6,07 dd 10,4; 2,8

3 5,95 dd 10,4; 5,6 3 5,95 dd 10,4; 5,6

4 2,42 dd54; 4,1 4 2,42 m

5 - - 5 - -

6 al76 ddd14,3;13,7; 3,4 6 al76 m
b1,61 ddd 14,3; 3,8; 3,4 b1,61 m

7 al1,85 ddd 13,7; 3,8; 3,4 7 al1,85 m
b1,22 ddd13,7;13,7; 3,4 b 1,22 m

8 - - 8 - -

9 1,93 d 10,9 9 1,93 d 10,8

10 2,56 dd 10,9; 9,6 10 2,56 t1 10,2

11 - - 11 - -

12 3,50 dd3,4;24 12 3,50 m

13 a2,72 ddd13,6;13,3;2,4 13 a272 ddd 13,6; 13,4; 2,4
b2,13 ddd 13,6; 3,4; 3,4 b2,13 m

14 4,51 dd 13,6; 3,6 14 4,51 dd 13,6; 3,6

15 1,27 S 15 1,27 S

16 1,46 S 16 1.46 S

17 a 3,95 d 10,6 17 a 3,95 d10,4
b 3,47 dl 10,6 b 3,47 d 10,0

18 2,12 m 18 2,12 m

19 0,94 d6,8 19 0,94 d6,8

20 1,02 d6,8 20 1,02 d7,2
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Tabela 13 - Dados de RMN de 'H (6, CDCl3, 400 MHz) de Sc-8b e Mo-8b
(SMYRNIOTOPOULOS et al., 2008b) (mesmas condicdes e xperimentais).

Sc-8b Mo-8b
NG 'H mult, NG *H mult,
&(ppm) J (H2) &(ppm) J (Hz)
1 3,48 m 1 3,48 m
2 al,99 m 2 a 1,99
b 1,46 m b 1,46 m
3 al,.88 m 3 a 1,88 m
b1,42 m b 1,42 m
4 1,78 m 4 1,78 m
5 - - 5 - -
6 a 1,96 m 6 a 1,96 m
b1,73 m b 1,73 m
7 al7l m 7 al71
b1,31 m b1,31
8 - - 8 - -
9 1,67 m 9 1,67
10 1,67 m 10 1,67
11 - - 11 - -
12 - - 12 - -
13 a 3,19 dd 18,4; 8,2 13 a3,19 dd 18,8; 8,0
b 2,85 dd 18,4;9,4 b 2,85 dd 18,8; 9,6
14 4,29 dd 9,4; 8,2 14 4,29 tl 8,0
15 0,93 S 15 0,93 S
16 1,32 s 16 1,32 s
17 a3,73 d 10,2 17 a3,73 d 10,0
b 3,53 dd 10,2; 2,0 b 3,53 m
18 1,65 m 18 1,65 m
19 0,97 d6,6 19 0,98 sl

20 0,95 d6,6 20 0,96 sl
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Figura 113 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-8 (Sc-8a e Sc-8b).
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Figura 114 - Expansdo 1 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-8 (Sc-8a e
Sc-8b).
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Figura 115 - Expansédo 2 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-8 (Sc-8a e
Sc-8b).
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Figura 116 - Expanséo 3 do espectro de RMN
Sc-8b).

'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-8 (Sc-8a e
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Figura 117 - Expansao 4 do espectro de RMN  'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-8 (Sc-8a e
Sc-8b).
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4.3.9 Identificagéo estrutural de Sc-9

A substancia codificada com Sc-9 apresentou-se como 0leo incolor.

Os espectros de RMN *H e suas expansdes (Figuras 120-124, p. 191-195) e
de RMN *3C (Figura 125, p. 196) de Sc-9 mostraram perfis muito semelhantes aos
de Sc-3 (Figuras 67-73, p. 124-130 e Figuras 74-76, p. 131-133), levando a propor
que esta molécula trata-se também de um diterpeno. A analise do espectro de RMN

de *3C ratificou esta observacéo ao exibir sinais para 20 carbonos.

Os dados espectrais de hidrogénio e carbono de Sc-9 e Sc-3 foram
compilados em tabela e comparados (Tabela 14, p. 187). Foi observada uma
diferenca muito significativa na posi¢cado 12, onde em Sc-3 ha uma ressonancia para

carbono metilénico em & 46,17 e em Sc-9 encontra-se um carbono metinico

oxigenado em 5 79,36.

O espectro de massas (Figura 119, p. 190) fortaleceu esta observacdo ao
exibir o pico do ion molecular em M*" 462 u.m.a., condizente com a férmula
molecular C,oH3,Br,0,, e o fragmento em 383 u.m.a. que € relativo a perda de 79

u.m.a. (Bromo).

Aliando-se estes dados com aqueles fornecidos pelos espectros
bidimensionais COSY (Figura 126, p. 197), HMQC (Figura 127, p. 198), HMBC
(Figura 128, p. 199) e NOESY (Figura 129, p. 200) (Tabela 15, p. 189) juntamente
com comparagdes com a literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010a;
SMYRNIOTOPOULOS et al., 2008a; CAFIERI et al. 1982) foi possivel propor que a
substancia Sc-9 trata-se do diterpeno 12S-hidroxi-Bromosphaerol (Figura 118),

substéancia re-isolada de S. coronopifolius.

Figura 118 — Estrutura quimica de Sc-9
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Tabela 14 - Dados comparativos de RMN de  'H (5, CDCl3, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100
MHz) de Sc-9 e Sc-3.

Sc-9 Sc-3
[ . ..
NG 'H mult, B¢ No 'H mult, Bc
6(ppm) J (H2) 6(ppm) 6(ppm) J (H2) 6(ppm)
[ | | | | | | |
1 5,97 dl 10,4 128,48 | 1 5,99 dl 10,6 128,57
2 569 ddt 1(2)’;“ 50 19751 2 5,67 m 10,6 126,01
az2,10 m az212 m 21,85
3 21,93| 3
b 1,93 m b 1,92
4 1,72 m 4261 4 1,72 m 42,51
5 - - 41,07| 5 - - 41,83
a1,75 m a166 ddd 1‘:5; 18,7 493
6 2488| 6 *
b1,51 m b 1,50 m
a1,81 m a1g3 ddd 123'77; 47 3638
7 3642| 7 *
b 1,29 m b 1,22 m
8 - - 41,77 8 - - 40,68
9 1,78 d11,2 4595| 9 1,46 d 11,0 50,54
10 297 d11,2 36,82 | 10 2,96 m 37,29
1 - - 7484 | 11 - - 72,27
12 345 sl 79,36 al1,72 m 46,17
1o a 12
a270 dad 132’2’ 12,8, b 1,62 m
13 ’ 37.38
b214  dt13,7:37 a239 ddt129:125 4,
43
13
14 446 dd 12,837 63,40 b 1,96 m
15 1,27 s 14,88 | 14 3,97 dd125;35 68,86
16 1,44 s 31,79 | 15 1,28 s 13,99
a 3,93 d 10,8 16 1,36 s 35,02
17 40,55
b3,60 dd10.8: 2,1 17 a3,91 d 10,6 40,40
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517

Y Se.9 Sc-3
| No H mult, ¢ No H mult, B¢
&(ppm) J (Hz) &(ppm) &(ppm) J (Hz) 6(ppm)
18 103 m " 25,90 ' b359 dd10,6;20 |
19 0,89 d7,0 19,70 | 18 1,98 m 26,05
20 0,95 d7,0 25,90 | 19° 0,88 d7,0 25,81
20" 0,95 d7,0 19,84
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Tabela 15 - Dados de RMN de *H (8, CDCls, 400 MHz) e **C (5, CDCl;, 100 MHz) uni
bidimensionais de Sc-9.

1 13
H mult 1,1 C 1 13
No ' H-"H NOESY H — ~°C HMBC
o(ppm) J (Hz) o(ppm)
1 5,97 dl 10,4 16 128,48 3,5
2 5,69 ddt10,4;5,0;2,5 127,51 4
a2,10 m 17b
3 21,93 1,4
b 1,93 m 10
4 1,72 m 42,61 5,6,17,19, 20
_ — — 41,07
al75 m
6 24,88 7,17
b 1,51 m
alsl m
7 36,42 6b, 9, 15
b 1,29 m 14, 17a
_ — — 41,77
9 1,78 d11,2 14 4595 8,11,12, 15,16
10 2,97 di11,2 3b, 15, 19 36,82 1
11 — — - 74,84
12 3,45 sl 16 79,36 16
a2,70 ddd 13,7;12,8;2,9 15
13 37,38
b 2,14 dt 13,7; 3,7 14
14 4,46 dd 12,8; 3,7 7b, 9, 13b 63,40 12, 13,15
15 1,27 S 10, 13a 14,88 8,9 14
16 1,44 s 1,12 31,79 11
a 3,93 d 10,8 7b
17 40,55 5
b 3,60 dd 10,8; 2,1 3a
18 1,93 m 25,90 19, 20
19 0,89 d7,0 10 19,70 4,20

20 0,95 d7,0 25,90 4,19
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Figura 119 - Espectro de massas (CI(+)-MS) de Sc-9.
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Figura 120 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 121 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 122 -

Expans&o 2 do espectro de RMN  'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 123 - Expanséao 3 do espectro de RMN

'H (5, CDCl;, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 124 - Expanséao 4 do espectro de RMN

'H (5, CDCl;, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 125 - Espectro de RMN

3¢ (8, CDCl3, 100 MHz) de Sc-9.
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Figura 126 - Espectro de RMN *H x 'H-COSY (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 127 - Espectro de RMN H x *C-HMQC (5, CDCl;, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 128 - Espectro de RMN *H x **C-HMBC (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-9.
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Figura 129 - Espectro de RMN 'H x 'H-NOESY (5, CDCls, 400 MHz) de Sc-9.
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4.3.10 Identificagdo estrutural de Sc-10

A substéancia codificada como Sc-10 apresentou-se como um solido cristalino.
Seus espectros de RMN 'H e expansdes (Figuras 131-136, p. 205-210) e RMN *3C
(Figura 137, p. 211) mostraram-se semelhantes aos espectros de RMN *H (Figuras
120-124, p. 191-195) e RMN *3C (Figura 125, p. 196) de Sc-9.

Todavia, uma analise comparativa entre os dados de Sc-10 com Sc-9 (Tabela
17, p. 203) mostrou uma diferenca significativa na posicdo 12, onde em Sc-9
encontra-se um carbono metinico oxigenado em & 79,36 e em Sc-10 ha uma
absorcdo para carbono metilénico em & 45,21, dados estes fortalecidos pelo
espectro de RMN **C DEPT-135 (Figura 138, p. 212).

Verificou-se a presenca de uma dupla ligacdo para Sc-10, assim como em
Sc-9. No entanto, em diferentes posi¢cdes, tendo em vista que foram observados
sinais em & 5,73 e 5,80 referentes a hidrogénios de carbono sp? para posicdes 2 e 3
de Sc-10. Esta proposta foi fortalecida pelas ressonancias para dois carbonos sp?

metinicos, em 6 128,68 e 128,17 ppm.

Aliando-se os dados obtidos com os bidimensionais HMQC, COSY, HMBC e
NOESY (Figuras 140 a 143, p. 214 a 217) (Tabela 16, p. 202) e com a literatura
(SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010a; SMYRNIOTOPOULOS et al., 2008a; CAFIERI
et al., 1977) foi exequivel propor que a substancia Sc-10 trata-se do diterpeno

Bromosphaerodiol (Figura 130), substancia re-isolada de S. coronopifolius.

O espectro de massas (Figura 139, p. 213) fortaleceu esta proposta ao exibir
um pico em 446 u.m.a. relativo a perda de uma molécula de agua a partir de M** 464

u.m.a. (M - H,0), fato que é condizente com a formula molecular CxH32Br,0s.

Figura 130 — Estrutura quimica de Sc-10.
HO
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Tabela 16 - Dados de RMN de

bidimensionais de Sc-10.

'H (5, CDCls, 400 MHz), *C (8, CDCl;, 100 MHz) e

1 13
H 1, 1 C 1 13
No mult, J (Hz H-'H NOESY H — 3C HMBC
5(ppm) (H2) s(ppm) 1
] ] ] ] ] ] ]
1 4,29 di 8,0 9,16,17b | 66,25 3,10
2 5,73 dd 10,2; 2,88 17b 128,68 1
3 5,80 dd 10,2: 5.4 20 128,17 4,5
4 2,39 dd 5,36: 3,8 17b, 20 45,83 2,10, 17,19, 20
5 _ _ _ 42,29
al77 m
6 2594 17
b1,59  ddd 14,08; 3,72: 3,72
a1,89 ddd 13,68; 3,72: 3,72
7 36,20 5,8, 15
b1,13 = ddd 13,68 13,68; 3,72 14, 17a
8 - - - 41,35
9 1,56 d 10,76 1,14,17a @ 52,62 | 1,7, 10, 11, 15, 16
10 | 248 dd 10,76; 8,32 15, 19 43,98 1,2,5,9, 17
11 - - - 72,02
a1,80  ddd 14,92: 3,32: 3,32
12 45,21 11, 16
b1,63 ddd 14,92: 13,28; 4,56 14
dddd 13,28; 13,28:
a244 12,88; 3,32 15
13 30,16 11,12
dddd 13,28; 4,56; 3,76;
b 1,93 3.5 14
14 | 399 dd 12,88; 3,76 7b, 9, 12b, 13b| 69,45 9,12, 13, 15
15 | 1,30 s 10, 13a 14,13 8,9, 14
16 | 141 s 1 33,02 11
a 3,89 d 10,0 7b, 9
17 39,88 5, 6, 10
b 3,49 dl 10,0 1,2, 4
18 | 213 dhept 3,32; 6,64 19, 20 27,18 19, 20
19 | 095 d6,38 10, 18 18,97 18, 20
20 @ 1,01 d6,38 3, 4, 18 23,83 18, 19
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Tabela 17 - Dados comparativos de RMN de  'H (8, CDCl3, 400 MHz) e **C (5, CDCls, 100
MHz) de Sc-10 e Sc-9.

Sc-10 » Sc-9 mo
H Bc H mult Bc
No mult, J (Hz No '
5(ppm) H2) ' s(ppm) ppm) | J(Hz) | &(ppm)
1 | | | | | | | |
1 429 dl 8,0 66,25 1 597 41104 | 128.48
2 | 573  dd102:30 | 12868 @ 2 569 ddt10.4;1 157 51
5025
3 | 58 @ dd102:54 | 12817 @ 3 a2.10 m | 2193
4 | 239 | dd536:38 @ 4583 b 1,03 m
5 _ _ 4229 | 4 1,72 m | 4261
al77 m 5 _ ~ 4107
6 o 2504
b159 0dd14.08:3,72 6 al75 m | 2488
372
ddd 13,68; 3,72;
al,89 372 b1,51 m
7 36,20
: 7 36,42
ddd 13,68; 13,68: ,
b113 o a181 m
s | - _ 41,35 b 1,20 m
9 | 156 d10.76 5262 | 8 _ a7
10 | 248  dd1076:832 & 4398 & 9 1,78 d11.2 | 4595
11 _ _ 7202 | 10 2.97 d11.2 | 36,82
a1.80 ddd 14\1)-)9322 3,32;
" ’ ooy | 11 _ ~ | 7484
o ddoes2 1328 12 345 sl | 79.36
! 4.56
dddd 13,28: ddd
a244 | 1328 12.88: 13 2270 13.7:
13 3,32 30,16 128,29 3733
dddd 13,28; 4.56: dt 13,7:
b193 999 79252 b214 35
14 | 399 | dd12,80:3.60 @ 6945 | 14 4.46 dd 128, &3 40

3,7
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15 | 1,30 S 1413 | 15 1,27 s | 1488
16 | 141 S 3302 | 16 1,44 s | 3179

23,89 d10,0 23,93 4108
17 3988 | 17 40,55

b 3,49 dl 10,0 b3eo |4d108;

2.1

18 213 dhept3.32:6,64 2718 @ 18 1,93 m | 2590
19 | 0095 468 18,97 | 19 0,89 47,0 | 19,70

20 1,01 d6,8 23,83 20 0,95 d7,0 25,90
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Figura 131 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.

ppm (t1)
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Figura 132 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 133 - Expanséo 2 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 134 - Expanséo 3 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.

NN N NN N NONNNN NN NN N -
o B SIS B el = el e ==
[ o) w [N o ~N (O |01 w NN P O -
- (8] N [6)] o N W (W N |© © N W |
%F/ﬁ ) %% ))a/{iéilj *
+— 400
+— 300
| L
‘ —200
‘ L
[ L
\ [
| I B
100
‘ |
| ‘ L
0
T ‘ T T ‘ T ‘ T ‘ T T ‘ T -
250 2.40 2.30 2.20 2.10

ppm (t1)




209

TOMAG, #. €. # Resuttaddos ¢ Discasoio

Figura 135 - Expanso 4 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 136 - Expanso 5 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 137 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-10.
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Figura 138 - Espectro de RMN C DEPT-135 (6, CDCl3, 100 MHz) de Sc-10.
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Figura 139 - Espectro de massas (CI(+)-MS) de Sc-10
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Figura 140 - Espectro de RMN *H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 141 - Espectro de RMN *H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 142 - Espectro de RMN *H x *C-HMBC (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-10.
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Figura 143 - Espectro de RMN H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-10.
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4.3.11 Identificagao estrutural de Sc-11

O perfil espectral exibido pelo espectro de RMN de *H (Figura 146, p. 221) e
suas expansoes (Figuras 147 a 150, p. 222 a 225) da substancia codificada como
Sc-11 indicou que a mesma tratava-se de uma mistura. Comparando-se seus dados
com a literatura (SMYRNIOTOPOQULOS et al., 2010c) (Tabela 18, p. 219 e Tabela
19, p. 220), foi exequivel propor que Sc-11 seria uma mistura dos diterpenos loniol-1I
(Sc-11a) (Figura 144) e 3S-hidroxi-1-desoxi- Bromotetrasphaerol (Sc-11b) (Figura
145), ambos re-isolados de S. coronopifolius.

Figura 144 — Estrutura quimica de Sc-11a.

Figura 145 — Estrutura quimica de Sc-11b.
HO
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Tabela 18 - Dados comparativos de RMN de

H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-11a e Mo-11a
(SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010c) (mesmas condi¢cdes e xperimentais).

Sc-1la Mo-11a
NG *H mult, NO 'H mult,
&(ppm) J (Hz) &(ppm) J (Hz)
a 1,80 m 1 al,80 ddd13,3;10,8;5,8
! b 0,89 m b 0,89 m
2 1,99 dli 5,2 2 1,99 dli 5,8
3 1,47 dsg,o 3 1,46 dl 9,1
4 - - 4 - -
a1,89 m 5 al,89 ddd13,7;13,3; 3,7
° b1,42 m b 1,42 dt 13,3; 3,3
al,78 m 6 al,78 ddd 13,3; 3,7; 3,3
° b1,11 m b1,11 ddd 13,7; 13,3; 3,3
7 - - 7 - -
8 3,97 td 12,6; 4,0 8 3,98 dd 12,9; 3,7
o a 2,46 m 9 a 2,46 dddiol,gzziiz’g'
b 2,03 m b 2,03 dq 13,2; 3,7
a 1,60 10 a 1,60 m
10
b 1,60 b 1,60 m
11 - - 11 - -
12 1,25 do,2 12 1,24 d11,2
13 2,17 m 13 2,17 ddd 11,2; 10,8; 7,0
14 3,55 dl 6,8 14 3,55 d7,4
a234 dd 14,2; 7,4 15 a234 dd 14,1; 7,4
w b 0,95 m b 0,94 dl 14,1
16 1,19 S 16 1,19 S
17 1,20 S 17 1,20 S
18 1,70 m 18 1,70 dhept 9,1; 6,6
19 0,90 d6,8 19 0,90 d6,6
20 0,99 d6,4 20 0,99 d6,6
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Tabela 19 - Dados comparativos de RMN de H (8, CDClj3, 400 MHz) de Sc-11b e Mo-11b
(SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010c) (mesmas condi¢cdes e xperimentais).

Sc-11b Mo-11b
| NG *H mult, | NG 'H mult,
S(ppm) J (H2) 6(ppm) J (H2)
| al52 | m | 1 | al52 | m
! b 1,52 m b 1,52 m
2 191 m 2 191 m
3 3,43 sl 3 3,44 sl
4 0,94 dl 3,2 4 0,94 dd 9,1;2,9
5 - - 5 - -
a1,96 m 6 alge UJdd141128
6 4,1
b 1,47 m b1,47 m
a 1,86 m 7 alg86 ddd12,8;4,1; 3,3
! b 1,20 m b 1,20 m
8 - - 8 - -
9 1,11 sl 9 1,10 d10,4
10 1,80 m 10 1,80 ddd 10,4; 7,9; 4,1
11 - - 11 - -
al,58 m 12 al58
12
b 1,58 m b 1,58
a 2,46 m 13 az246 tdd12,8;12,4;6,6
w b 2,04 m b2,04 dtd12,8;4,1; 3,3
14 3,97 dd 12,6; 4,0 14 3,95 dd 12,8; 4,1
15 1,11 S 15 1,11 S
16 1,17 sl 16 1,17 S
al74 sl 17 al74 dl 10,4
H b 1,25 sl b 1,25 di10,4
18 1,65 m 18 1,65 dhept 9,1; 6,6
19 1,04 d 6,8 19 1,05 d6,6

20 1,08 d6,4 20 1,08 d6,6
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Figura 146 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-11 (Sc-11a e Sc-11b).
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Figura 147 - Expanséo 1 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-11 (Sc-1la e
Sc-11b).
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Figura 148 - Expanséo 2 do espectro de RMN

H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-11 (Sc-1la e

Sc-11b).
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Figura 149 - Expanséo 3 do espectro de RMN

Sc-11b).

H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-11 (Sc-1la e

ppm (t1)

= = = Tl = = i el ol R N R = = [ i B [ = =
m%f%f%)mf)mFm)m m%m%mmmb : hf -A h%% wam :
© B N o , (o)) B w = | O © (2] [42] w o a (b N o
w W o N P ~ © o | | O © © » N ~ o (N [ w
[
[
[
[
I \
[
[ [
[
[
[
\ \ \ \ \
1.70 1.60 150 1.40 1.30

— 1000

— 5000




225

TOMAG, #. €. # Resuttaddos ¢ Discasoio

Figura 150 - Expanséo 4 do espectro de RMN H (6, CDClj3, 400 MHz) de Sc-11 (Sc-1la e
Sc-11b).
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4.3.12 Identificacéo estrutural de Sc-12

Os espectros de RMN 'H e suas expansdes (Figuras 152-155, p. 229-232) e
RMN *3C (Figura 156, p. 233) de Sc-12 e RMN *H e expansdes (Figuras 93-97, p.
158-162) e RMN *3C (Figura 98, p. 163) de Sc-6 mostraram-se muito semelhantes.

Todavia, uma analise comparativa entre os dados de Sc-12 com Sc-6 (Tabela
20, p. 227) mostrou uma diferenca significativa na posicdo 14, onde o carbono
metinico de Sc-6 exibe uma ressonancia em & 25,87 referente a um carbono cujo
substituinte é o iodo, enquanto em Sc-12 nesta mesma posi¢cao o carbono apresenta
uma hidroxila como substituinte e absorve em & 75,90. O espectro RMN **C DEPT
(Figura 157, p. 234) fortalece esse dado ao mostrar sinal para carbono metinico

oxigenado em 5 75,91.

O espectro de massas (Figura 158, p. 235) evidenciou a existéncia de grupo
hidroxila ao exibir um fragmento em 366 u.m.a. resultante da perda de 18 u.m.a.

(H,0) a partir de M** 384 u.m.a., condizente com a férmula molecular CxoHs3:BrO,.

A compilacéo dos dados obtidos com informacdes fornecidas pelos espectros
bidimensionais HMQC e COSY (Figuras 159 e 160, p. 236 e 237, respectivamente) e
sua comparacdo com modelos da literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010c;
CAFIERI et al., 1985) permitiram identificar a substancia Sc-12 como sendo o

diterpeno Coronopifoliol (Figura 151), substancia re-isolada de S. coronopifolius.

Figura 151 — Estrutura quimica de Sc-12.
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Tabela 20 - Comparacdo dos dados de RMN de

100 MHz) de Sc-12 e Sc-6.

'H (8, CDCls, 400 MHz) e **C (5, CDCls,

HO,

7,
“,

20 Sc-12 Sc-6
NG *H mult, B No. | 'H (&) mult (J) BC ()
S(ppm) J (Hz) 6(ppm)
1 2,60 dl 4,2 48,25 1 2,88 sl 49,38
al1,37 m 2 1,34
2 29,45 m 35,57
b1,17 | dd12,4;8,7
3 1,08 dt 8,7: 6,2 49,26 3 1,17 m 48,79
4 - - 49,60 4 - 51,94
al76 | dt4,2:12.9 alr73 m
5 23,10 5 22,78
b 1,36 m B 1,31 | ddd 14,2; 3,8; 3,8
2188 m a 1,86 | ddd 12,9; 4,0; 2,2
6 37,57 6 37,81
b 1,40 m B 1,38 |ddd 12,9;12,9; 3,8
7 - - 41,35 7 - 41,45
8 4,06 dd 12,9: 3,7 69,28 8 4,09 dd 12,6: 4,0 68,49
o5 | ddd 13,2128, 9 | q248 ddd‘izlgz‘ﬁ (133'4;
az, 5o 065 4, 30,98
9 30,88
ddd 13,4; 7,2; dddd 13,4; 4,6; 4,0;
b 2,02 20 B 2,08 3.0
2 1.60 m B 1,68 |ddd 14,5; 13,4; 4,6
10 43,62 10 43,61
b 1,60 m a 1,59 | ddd 14,5; 4,6; 3,0
11 - - 73,37 11 - 73,63
12 | 1,83 d11,6 48,59 12 1,97 d12,1 47,60
13 1,64 d11,6 43,69 13 1,81 di12,1 44,79
14 | 3,88 dd 7,5: 2,9 75,90 14 3,98 dd 8,6: 5,6 25,87
al,86 m
15 46,20 15 | 156 s 32,92
b 1,38 m
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Sc-12
No 'H mult, Bc No. | 'H (&) mult (J) Bc (8)
S(ppm) J (Hz) 6(ppm)

16 | 1,35 s 33,63 16 1,16 s 16,51

17 | 2,60a dd 14,2; 5,6 50,11
17| 115 S 15,47 1,75b dd 14,2; 8,6
18 | 1,72 | dhept6,2;6,6 28,21 18 1,72 m 28,31
19° | 0,85 d 6,6 23,55 19 0,85 de6,7 23,31
20° | 0,85 d 6,6 18,84 20 0,84 de6,7 18,78




TONMAZ, 4. C. A

229

Resultados e Discussdo

Figura 152 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-12.
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Figura 153 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-12.
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Figura 154 - Expanséo 2 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-12.
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Figura 155 - Expanséo 3 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-12.
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Figura 156 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-12.
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Figura 157 - Espectro de RMN *C DEPT (8, CDCl3, 100 MHz) de Sc-12.
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Figura 158 — Espectro de massas (CI(+)-MS) de Sc-12
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Figura 159 - Espectro de RMN *H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-12.
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Figura 160 - Espectro de RMN *H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-12.
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4.3.13 Identificagdo estrutural de Sc-13

A substancia codificada como Sc-13 apresentou-se como um solido amorfo.

O espectro de massas (Figura 169, p. 249) evidenciou a existéncia de grupo
hidroxila ao exibir um fragmento em 366 u.m.a. resultante da perda de 18 u.m.a.

(H,0) a partir de M** 384 u.m.a. condizente com a férmula molecular C,oH33BrO,.

A andlise comparativa dos dados espectrais de RMN 'H e suas expansdes
(Figuras 162-166, p. 242-246) e de °C (Figura 167, p. 247) de Sc-13 com os de Sc-
10 (Tabela 21, p. 239) permitiu inferir a presenca de um anel ciclobutano na
molécula, tendo em vista que o carbono metilénico da posicédo 17 de Sc-10 possui
um &tomo de bromo como substituinte exibindo uma absor¢cdo em & 39,88. O
carbono metilénico 17 de Sc-13, por sua vez, absorve em 6 34,49. Outro dado
importante que fortalece a presenca do ciclobutano é o carbono metinico da posicéao
1, o qual em Sc-10 apresenta uma hidroxila como substituinte e ressona em J 66,25
e em Sc-13 verifica-se um sinal em & 45,38. O espectro de RMN de *C DEPT
(Figura 168, p. 248) ratifica esta proposta tendo em vista que mostra absor¢des para

carbonos hidrogenados.

O perfil espectral proposto foi corroborado pelas observacdes realizadas nos

espectros bidimensionais de Sc-13 (Figuras 170 a 175, p. 250 a 255).

Os dados obtidos (Tabela 22, p. 241) foram comparados com a literatura
(SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010c) e permitiram identificar a substancia Sc-13
como sendo o diterpeno loniol-l (Figura 161), substancia re-isolada de S.

coronopifolius.

Figura 161 —Estrutura quimica de Sc-13.
HO
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Tabela 21 - Dados comparativos de RMN de

e Sc-10.

'H (8, 400 MHz) e *C (5, 100 MHz) de Sc-13

Sc-13 Sc-10
‘ 1 13 1 13
H mult C H C
No ' mult, J (Hz
Sppm) I (Hz)  &(ppm) 5(ppm) H2) sppm)
| | | | | |
1 212 m 4538 1 4.29 di 8.0 66,25
2 414 dt7516 7284 2 5,73 dd10,2:2.88 128,68
a214 m 3 5,80 dd102:54 12817
3 27,65
b 1,56 m 4 2,39 dd 5.36: 3.8 4583
4 159 m 4844 5 _ _ 42,29
5 - _ 4333 6  al77 m 25.94
ddd 14,08: 3.72:
al162 m b 1,50 s
6 23,97
b 0,02 m 7 a1gg (4001368372 44,
372
a101 djdG.lz&g; b113 ddd 13é6% 13,68;
7 6125 3591 :
b132 dt13,2: 4,0 8 _ _ 4135
8 - _ 3913 9 1,56 d10,76 52,62
9 149 d99 5180 10 248 dd10.76:832 43,98
10 211 m 3149 11 _ _ 72,02
1 - - 7289 12 algo 0dd14.92:332 5.,
332
ddd 14.92: 13,28
a165 m b 1,63 P
12 42,54
dddd 13,28: 13.28:
b 1,55 m 13 a244 o 30,16
2248 dq44: 13,6 b 1,93 dddg %232385‘2"56;
13 30,50 ,76: 3,
b 2,03 m 14 399 dd12.88:376 69,45
14 403 dd12,4:40 6867 15 1,30 s 14,13
15 1,06 5 1586 16 141 5 33,02
16 113 5 3106 17 23,89 d10,0 30,88
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Sc-13 Sc-10
‘ 1 13 l 1 13
H mult C H C
No ' No mult, J (Hz
sppm)  J(Hz)  5(ppm) 5(ppm) H2) 5(ppm)
[ | | | | | | | |
a242 dd10,2: 7.6 b 3,49 dl 10,0
17 34,49
b0,65 dd102: 54 18 213  dhept3,32;6,64 27,18
18 2,04 m 2747 19 0.95 46,8 18,97
19 091  d68 1586 20 1,01 46,8 23,83
20 088 d68 22,67
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Tabela 22 — Dados espectrais de RMN de 'H (5, 400 MHz) e *C (5, 100 MHz) uni e
bidimensionais de Sc-13.

1 13
H mult 1,, 1 C 1 13
No ' H-'H NOESY H C HMBC
(ppm) J (Hz) (ppm) -
1 2,12 m 16 45,38 5,9, 17
2 4,14 dt7,5:1,6 17b 72,84 3,10, 17
az2,14 m
3 27,65 1,5, 18
b 1,56 m
1,59 m 17b 48,44 3,5,6,17,18, 19, 20
- - - 43,33
al62 m
6 23,97 5,17
b 0,92 m
a1901 ddd 123,53; 4.6; 15
7 , 36,91 5,6,8,09, 14, 15
b1,32  dt13,2;4,0 9,14, 17a
8 - - - 39,13
9 1,49 d9,9 7b, 14, 16, 17a 51,80 18,7, 1°ié1' 12,15,
10 2,11 m 15 31,49 2,4,9, 17
11 - - - 72,89
al,65 m 16
12 42,54 11, 13, 16
b 1,55 m 16
a248 dq4,4;13,6 15
13 30,50 11
b 2,03 m 14
14 4,03 dd12,4; 4,0 7b,9,13b 68,67 8,9, 12, 13,15
15 1,06 s 7a, 10, 13a 15,86 7,8,9, 14
16 1,13 s 1,9, 12a 31,06 11
a2,42 dd10,2;7,6 7b, 9
17 34,49 1,2, 4,5,6,10
b0,65 dd10,2;5,4 2,4
18 2,04 m 27,47 3,19, 20
19° 0,91 d6,8 15,86 20
20° 0,88 d6,8 22,67 19
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Figura 162 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 163 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 164 - Expanséao 2 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 165 - Expanséao 3 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.

ppm (t1)

PR PR PR PR PR R R R R R R e il sl = i i e =
© © © [} o (O O [} [S2NES TS N6, I 4] g w W (W W N
w N @ © ~N (O | N 0 N o a O o ~N O W N ©
wikff/ﬂ/&) b%w% Jyo/ﬁ ) memfm)
|
I I
!
1 | [

\‘\ | | ‘ [

‘ [

|
T ‘ ‘ T ‘ T ‘ ‘ T T ‘ T T ‘
1.90 1.80 1.70 1.60 1.50 1.40 1.30

8000

o
o
o

6000

o
o
o

4000

3000

2000

o
o
o

o

HO.,,




TONMAZ, 4. C. A

246

Resultados e Discussdo

Figura 166 - Expanséao 4 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 167 - Espectro de RMN C (8, C¢Dg, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 168 - Espectro de “*C-DEPT 135 (8, CsDg, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 169 — Espectros de massas (CI(+)-MS) de Sc-1 3.
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Figura 170 - Espectro de RMN

'H x **C-HMQC-DEPT (8, C¢Ds, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 171 - Espectro de RMN *H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 172 - Espectro de RMN 'H x 'H-COSY (8, CsDg, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 173 - Espectro de RMN 'H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-13.
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Figura 174 - Espectro de RMN H x "*C-HMBC (8, C¢Ds, 400 MHz) de Sc-13.
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TOMAZ. 4. C. A,

Figura 175 - Espectro de RMN H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-13.
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4.3.14 Identificagao estrutural de Sc-14

Comparacdes dos espectros de RMN *H e suas expansées (Figuras 177-181,
p. 261-265) e de RMN *C de Sc-14 (Figura 182, p. 266) com os dados espectrais de
Sc-13 (Tabela 23, p. 259) mostraram importantes similaridades. Todavia, a molécula
de Sc-14 apresenta um anel ciclopentano, diferentemente de Sc-13 que exibe um
anel ciclobutano. Essa proposta foi inferida pela presenca de um substituinte
hidroxila no carbono metinico da posicdo 1 (6 80,37) em Sc-14. Esse mesmo

substituinte encontra-se no carbono metinico da posicéo 2 (6 72,84) em Sc-13.

Mediante analise do espectro bidimensional COSY (Figura 185, p. 269) de
Sc-14, é possivel confirmar a presenca do anel ciclopentano na molécula através do
acoplamento observado entre o hidrogénio metinico em 6 4,01 (t, J=3,4) geminal a

hidroxila e os hidrogénios nas posicdes 2 (6 2,04) e 10 (5 1,74).

Os dados obtidos para *H e **C juntamente com os dados dos experimentos
bidimensionais HMQC (Figura 184, p. 268) e COSY (Figura 185, p. 269) foram
comparados com modelos da literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010a;
SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010c; CAFIERI et al., 1986) e permitiram propor que a
substancia Sc-14 trata-se do diterpeno Bromotetrasphaerol (Figura 176, p. 258),

substéancia re-isolada de S. coronopifolius.

O espectro de massas (Figura 183, p. 267) evidenciou a existéncia de grupo
hidroxila ao exibir um fragmento em 366 u.m.a. resultante da perda de 18 u.m.a.

(H,0) a partir de M** 384 u.m.a. condizente com a férmula molecular CxH33BrO,.

E interessante observar que a co-ocorréncia dos metabdlitos Sc-11a, Sc-12,
Sc-13 e Sc-14 nesse mesmo organismo indica a possibilidade de que eles derivem
de um metabdlito em comum, o bromosphaerol (Sc-3). O Esquema 10 (p. 258)
mostra uma proposta biogenética para esta situacdo (SMYRNIOTOPOULOS et al.,
2010c).
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Figura 176 — Estrutura quimica de Sc-14.
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Esquema 10 — Proposta biogenética para os diterpeno s Sc-11a, Sc-12, Sc-13 e Sc-14 a
partir de Sc-3 (SMYRNIOTOPOQULOS et al., 2010c).
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Tabela 23 - Dados comparativos de RMN de

MHz) de Sc-14 e Sc-13.

'H (5, CDCl3, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100

Sc-14 Sc-13
No 'H mult, Bc No 'H mult, B¢
S(ppm) J (H2) 6(ppm) S(ppm) J (H2) S(ppm)

1 4,01 t3,4 80,37 1 2,12 m 45,38
2 2,04 41,67 2 4,14 dt7,5;1,6 72,84

al62 m 3 az2l14 m 27,65
3 28,35

b 1,62 m b 1,56 m
4 1,26 m 52,30 4 1,59 m 48,44
5 - - 51,82 5 - - 43,33

alo7r m 6 al,e62 m 23,97
6 27,14

b 1,24 m b 0,92 m

al,86 m 7 a1,91ddd 13,3;4,6;2,5 36,91
7 38,60

b1,11 dt 13,2; 3,7 b 1,32 dt 13,2; 4,0
8 - - 40,81 8 - - 39,13
9 1,19 d11,2 54,61 9 1,49 d9,9 51,80
10 1,74 dl 10,8 41,50 10 2,11 m 31,49
11 - - 72,75 11 - - 72,89

al6l m 12 al,65 m 42,54
12 44,22

b1,61 m b 1,55 m

a247 dqgb5,2;12,8 13 a248 dq4,4;13,6 30,50
13 30,56

b 2,00 m b 2,03 m
14 3,95 dd12,8;4,0 68,97 14 4,03 dd12,4;4,0 68,67
15 1,09 S 16,08 15 1,06 S 15,86
16 1,40 S 30,87 16 1,13 S 31,06

al,87 m 17 az2,42 dd10,2;7,6 34,49
17 42,58

b 0,99 m b0,65 dd10,2;5,4
18 1,82 m 29,61 18 2,04 m 27,47
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Sc-14 Sc-13
No 'H mult, B¢ No 'H mult, (e
6(ppm) J (Hz) 6(ppm) 6(ppm) J (H2) 6(ppm)
19° 0,98 d6,4 23,66 19° 0,91 d6,8 15,86

20° 1,05 d6,4 23,76 20° 0,88 d6,8 22,67
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Figura 177 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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Figura 178 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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Figura 179 - Expanséo 2 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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Figura 180 - Expanséo 3 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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Figura 181 - Expanso 4 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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Figura 182 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-14.
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Figura 183 — Espectro de massas (Cl(+)-MS) de Sc-14
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Figura 184 - Espectro de RMN *H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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Figura 185 - Espectro de RMN *H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-14.
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4.3.15 Identificagdo estrutural de Sc-15

A andlise do espectros de RMN de *H e suas expansées (Figuras 187-191, p.
273-277) e de °C (Figura 192, p. 278) levaram a sugerir que Sc-15 trata-se de uma

substancia de natureza terpenoidica.

A existéncia de um grupo éster na molécula foi inferida pelos sinais em &y
2,06 (s) e d¢c 21,21 referentes a metila alfa a carbonila, e também a presenca da

carbonila de éster em 6¢ 170,78.

Aliando-se o0s dados obtidos aqueles fornecidos pelos espectros
bidimensionais COSY (Figura 194, p. 280), HMBC (Figura 195, p. 281) e NOESY
(Figura 196, p. 282) (Tabela 24, p. 272) e comparacdes com a literatura
(SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010a; SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2009) foi
possivel propor que a substancia Sc-15 trata-se do terpeno Sferolano-I (Figura 186),
substéancia re-isolada de S. coronopifolius.

Podem-se destacar no espectro de massas (Figura 193, p. 279) o pico do ion
molecular em M*" 348 u.m.a. e o0 pico em 330 u.m.a. referente a perda de uma
molécula de agua. Este dado permitiu atribuir a Sc-15 uma formula molecular

C2oH3603, ratificando, portanto, a estrutura proposta para Sc-15.

E importante observar que a co-ocorréncia dos metabdlitos Sc-15 e Sc-7 no
mesmo organismo indica a possibilidade de que eles derivem de um precursor

comum, o cation neodolabelano (CAFIERI et al., 1984).

O Esquema 11 (p. 271) mostra a proposta de origem biogenética para Sc-7 e
Sc-15 (SMYRNIOTOPOULOS et al., 2009).

Figura 186 — Estrutura quimica de Sc-15.
1, OH
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Esquema 11 - Proposta de origem biogenética para Sc

et al., 2009).

-7 e Sc-15 (SMYRNIOTOPOULOS

AcetilCoa

Sc-15

Sc-7
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Tabela 24 - Dados de RMN de ‘H (8, CDClj3, 400 MHz) e *c (8, CDClj3, 100 MHz) de Sc-15.

1 13
H mult 1,, 1 C 1 13
No ! H-"H NOESY H C HMBC
&(ppm) J (Hz) &(ppm) -~
ala7 m 12, 14
1 27,88 2,3,4
b 1,36 m 13, 15
al,85 m
2 27,12 1, 4,18
b 1,81 m
1,21 m 15 55,43 1, 2, 4, 15, 18, 19, 20
_ - - 47,09
a 2,07 m 20
5 37,04 3,4,7,15
b 1,28 m 8,17b
a2,16 m 8, 13, 15
6 30,91 5,17, 17b
b 1,97 m 17b
_ - - 149,78
8 541 dl 8,0 5b, 6a, 17a 75,69 6,7,9, 10,17, 21
al,89 m
9 28,29 10, 11
b1,42 m
ale6 ddd14,5;7,9;1,2
10 38,20 8,9, 11, 16
b 1,48 m
11 - - - 73,36
12 5,52 d 15,2 1a, 14, 16 137,33 10, 11, 13, 16
13 5,66 dd 15,2; 10,0 1b, 6a, 15 127,50 11,12
14 2,18 m 1a, 12 59,38 3,5,15
15 0,77 S 1b, 3, 6a, 13 10,91 3,4,5b
16 1,24 S 12 30,75 10, 11
a4, 74 sl 8
17 107,05 6,7,8
b 4,65 sl 5b, 6b
18 1,56 hept 6,6 30,30 3,19, 20
19 0,83 d6,6 22,49 3,18, 20
20 0,95 d 6,6 5a 23,47 3,18,19
21 - - - 170,78
22 2,06 [ 21,21 21
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Figura 187 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 188 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 189 - Expansao 2 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 190 - Expanséao 3 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 191 - Expanso 4 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 192 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-15.
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Figura 193 - Espectro de massas (EI-MS) de Sc-15.
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Figura 194 - Espectro de RMN *H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 195 - Espectro de RMN *H x *C-HMBC (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-15.
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Figura 196 - Espectro de RMN *H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-15.
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4.3.16 Identificacdo estrutural de Sc-16

A substancia codificada como Sc-16 apresentou-se como um 6leo incolor.

Comparacdes dos espectros de RMN de *H e suas expans6es (Figuras 198-
203, p. 287-292) e de RMN °C de Sc-16 (Figura 204, p. 293) com os dados
espectrais de Sc-14 (Tabela 25, p. 284) mostraram importantes similaridades.
Todavia, a molécula de Sc-16 apresenta um atomo de carbono a mais em sua
estrutura. Esta observacao foi ratificada pela presenca de um substituinte metoxila
no carbono metinico da posicdo 1, onde constatou-se um multipleto em & 3,42
acoplado ao hidrogénio metinico e um sinal em & 89,09 referente ao carbono
metinico substituido. Verificou-se, ainda, um simpleto em & 3,09 condizente com

hidrogénios da funcado metoxila.

Os dados espectrais de *H e *3C uni e bidimensionais HMQC (Figura 205, p.
294), COSY (Figura 206, p. 295), HMBC (Figura 207, p. 296) e NOESY (Figura 208,
p. 297) obtidos para S-16 foram compilados (Tabela 26, p. 286) e comparados com
a literatura (SMYRNIOTOPOULOS et al, 2010b) e permitiram identificar a
substancia Sc-16 como sendo o diterpeno 1S-1-metoxi-Bromotetrasphaerol (Figura
197), substancia re-isolada de S. coronopifolius.

A estrutura proposta para Sc-16 foi atribuida uma férmula molecular
C,1H3sBrO; inferida no espectro de massas (Figura 209, p. 298) pela observacéo do
pico em 380 u.m.a. referente a perda de uma molécula de agua a partir de M** 398

u.m.a.

Figura 197 — Estrutura quimica de Sc-16.
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Tabela 25 - Dados comparativos de RMN de  'H (8, CDCl3, 400 MHz) e **C (5, CDCls, 100
MHz) de Sc-16 e Sc-14.

Sc-16 Sc-14
No 'H mult, Bc No 'H mult, Bc
6(ppm) J (H2) 6(ppm) 6(ppm) J (H2) 6(ppm)
1 3,42 m 89,09 1 4,01 t3,4 80,37
2 2,24 m 36,94 2 2,04 m 41,67
alb7 m al62 m
3 27,87 3 28,35
b1,44 ddd12,4;5,4;2,5 b 1,62 m
4 1,23 m 52,41 4 1,26 m 52,30
5 - - 50,89 5 - - 51,82
al94 dt 14,1; 4,6 al,97 m
6 27,02 6 27,14
b 1,24 m b 1,24 m
al85 ddd12,8;4,6;2,5 al,86 m
7 38,65 7 38,60
b1,11 ddd 14,1;12,8; 4,2 b1,11 dt13,2;3,7
8 - - 40,89 8 - - 40,81
9 1,20 d 10,8 54,59 9 1,19 d11,2 54,61
10 1,74 dt11,2; 2,5 40,44 10 1,74 dl 10,8 41,50
11 - - 7261 11 - - 72,75
al,66 ddd14,5;4,6;2,9 12 al,61 m
12 43,86 44,22
b 1,55 m b 1,61 m
a2,48 ddt13,3;12,8;4,6 13 a2,47 dqb5,2;12,8
13 30,68 30,56
b2,00 ddti13,3;4,2;2,9 b 2,00 m
14 3,95 dd 12,8; 4,0 69,07 14 3,95 dd12,8;4,0 68,97
15 1,09 S 16,23 15 1,09 S 16,08
16 1,37 S 29,32 16 1,40 S 30,87
al,82 dl 9,6 17 al,87 m
17 42,13 4258
b 0,99 m b 0,99 m

18 1,79 m 29,86 18 1,82 m 29,61
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Sc-16

Sc-14
No 'H mult, Bc No 'H mult, Bc
S(ppm) J (H2) 6(ppm) S(ppm) J (Hz) S(ppm)
19 0,94 d 6,6 2352 19 0,98 d 6,4 23,66
20 1,02 d 6,6 23,67 20 1,05 d6,4 23,76

21 3,09 S 55,51
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Tabela 26 - Dados de RMN de ‘H (8, CDClj3, 400 MHz) e *c (8, CDClj3, 100 MHz) de Sc-16.

1 13
H mult 1,, 1 C 1 13
No ! H-"H NOESY H C HMBC
5(ppm) J (Hz) Sppm)
1 3,42 m 2,9, 16, 17a, 21 89,09 3,9, 10,17, 21
2 2,24 m 1, 3a, 3b, 21 36,94 17
alb7 m 2,4
3 27,87 17
b1,44 ddd12,4;5,4;25 2,19, 21
4 1,23 m 3a 52,41 17, 19, 20
- - - 50,89
alos td 14,1; 4,6 15, 20
6 27,02 45,10, 17
b1,24 m
al85 ddd12,8;4,6;2,5
7 38,65 6,9, 15
b1,11 ddd 14,1;12,8; 4,2 14, 17a
_ _ — 40,89
9 1,20 d 10,8 1,14 54,59 8, 10, 15, 16
10 1,74 dt11,2; 2,5 15, 20 40,44 517
11 - - - 72,61
alb6 ddd14,5;4,6;2,9
12 43,86 16
b 1,55 m 14
a248 ddt13,3;12,8;4,6 15
13 30,68
b200 ddt13,3;4,2;29 14
14 3,95 dd 12,8; 4,0 7b, 9, 12b, 13b 69,07 9, 12,15
15 1,09 S 6a, 10, 13a 16,23 8,9, 14
16 1,37 S 1,21 29,32 11
al,s2 dl 9,6 1, 7b
17 42,13 5,10
b 0,99 m
18 1,79 m 29,86 19, 20
19 0,94 d 6,6 3b 23,52 18, 20
20 1,02 d 6,6 6a, 10 23,67 18, 19

21 3,09 S 1,2,3b, 16 55,51
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Figura 198 - Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 199 — Expanséo 1 do espectro de RMN

'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 200 - Expanséao 2 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 201 - Expanséo 3 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 202 - Expanséao 4 do espectro de RMN

'H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 203 - Expanso 5 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 204 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-16.
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Figura 205 - Espectro de RMN H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 206 - Espectro de RMN 'H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 207 - Espectro de RMN *H x *C-HMBC (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 208 - Espectro de RMN *H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-16.
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Figura 209 — Espectro de massas (Cl(+)-MS) de Sc-16
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4.3.17 Identificacéo estrutural de Sc-17

A substancia Sc-17 foi purificada através de CLAE e foi isolada como um 6leo
incolor. Os dados fornecidos pelos espectros de RMN *C e sua expansé&o (Figuras
217 e 218, p. 312-313) e espectrometria de massas ESI (Figura 211, p. 304) com
pico do ion molecular M** em 435 u.m.a. (412+Na) deram suporte a féormula
molecular C;;H33BrOs. O esquema 12 (p. 305) mostra alguns dos fragmentos

fornecidos por Sc-17.

O espectro de RMN de *3C (Figura 217, p. 312) e sua expanséo (Figura 218,
p. 313) exibiram sinais para 21 carbonos, sendo quatro quaternarios, sete metinicos,
cinco metilénicos e cinco metilicos. Dentre os carbonos, um era carbonilico,
absorvendo em ¢ 216,91, dois foram identificados como olefinicos ressonando em
dc 127,65 (C-2) e 3¢ 128,99 (C-1), um era brominado absorvendo em ¢ 40,56 (C-
17) e trés eram oxigenados, com absor¢cdes em 6¢c 76,32 (C-11), oc 83,80 (C-14) e
8¢ 57,50 (C-21).

O espectro de RMN de *H (Figura 212, p. 307) e suas expansdes (Figuras
213 a 216, p. 308 a 311) mostraram sinais para dois hidrogénios olefinicos sendo
um duplo multipleto em 6y 5,69 (H-2) e um dupleto largo em &y 5,95 (H-1) acoplando
cis entre si com J de 10,5 Hz, um dupleto largo relativo a um hidrogénio oximetinico
em d&y 3,09 (H-14) o qual acopla vicinal (J=6,9 Hz) com o duplo dupleto em &4 2,81
(H-13a) e este exibe acoplamento geminal (J=18,4 Hz) com o dupleto em 64 2,67 (H-
13B).

Ainda, um simpleto relativo a hidrogénios metoxilicos em &y 3,36 (OCH3z-21),
dois hidrogénios halometilénicos sendo um dupleto em &y 3,93 (H-17a) que acopla
geminal com o duplo dupleto em oy 3,70 (H-17b) que acopla a longa distancia com
H-2 (J=1,8 Hz).

Na regido de campo alto, duas metilas secundarias de um grupo isopropilico
em oy 0,87 (CH3-19) e o4 0,93 (CH3-20) mostram acoplamento vicinal (J=6,8 Hz)
com um duplo hepteto do grupo metinico que absorve em 6y 1,94 (H-18) com o qual

encontram-se ligadas. Presentes ainda, dois simpletos pertinentes a metilas
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quaternarias em 6y 1,29 (CH3-16) e 64 0,76 (CH3-15), como também um hidrogénio
intercambiavel em &y 3,48 (C11-OH).

Com grau de insaturacdo 5, sugeriu-se que a estrutura contivesse, além do

grupo carbonilico, uma ligacdo dupla e trés anéis.

Todos os carbonos e seus respectivos hidrogénios foram assinalados
mediante a analise dos experimentos bidimensionais COSY (Figura 219, p. 314) e
HMQC (Figura 220, p. 315).

A comparacao dos dados de Sc-17 com aqueles de Sc-2 (Sphaerococcenol
A) (Tabela 27, p. 302) sugeriu que o metabdlito em questdo poderia tratar-se de um

derivado do referido diterpeno.

Baseando-se nas correlacfes observadas no espectro de HMBC (Figura 221,
p. 316) a trés ligacdes de H-14 (d4 3,09), CH3-16 (64 1,29) e C11-OH (64 3,48) e a
duas ligacbes de H-13a e 1386 (64 2,81 e 2,67, respectivamente) com a carbonila C-
12 (3¢ 216,91), foi possivel definir a posicdo da carbonila em C-12. A posicdo da
ligacdo olefinica entre C-2 e C-1 foi estabelecida a partir de correlagdes do H-1 (64
5,95) a 2J com C-10 (5¢ 35,39) e a 3J com C-3 (¢ 22,65), C-5(5c 40,09) e C-9 (3¢
42,88) e do H-4 (84 1,74) a *J com C-2 (8¢ 127,65).

A correlacdo no HMBC a 3J entre os hidrogénios metilicos CHs-19 (8 0,87) e
CH3-20 (b4 0,93) e 0 C-4 (6¢c 42,03) permitiram confirmar a posicdo do grupo

isopropila no C-4.

Ainda no espectro de HMBC, a correlacdo entre o H-17a (64 3,93) com C-4
(6c 40,09) e C-5 (6¢c 24,68) e do H-17b (64 3,70) com C-4 (8¢ 40,09) assegurou a
posicdo do grupo bromometila no C-5 (6¢ 40,09).

O carbono metoxilado foi posicionado em C-14, mediante o que pbde ser
concluido pelas correlacdes a 2J do H-138 (84 2,67) e a *J do H-9 (8 2,46), CHs-15
(81 0,76) e CH3-21 (84 3,36) com o C-14 (8¢ 83,80) e pelas correlacdes a 3J entre o
H-14 (54 3,09) com C-9 (3¢ 42,88) e C-12 (5¢ 216,91).

Ademais, as correlagdes entre CH3-15 (81 0,76) a 2J com C-8 (8¢ 39,75) e a 3J
com C-7 (8¢ 29,13), C-9 (5¢ 42,88) e C-14 (5¢ 83,80), e entre CHa-16 (5, 1,29) a 2J
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com C-11 (8¢ 76,32) e a 3J com C-9 (8¢ 42,88) e C-12 (8¢ 216,91) confirmaram as

posi¢cdes dos grupos metilicos quaternarios.

A estereoquimica relativa de Sc-17 foi atribuida através de experimentos NOE
(Figura 222, p. 317). As correlagbes NOE entre H-1/H-9, H-1/CH3-16, H-9/CH3-16, H-
17a/H-9, H-17b/H-3B e H-17a/H-78 e H-17b/H-4, estabeleceram a estereoquimica
em C-4, C-5, C-9 e C-11.

As correlagdes entre H-10/CHs-15 e H-10/CH3-19 permitiram inferir a

estereoquimica em C-8 e C-10.

A auséncia de correlacdo entre H-14/H-9 e as correlacbes NOE entre CHgs-
15/H-14, H-14/H-7a, H-14/H-13a, estabeleceram a estereoquimica em C-14.

A configuragéo trans diaxial dos hidrogénios H-9 (64 2,46) e H-10 (84 2,71) foi
suportada pela alta constante de acoplamento (J=12,9 Hz) apresentada pelos

mesmos.

A analise de todos os dados (Tabela 28, p. 302) culminou com a concluséo de
que o metabolito Sc-17 trata-se do 14R-metoxi-13,14-diidro-Sphaerococcenol A

(Figura 210), substancia isolada pela primeira vez como produto natural.

Figura 210 — Estrutura quimica de Sc-17
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Tabela 27 - Dados comparativos de de RMN de

100 MHz) de Sc-17 e Sc-2.

'H (8, CDCls, 400 MHz) e **C (5, CDCls,

PN
SC_2 19 20
1 13 H mult, Bc
No. H (8) mult (J) C(d) No &(ppm) J (H2) &(ppm)
1 595 4105 12899 1 6,03 d110.4 128.18
2 569 dm 105 12765 2 573  ddt10.4;50: 2,5 127.65
3 2108 m 2265 3  a215 dddt195 70:50 25  22.28
1,98 a m
4 1,74 M 42,03 b 1,98 m
5 ) 40,09 176 dl 7.0 41,98
173a  ddd 14,0: 14,0; 4,0
6 1508  ddd14,0:4,7:2,9 268 - - 40.18
2138  ddd 14.0, 14.0, 4.7 dddd 13,7: 13.2: 4.6:
! 097a  ddd14,0:4,0:29 2213 6 alss3 25 32,97
8 ; 39,75 b157  ddd 137 2,7: 2.5
9 2.46 4129 4288 7  al66  ddd132:13.2: 3.7 24.45
10 271 dm 12,9 35.39 b145  ddd 13.2: 4.6 2.5
11 ) 7632 8 _ Z 36,79
12 ] 216091 9 1,01 d12.4 4543
281a dd 18.4: 6,9 N
13 o1 A 3890 10 288  ddd12,4:50: 2.5 35.44
14 3.09 dl 6,9 8380 11 - - 75.27
15 076 s 1721 12 - - 203.37
16 1.29 s 3117 13 6,05 d10.0 124,40
3.93a 4105
17 3200 dd 10818 4056 14 6,81 4100 162,02
18 1,94 dhept 6.7:20 2582 15 1,07 S 21,36
19 087 467 1025 16 132 S 31.30
20 093 467 2582 17  a3.88 4104 3986
21 336 S 5750 b 370 dd 10.4: 2,5
110H 348 s T 1.95 m 25.80
19 0.96 468 25.92
20 0.90 468 10.45
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Tabela 28 - Dados de RMN de 'H (5, CDCl;, 400 MHz), *C (8, CDCl;, 100 MHz) e
bidimensinais de Sc-17.

No. "H(6) mult (J) NOESY (‘H—"H) ®C(6) Tipo HMBC ("H—"C)
1 595 dl 10,5 12, 15, 110H 128,99 CH 3a,9,10
2 569 dm 105 2a, 28 127,65 CH  3a,3B,4,5,10
210 m 1,3,17b 22,65 CH, 1,2,4,18
3 B m 1,13
1,98
a
174 M 2B, 17b 42,03 CH 6a, 6,10, 17a, 17b,
: 18, 19, 20
- 40,09 C
1,73  ddd 14,0; 14,0; 13, 16, 18 24,68 CH, 78,8,17a, 17b
6 a 40 6a, 68
1,50 ddd 14,0;4,7; 2,9
B
2,13  ddd 14,0; 14,0; 58,12, 17a, 21 29,13 CH, 6aq,8, 14,15
- B 47 58, 8, 16
0,97 ddd 14,0; 4,0; 2,9
a
8 - 39,75 C
9 45 0129 6B, 14, 15, 17a 42,88 CH 1,8, 11,14, 15, 16,
: 110H
10 271 dm129 2a, 5a, 16, 19 3539 CH 1,2 4,6a 689
11 - 76,32 C
12 - 216,91 C
2,81 dd18,4;6,9 8,16 38,90 CH, 8,11, 13aq, 138, 14
13 a di84 15, 21
2,67
B
14 3,09 di6.9 6a, 9a, 16, 21 83,80 CH 8,9, 12,138, 15,21
s 5a, 6a, 8, 94, 13, 17,21 CH; 7B,8,9, 14
15 0,76 110H
16 129 s 98, 12, 14, 110H 31,17 CH; 9,611,12
17 393 d105 68, 12 40,56 CH, 4,6a,68
3,70b dd 10,5; 1,8 2B, 3
18 1,94 dhept6,7; 2,0 5a 25,82 CH 19,20
19 087 d6,7 13 19,25 CH; 4,18,20
20 093 d6,7 25,82 CH; 4,18,19
21 336 s 8,68, 98 5750 CH, 14
110H 348 s 14, 15, 16 - OH 11,12
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Figura 211 - Espectro de massas (ESI(+)-MS) de Sc-1 7
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Esquema 12 — Fragmentos fornecidos pela molécula de Sc-17
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Continuacao do Esquema 12
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Figura 212 - Espectro de RMN 'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 213 - Expanséo 1 do espectro de RMN H (5, CDClj3, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 214 — Expanséo 2 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 215 - Expanséo 3 do espectro de RMN H (5, CDClj3, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 216 — Expanséo 4 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 217 — Espectro de RMN C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-17.
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Figura 218 - Expanséo do espectro de RMN

3C (5, CDCl3, 100 MHz) de Sc-17.
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Figura 219 - Espectro de RMN 'H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 220 - Espectro de RMN *H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 221 - Espectro de RMN *H x *C-HMBC (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-17.
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Figura 222 - Espectro de RMN H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-17.
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4.3.18 Identificagdo estrutural de Sc-18

A substancia Sc-18 foi purificada através de CLAE. Os dados fornecidos
pelos espectros de RMN de *3C (Figura 232, p. 331), DEPT (Figura 233, p. 332) e
espectrometria de massas ESI (Figura 225, p. 323) com pico do ion molecular M**
em 448 u.m.a. deram suporte a férmula molecular CyH3,Br,O. O esquema 13 (p.

324) mostra alguns dos fragmentos fornecidos por Sc-18.

O espectro de RMN de '3C (Figura 232, p. 331) exibiu sinais para 20
carbonos, sendo trés quaternarios, sete metinicos, seis metilénicos e quatro
metilicos. Os sinais em &¢c 51,33 (C-4), 6¢c 41,43 (C-7) e d¢c 73,47 (C-11) foram

identificados como sendo referentes a carbonos quaternarios.

A natureza de uma funcéo alcodlica foi indicada pela ressonéncia de C-11 em
regido de campo mais baixo. Dois atomos de carbonos bromometinicos foram
inferidos pelos sinais em 6¢c 68,57 (C-8) e 6c 52,46 (C-14).

O espectro de RMN de 'H (Figura 226, p. 325) e suas expansdes (Figuras
227 a 231, p. 326 a 330) ratificaram as duas ultimas atribuicdes para carbonos ao
exibir as ressonancias dos respectivos hidrogénios em 64 4,07 (1H, dd, J=12,6 e 4,1
Hz, H-8) que mostra acoplamento diaxial com oy 2,47 (1H, dddd, J=13,4, 13,4, 12,6
e 4,7 Hz, H-9a) e axial-equatorial com oy 2,06 (1H, dddd, J=13,4, 4,7, 4,1 e 2,9 Hz,
H-9B). O sinal em 6y 4,03 (1H, dd, J= 8,5 e 5,0 Hz, H-14) apresentou acoplamento
diaxial com &y 1,75 (1H, dd, J= 14,3 e 8,5 Hz, H-17b) e axial-equatorial com &y 2,52
(1H, dd, J= 14,3 e 5,0 Hz, H-17a).

Ainda através da anélise do espectro de RMN de H, foi exequivel verificar a
presenca de dois grupos metilicos ligados a &tomos de carbonos quaternarios pelos
simpletos em &4 1,49 (CH3-15) e em 64 1,16 (CH3-16) e duas metilas secundarias
pertencentes a uma funcao isopropila em &y 0,86 (d, J= 6,4 Hz, CH3-19) e 64 0,85 (d,
J= 6,4 Hz, CH3-20).

Todos os carbonos e seus respectivos hidrogénios foram assinalados

mediante a analise dos experimentos bidimensionais HMQC (Figura 234, p. 333) e
COSY (Figura 235, p. 334).
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Mediante analise do espectro bidimensional HMBC (Figura 236, p. 335),
verificou-se que os os hidrogénios metilicos ressonando em &y 1,16 (CH3-16) e o4
1,49 (CHs-15) correlacionavam-se a duas ligacdes com os sinais em d¢ 41,43 (C-7)
e 8¢ 73,47 (C-11), respectivamente. Foram observadas correlacées a %J entre H-6a
(6n 1,88) e H-12 (64 1,93) e C-7. Adicionalmente, os hidrogénios CHz-16 e CH3-15
mostraram correlacées a 3J com o C-12 (8¢ 47,87), e o (CH3-15) exibiu correlagéo a
33 com C-10 (8¢ 43,67). Foi observada também uma correlacdo do CHs-16 a 3J e do
H-58 (6y 1,36) a 2J com o C-6 (8¢ 37,69). Desta maneira, foram ratificadas,

inequivocamente, as posicdes dos carbonos quaternarios.

A estereoquimica relativa global da substancia em analise foi atribuida
baseando-se nos valores das constantes de acoplamento obtidos no espectro de
RMN *H e medicdes do NOE (Figura 237, p. 336). A natureza axial do H-8 (84 4,07)
foi evidenciada por sua alta constante de acoplamento (J= 12,6 Hz) com H-9a (04
2,47). Analogamente, a relacao trans diaxial entre H-12 (1H, d, J= 12,0 Hz, &4 1,93)
e H-13 (1H, m, 64 1,74) deveria ter sido observada, diante do valor da constante de

acoplamento. No entanto, H-13 apresentou-se como multipleto.

As correlacdbes NOE entre CHs-16/H-9a e CHs-16/H-13 revelaram seu
posicionamento cis estabelecendo, assim, que a juncdo do anel em C-7 e C-12 é
trans diequatorial. Houve ainda correlagédo entre CHs-15/H-1, mas nédo entre CHs-

15/H-9, o que poderia ser explicado pela natureza equatorial de CH3-15.

A esteroquimica de C-1 e C-4 foi estabelecida a partir do NOE encontrado
entre H-6B/H-17b, ao passo que a correlacdo entre H-14/H-23 e H-14/H-3
possibilitou atribuir a estereoquimica relativa de C-13 e C-3.

A comparacao dos dados de Sc-18 com Sc-6 (lodo coronopifoliol) (Tabela 29,
p. 321) apresentaram muitas similaridades e permitiram sugerir que a substancia em
questdo pode tratar-se também de um derivado do coronopifoliol (Sc-12) conforme
mostra a Figura 223 (p. 320).
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Figura 223 — Comparacédo dos esqueletos dos diterpen

0S Sc-18, Sc-6 e Sc-12.

Sc-18

Sc-6 (lodo coronopifoliol)

Sc-12 (Coronopifoliol)

A andlise de todos os dados (Tabela 30, p. 322) permitiu concluir que o

metabdlito Sc-18 trata-se de uma substancia isolada e relatada pela primeira vez na

literatura denominada bromo-Coronopifoliol (Figura 224).

Figura 224 — Estrutura quimica de Sc-18.
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Tabela 29 - Dados comparativos de RMN de
MHz) de Sc-18 e Sc-6.

'H (5, CDCl3, 400 MHz) e **C (5, CDCl3, 100

Sc-18 Sc-6
No. 'H(®)  mut @) __ ©C(d) &C (3)
1 290 a4l 4925 4938
1,48 a m 3555
2 %45 m 33.08
3 114 m 4886 3 1,17 m 48,77
4 - 5133 4 ; 51.97
176 a m 5 al,73 m 22,81
5 T'aeg m 22,87 B131 ddd14.2;
! 38 38
ddd 13,2; 4,7: 6 a186 ddd129: 37,86
1,88 a 23 B138 40 22
6 1408 ddd132. 379 ddd 12,9:
13.2:32 12.9:38
_ 4143 7 ; 41,43
8 407 ddi26:41 6857 °© 4,09 dd 413'8' 68,46
dddd 13,4: 9  «248 dddd13.4: 3094
247 a 13,4; 12,6; 32,08 134;12,6;
S o6 47 30,94 46
! ddd 13,6; 7,0; ddd 13,4;
44 7.4:4.4
ddd 14,3: 10 B1,68 ddd145 43,64
1668 13447 al59 13446
10 158q ddd143 47: 367 ddd 14,5:
2.9 46 3.0
11 - 7347 11 ; 73.62
12 1,03 d12,0 4787 12 197  d12,0 4757
13 1.74 m 4445 13 181 dl121 4477
14 403 dd8550 5246 14 398 dd84:56 2584
15 1.49 s 3318 15 1,56 s 32,92
16 116 s 16.25 16 116 s 16,51
17 260a dd14.4; 5011
252a ddi143:50 1750 56
7' 175b ddia3z gs 861 dd 14.2:
8.6
18 171 m 2825 18 1,72 m 28,31
19 0.86 46,4 2344 19 085  d67 23.42
20 085 d46.4 1879 20 084  d67 18.78
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Tabela 30 - Dados de RMN de 'H (8, CDCl;, 400 MHz), *C (5,

bidimensionais de Sc-18.

CDCl3, 100 MHz) e

No. 'H(d) mult (J) NOESY (‘H—'H) ™C (&) Tipo HMBC ("H'—°C)
1 2,90 dl 4,1 2a,2B,13,14,15 4925 CH 2,4,13
1,48a m 1,13 CH, 3,14,18
2 1,348 m 1, 14 33,98
3 1,14 m 14, 17b 4886 CH 2B, 4,5a, 17,1920
4 - 51,33 C
1,76a m 16 CH, 6a
5 1368 m 17a 22,87
¢ 1l88a ddd 13,2; 4,7; 2,3 16 3769 CHz 4.5B.7,16
1,408 ddd 13,2; 13,2; 3,2 8,12, 17b :
7 - 41,43 C
8 4,07 dd 12,6; 4,1 68, 9B, 108, 12 68,57 CH 9a,10,12,16
g 2470 dddd 134;134;12,6;4,7 10a, 16 3094 CH: 100,108
2,068 ddd 13,6; 7,0; 4,4 8, 10a, 108 :
10 1668 ddd 14,3; 13,4; 4,7 8,9B,12 4367 CHz 15
1,58a ddd 14,3; 4,7; 2,9 9a, 98 :
11 - 7347 C
12 1,93 d 12,0 68, 8,108, 15,17a 47,87 CH 7,15,16
13 1,74 m 1, 2a, 16 4445 CH 2B,3,45aq,14,17b
14 4,03 dd 8,5; 5,0 1,28, 3,17b 5246 CH 2,17
15 1,49 s 1,12 33,18 CH; 11
16 1,16 s 5a, 6a, 9a, 13 16,25 CH; 7,12
2,52a dd 14,3; 5,0 5B, 68, 12 CH, 1,4
7 1750 dd 14,3; 8,5 3,14 48,61
18 1,71 m 2825 CH  3,19,20
19 0,86 d 6,4 2344 CH; 3,20
20 0,85 d 6,4 18,79 CH; 3,18, 19
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Figura 225 - Espectro de massas de Sc-18.
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Figura 226 - Espectro de RMN 'H (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 227 — Expanséo 1 do espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 228 - Expanséo 2 do espectro de RMN

'H (8, CDCl;, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 229 - Expanséo 3 do espectro de RMN H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 230 - Expanséo 4 do espectro de RMN H (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 231 - Expanso 5 do espectro de RMN  'H (8, CDCl3, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 232 - Espectro de RMN **C (8, CDCl;, 100 MHz) de Sc-18.
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Figura 233 - Espectro de RMN *C DEPT (8, CDCl3, 100 MHz) de Sc-18.
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Figura 234 - Espectro de RMN *H x *C-HMQC (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 235 - Espectro de RMN H x "H-COSY (5, CDCl3, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 236 - Espectro de RMN *H x *C-HMBC (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-18.
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Figura 237 - Espectro de RMN H x 'H-NOESY (8, CDCls, 400 MHz) de Sc-18.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e A equipe da Prof®. Dr®. Marianna Vieira Sobral Castello Branco realizou
bioensaio com Artemia salina Leach o qual tinha como objetivo uma avaliacao
inicial das atividades biologicas de produtos originados de plantas utilizando-se
o0 extrato da alga G. cerviconis. O extrato testado mostrou significante
letalidade frente aos nauplios de Artemia salina, indicando a presenca de

importantes substancias bioativas no mesmo.

e A atividade imunomoduladora in vivo do extrato hidroalcodlico de G. cerviconis
foi avaliada pela equipe da Prof®. Dr®. Sandra Rodrigues Mascarenhas,

concluindo-se que 0 mesmo apresentou potencial atividade anti-inflamatoria.
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6 CONCLUSOES

e Foi realizada a andlise e caracterizacdo dos ésteres metilicos dos acidos
graxos utilizando-se os extratos CH,Cl,/MeOH das algas Gracilaria birdiae,

Gracilaria caudata, Gracilaria cervicornis e Gracilaria domingensis.

e O fracionamento do extrato CH,Cl,/MeOH de G. caudata permitiu a
identificacdo de uma fragdo rica em hidrocarbonetos, cujo componente
majoritario foi o heptadecano, e o isolamento e identificacdo de um acido graxo

(acido hexadecanoico) e um esterol (colest-5-en-33-0l).

¢ O fracionamento da alga Sphaerococcus coronopifolius culminou no isolamento
e purificacdo de vinte terpenos, sendo trés deles inéditos na literatura (lodo
coronopifoliol,  14R-metoxi-13,14-diidro-Sphaerococcenol A e Bromo
coronopifoliol), um isolado pela primeira vez na espécie (Geranil-linalool), um
isolado pela primeira vez desta espécie quando coletada no mar Joénico
(Grécia) (Bromocorodienol), e os demais re-isolados desta espécie, tendo em
vista que foram isolados originalmente em estudos anteriores realizados pela

equipe do professor colaborador Dr. Vassilios Roussis.

e As substancias isoladas e identificadas da espécie S. coronopifolius foram
disponibilizadas para realizacdo de estudos biol6gicos por equipes que mantém
parcerias com o Prof. Dr. Vassilios Roussis, e seus resultados serdo publicados

posteriormente com nossa colaboracao.
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