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RESUMO

O complexo Laurencia Lamouroux (Rhodophyceae) compreende quatro géneros com
grande variabilidade morfoldgica que representam 0s maiores produtores de metabdlitos
secundarios do ambiente marinho. As substdncias provenientes destas algas sao
predominantemente sesquiterpenos, diterpenos e Cjs-acetogeninas que usualmente sdo
caracterizados pela presenca de atomos de halogénio em suas estruturas. Existem mais de 19
espécies catalogadas e na regido sul observa-se a presenca das espécies Laurencia obtusa, L.
microcladia, L. majuscula, L. catarinensis e L. flagellifera. O estudo quimico do extrato
organico de Laurencia microcladia indicou a presenca de um metabdlito majoritario conhecido
como elatol, encontrado em outras espécies de Laurencia Lamouroux. Estudos em
cromatografia delgada demonstraram a presenca dessa substancia em extratos de organismos
como ourico do mar (Echinometra lucunter) e pepino do mar (Holothuria grisea). Foram
realizados ensaios de herbivoria com ouri¢cos do mar indicando que este composto apesar de
apresentar atividade anti-herbivoria foi consumido pelos ourigos até a concentracdo de 0,2
mg/pellets. A investigacdo de atividades bioldgicas com o elatol obtido neste trabalho, indicou
atividade tripanocida frente ao Trypanossoma cruzi (Cls; = 13,86 (12,39-15,51) uM) e
leishmanicida frente a Leishmania amazonensis (Clsy = 2,54 (2,44-2,64) uM) e L. chagasi (Cls
= 2,56 (1,94-3,38) uM), mas ndo apresentou atividade antiviral frente aos virus herpéticos do
tipo 1 (2 cepas) [modelo viral de genoma DNA], e do rotavirus SA-11 [modelo viral de genoma
RNA]. Também apresentou atividade antitumoral in vitro e in vivo para células B16F10
(melanoma). A investigacdo quimica do extrato organico de Laurencia catarinsensis resultou no
isolamento de cerca de 40 compostos puros, dentre 0s quais, 21 possuem caracteristicas
estruturais semelhantes. Destes 21 compostos, treze compostos sdo inéditos na literatura e
identificados como: o-metilfurocaespitano e seu estereoisdmero, o isémero do caespitano, o
derivado 5-acetoxi do caespitol, o derivado 5-acetoxi do caespitano, o derivado 5-acetoxi do 8-
acetilcaespitol, o derivado 5-hidroxi do 8-acetilcaespitol, o derivado 5-acetoxi do laucapirandide
A, o derivado 5-hidroxi laucapiranoide, o derivado do isocaespitol, dois derivados do caespitol e
derivado do sniderol. Adicionalmente, os compostos caespitol e isocaespitol foram submetidos a
avaliacdo antitumoral em células T47D (tumor de mama), U373 (glioblastoma), A549 (cancer
de pulmdo) e PC3 (cancer de prostata) verificando-se atividade nas trés Gltimas linhagens. Os
compostos caespitol e derivado 5-acetoxi do caespitol ndo apresentaram atividade antiviral
frente aos virus herpéticos do tipo 1 (2 cepas) [modelo viral de genoma DNA], e do rotavirus
SA-11 [modelo viral de genoma RNA]. O estudo quimico do extrato aquoso de Laurencia
flagellifera indicou a presenca de dois compostos majoritarios conhecidos como
monogalactopiranosilglicerol e sulfoquinovosildiacilglicerol.

Palavras-chaves: Laurencia microcladia, Laurencia catarinensis, Laurencia flagellifera,
Echinometra lucunter, herbivoria, sesquiterpenos, glicolipideos
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ABSTRACT

The complex Laurencia Lamouroux (Rhodophyceae) is formed by four genus with morphologic
variability that represents the more important producers of secondary metabolites from the
marine environment. The substances that come from this seaweed are predominantly
sesquiterpenes, diterpenes and Cis-acetogenins that usually are characterized by the presence of
halogen atons in their structures. There are more than 19 species catalogued. In Brazilian south
area we can observed the following species: Laurencia obtusa, L. catarinenis L. majuscula, L.
flagellifera. The chemical investigation of the organic extract from Laurencia microcladia show
the presence of one metabolite known as elatol, found in other species of Laurencia
Lamouroux. Studies in thin layer chromatography had demonstrated the presence of this
substance in extracts of organisms like sea urchin (Echinometra lucunter) and sea cucumber
(Holothuria grisea). Experiments of herbivory with sea urchin showed that elatol in despite of
anti-herbivory activity was consumed by the urchin until the concentration of 0,2mg/pellets.
The investigation of biological activities with the elatol obteined in this work, indicated
trypanocide activity to the Trypanossoma cruzi (ICsy = 13,86 (12,39-15,51) uM) and
leishmanicide to the Leishmania amazonensis (ICsy = 2,54 (2,44-2,64 uM) and L. chagasi (ICs
= 2,56 (1,94-3,38uM), but din"t show antiviral activity to the herpetic virus type 1 (2 cepas)
[viral model of genome DNA], and rotavirus SA-11 [viral model of genome RNA]. Also
showed antitumoral activity in vitro and in vivo for cells B16F10 (melanoma). Throught
chemical investigation of organic extract of Laurencia catarinensis we could isolate about 40
pure compounds, amongst which, 21 have similar structural characteristics. Among these 21
compounds, we found thirteen unknown compounds and identified as: o-metilfurocaespitane
and his steriosomer, one isomer from caespitane, one derived 5-acetyloxy from caespitol, one
derived 5-acetyloxy from caespitane, one derived from 5-acetyloxy of 8-acetylcaespitol, one
derived 5-hidroxy from 8-acetylcaespitol, one derived from 5-acetoxy laucapyranoide, one
derived from 5-hidroxy laucapyranoide, one derivative from isocaespitol, two derivated from
caespitol and one derivaved from snyderol. The compounds caespitol and isocaespitol had been
tested by partners for antitumoral activity in cells T47D (breast tumor), U373 (glioblastoma),
A549 (lung cancer) and PC3 (prostate cancer) and was verified activity in the three last culture
of cells. The compounds caespitol and one derived 5-acetoxy from caespitol dindt show
antiviral activity against herpetic virus type 1 (2 cepas) [viral model of genome DNA], and
rotavirus SA-11 [viral model of genome RNA]. The chemical investigation of Laurencia
flagellifera’s water extract showed the presence of two known majority compounds as
monogalactopyranosilglycerol and sulfoquinovosyldiacilglycerol.

Key words: Laurencia microcladia, Laurencia catarinensis, Laurencia flagellifera,
Echinometra lucunter, herbivory, sesquiterpenes, glycolipids
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1. APRESENTACAO

O oceano é considerado uma grande fonte para candidatos a farmacos. Produtos naturais
marinhos tém despertado interesses no mundo cientifico nas ultimas cinco décadas. O grande
potencial das novas substancias descobertas vem atraindo cientistas de diversas areas, como
quimica organica, farmacologia, quimica farmacéutica, biologia e ecologia. Em virtude do
descobrimento do amplo potencial bioldgico dos produtos naturais de origem marinha aliada a
sua variedade estrutural e o desenvolvimento de bioensaios in vitro, ocorreu, nos ultimos anos,
um aumento significativo no namero de grupos de pesquisa em todo o mundo, resultando em
mais de 9.000 substancias identificadas, incluindo acetogeninas, policetideos, terpenos,
alcalbides, peptideos, entre outros (BHAKUNI; RAWAT, 2005; BLUNT et al., 2008).

Por volta de 1960, houve grande investimento por parte de inddstrias farmacéuticas na
busca de substancias bioativas a partir dos organismos marinhos A descoberta de grandes
guantidades de prostaglandinas em um octocoral (Plexaura homomalla) despertou o interesse
dos cientistas (WEINHEIMER; SPRAGGINS, 1969; VALMSEN et al., 2001; SCHNEIDER et
al., 2002). O primeiro estudo referente & quimica de organismos marinhos no Brasil tratou do
isolamento do colesterol a partir do organismo Echinometra lucunter, em 1963, por Tursch,
Barreto e Sharapin, sendo que o primeiro era, na ocasido, professor da Universidade de
Bruxelas, Bélgica. O Prof. Dr. Bernard Tursch é considerado o pioneiro do estudo da quimica
marinha no contexto nacional e seus estudos foram realizados quando ele aqui residiu, por dois
anos, como pesquisador visitante, iniciando um grupo de pesquisas no Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais (NPPN) da UFRJ.

ApoOs seu regresso a Bélgica, as pesquisas prosseguiram gracas ao Prof. Dr. Alphonse
Kelecom. Os trabalhos liderados por este pesquisador serviram para nuclear dois fortes grupos
na area de quimica de produtos marinhos no Brasil: Aquele liderado pela Profa. Dra. Rosangela
Epifanio (Instituto de Quimica/UFF) e o coordenado pelo Prof. Dr. Angelo da Cunha Pinto
(Instituto de Quimica/UFRJ). Adicionalmente, formou-se um terceiro grupo, coordenado pelo
Prof. Dr. Roberto Berlinck (Instituto de Quimica/Universidade Federal de Séo Carlos).

Como exemplo de trabalhos conduzidos pela primeira equipe, pode-se citar aqueles
realizados com gorgonias, esponjas, ascideas e octocorais (MARTINS; EPIFANIO, 1998;
EPIFANIO et al.,, 1999; MAIA et al., 1999; VERVOORT; FENICAL; EPIFANIO, 2000;
MAIA; EPIFANIO; FENICAL, 2000; EPIFANIO; MAIA; FENICAL, 2000; COUTINHO et
al., 2002). Pode-se também citar o trabalho realizado pelo segundo grupo (KAISER,;
PITOMBO; PINTO, 2001). Os trabalhos do grupo do Prof. Berlinck iniciaram-se em 1996,
guando se conduziu o primeiro estudo com extratos brutos de esponjas, objetivando a deteccao
de atividades citotdxica e hemolitica, entre outras (BERLINCK et al., 1996) e, recentemente, ele

publicou uma grande revisao a respeito do estudo de produtos marinhos no Brasil (BERLINCK
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et al., 2004). Além disso, o grupo da UFRGS publicou uma triagem das atividades quimiotatica,
antibacteriana e antifingica de esponjas coletadas na costa catarinense (MONKS et al., 2002).

Em relacéo ao estudo de substancias produzidas por algas marinhas brasileiras, o grupo
das algas pardas é majoritario na producdo bibliogréafica, sendo rico em compostos terpénicos,
especialmente da classe dos diterpenos (KELECOM, 1997, FLEURY et al., 1994; TEIXEIRA
et al.,, 1991; KELECOM; TEIXEIRA, 1987). Em relagdo a outras macroalgas, como as
Rodofitas (algas vermelhas), cujas espécies predominam no litoral de Santa Catarina
(OLIVEIRA FILHO, 1977; HORTA et al., 2001), a maior parte dos estudos internacionais
concentra-se no género Laurencia, mas as espécies da costa brasileira ainda sdo muito pouco
estudadas. Atualmente, estdo sendo desenvolvidas pesquisas na area de produtos naturais
marinhos, em varias institui¢ces brasileiras, tais como UFRJ, UFF, UFPR, UFC, USP, UFBA,
UFRGS e, mais recentemente, na propria UFSC.

Na América Latina, ha a existéncia de dois grandes grupos, um localizado na
Universidade de Buenos Aires (Argentina) e outro na Universidade Nacional da Coldmbia. No
que diz respeito aos trabalhos conduzidos pelos grupos de pesquisa liderados pelos Professores
Drs. Jorge Palermo (Argentina) e Carmenza Duque (Col6mbia), eles tratam principalmente de
investigacOes quimicas e farmacologicas de algas, tunicatos, corais e esponjas, coletados em
diferentes regides destes dois paises (FRANCO et al., 1998; PALERMO et al., 1998; 2000;
BRASCO et al., 2001; PETRICHTCHEVA et al., 2002; ZULETA et al., 2002; CALDERON et
al., 2004; PUYANA et al., 2004; URUBIRU et al., 2004).

O complexo Laurencia Lamouroux (Rhodophyceae) compreende quatro géneros com
grande variabilidade morfoldgica (NAM, 2006): Laurencia sensu stricto, Chondrophycus
(Tokida et Saito) Garbary et J.T. Harper, Palisada K.W. Nam e Osmundea Stackhouse que
representam os maiores produtores de metabdlitos secundarios do ambiente marinho (WRIGHT
et al., 2003; LYAKHOVA et al.,, 2004). As substancias provenientes destas algas sdo
predominantemente sesquiterpenos, diterpenos e Cis-acetogeninas que usualmente sao
caracterizados pela presenca de atomos de halogénio em suas estruturas (KONIG; WRIGHT,
1997).

A ocorréncia de espécies do género Laurencia Lamouroux na costa brasileira j& foi
mapeada por pesquisadores da USP e estd disponivel no site Algamare
(www..ib.usp.br/algamare-br/). Existem mais de 19 espécies catalogadas e na regido sul observa-
se a presenca das espécies Laurencia obtusa, microcladia, majuscula, catarinensis e Palisada
flagellifera. A espécie Laurencia obtusa esta distribuida em praticamente todos os estados da
costa brasileira, exceto em Pernambuco e Maranhdo.

Dentre as espécies catalogadas para a costa sul brasileira a espécie Laurencia obtusa,
seguida por Laurencia majuscula sdo as que possuem mais estudos quimicos, sendo isolados

compostos na sua maioria pertencentes a classe de terpenos (FAULKNER, 1998, 1999, 2000,
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2001; BLUNT et al., 2003). Ja para espécie Laurencia microcladia observa-se a predominancia
de compostos pertencentes a classe dos sesquiterpenos halogenados (KLADI et al., 2005, 2006,
2007; GUELLA et al., 2002, 2003) e diterpenos (GUELLA et al., 1997, 1998, 2000). Para as
espécies Palisada flagellifera e Laurencia catarinensis ndo foram encontrados trabalhos
relacionados com o isolamento e elucidagdo estrutural de metabdlitos secundarios.

Como objetivos especificos, foram estabelecidos:

# Isolamento e elucidagdo estrutural de compostos majoritarios da espécie Laurencia
microcladia Kitzing.

# Avaliacdo do possivel papel ecoldgico dos compostos majoritarios da espécie
Laurencia microcladia em ourigos da espécie Echinometra lucunter.

# Isolamento e elucidacdo estrutural de compostos presentes na espécie Laurencia
catarinensis Codeiro-Marino et M.T. Fujii.

# Isolamento e elucidacdo estrutural de compostos presentes na espécie Laurencia
flagellifera J. Agarh.

O presente trabalho esta organizado em quatro capitulos.

O primeiro capitulo apresenta uma revisdo da literatura sobre o género Laurencia
Lamouroux englobando topicos sobre taxonomia, aspectos quimicos e attividade biolégica de
metabolitos encontrados em espécies deste género.

O segundo capitulo apresenta o isolamento e a elucidacdo estrutural do composto
majoritario presente na espécie Laurencia microcladia, sua atividade ecoldgica frente a ouricos
marinhos da espécie Echinometra lucunter e possiveis atividades farmacoldgicas deste
composto.

O terceiro capitulo apresenta o isolamento e a elucidacdo estrutural de 21 compostos
presentes na espécie Laurencia catarinensis que possuem propriedades estruturais semelhantes
ao caespitol e 3 compostos com estruturas ndo semelhantes ao caespitol.

O quarto capitulo apresenta o isolamento e a elucidacdo estrutural de dois compostos

majoritarios presentes no extrato aquoso da espécie Laurencia flagellifera.
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Género Laurencia Lamouroux

O ambiente marinho é um sistema extremamente competitivo, colonizado por uma
grande variedade de algas e invertebrados, os quais competem por espago (substratos sélidos),
luz e nutrientes. Além disso, devem defender-se de microorganismos patdégenos e de possiveis
predadores. Os invertebrados marinhos, em particular as esponjas, tunicados e celenterados,
carecem de sistema imunoldgico, defesa fisica e de possibilidade de escape, j& que sdo, de modo
geral, organismos frageis. Portanto, devem biossintetizar ou incorporar na dieta suas proprias
armas quimicas de defesa, que permitirdo sua sobrevivéncia em ecossistemas tdo competitivos.
Para os organismos fixados em um substrato sélido, a competicdo pelo substrato é crucial, e por
iSso, muitos destes produzem sustancias com atividade “antifouling”, isto ¢, que inibem o
assentamento de larvas ou células de organismos competidores. Esses compostos apresentam
toxicidade elevada para células de alta taxa de reproducéo, e por isso ndo surpreende que exista
una alta correlacdo entre essa atividade e a atividade antitumoral (FAULKNER, 1998, 1999,
2000, 2001).

Algas sdo organismos pertencentes a grupos polifiléticos que possuem clorofila a e um
talo ndo diferenciado em raiz, caule ou folhas, com habito predominantemente aquatico. Neste
ambiente, as algas podem fazer parte dos bentos (individuos fixos no substrato) ou plancton
(individuos suspensos na agua). A faixa litoranea que as algas bénticas habitam pode estar
dividida em: supralitoral, mesolitoral e infralitoral. O supralitoral corresponde a faixa mais alta
do litoral, nunca ficando submerso. O mesolitoral pode estar temporariamente descoberto nas

marés-baixas. Ja o infralitoral corresponde a faixa que nunca fica exposta ao ar (HORTA, 2000)

Harvey (1836) classificou as algas baseando-se na sua composi¢cdo pigmentar e esta
persiste até hoje. Dentre as principais linhagens eucarioticas podemos citar: Chlorophyta (algas
verdes), Euglenofita (alga flagelada), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyta (algas
pardas), Bacillariofita (diatomaceas) e Dinofita (dinoflagelados). As algas vermelhas sdo o
grupo de macroalgas que possui 0 maior nimero de substancias isoladas, sendo ricas em
compostos de reserva e ficobiliproteinas. O género mais estudado é Laurencia, pertencente a
familia Rhodomelaceae, e atualmente as pesquisas se concentram na sintese de seus metabolitos
e em estudos pré-clinicos e clinicos (BOURGUET-KONDRACKI & KORNPROBST, 2005).

O presente capitulo constituiu uma revisdo ndo exaustiva dos estudos taxonémicos,
quimicos e farmacol6gicos encontrados na literatura no periodo de 1990 até 2008. Para a busca

foram utilizadas as bases de dados Scincefinder, Scopus, Marinlit, Science direct e Portal Capes.
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1. Género Laurencia Lamouroux — Taxonomia

O complexo Laurencia agrupa atualmente quatro géneros relacionados: Laurencia
sensu stricto, Chondrophycus (Tokida et Saito) Garbary et J.T. Harper, Palisada K.W. Nam e
Osmundea Stackhouse. Este compreende cerca de 150 espécies, amplamente distribuidas em
mares tropicais, subtropicais e temperados (MCDERMID, 1988, GUIRY & GUIRY, 2005), e é
facilmente reconhecido dentro de Rhodomelaceae pela presenca de célula apical sempre imersa
em uma depressdo nos apices de eixos e ramos, rodeada por tricoblastos ramificados, segmento
axial reconhecivel somente proximo ao apice e presenca de corticagdo ao longo do talo
(FALKENBERG, 1901; KYLIN, 1923, 1956). Embora os géneros do complexo sejam de féacil
reconhecimento, a maioria das espécies é de dificil identificacdo, reflexo da grande plasticidade
fenotipica que apresentam (SAITO, 1969a; FUJII, 1990, 1998; SENTIES & FUJII, 2002; FUJII
& SENTIES, 2005). A dificuldade na identificacdo das espécies desse complexo é patente em
diversas partes do mundo (MASUDA & ABE, 1993). A grande variacdo morfologica
encontrada, a falta de descrigdes completas e uniformes e a dificuldade na observacéo de alguns
caracteres para uma identificacdo segura dos taxons tém contribuido para aumentar a confusao
em torno da classificagio, identificacdo, sinonimia e nomenclatura desse complexo (SENTIES
& FUJII, 2002).

Espécies do complexo Laurencia tém ampla distribuicdo no litoral brasileiro,
estendendo-se do Ceara (PINHEIRO-JOVENTINO et al., 1998) ao Rio Grande do Sul
(BAPTISTA, 1977), constituindo um elemento importante da flora ficoldgica brasileira
(OLIVEIRA FILHO, 1969, 1977; FUJII, 1990; FUJII & SENTIES, 2005). As primeiras
referéncias sobre o complexo Laurencia no Brasil foram feitas por pesquisadores estrangeiros
como Saint-Hilaire (1833), Martens (1870, 1871) e Mobius (1889) através de listagens de
material coletado em diferentes pontos do pais (FUJIl & SENTIES, 2005).

O estudo do complexo Laurencia no Brasil iniciou-se de forma sistematica a partir da
década de 80 com o trabalho de Cordeiro-Marino et al. (1983). Em trabalho subsequente,
Cordeiro-Marino & Fujii (1985) descreveram uma nova espécie para a ciéncia: Laurencia
catarinensis Cordeiro-Marino et M.T. Fujii. Durante o estudo das macroalgas marinhas da
regido de Cabo Frio, RJ, Yoneshigue (1985) também descreveu uma espécie nova, L. oliveirana
Yoneshigue. O trabalho de Fujii (1990) reconheceu onze espécies, sendo elas: L. arbuscula
Sonder, L. intricata J. V. Lamouroux (como L. implicata J. Agardh), L. scoparia J. Agardh, L.
oliveirana Yoneshigue, Palisada corallopsis (Montagne) Senties, Fujii et Diaz (como L.
corallopsis (Montagne) M.A. Howe, P. flagellifera (J. Agardh) K.W. Nam (como L. flagellifera
J. Agardh) e P. papillosa (C. Agardh) K.W. Nam (como L. papillosa C. Agardh), além de
quatro tdxons aos quais ndo foram atribuidos epitetosl16 especificos, sendo designados como

Laurencia sp.1, Laurencia sp.2, Laurencia sp.3 e Laurencia sp.4. Mais tarde, Cordeiro-Marino
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& Fujii in Cordeiro-Marino et al. (1994) descreveram uma terceira especie, hova para a ciéncia,
a partir de material brasileiro: Chondrophycus furcatus (Cordeiro-Marino et M.T. Fujii) M.T.
Fujii et Senties, como Laurencia furcata.

Posteriormente, Laurencia sp.1 foi descrita como uma nova espécie sob o epiteto L.
translucida Fujii et Cordeiro-Marino (FUJII & CORDEIRO-MARINO, 1996). As espécies
Laurencia sp.2, Laurencia sp.3 e Laurencia sp.4 foram definidas por Fujii (1998) como formas
de L. filiformis, sendo que Laurencia sp.2 corresponde a L. filiformis f. dendritica sensu Saito &
Womersley (1974), Laurencia sp.3 a L. filiformis f. heteroclada sensu Saito & Womersley
(1974) e Laurencia sp.4 & forma tipica de L. filiformis sensu Saito & Womersley (1974). Fujii
(1998) estudou aspectos morfoldgicos, quimiotaxonémicos e citogenéticos de quatro espécies
do complexo Laurencia: L. filiformis, L. translucida, Palisada flagellifera (como Laurencia
flagellifera) e Chondrophycus furcatus, representando quatro grupos taxonomicamente
distintos. Fujii (1998) salientou que devido a enorme problematica na delimitacdo de espécies
do complexo Laurencia do litoral brasileiro, principalmente em representantes de Laurencia
sensu stricto que apresentam uma gama de variagdo inter- e intraespecifica, a identificacdo e
separacao das espécies baseadas unicamente em caracteres morfoldgicos tornam-se inviaveis.
Desta forma, Fujii (1998) agregou ao estudo morfoldgico, dados quimicos dos metabélitos
secundarios das espécies selecionadas e aprofundou os estudos citoldgicos iniciados por Fujii
(1990) como ferramentas adicionais para a identificagdo das espécies. Fujii (1998) ainda avaliou
os critérios morfologicos empregados na taxonomia do grupo visando estabelecer caracteres
estaveis para uma determinacao mais segura dos taxons.

Fujii & Senties (2005) compilaram as diversas citacOes das espécies do complexo
Laurencia para o litoral do Brasil, totalizando 24 espécies reportadas até aquela data. Entretanto,
0s autores advertiram que alguns taxons citados na fase anterior ao desenvolvimento ficol6gico
no Brasil, nunca foram recoletados e outros ndo tiveram suas exsicatas examinadas para
confirmacdo. Portanto, algumas espécies permanecem como citagdes duvidosas para o litoral
brasileiro. Das vinte e quatro espécies listadas por Fujii & Senties (2005), 12 foram confirmadas
para o Brasil. As doze restantes ndo confirmadas ou foram reduzidas a sindbnimos pelos autores
ou ndo foram reencontradas nem examinadas por falta de material de referéncia em herbério, ou
ainda por falta de descri¢fes diagndsticas adequadas.

A ocorréncia de espécies do género Laurencia Lamouroux na costa brasileira j& foi
mapeada por pesquisadores da USP e estd disponivel no site Algamare
(www.ib.usp.br/algamare-br/), existem mais de 19 espécies catalogadas e na regido sul
predominam as espécies Laurencia catarinensis, L. microcladia, L. obtusa e Palisada

flagellifera.
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2. Género Laurencia Lamouroux — Estudos quimicos

Os estudos sobre o0s constituintes quimicos de espécies do género Laurencia tiveram
inicio quando Obata e Fukuzumi (1953) verificaram que o 6leo essencial de L. glandulifera
apresentava sesquiterpenos como componentes majoritarios. A partir de 1965, Irie e
colaboradores iniciaram estudos classicos de isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural de
diferentes substancias de Laurencia (IRIE et al., 1965, 1966, 1967, 1968, 1969a,b,c e 1970).
Seguiram-se outros trabalhos que resultaram, em Gltima analise, no fato de Laurencia ser o
género de algas marinhas mais estudado até o momento (TEIXEIRA; KELECOM, 1991).

Atualmente, sabemos que diversas espécies de Laurencia sdo capazes de sintetizar
diferentes classes de substancias (Figura 1), como sesquiterpenos halogenados (1) ou ndo (2),
diterpenos (3), triterpenos (4) e acetogeninas (5), totalizando mais de quinhentos metabolitos
secundarios (FAULKNER, 1996). Vérios destes representam tipos estruturais exclusivos, ainda
ndo observados em outros organismos, contribuindo significativamente para o aumento do
nimero de substancias com esqueletos carbOnicos novos e fornecendo subsidios para
proposicoes sobre a biogénese de produtos naturais do mar.

As acetogeninas sdo frequentemente isoladas de espécies de Laurencia e de moluscos
herbivoros (FAULKNER, 1984). A maioria destas substancias pode ser derivada de isdmeros de
6,7-diidroxipentadeca- 3,9,12-trienino-1 (laurediéis) (6) (FUKUSAWA et al., 1993) ou, em
menor ndmero, tendo como base um éter ciclico de oito carbonos (7) (FAULKNER, 1984).
Devido a grande variacdo estrutural que apresentam, aliada a ampla distribui¢do nas espécies de
Laurencia, as acetogeninas parecem também promissoras, juntamente com 0s sesquiterpenos,
como marcadores taxondmicos deste género.

Os diterpenos encontrados em espécies do género Laurencia sdo representados por
poucos tipos estruturais e um reduzido nimero de esqueletos (BRENNAN; ERICKSON, 1982).
Do mesmo modo que os sesquiterpenos halogenados, a ciclizacdo induzida pelo ion broménio
constitui um passo indispensavel a formacdo dos diterpenos. Dos triterpenos, 0s mais raros
terpenos de Laurencia e do meio marinho, existem poucos exemplos conhecidos (BLUNT et al.,
1978). Os sesquiterpenos sdo mais abundantes e caracteristicos de espécies de Laurencia

(ERICKSON, 1983) seguidos pelas acetogeninas, diterpenos e triterpenos.
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OH

OH

Figura 1: Exemplos das diferentes classes de substancias produzidas por espécies do género
Laurencia Lamouroux. Sendo, sesquiterpenos halogenados (1) ou ndo (2), diterpenos (3),
triterpenos (4), acetogeninas (5), isbmeros de 6,7-diidroxipentadeca- 3,9,12-trienino-1

(lauredidis) (6) e éter ciclico de oito carbonos (7) (TEXEIRA; PEREIRA, 1999).
Revisdes realizadas por pesquisadores do grupo coordenado por John Faulkner

observaram um grande interesse da comunidade cientifica em metabdlitos secundarios

provenientes de espécies do género Laurencia, como demonstrado no quadro 1.
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Quadro 1: Algas marinhas do género Laurencia Lamouroux e seus respectivos metabdlitos
conforme revisdes publicadas entre 1998 a 2002 (FAULKNER) e 2003 a 2008 (BLUNT et al.).

Ano Alga Metabdlito Referéncias
Laurencia spectabilis laurenciona Bernart, M.W. et al. Phytochemistry, 31, 1273, 1992.
Laurencia spp. (2E)-tridecilheptadec-2-enal De Rosa, S. et al. Phytochemistry, 40, 995, 1995.
Laurencia pannosa pannosaleno Suzuki, M. et al. Phytochemistry, 41, 1101, 1996.
Laurencia nipponica neisoprelaurefucina Suzuki, M et al. Phytochemistry,1996, 43, 121, 1996.
1996 Laurencia karlae benkarlaol Zeng, L.M. et al. Chin.J. Chem, 14, 370, 1996.
Laurencia filiformis 6 derivados do parguerana Rochfort, S.1.; CaponylF;géAust- J. Chem, 49, 19,,
Laurencia viridis virididis Ae B Norte, M. et al. Tetrahedron Lett., 37, 2671, 1996.
10-epideidrotirsiferol e
isodeidrotirsiferol
1997 Laurencia majuscula iodolactona Su, J.Y. etal. Chem. J. Chin. Univ., 18, 1333, 1997.
Laurencia obtusa obtusaleno 1V Guella, G. et al. Chem. Eur. J., 3, 1223, 1997.
scanlonenina Suzuki, M. et al. Tetrahedron, 53, 4271, 1997.
Laurencia claviformis (32)-1,3-epipinnatifidenina San-Martin, A. et al. Nat. Prod. Lett., 10, 303, 1997.
Laurencia pinnata (+)-isolaurepinnacina Berger, D. et al. J. Am. Chem. Soc., 119, 2446, 1997.
Laurencia nipponica trans-desacetilkumausina Suzuki, T. etal. Chem. Lett., 1643, 1983.
Laurencia glandulifera (+)-laurencina Irie, T. et al. Tetrahedron, 24, 4193, 1968.
Laurencia obtusa alolaurineterol Konig, G.M.; Wright, lA9-9E7>- Planta Med., 63, 186,
Laurencia rigida 3-acetoxi-E-y-bisaboleno Kénig, G.M.; Wright, A. D. J. Nat. Prod., 60, 967,
()-100-bromo-9B-hidroxi-a.- 1997.
chamigreno
rigidol
(+)-(10S)-10-bromo-
chamigreno
Laurencia cartilaginea norchamigrano, mailiona, Juagdan, E.G. et al. Tetrahedron, 53,521, 1997.
alo-isoobtusol
Laurencia subopposita oppositol Hall, S.S. et al. J. Am. Chem. Soc., 95, 7178, 1973.
Laurencia paniculata paniculatol Briand, A. et al. Tetrahedron Lett., 38, 3399, 1997.
Laurencia.viridis tirsendis Ae B Norte, M. et al. Tetrahedron, 53,4649, 1997.
1998 Laurencia nipponica laurenciol Suzuki, T. et al. Chem. Lett., 1643, 1983.
Laurencia japonensis. anhidroaplisiadiol Takahashi, Y. et al. Phytochemistry, 48, 987, 1998.
Laurencia sp cartigineol, alo-isoobtusol Guella, G. et al. Tetrahedron Lett., 38, 8261, 1997.
Laurencia filiformis filiforminol Kazlauskas, R. et al. Aust.J. Chem., 29, 2533, 1976.
Laurencia glandulifera éter bromado de filiforminol Suzuki M.; Kurosav%g Ii;I;QChem- Soc. Jpn., 52,
Laurencia satoi 3 diterpenos Kurata, K. et al. Phytoc’hemistry, 47, 363, 1998.
1999 Laurencia japonensis japoneninas A e B Takahashi, Y. et al. Phytochemistry, 50, 799, 1999.
Laurencia sp. bisezakinas A e B Suzuki, M. et al. Phytochemistry, 51, 657, 1999.
Laurencia obtusa laurencienina B, Mihopoulos, M. et al. Nat. Prod.Lett., 13, 151, 1999.
(+)-obtusenina, teuritena
Laurencia nipponica (-)-kumausaleno Suzuki, T. et al. Chem. Lett., 1639, 1983.
Laurencia pinnatifida obtuseninas Norte, M. et al. Tetrahedron, 47, 9411, 1991.
Laurencia claviformis claviol Rovirosa, J. et al. Phytochemistry, 50, 745, 1999.
Laurencia nidifica 14 derivados do chamigrano Kimura, J. et al. Bull. Chem. Soc. Jpn., 72, 289, 1999.
Laurencia spp. aplisina, debromoaplisina, Irie,I T. e;al. B?IIT.Cher?wasoc_ ;%nég,lsig,?égeg_
aplisinol, debromoaplisinol, | o b 820 Ve Forahearon Let, 17, 4215,
isoaplisina, isolaurenterol e 1976
debromoisolaurinterol
Laurencia obtusa obtusalenos V, VI, VII, VIl e Guella, G. et al. Helv. Chim. Acta, 83, 336, 2000.
IX
Laurencia nipponica trans (+)-laurediol, Kurosawa, E. et al. Tetrahedron Lett., 2121, 1972.
2000 Fukuzawa, A. et al. Tetrahedron Lett.,32, 5597, 1991.

(+)-prelaureatina,
(+)-lauraleno

Fukuzawa A.; Kurosawa, E. Tetrahedron Lett., 2797,
1979.

Laurencia glandullifera

(z)-lauraleno

Irie, T. et al. Tetrahedron, 25, 459, 1969.
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Laurencia luzonensis

3-bromo-barekoixida

Kuniyoshi, M. et al. Chem. Commun., 1155, 2000.

Laurencia obtusa

23-acetato de tirsiferil

Suzuki, T. et al. Tetrahedron Lett., 26, 1329, 1985.

2001

Laurencia majuscula

sesquiterpenos
8-bromochamigrenos
derivado do estigmasterol

Xu, X. et al. Tianran Chanwu Yanjiu Yu Kaifa, 13, 5,
2001.

Laurencia nipponica

(-)-isolauraleno

Crimmins, M.T.; Emmitte, K.A. J. Am. Chem. Soc,
123,1533, 2001.

Laurencia pannosa

pannosanol, pannosano,
(32)-chlorofucina

Suzuki, M. et al. J. Nat. Prod., 64, 597, 2001.

Laurencia luzunensis

isopalisol, luzonensol, acetato
de luzonensol, luzonensina,

(32,6E)-1-bromo-2-hidroxi-

3,7,11-trimetildodeca-3,6,10-

Rudi A.; Kashman, Y. J. Nat. Prod., 55, 1408, 1992.

trieno
Laurencia cartilaginea (6S, 9R, 10S) ma’iliana Juagdan, E.G. et al. Tetrahedron,53, 521, 1997.
Laurencia viridis martiriol, Manriquez, C.P. et al. Tetrahedron, 57, 3117, 2001.

pseudodehydrotirsiferol,
dioxepandehidraotirsiferol,
16-epihidroxidehidrotirsiferol

Laurencia sp.

lembinos Ae B

Francisco, M.E.Y .; Erickson, K.L. J. Nat. Prod.,
64,790, 2001.

Laurencia mariannensis

(12E)-lembino A

Vairappan, C.S. et al. Phytochemistry, 58, 517, 2001.

Laurencia majuscula

(6R, 9R, 10S)-10-bromo-9-
hidroxi chamigra-2,7(14)-
dieno

Vairappan, C.S. et al. Phytochemistry, 58, 517, 2001.

Laurencia obtusa

prevezols Ae B

Mihopoulos, N. et al. Tetrahedron Lett., 42, 3749,
2001.

2002

Laurencia intricata

isomanalenos A e B, itamanol

Suzuki, M. et al. Phytochemistry, 60, 861, 2002.

Laurencia yonaguniensi

neoirietetraol, (3Z)-laurenino

Takahashi, Y. et al. J. Nat. Prod., 65, 395, 2002.

Laurencia obtusa

13-epillaurencienina,
13-epipinnatifidenina,
perforenona D,
oxachamigrano,
5-acetoxioxachamigrano

lliopoulou, D. et al. Org. Lett., 4, 3263, 2002.

Laurencia filiformis

derivado do 5-acetato de
prepacifenol

Howard, B.M.; Fenical, W. Tetrahedron Lett., 1687,
1975.

Laurencia viridis

clavidol,
3-epi-dehidraotirsiferol,
lactodehidrotirsiferol

Souto, M.L. et al. Tetrahedron, 58, 8119, 2002.

2003

Laurencia aldingensis

aldingenina A

De Carvalho, L.R. et al. Tetrahedron Lett., 44, 2637,
2003.

Laurencia perforata

sesquiterpenos
4-hidroxi-1,8-epi-isotenerona

Wright, A.D. et al. J. Nat. Prod., 66,435, 2003.

Laurencia obtusa

prevezol C-e E,
neorogioldiol B

lliopoulou, D. et al. J. Org. Chem., 68, 7667, 2003.

2004

Laurencia otusa

isdbmero da
neoisoprelaurefucina

Suzuki, M. et al. Phytochemistry, 43, 121, 1996.

Laurencia nipponica

15-bromoparguer-9 (11)-eno-
16-ol, 15-bromoparguer-7-
eno-16-ol

Lyakhova, E.G. et al. Phytochemistry, 65, 2527, 2004.

Laurencia intricata

laurenditerpenol

Mohammed, K.A. et al. J. Nat. Prod., 67, 2002, 2004.

2005

Laurencia brongniartii

Indols polibromados,
bisindols polibromados

El-Gamal, A.A. etal. J. Nat. Prod., 68, 815, 2005.
Kubota, N.K. et al. Heterocycles, 65, 2675, 2005.

Laurencia tristicha

10-hydroxiepiaplisina,
10-hidroxiaplisina,
10-hidroxibromoepiaplisina

Yamada, K. et al. Tetrahedron, 25, 3509, 1969.
Nemoto, H. et al., J. Org. Chem., 59, 74, 1994.

Laurencia okamurai

laureperdxido,
10-bromoisoaplisina,
isodebromolaurintesol,
10-hidroxiisolaureno

Mao, S.; Guo, Y. Helv. Chim. Acta, 88, 1034, 2005.
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Laurencia sp.

E-dactilohidroperoxido A,
Z-dactilohidroperoxido A,
dactilohidroperoxido B e C,
puctateno, chinzaleno

Fern“andez, J.J. et al. Tetrahedron, 61, 8910, 2005.

Laurencia luzonensis

luzodiol, 5 sesquiterpenos do
tipo sniderano

Kuniyoshi, M. et al. J. Nat. Prod., 68, 1314, 2005.

Laurencia karlae

laukarlaol

Justicia, J. et al. J. Am. Chem. Soc., 127, 14911, 2005.

2006 Laurencia okamurai laurakamurenos A e B Mao, S.C.; Guo, Y.W. J. Nat. Prod., 69, 1209, 2006.
Laurencia scoparia sesquiterpenos B-bisabolenos Davyt, D. etal, J. Nat. Prod., 69, 1113, 2006.
halogenados
Laurencia aldingensis aldingeninas B-D De Carvalho, L.R. et al. Phytochemistry, 67, 1331,
2006.
Laurencia obtusa 3,7-dihidroxihidrolaureno, Kladi, M. et al. Tetrahedron, 62, 182, 2006.
perforenol B
Laurencia nipponica nipponaleno, neonipponaleno Lyakhova, E.G. et al. Tetrahedron Lett., 47, 6549,
2006.
Laurencia majuscula majapoleno B, laurencenona C Erickson, K.L. etal. J. Nat. Prod., 58, 1848, 1995.

A espécie Laurencia obtusa é a que mais possui estudos quimicos, sendo isolados
compostos na sua maioria pertencentes a classe de terpenos (FAULKNER, 1998, 1999, 2000,
2001, 2002; BLUNT et al., 2003, 2004, 2005, 2006, 2007 e 2008). Para a espécie Laurencia
microcladia a revisdo de metabdlitos secundarios se encontra no capitulo 2 deste trabalho. Ja
para as espécies Palissada flagellifera e Laurencia catarinensis ndo foram encontrados

trabalhos relacionados com o isolamento e elucidagdo estrutural de metabdlitos secundarios.

3. Género Laurencia Lamouroux — Atividades bioldgicas

Em relacéo as atividades apresentadas para extratos e substancias isoladas de espécies
de Laurencia sabe-se que alguns metabdlitos halogenados possuem atividade inseticida (El
SAYED et al., 1997), antibacteriana (CACCAMESE et al., 1980), antifingica (KONIG;
WRIGHT, 1997) e antiviral (SAKEMI et al., 1986).

Atividade fungicida (Ustilago violacea, Mycotypha microspora, Eurotium repens e
Fusarium oxysporum) e bactericida (Bacillus megaterium e Escherichia coli) foi observada para
0 composto allolaurinterol encontrado no extrato de Laurencia obtusa e para os compostos 3-
acetoxi-E-y-bisaboleno, (-)-10a-bromo-9p-hidroxi-a-chamigrano, rigidol, (+)-(10S)-10-bromo-
B-chamigrano, descloroelatol, elatol e (-)-(10R)-10-bromo-a-chamigrano encontrados no extrato
de Laurencia rigida (KONIG & WRIGHT, 1997a, 1997b).

Estudos realizados com o composto elatol encontrado no extrato de Laurencia
majuscula apresentou atividade antibacteriana para as colénias de Chromobacterium violaceum,
Clostridium fallax, Escherichia coli entre outros. J& para os compostos iso-obtusol e lembino A
observou-se atividade antibacteriana contra Chromobacterium violaceum, Clostridium
cellobioparum, Escherichia coli, Flavobacterium helmiphilum, Proteus mirabilis e Vibrio
parahaemolyticus (VAIRAPPAN et al., 2001; VAIRAPPAN, 2003).
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Estudo utilizando extrato de Laurencia microcladia apresentou atividade promissora
contra forma promastigota de Leishmania mexicana (FREILE-PELEGRIN et al., 2008). Para o
composto elatol foi observado acdo frente ao Trypanosoma cruzi (VEIGA-SANTOS et al.,
2008). Também para atividade anti-helmintica uma série de metabdlitos isolados de Laurencia
scoparia revelou atividade moderada contra o estdgio L4 de Nippostrongylus brasiliensis
(DAVYT, 2001).

Atividade citotdxica contra Artemia salina e atividade antibacteriana contra Alcaligenes
aquamarinus e Escherichia coli foram observadas para os compostos neoirietetraol e (3Z)-
laurenina encontrados no extrato de Laurencia yonaguniensi (TAKAHASHI et al., 2002). Em
estudos realizados por Topcu e colaboradores (2003) observou-se que compostos derivados do
sniderol encontrados no extrato de Laurencia obtusa apresentou atividade contra clones D6 e
W?2 do parasita malarico Plasmodium falciparum.

Suzuki e colaboradores (1985) observaram atividade inibitdria da proteina fosfatase 2A
para 0 composto 23 acetato de tirsiferil encontrado no extrato de Laurencia obtusa. Para o
composto laurenditerpenol encontrado no extrato de Laurencia intricata foi observado uma
atividade inibitdria de hipoxia ativada pelo fator 1 indutor de hipoxia e pelo fator indutor de
hipdxia angiogénico VEGF em células T47D (MOHAMMED et al., 2004).

lliopoulou e colaboradores (2002) observaram atividade antiviral para metabdlitos
isolados de Laurencia obtusa contra cepas do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1 (lllg),
HIV-2 (ROD), virus de estomatite vesicular, Coxsackie B4, virus respiratdrio sincicial, entre
outros virus.

Estudos realizados com metabdlitos halogenados de Laurencia cartilaginea revelam
atividade citotoxica para linhagens celulares cancerigenas P-388, A-549, MEL-28 e
especialmente HT-29 (carcinoma de cdlon) (JUAGDAN et al., 1997). J& para diterpenos
halogenados da alga vermelha Laurencia obtusa foram encontradas atividades citotoxicas para
as linhagens celulares MCF7 (derivada do adenocarcinoma mamadrio), PC3 (derivada do
adenocarcinoma prostatico), entre outras linhagens celulares (ILIOPOULOU et al., 2003). Para
o metabdlito ma“iliohidrina encontrado no extrato de Laurencia sp. foi observado citotoxicidade
para células tumorais NCI 60 e para linhagem celular de tumor de mama NCI/ADRES
(FRANCISCO & ERICKSON, 2001).

Pec e colaboradores (2003) observaram apoptose em células de tumores de mama
dependente e independente de estrogénio quando testado o composto dehidrotirsiferol
encontrado no extrato de Laurencia pinnatifida. Para os compostos inddlicos polibromados
encontrados no extrato de Laurencia brongniartii observou-se atividade antitumoral contra
células D388 e HT-29 (EL-GAMAL et al., 2005). J& para o composto laurinterol encontrado no
extrato de Laurencia obtusa foi observada atividade para cinco linhagens de tumores de células

humanas e para linhagem de células tumorais de ovario de hamster (KLADI et al., 2006).
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Figura 2: Estruturas dos compotos isolados do género Laurencia Lmouroux com atividades

bioldgicas.
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CAPITULO 2: Laurencia microcladia




Laurencia microcladia

1. INTRODUCAO

As algas vermelhas (Rhodophyta) sdo reconhecidas como as maiores produtoras de
substancias halogenadas no meio marinho (FENICAL, 1975; TEIXEIRA; KELECOM, 1991).
Dentre elas, o género Laurencia Lamouroux (Rhodomelaceae, Ceramiales) destaca-se como
uma fonte fascinante de novos produtos naturais (ERICKSON, 1983).

Em relagdo a investigacdo quimica da espécie Laurencia microcladia na literatura, observa-
se 0 isolamento de sesquiterpenos do tipo rogidiol (GUELLA; MARCHETTI; PIETRA,
1997, 1998, 2000), calenzanol e calenzanano (GUELLA et al., 2001), 6,8-cicloeudesmano, (-)-
d-cadieno e (+)-a-cadinol de amostras coletadas na ilha de Elba, Italia (GUELLA et al., 2002).
Recentemente, foram isolados sesquiterpenos do tipo cuparenos (KLADI et al., 2005) de
amostras coletadas na ilha de Chios, Grécia, além de um sesquiterpeno do tipo ciclolaurano,
(E)-2-triadecil-2-heptadecenal, bromolaurenisol, laurinterol e seu derivado com anel aromatico
(KLADI et al., 2006), dibromofenol, sesquiterpeno do tipo bisaboleno, (+)-a-isobromocupareno

e (-)-a-bromocupareno e trés sesquiterpenos aromaticos (KLADI et al., 2007) (Figura 1).

OH

OH Br
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-

rogidiol D (-}-8-cadieno T (+)-ce-cadinol

calenzanano calenzanol 6,8-cicloeudesmane
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Figura 1: Compostos isolados de Laurencia microcladia.

Espécies do género Laurencia produzem compostos que exibem defesa quimica contra
diversos herbivoros marinhos, como os peixes presentes nos recifes de corais (HAY et al., 1987;
PAUL et al., 1988), ouricos marinhos da espécie Diadema (HAY et al., 1987) e Lytechinus
variegatus (PEREIRA et al., 2003), espécies de cobras marinhas como Littorina strata e
Osilinus atratus (GRANADO; CABALLERO, 1995), bivalvos da espécie Perna perna
(PEREIRA et al., 2003) e carangueijos da espécie Pachygrapsus transversus (PEREIRA et al.,
2003).
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Os ourigos do mar do género Echinometra sdo geralmente encontrados em regides tropicais
e subtropicias (MORTENSEN, 1943). InvestigacOes ecoldgicas mostraram que as espécies do
género Echinometra coletadas na ilha de Okinawa, Japdo, possuem habitat diferentes e que essa
diferenca fisica e bioldgica poderia estar influenciando na herbivoria dos mesmos (HIRTSUKA
& UCHARA, 2007).

Durante a investigacdo preliminar por cromatografia em camada delgada de extratos
etanolicos de organismos marinhos da costa do estado de Santa Catarina, incluindo algas
marinhas das espécies do género Laurencia, ouricos marinhos (Echinometra lucunter) e pepinos
do mar (Holothuria grisea), foi observada a presenca de uma substdncia com o mesmo
comportamento cromatografico nos extratos de Laurencia microclodia e em Echinometra
lucunter, sugerindo a hipotese de herbivoria (Figura 2). Esse fato chamou a atencéo devido a
relatos na literatura que indicavam que compostos halogenados presentes em espécies de
Laurencia seriam toxicos para ourigos marinhos (HAY et al., 1987; PEREIRA et al., 2003) e
também, o espectro de '"H RMN indicava claramente a predominancia de mais de 80% do

composto no extrato organico de Laurencia microcladia (Figura 1, anexo capitulo 2).

L.M E.L

Figura 2: CCD do extrato hidroetanélico de Laurencia microcladia (L.M) e ourico do mar
Echinometra lucunter (E.L), fase mdvel: n-hexano:acetato de etila (9:1), revelador: anisaldeido-

sulfarico. A mancha em Rf 0,61 representa o composto elatol.
Para investigar esta hipotese, foi realizado o isolamento do composto majoritario,

identificado como elatol, do extrato bruto de Laurencia microcladia e procederam-se 0s

experimentos de herbivoria com amostras de ouricos marinhos de diferentes profundidades e
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tamanhos da espécie Echinometra lucunter juntamente com extratos etandlicos e algas frescas
das espécies Gracilaria domingensis, Ulva fasciata e Laurencia microcladia presentes no
habitat dos mesmos.

O artigo a seguir apresentado descreve os procedimentos de extragdo, isolamento e
elucidacéo estrutural do elatol presente do extrato etanélico de Laurencia microcladia, além dos
experimentos de herbivoria realizado com as espécies de alga Gracilaria domingensis, Ulva
fasciata e Laurencia microcladia e com o ourico do mar da espécie Echinometra lucunter.

Adicionalmente, atividades bioldgicas foram testadas para o elatol através de grupos de
pesquisas parceiros pertencentes a Universidade Federal de Santa Catarina para testar sua
atividade antiviral (coordenado pela Profa. Dra. Claudia Simdes), leishmanicida, tripanocida
(coordenado pelo Prof. Dr. Mario Stendeil) e antitumoral (coordenado pela Profa. Dra. Rosa
Ribeiro-Do-Valle).

Para a atividade antiviral, o elatol foi analisado para deteccdo dos seus niveis de
citotoxicidade (CCsg) pelo ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT). A potencial
atividade antiviral dos mesmos foi estudada frente aos virus herpéticos do tipo 1 (2 cepas)
[modelo viral de genoma DNA], e do rotavirus SA-11 [modelo viral de genoma RNA], através
do ensaio de inibicdo do efeito citopético viral, do ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium
(MTT) e confirmada através do método das placas de lise, calculando-se os valores de CEs, para
0 elatol, visando obter seu valor de indice de seletividade (1S=CCsy/CEs). Os valores de
citotoxicidade frente as células VERO utilizadas neste modelo experimental foram elevados, o
que levou a ndo continuidade da investigacdo nessa linha de pesquisa.

A avaliacdo da atividade tripanocida foi realizada contra formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi da cepa Y. Para isso, o elatol foi testado em diferentes concentragdes em
uma suspensdo de 5x10° epimastigotas/mL. Como controles, os parasitas foram mantidos na
auséncia do composto, e na presenca de 1% de DMSO e de 100 uM de benznidazol. Para
verificacdo da motilidade dos parasitas, se determinou o nimero de parasitas viaveis em camara
de Neubauer, ap6s 72 h da adicdo do elatol. Foi determinada a concentragdo inibitéria a 50%
(Clsp) em relacgdo aos controles negativos. O composto foi ativo frente as formas epimastigotas,
com Clso = Clsg = 13,86 (12,39-15,51) pM. Com este resultado positivo, foram propostos novos
testes frente as formas tripomastigotas e amastigotas do Trypanosoma cruzi cepa Y, ainda ndo
realizados.

A avaliacdo atividade leishmanicida foi realizada frente as formas promastigotas das cepas
padrdes de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/89/JSC89-H1) e L. chagasi (BH-46). Nessa
metodologia, 0s parasitas foram cultivados em meio Schneider suplementado com 5% de soro
fetal bovino e mantidos a 28°C. A avaliagéo foi realizada em placas de 96 cavidades, contendo
uma suspensdo de 5x10° parasitas/mL. As placas foram incubadas a 28°C por 72 h e avaliadas

em microscopio invertido para verificagdo da motilidade dos parasitas. Posteriormente, o
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numero de parasitas viaveis (Clsy) foi determinado em camara de Neubauer. Como controle
positivo foi utilizado anfotericina B. Os resultados para o elatol foram positivos, com Cls, L.
amazonensis = 2,54 (2,44-2,64) UM e Cls, L. chagasi = 2,56 (1,94-3,38) uM, o que levou os
pesquisadores a dar continuidade ao projeto com testes in vivo que serédo realizados.

Para a atividade anitumoral, o elatol foi testado in vitro nas concentragdes de (0,1-100 pM)
para verificar a viabilidade celular pelo teste do MMT das linhagens B16F10, C6, MCF7,
DU145, A549 e L929. A proliferacdo celular de B16F10 foi analisada, pelo ensaio do MTT em
intervalos de 4-48 h. Ensaios de citometria de fluxo, pelo método do iodeto de propidio, e
Western blot foram realizados para investigar o0 mecanismo de acdo do elatol (10 e 50 puM)
sobre B16F10. Foram realizados ensaios in vivo em camundongos C57BL6A (analise do
crescimento tumoral de células B16F10) para avaliar o potencial terapéutico do elatol (3—-30
mg/kg v.o0. ou 1-10 mg/kg i.p.) em comparacdo com a cisplatina (4 mg/kg i.p.). Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da UFSC
(PP000102). Os resultados demonstraram que 0 composto apresentou significativo efeito
citotoxico, reduzindo a viabilidade celular das diferentes linhagens testadas e a proliferacdo em
B16F10. As analises de Western blot, em B16F10, demonstraram que este pode interferir no
ciclo celular (promovendo um atraso na transi¢do de G1/S e entrada em S, e acelerar o processo
apoptotico, corroborando com os resultados de citometria de fluxo. Nos experimentos in vivo,
tanto o tratamento v.0. como i.p. foram capazes de reduzir o crescimento tumoral. Estudos
complementares estdo em andamento para confirmar o potencial do elatol como um composto
antitumoral. Estes resultados foram apresentados em forma de dissertacdo de mestrado no

Programa de Pés-graduacdo em Farmacologia em agosto de 2009.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Elatol was isolated as the major compound from the red alga Laurencia microcladia Kiitz.
Received 5 November 2008 collected in Southern Brazil. This is the first report of elatol in this species. We also

Accepted 10 April 2009 investigated the herbivore behaviour of the black sea urchin Echinometra lucunter (Lin-

naeus, 1758) towards L. microcladia, Ulva fasciata Delile and Gracilaria domingensis (Kiitz.)
Keywor‘?s’ ) ) Sond. ex Dickie through live algal multiple-choice feeding assay, as well as artificial feeding
Laurencia microcladia assay. The sea urchins ate the crude algae L. microcladia and pellets containing the
Elatol . . .
Black sea urchin powdered algae, extract and all tested concentrations of elatol, suggesting that this
Echinometra lucunter seaweed and its main compound are palatable for E. lucunter.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The Laurencia complex Lamouroux (Rhodophyceae) comprises three genera (Nam, 2006) that are some of the most prolific
producers of secondary metabolites in the marine environment (Wright et al., 2003; Lyakhova et al., 2004). Secondary
metabolites from these algae are predominantly sesquiterpenes like majapolene B from Laurencia majuscula (Blunt et al.,
2008); diterpenes like neorogioldiol B from Laurencia obtusa (Blunt et al., 2005) and Cys5-acetogenins like laurenyne from
Laurencia yonaguniensi (Blunt et al., 2004; Wright et al., 1991; Bittner et al., 1985; Howard and Fenical, 1976) that usually are
characterised by the presence of halogen atoms in their structures (Kénig and Wright, 1997a).

Previous phytochemical investigations on Laurencia microcladia from the Mediterranean Sea lead to the isolation of cal-
enzanol (Guella et al.,, 2001) and 6,8-cycloeudesmane sesquiterpenes (Guella et al., 2002). Recently several cytotoxic cuparene
sesquiterpenes (Kladi et al., 2005), besides (E)-2-tridecyl-2-heptadecenal, bromolaurenisol and laurinterol were isolated from
the extracts of samples collected at Chios Island, in the North Aegean Sea (Kladi et al., 2006). From the same collection, other
aromatic and cyclolaurane sesquiterpenes with cytotoxic activity, as well as (+)-a-isobromocuparene and (—)-a-bromocu-
parene were reported (Kladi et al., 2007).

During our ongoing investigation of marine organisms from the coast of Santa Catarina, Southern Brazil we performed thin
layer chromatography (TLC) analysis of several crude extracts from these organisms, including the black sea urchin (Echi-
nometra lucunter). A remarkable observation in this preliminary analysis was the detection of a compound with the same

* Corresponding author. Tel./fax: +55 48 3721 5076.
E-mail address: eloirschenkel@gmail.com (E.P. Schenkel).
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chromatographic behaviour in the extracts of Laurencia microcladia and Echinometra lucunter, suggesting the hypothesis of
herbivory.

To investigate this hypothesis we isolated the main compound from Laurencia microcladia collected in the coast of Santa
Catarina, Brazil, and conducted herbivory experiments with the black sea urchin toward L. microcladia, Gracilaria domingensis
and Ulva fasciata.

2. Materials and methods
2.1. Collection of organisms

The samples of Laurencia microcladia and Echinometra lucunter used for the chemical investigation were collected by hand
in March 2006 at the lower intertidal zone of Praia da Sepultura (27°07’54”S and 48°31’40”"W), Santa Catarina, Southern
Brazilian coast.

For the herbivory experiments samples of the seaweeds L. microcladia, G. domingensis and U. fasciata, and of the black sea
urchin were collected from the same place as above in December 2007 and March 2008. Voucher samples of these seaweeds
are kept at the Herbarium of the Department of Botany, Federal University of Santa Catarina (FLOR 14516-14520).

2.2. Chemical experiments

2.2.1. Isolation of Laurencia microcladia major metabolite

Fresh material of Laurencia microcladia (2.1 kg) was exhaustively extracted with ethanol at room temperature for 3 days
(three times). The extract after evaporation of the solvent afforded a green oily residue (9.5 g) that was partitioned with ethyl
acetate and water, affording 4.5 g of aqueous fraction and 5 g of ethyl acetate fraction. This late fraction was further frac-
tionated over silica gel (Merck 60), using n-hexane with increasing amounts of ethyl acetate as mobile phase. Fractions 2 (10%
ethyl acetate in n-hexane) and 3 (20% ethyl acetate in n-hexane) were combined (1.6 g) and further purified by column
chromatography on silica gel using chloroform with increasing amounts (5%) of ethyl acetate as mobile phase, to yield the
pure compound 1. The structure of compound 1 was established through 'H, '>C NMR and correlation spectra (Bruker Avance
2), IR (Shimadzu -IR Prestige-21) and MS (Shimadzu QP-5000) analysis and comparison with literature data.

2.2.2. Chromatographic analysis

The internal organs from fresh individuals of the sea urchin Echinometra lucunter were separated from the skeleton and
macerated in ethanol during 3 days. The fresh material of Laurencia microcladia was extracted in the same conditions. The
ethanolic crude extracts were analysed by TLC (silica gel 60 F254, aluminium support plates, Macherey-Nagel) in chlor-
oform:ethyl acetate (8:2) using compound 1 as reference and the plate was sprayed with anisaldehyde/H,SO4 reagent.

2.2.3. Feeding assays

Multiple-choice feeding assays were conducted according to Erickson et al. (2006) with live algae commonly found in the
rocky shore habitat of Praia da Sepultura: Laurencia microcladia, Gracilaria domingensis and Ulva fasciata. One sea urchin and
about 700 mg of each alga were placed into each aquarium (10 x 34 x 25 cm, 3 L) containing sea water under constant
aeration for 7 days. A control aquarium without sea urchins was used to measure the biomass variation during the experi-
ment. Water parameters as pH (8.0-8.5), temperature (22-25 °C) and salinity (35-36) were checked every day during the
experiment as well and algae weight measurements were performed each 48 h. The ANOVA one way and post hoc Tukey’s
honest significant difference (HSD) test were used to identify significant differences in the consumption (P < 0.05).

The artificial feeding assay was performed with the methodology proposed by Hay et al. (1994). Different types of agar pellets
were prepared in the same size (3.5 x 8.5 x 1.5 cm) containing elatol (0.05, 0.1 or 0.2 mg pro pellet); powdered algae
(2 g L. microcladia or U. fasciata pro pellet) or ethanol (solvent control, 2 mL pro pellet), and one further control was prepared
containing just pure agar. Five sea urchins and one of each type of pellets were placed into each of the six tanks (300 L) containing
sea water under constant aeration and water parameters as pH (8.0-8.1), temperature (21-23 °C) and salinity (35-37) were
verified every day. Pellets weight measurements were performed each 24 h for 7 days to obtain the daily weight variation and
non-parametric Wilcoxon signed-ranks test was used to evaluate the consumption percentage rates of pellets. Differences were
considered significant when P < 0.05. After the experiment, all sea urchins were sacrificed, their internal organs were extracted
and the extracts were analyzed by TLC in the same ways as described before (item 2.2.2).

3. Results
3.1. Chemical experiments

By TLC analysis of extracts, a major metabolite (compound 1) was visualised after spraying with sulphuric anisaldehyde as
a blue spot at Rf 0.82 in the lanes corresponding to Laurencia microcladia and Echinometra lucunter extracts.

Compound 1 (Fig. 1) was obtained after successive chromatographic procedures as colourless oil (1.0 g), corresponding to
a relative yield of ca. 10% (w/w) to the ethanolic extract of L. microcladia. MS and NMR data and comparison with literature
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Fig. 1. Structure of elatol showing the main assignments according to the complete NMR data and some correlations in the HMBC and COSY experiments (key
correlations in bold).

data confirmed the structure of the halogenated chamigrene known as elatol (Sims et al., 1974; K6énig and Wright, 1997b;
Vairappan et al., 2001). This is the first time elatol is reported for Laurencia microcladia. Although 'H-NMR and >*C-NMR
spectral data were reported before (Sims et al., 1974; Kennedy et al., 1988; Konig and Wright, 1997b; Vairappan et al., 2001),
we performed unambiguous assignments of all C-H correlations by combined DEPT, COSY, HSQC, HMBC and ROESY spectra
(Table 1). Despite of differences in '"H NMR data among different authors (Table 2), the >C NMR chemical shifts are quite
similar, but there are divergences in the attributions of signals for quaternary C-atoms (Table 3).

3.2. Herbivory experiments

The experiment with live algae (Fig. 2) showed herbivore behaviour of Echinometra lucunter to the three species of algae,
but the sea urchins ate more Laurencia microcladia than Gracilaria domingensis and Ulva fasciata with statistical significant
differences.

The results of the artificial feeding assay are presented in Fig. 3. All types of pellets were bitten by sea urchins. The pellets
containing the powdered seaweeds L. microcladia and U. fasciata had the highest consumption rate, but with no significant
differences to the other pellets (due to the high standard deviation). Pellets containing 0.1 mg elatol were more consumed
than pellets containing 0.2 or 0.05 mg elatol or containing just agar, with statistically significant differences. The control
pellets containing ethanol were the less consumed.

Table 1
'H and 3C NMR data in CDCl; (500 and 125 MHz, respectively) for elatol (compound 1).
C-atom 13¢ (3) DEPT 145 HSQC - 'H (3) HMBC ROESY
1 386 CH, 2.59 (d, ] — 17.0 Hz) €140.8/C124.2
238 (d, | = 17.0 Hz) (€25.6/C49.2/C124.2/C128.2/C140.8
2 124.2 C C19.5/C38.6
3 128.1 C C19.5/C38.6/C25.6/C29.4
4 29.4 CH, 1.95 (m) C128.1/C124.2/C 49.2
1.81 (m) €19.5/C49.2/C38.6/C128.1/C140.8 2.59/2.63
5 25.6 CH, 1.82 (m) (€29.4/C49.2/C38.6/C128.1/C140.8 2.50/2.59/2.63
1.63 (m) (38.6/C29.4/C49.2/C128.1/C140.8
6 49.2 C C20.8/C24.3
7 140.8 C (C25.6/C38.0/C38.6/C72.2/C115.9
8 38.0 CH, 2.63 (d,J=14.6 Hz) C115.9/C140.8
2.50 (dd, ] = 14.6/2.5 Hz) C70.9/C49.2/C72.2/C140.8/C115.9
9 722 CH 415 (brd, ] = 3.4 Hz) (38.0/C43.1/C70.9/C140.8 2.50/2.63
10 70.9 CH 4.61 (d, ] =2.6 Hz) C20.8/C24.1/C43.1/C115.9 1.07/1.08/1.63/1.70/
1.81/1.82/2.63/4.79
11 43.1 C (C38.6/C38.0/C29.4/C25.6/C24.3
12 20.8 CH; 1.07 (s) (€24.3/C43.1/C49.2/C70.9/C72.2 1.63/2.38/2.50/2.59
13 24.3 CH; 1.08 (s) €20.8/C43.1/C49.2/C70.9/C72.2 1.63/2.38/2.50/2.59
14 115.9 CH, 5.12 (s) €38.0/C49.2 1.07/2.50/4.79
479 (s) (38.0/C49.2/C140.8 1.07/1.70/2.38/2.59/
4.61/5.12
15 195 CH; 1.70 (s) €29.4/C124.2/C128.1
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Comparison with previously published 'H NMR data of elatol (numbering scheme according to Sims et al., 1974).
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H-atoms Sims et al. (1974), Kennedy et al. (1988), Konig and Wright (1997b), Our data, 500 MHz,
100 MHz, CDCl3 250 MHz, Me,CO-dg 300 MHz, CDCl3 CDCl3
1 * 259 m 2.19 brd (17.5) 2.59 br d (17.0)
2.30 brd (12.5) 2.08 br d (17.5) 2.38 brd (17.0)
4 * 2.08 dd br (15, 12) 1.96 m 1.95m
2.00 dd br (15, 5) 1.82m 1.81 m
5 * 1.78 d br (17) 1.80 m 1.82 m
1.59 ddd (17, 12, 5) 1.62 m 1.63 m
8 * 2.72 ddddd (6.5, 3, 15, 1.5 x 2) 249 dd (2.8, 14.4) 2.63d(17.0)
2.38 dd (15, 3) 2.19dm (14.4) 2.50 dd (14.6, 2.5)
9 416 m 413 m (6.5, 6, 3) 414 m 414 brd (34)
10 4.60d (3) 471d (3) 4.61d(2.9) 4.61d (2.6)
12 1.10 s 1.06 s 1.06 s 1.07 s
13 1.10 s 1.05s 1.07 s 1.08 s
14 5.12s 5.01t br 5.12 brs 5.12 brs
4.80s 4.85 s br 479 brs 479 brs
15 1.70 s 1.66 d br (1.2) 1.70 br s 1.70 br s
OH 3.58 d (6) 2.19 brs 219 brs

Chemical shifts (8) in ppm and coupling constants (Hz) are described as in the original works. Controversies among authors are represented in bold. Some
values (*) are not reported by the authors.

Table 3
Comparison of published >C NMR data (3 ppm) from elatol (numbering scheme according to Sims et al., 1974; just controversial chemical shifts are
represented).

C-atoms Vairappan et al. (2001), Kennedy et al. (1988), Konig and Wright (1997b), Our data,
100 MHz, CDCl; 62.9 MHz, Me2CO-dg 75.5 MHz, CDCl3 125 MHz, CDCl;
2 124.86 128.61 128.0 124.2
3 128.76 124.81 1241 128.1
6 43.85 49.98 49.1 49.2
11 49.88 44.01 43.1 43.1

By TLC analysis and co-chromatography the presence of elatol was identified in all extracts from sea urchins exposed to
Laurencia microcladia, but not in the extracts of sea urchins from the control aquarium in the live algae feeding assay.

4. Discussion

Elatol was first isolated from Laurencia elata from Australia (Sims et al., 1974), and its occurrence in other species of
Laurencia has been reported, frequently as the major metabolite from specimens collected between 33°S and 28°N (Gonzalez
et al.,, 1976; Brennan et al., 1987; Kennedy et al., 1988; Konig and Wright, 1997b; Juagdan et al., 1997; Vairappan et al., 2001).
Despite of the many works on L. microcladia from the Mediterranean Sea (collected from latitudes 38 to 42°N), this is the first
report of elatol in this species.
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L. microcladia G. domingensis U. fasciata
Fig. 2. Average percentage of total consumption of L. microcladia, G. domingensis and U. fasciata offered to the sea urchins E. lucunter in a live algal feeding assay.

Different letters above bars denote significant statistical differences to P < 0.05 (one way ANOVA followed by Tukey HSD test); vertical bars =SD; n =9.
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Fig. 3. Average consumption rate by sea urchins E. lucunter in artificial feeding assay. Elatol 0.05, 0.1 and 0.2: pellets containing elatol 0.05, 0.1 and 0.2 mg/pellet;
LME: pellets with 4 mg crude algae extract of L. microcladia; L. microcladia: pellets with 2 g of powdered crude algae L. microcladia; U. fasciata: pellets with 2 g of
powdered crude algae U. fasciata; agar: pellets with agar; ethanol: pellets with ethanol. Different letters above bars denote significant statistical differences to
P < 0.05 (Wilcoxon signed-ranks test); vertical bars = SD; n = 10.

Concerning the NMR data, some assignments are not in complete agreement with data published before. Based on
correlations in the HMBC experiment (Table 1 and Fig. 1) C-3 was attributed to the C-atom at 128.1 ppm, since the H-atoms at
C-5(1.63 and 1.82 ppm) correlate with this C-atom and show no correlation with the C-atom at 124.2 ppm, so this late C-atom
should be C-2. The other correlations observed are consistent with these attributions.

The high concentration of elatol in Laurencia species of tropical and subtropical areas suggests this compound to play an
important role for these species. Previous analysis of anti-herbivory proprieties of metabolites from Laurencia species
(including elatol) have been conducted (Granado and Caballero, 1995; Hay et al., 1987; Paul et al., 1998; Pereira et al., 2003),
but no investigation was reported for Laurencia microcladia. We also found no report involving Laurencia species and the sea
urchin Echinometra lucunter, whose feeding behaviour concerning other algae has been described (Erickson et al., 2006;
Hiratsuka and Uehara, 2007).

The sea urchins used in our experiments were collected in a region with high density of L. microcladia having elatol as the
major compound. In the live algae feeding assay just the extracts of sea urchins exposed to Laurencia microcladia presented in
TLC a spot corresponding to elatol. This suggests the presence of elatol in the internal organs of Echinometra lucunter is
a consequence of the ingestion of L. microcladia. Since E. lucunter ate the crude algae L. microcladia, as well as pellets con-
taining powdered algae, L. microcladia extract and elatol, it seems that this sea urchin species can tolerate this compound at
least in the tested concentrations.

Even if elatol does not deter Echinometra lucunter, its high abundance in Laurencia microcladia from Southern Brazil
suggests this metabolite is someway important for this species, possibly deterring other predators since this algae is very
abundant in its habitat. In this aspect, further experiments with other local animal species are being performed.
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Laurencia catarinensis

1. INTRODUCAO

O estudo do complexo Laurencia no Brasil iniciou-se de forma sistematica a partir da
década de 80 com o trabalho de Cordeiro-Marino et al. (1983). Em trabalho subseqiiente,
Cordeiro-Marino & Fujii (1985) descreveram uma nova espécie para a ciéncia: Laurencia
catarinensis Cordeiro-Marino et M.T. Fujii. Durante o estudo das macroalgas marinhas da
regido de Cabo Frio, RJ, Yoneshigue (1985) também descreveu uma espécie nova, L. oliveirana
Yoneshigue. Posteriormente, varios trabalhos sobre as espécies desse complexo foram
desenvolvidos por diferentes autores: Cordeiro-Marino et al. (1994), Fujii (1990, 1998), Fujii &
Cordeiro-Marino (1996), Fujii & Villaga (2003), Yoneshigue et al. (2003), Fujii & Senties
(2005), Fujii et al. (2005), Fujii et al. (2006), Cassano et al. (2006, 2009). Esses trabalhos
levaram a descri¢do de novas espécies, citagdo de novas ocorréncias para o Brasil e, sobretudo,
revelaram detalhes da morfologia vegetativa e reprodutiva das espécies brasileiras.

Laurencia catarinensis foi descrita originalmente por Cordeiro-Marino & Fujii (1985) para
a localidade de Florian6polis, Santa Catarina e também é encontrada nos estados do Espirito
Santo (FUJII & SENTIES, 2005; CASSANO, 2009) e Rio de Janeiro (PEDRINI et al., 1994;
SZECHY & PAULA, 1997; SZECHY & NASSAR, 2005; SZECHY et al., 2005).

A espécie foi caracterizada por seu talo de coloracdo esverdeada, habito fortemente
entrelacado formando densas almofadas com coralinaceas articuladas, células corticais
ligeiramente projetadas proximo ao apice dos ramos e auséncia de espessamentos lenticulares
nas paredes das células medulares. Fujii (1990) e Fujii & Senties (2005) discutiram a
proximidade dessa espécie com L. caraibica, L. intricata e L. oliveirana por compartilharem
talo de tamanho reduzido e habito intricado formando densas almofadas. Morfologicamente,
Laurencia caraibica e L. oliveirana s&o facilmente diferenciadas de L. catarinensis, entretanto a
distincdo entre essa espécie e L. intricata com base na coloracdo dos talos e no grau de projecdo
das células corticais € muito ténue, somente distinguida com avaliagdo da morfologia de
espécies masculinas e femininas (CASSANO, 2009).

O presente capitulo tem como objetivo o isolamento e a elucidagdo estrutural de
compostos presentes no extrato organico da espécie Laurencia catarinensis, espécie endémica
do litoral de Santa Catarina e que ndo possui investigacdo quimica até o presente momento. Ao
todo foram isolados e purificados cerca de 40 compostos. Neste capitulo sédo apresentados o0s
procedimentos de isolamento, purificacdo e analise de 21 compostos de estruturas relacionadas

ao caespitol.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Vegetal:

O material utilizado nesta investigacdo de Laurencia catarinensis foi coletada na zona de
meso e infralitoral (5 m) em Fevereiro de 2008 na ilha do Arvoredo (27°17°10”S e 48°21°58”0)
com licenca de coleta emitida pelo IBAMA n° 02026.004084/06-91, Santa Catarina, Brasil. Um
exemplar da espécie é mantido no Herbario do Departamento de Boténica da Universidade
Federal de Santa Catarina (FLOR 4132).

2.2. Procedimentos Gerais:

A atividade o6tica foi mensurada usando um polarimetro modelo Perkin-Elmer 341. Os
espectros de ultravioleta foram determinados utilizando cloroférmio, grau espectroscopico em
espectrofotdmetro modelo Shimadzu UV-160A. Os espectros de infravermelho foram obtidos
usando espectrébmetro modelo Paragon 500 Perkin-Elmer. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear foram obtidos usando espectrometros modelos Bruker AC 200 e Bruker
DRX 400. Os deslocamentos quimicos foram dados em & usando TMS como padrao interno. Os
experimentos de ressonancia magnética nuclear 2D (*H-'H COSY, HSQC-DEPT, HMBC,
NOESY) foram realizados usando software Bruker. Os espectros de massas por ionizacao
quimica (CIMS) utilizando gas metano e ionizacao eletrdnica (EIMS) foram obtidos utilizando
detector massas seletivo do modelo 5973 Hewlett Packard. Os espectros de massas de alta
resolucdo por eletrospray foram obtidos pela Universidade de Notre Dame, no Departamento de
Quimica e Bioquimica, Notre Dame, Indiana, EUA. As colunas cromatograficas a vacuo
(CCV), colunas cromatograficas hidrostaticas com silica gel, colunas Sepack foram realizadas
utilizando silica gel 60H em duas faixas de granulometria (70-270 e 230- 400 mesh) (Merck); a
coluna cromatografica tipo flash com carvéo ativado (Nuclear); as cromatografias em camada
delgada foram realizadas com silica gel 60 F,s4 nm (Merck) e deteccdo de modo geral utilizando
0 reagente 15% de acido sulfurico em metanol. As separac¢fes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram realizadas utilizando aparelho modelo Pharmacia LKB 2252 equipado
com detector de indice de refracdo RI-Shodex-102 e coluna de fase normal Supelcosil, 25 cm x
10 mm, 5 pm, S10W.

2.3. Procedimentos de extracéo e isolamentos dos compostos de L. catarinensis
Os procedimentos descritos a seguir sao apresentados de forma esquematica na figura 1. As
fragdes foram escolhidas para o isolamento dos compostos de acordo com o perfil apresentado

no espectro de hidrogénio.
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Inicialmente, a alga foi seca sob refrigeracdo (400 g de peso seco) e extraida exaustivamente
com metanol, diclorometano:metanol (2:1) e diclorometano a temperatura ambiente. Os extratos
combinados foram concentrados utilizando evaporador rotatério até obter-se um residuo oleoso
verde escuro e uma fase aquosa marrom, este foi extraido com acetato de etila e separado
utilizando um funil de separacéo resultando em uma fracdo orgénica e uma fragdo aquosa. A
fracdo orgénica (4g) (Figura 2) foi submetida & coluna cromatografica a vacuo (CCV) com
silica gel, usando n-hexano como fase mével com aumento gradual de acetato de etila e
finalizando com metanol, obtendo 11 fracdes.

As fracbes C até H (2,8 g) foram submetidas em uma coluna de carvéo, utilizando metanol,
metanol:acetonitrila (1:1), n-hexano:acetato de etila (1:1) e tolueno como fase mével, obtendo-
se 5 fragBes. Todas as fragdes da coluna de carvéo foram purificadas por coluna cromatogréafica
de gel de silica com baixa pressdo usando ciclohexano e aumentando o teor de acetato de etila
gradativamente até acetato de etila:metanol (1:1) como fase movel, obtendo-se 14 fracGes.

A fragdo 3 (24% de acetato de etila em ciclohexano) (127,4 mg) foi purificada utilizando
coluna sepack de gel de silica, usando ciclohexano:acetato de etila (90:10) até acetato de
etilazmetanol (1:1) como fase movel, obtendo-se 3 fragdes. A fracdo 1 (10% de acetato de etila
em ciclohexano) (99,8 mg) foi purificada usando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando ciclohexano:acetato de etila (9:1) como fase movel resultando nos
compostos puros 12 (LC27) (10,3 mg) e 13 (LC28) (12,6 mg).

A fracdo 11 (92% de acetato de etila em ciclohexano) (29,3 mg) foi purificada por CLAE,
usando metanol:agua (80:20) como fase movel resultando no composto puro 22 (LC1) (17,1
mg).

A fracdo 3 (24% de acetato de etila em ciclohexano) (127,4 mg) foi purificada utilizando
coluna sepack de gel de silica, usando ciclohexano:acetato de etila (90:10) até acetato de
etilazmetanol (1:1) como fase movel, obtendo-se 3 fragdes. A fracdo 1 (10% de acetato de etila
em ciclohexano) (99,8 mg) foi purificada usando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando ciclohexano:acetato de etila (9:1) como fase moével resultando nos
compostos puros 12 (LC27) (10,3 mg) e 13 (LC28) (12,6 mQ).

A fracdo 11 (92% de acetato de etila em ciclohexano) (29,3 mg) foi purificada por CLAE,
usando metanol:agua (80:20) como fase mdvel resultando no composto puro 22 (LC1) (17,1
mg).

A fracdo 2 (16% de acetato de etila em ciclohexano) (1,05 g) e a fracdo B da CCV (10% de
acetato de etila em n-hexano) (26,2 mg) foram purificadas por coluna cromatografica em gel de
silica, usando ciclohexano:acetato de etila (98:2) com aumento gradual de acetato de etila até
acetato de etila:metanol (1:1) como fase movel, obtendo 26 fragdes e os compostos puros 1
(LC2) (32,1 mg), 5 (LC5) (17,5 mg), 4 (LC4) (143,1 mg) e 14 (LC3) (7,3 mg).
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A fracdo D (18% de acetato de etila em ciclohexano) (60,6 mg) foi purificada por CLAE,
usando n-hexano:acetato de etila (99:1) como fase movel resultando os compostos puros 2
(LC18) (9 mg), 3 (LC7) (2,6 mg), 9 (LC19) (6,8 mg) e 15 (LC6) (1,5 mg). As fracdes H e |
(30% e 34% de acetato de etila em ciclohexano) (5,8 mg) foi purificada por CLAE, usando n-
hexano:acetato de etila (98:2) como fase movel resultando o composto puro 6 (LC8) (2,1 mg).

A fracdo N (54% de acetato de etila em ciclohexano) (13,0 mg) foi purificada por CLAE,
usando ciclohexano:acetato de etila (93:7) como fase mével resultando o composto puro 10
(LC10) (2,0 mg). A fracéo P (62% de acetato de etila em ciclohexano) (210,9 mg) foi purificada
por CLAE usando ciclohexano:acetato de etila (93:7) como fase movel resultando o composto
puro 23 (LC11) (9,7 mg). A fracdo R (70% de acetato de etila em ciclohexano) (48,0 mg) foi
purificada por CLAE usando ciclohexano:acetato de etila (93:7) como fase mdvel resultando o
composto puro 18 (LC12) (8,0 mg).

A fragdo S (74% de acetato de etila em ciclohexano) (66,9 mg) foi purificada por CLAE,
usando ciclohexano:acetato de etila (93:7) como fase mével resultando o composto puro 16
(LC14) (8,0 mg). A fracdo T (78% de acetato de etila em ciclohexano) (50,6 mg) foi purificada
por CLAE, usando ciclohexano:acetato de etila (97:3) como fase movel resultando os
compostos puros 11 (LC20) (8,8 mg) e 21 (LC21) (12,5 mg).

A fragdo V (84% de acetato de etila em ciclohexano) (24,4 mg) foi purificada por CLAE,
usando ciclohexano:acetato de etila (93:7) como fase mdvel resultando os compostos puros 7
(LC22) (1,3 mg), 20 (LC15) (1,8 mg) e 24 (LC17) (9,3 mg).

A fracdo Z (100% de acetato de etila e acetato de etila:metanol (1:1) ) (119,7 mg) foi
purificada utilizando coluna sepack de gel de silica, usando ciclohexano:acetato de etila (90:10)
até acetato de etila:metanol (1:1) como fase mével, obtendo-se 3 fragdes. A fracdo 1 (10% de
acetato de etila em ciclohexano) (60,3 mg) foi purificada usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando ciclohexano:acetato de etila (90:10) como fase mdvel resultando
0s compostos puros 8 (LC26) (3,0 mg), 17 (LC25) (1,7 mg) e 19 (LC24) (0,9 mg).

- Caespitol (1): liquido incolor e inodoro; 1V (filme fino) v 3408, 3136, 2938, 2976, 2178,
1379, 968, 823, 795, 730, 650 cm™; dados de 'H NMR e *C NMR ver quadro 1; CIMS (CH,)
ver figura 7.

- Caespitano (2): liquido incolor e inodoro; dados de *H NMR e **C NMR ver quadro 2; EIMS
(70eV) ver figura 14.

- Isdbmero do caespitano (3): liquido incolor e inodoro; [0]p® +24,0 (c 0,10, CHCIl,); UV
(CHCl3) Amax (10g €) 243,0 (2,56) nm; IV (filme fino) vme 2939, 2854, 1458, 1379, 1230, 1118,
1006, 978 cm™; dados de *H NMR e *C NMR ver quadro 3; EIMS (70eV) ver figura 18.;
HRESIMS m/z 414,9998 [M + H]" (calc para C;sH,Br,CIO, 415,0039).
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- 5-B-acetoxi caespitol (4): liquido incolor e inodoro; [a]p™ +50,5 (¢ 0,41, CHCly); UV
(CHCl;) Ay (log &) 243,4 (2,08) nm; IV (filme fino) vy 3502, 2986, 1734, 1458, 1384, 1239,
1071, 739 cm™; dados de '"H NMR ¢ "“C NMR ver quadro 4; CIMS (CH,) ver figura 27;
HRESIMS m/z 510,9838 [M + Na] " (calc para C;,H,,Br,CINaO,, 510,9862).

- 5-B-acetoxi caespitano (5): liquido incolor e inodoro; [a]p™ +36,3 (¢ 0,49, CHCly); UV
(CHCI3) Amax (log &) 24,.8 (2,30) nm; IV (filme fino) v, 2967, 1739, 1449, 1379, 1239, 1015,
744 cm™; dados de "H NMR e C NMRver quadro 5; CIMS (CH,) ver figura 36.; HRESIMS
m/z 470,9895 [M - H]" (calc paraC,;H,Br,ClOs, 470,9937).

- 8-acetil caespitol (6): liquido incolor e inodoro; dados de *H NMR ver quadro 6.

- 5-B-acetoxi 8-acetil caespitol (7): liquido incolor e inodoro; [a]p™’ +25,0 (¢ 0,02, CHCl;); UV
(CHCL3) Amax (log &) 242,6 (2,58) nm; IV (filme fino) vy 2978, 1740, 1734, 1374, 1230, 1118
cm™; dados de "H NMR e C NMR ver quadro 7; CIMS (CH,) ver figura 47; HRESIMS m/z
531,0124 [M + H] (calg parar C,oH3(Br,C1Os, 531,0149).

- 5-B-hidroxi acetil caespitol (8): liquido incolor e inodoro; [a]p® +9,2 (c 0,13, CHCIs); UV
(CHClg) Amax (109 &) 243,4 (2,51) nm; IV (filme fino) vmex 3502, 2939, 1734, 1444, 1374, 1239,
1122, 1034 cm™; dados de 'H NMR e *C NMR ver quadro 8; CIMS (CH,) ver figura 54;
HRESIMS m/z 489,0017 [M + H]" (calc parar C1,HxBr,ClO,, 489,0043).

- Laucapirandide A (9): liquido incolor e inodoro; dados de *H NMR e **C NMR ver quadro 9;
EIMS (70eV) ver figura 63.

- 5-B-acetoxi laucapirandide A (10): liquido incolor e inodoro; [a]p® +27,0 (c 0,047, CHCIy);
UV (CHCl5) Amax (log &) 242,6 (2,73) nm; dados de "H NMR e **C NMR ver quadro 10; EIMS
(70eV) ver figura 69; HRESIMS m/z 472,9917 [M + H]" (calc para Cy7H,Br,CIO3, 472,9917)

- Caespitenona (11): liquido incolor e inodoro; IV (filme fino) vy 2976, 2929, 2356, 1682,
1458, 1369, 1262, 814, 725 cm™; dados de *H NMR e **C NMR ver quadro 11; EIMS (70eV)
ver figura 86.

- (75%)-7-O-metil furocaespitanolactol (12): p6 cristalino; [a]p™ +14.4 (¢ 0,09, CHCly); UV
(CHCls) Auax (log &) 242,8 (2,43) nm; IV (filme fino) vy 1767, 1465, 1375, 1094 cm’'; dados
de 'H NMR e “C NMR data ver tquadro 12; CIMS (CH,) ver figura 87; HRESIMS m/z
337,0190 [M + H]" (calc para C3H;4BrCl0Os, 337,0206).

- (TR*)-7-O-metil furocaespitanolactol (13): po cristalino; [a]p™® +61,3 (¢ 0,16, CHCl3); UV
(CHCl3) Ay (log &) 244.6 (2,52) nm; IV (filme fino) vy 1762, 1463, 1374, 1103 cm’'; dados
de '"HNMR e “C NMR ver quadro 13; CIMS (CH,) ver figura 99; HRESIMS m/z 337,0195 [M
+ H]" (calc para C3H,oBrClOs, 337,0206).

- Isocaespitol (14): liquido incolor e inodoro; dados de 'H NMR e C NMR ver quadro 14;
CIMS (CHy,) ver figura 111.

- Deoxiisocaespitol (15): liquido incolor e inodoro; dados de "H NMR ver quadro 15.
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- Derivado do iocaespitol (16): liquido incolor e inodoro; [a]p™ -46,0 (¢ 0,33, CHCly); UV
(CHCl3) Ay (log ) 246,8 (2,34) nm; dados de '"H NMR e C NMR ver quadro 16; CIMS
(CHy,) ver figura 119; HRESIMS m/z 335,0747 [M + H]" (calc para C,sH,sBr,ClO;, 335,0777).

- Derivado do caespitol (17): liquido incolor e inodoro; *H NMR e **C NMR ver quadro 17.

- 5-hidroxi laucapiranéide A (18): liquido incolor e inodoro; *H NMR e **C NMR ver quadro
18; EIMS (70 eV) ver figura 135.

- Derivado do caepitol (19): liquido incolor e inodoro; *H NMR e **C NMR ver quadro 19;
CIMS (CHy) ver figura 143.

- Aplisiadiol (20): liquido incolor e inodoro; *H NMR e *C NMR ver quadro 20; EIMS (70 eV)
ver figura 151.

- Derivado do sniderol (21): liquido incolor e inodoro; *H NMR e *C NMR ver quadro 21;
EIMS (70 eV) ver figura 159.
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4 g fracdo orgéanica

Laurencia catarinensis

| colunavacuo — 11 fracdoes — aradiente Hx até MeOH

coluna carvéo - 5 fracdes

F2 F3 F11
1,059 127,4 mg 29,3 mg

coluna Sepack CLAE

CLHx:AcOEt (9:1) MeOH:HO (8:2)

AcOEt:MeOH (1:1

F1
99.8 ma
CLAE
CLHx:AcOEt (9:1)

coluna silica— 26 fracdes — aradiente CLHx:AcOEt (98:2) até AcOEt:MeOH

FD FH Fl FP FR FS FT FV FzZ
60.6 ma 2,7 ma 3.1 ma 210.9 ma 48 ma 66.9 ma 50.6 ma 24.4 ma 119.7 ma
CLAE CLAE coluna Sepack
Hx:AcOEt (99:1) CLAE CLAE CLAE CLHx:AcOEt CLAE CLHx:AcOEt (9:1)
x: ACOETt (98:2) CLHx:AcOEt CLHx:AcOEt CLHx:AcOEt AcOEt:MeOH (1:1)
[
LC2A1C LC2B11D LC2B13A F1
29.6 ma 29.9 ma 2.5 ma 60.6 ma
CLAE CLAE CLAE
Hx:AcOEt CLHx:AcOEt CLHx:AcOEt

Figura 1: Organograma do isolamento dos compostos de Laurencia catarinensis.
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Figura 2: CCD do extrato organico de Laurencia catarinensis, fase mdvel: n-hexano:acetato de
etila (9:1), revelador: anisaldeido-sulfurico. A mancha em Rf 0,66 representa 0 composto
caespitol.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs sucessivos procedimentos cromatogréficos, utilizando gel de silica e carvédo
ativado, seguido de purificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
colunas de fase normal (gel de silica), foram obtidas 41 substancias em quantidades entre 1 mg
— 200 mg. A seguir € apresentada a elucidacdo estrutural de 21 substancias com estruturas
relacionadas ao caespitol, bem como dados relativos de compostos como trans-nerolidol,
tirsiferol e trans-fitol. Ao final deste capitulo sdo apresentados sumariamente os dados de
atividades biol6gicas obtidos para os compostos 1, 4 e 14.

Para a interpretacdo dos espectros de RMN, UV e espectros de massas foram utilizados
livros basicos: GUNTHER, H., 1995, BUDZIKIEWICK, H., 1998, BREITMAIER, E. 2002,
RUCKER, G.; NEUGEBAUER, M.; WILLEMS, G.G., 2001, FRIEBOLIN, H., 2005 e
SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F.X.; KIEMLE, D.J., 2005.

3.1. Compostos com estruturas relacionadas ao caespitol:

- Composto 1:

O composto 1 (LC02) (32 mg) foi isolado ap6s purificacdo em coluna cromatografica
de gel de silica de diferentes fracdes obtidas durante o processo de fracionamento (Figura 1)
como um liquido incolor e inodoro. O espectro de infravermelho indica a presenca de grupo
hidroxila entre 3100 a 3150 cm™ e auséncia de outros grupos funcionais como carbonila. O
espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT mostraram 15 carbonos, trés carbonos
quaternarios, quatro carbonos metinicos, quatro metilenos e quatro grupos metilas. O espectro
'H RMN apresentou sinais em & 4,35 (1H, dd, J = 4,4; 12,5 Hz) e 4,27 (1H, dd, J = 4,4; 13,2
Hz) com deslocamento quimico caracteristico de grupamento CH ligado a halogénio e a
presenca de hidrogénio carbindlico em & 3,50 (1H, sl). O espectro de massas por ionizacao
guimica mostra um pico molecular em m/z 431/433/435. O exame do padrdo isotopico nos
sinais com maior intensidade em 413/415/417419 mostra uma proporcdo 3:7:5:1, indicando a
presenca de dois atomos de bromo e um cloro na molécula, pode se propor a férmula molecular
CisH2sCIBr,O,. A presenca de dois equivalentes de dupla ligagdo sugere um alcool
sesquiterpenico halogenado com dois anéis.

Anélise detalhada do espectro de correlacdo *H-'H COSY mostra um sistema de spins
CH,CH,CH., (Figura 3), considerando-se o valor alto da constante de acoplamento (J= 12.4
Hz) entre 6 4,35 (CH) e & 1,60/2,28 (CH,). Tendo em vista, os deslocamentos quimicos do
metino em & 63.4, do carbono quaternario em & 71,8 e dos hidrogénios da metila ressonando em
8 1,66, pode-se inferir que o sistema de spins em questdo esta inserido em um anel ciclohexano

com bromo e cloro com relacdo diequatorial entre os halogénios (Gonzalez et al., 1979). Para o
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outro anel, oxigenado, 0 mapeamento das interagdes *H-'H COSY permite propor a estrutura
parcial mostrada na figura 3.

= R
* X o/
10
R 3.50
H M 20, 1
Hat 3 160 gy Hax % 4*° OH
i 4.35 4.27

Figura 3: Sistema de spins CH,CH,CH.x e estrutura parcial do anel oxigenado proposto para o
composto 1.

A andlise detalhada dos espectros de HSQC e HMBC permite propor uma
conectividade entre as estruturas propostas nas figuras 4 e 5.

24.2 19.9 24.1
1.36s 112s 166s

1.60 ddd

(=22, (= 3x12.5 Hp)
13.2, 14.2 Hd)
H OH H H
4.27dd 1.58 brs 1.85m 4.35dd
(9=44,132 Hz) (= 4.4,12.4 H7)
Figura 4: Anel A do composto 1. Figura 5: Anel B do composto 1.

A ligacdo entre os anéis A e B foi proposta a partir dos dados fornecidos pelo espectro
de HMBC, onde se observa a correlagdo entre os hidrogénios em & 1,12 (CHs) com os carbonos
em & 45,8 (CH) e 77,6 (Cq) e a correlacdo entre os hidrogénios em & 1,85 (CH,) com o carbono
em d 77,6 (Cq). A posicdo da metila em & 24,1 foi proposta pela correlagéo dos hidrogénios em

8 1,66 (CH3) com os carbonos em & 63,4 (CH) e 8 71,8 (Cq) (Figura 6).
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24.1
1.66s

2.02 ddd

31.0

1.29s 12

H;C

Br
1.85m 435 dd
H OH
4.27 dd 1.58 sl

—HMBC

Figura 6: Correlagbes HMBC do composto 1.
A configuragdo relativa do outro centro assimétrico foi proposta baseada nas constantes

de acoplamento. No anel A, observa-se uma constante de acoplamento alta do hidrogénio em &
4,27 indicando a posi¢do axial do mesmo e uma posi¢do equatorial do bromo nesse anel

tetraidropirano.
A fragmentacdo observada no espectro obtido por ionizagdo quimica (CIMS) é coerente

com a formula molecular CysH»sCIBr,O, como mostra a figura 7.
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CisHaBnClO:™ [M-H] miz=431/433435437 (11/15/13/3%)

-HEr -H.0O -HC1 210
[C1:HuBrCl0,]" [C1sH2:BnClO] [C1sH2:Br0.] [CsH1Br0;]”
m'z=1333/355357 mz=413415417410  miE=305307300 mz=221/223
(11/3%) (17/35726/7%%) (6/11/7%%) (71/36%5)
-HCl -HC1 HBEr -C-HuHtC1O
[Ci:HyuBrOa] [C1sHyBr O] [C1:H2:Br04]” [CaH1BrO]”
miz =3134317 mz =377/370/ 381 m/iz =315/317 miz=210
(24/25%) (813/7%%) (24/25%) (100%g)
-HEBEr -HBr -H-0
[CsHnOn] [C1sHxnBrO]” [C1sH,BrO]”
mz =233 mpz=207200 mz=207/200
(13%z) (1311%5 (13/11%)

Figura 7: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizagdo quimica do composto

1.
Com base nos dados de espectros de massas, infravermelho e ressonéncia magnética

nuclear podemos concluir que o composto 1 trata-se do caespitol, previamente descrito para

Laurencia caespitosa (Gonzalez et al., 1973) e Aplysia dactylomela (Wessels et al., 2000).
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Quadro 1: Dados de *H e *C do composto 1 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0) com a
literatura (Wessel et al. 2000, CDCls; Gonzéalez et al. 1979, CDCl,).

C 8'H (J Hz) 5C 8'H (J Hz) 8C
Wessel et al., 2000 Gonzalez et al., 1979
1 - 71,1 - 71,8
2 4,35dd (4,4 ; 12,4) 63,4 4,37 dd (4,6; 12,7) 63,6
3 2,28 m 36,2 2,28 m 36,3
1,60 ddd (12,5; 12,5; 12,5) 1,63 ddd (12,6; 12,6; 12,6)
4 1,85 m 45,8 1,89 m 46,0
5 1,24 m 22,7 1,24 m 22,8
1,85 m 1,89 m
6 2,02 ddd (3,6; 3,6; 13,5) 42,8 2,05 ddd (4,1; 4,1; 13,5) 43,0
2,39 ddd (3,3; 3,3; 13,5) 2,41 ddd (3,3; 3,3; 13,5)
7 - 77,6 - 77,2
8 3,50 brs 70,8 3,57 brs 71,0
9 2,20m 36,3 2,23 m 36,4
2,49 ddd (2,2; 13,2; 14,2) 2,52 ddd (2,0; 13,2; 14,2)

10 4,27 dd (4,4; 13,2) 52,8 4,29 dd (4,6; 13,2) 53,0
11 - 75,5 - 75,5
12 1,29 s 31,1 1,31s 31,1
13 1,36 s 24,2 24,2
14 1,12 s 19,9 20,0
15 1,66 s 24,1 24,1
OH 1,58 s - 159s
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Figura 8: Espectro de "H RMN do composto 1 (LC2) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 9: Espectro de **C RMN do composto 1 (LC2) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 10: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 1 (LC2) em CDClI; (400 MHz).
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Figura 11: Espectro HMBC do composto 1 (LC2) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 12: Espectro *H-'H COSY do composto 1 (LC2) em CDClI; (400 MHz).
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Figura 13: Espectro de massas por ioniza¢do quimica do composto 1 (LC2).
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- Composto 2

O composto 2 (LC18) (9 mg) foi isolado ap6s purificacdo em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1)
como um liquido incolor e inodoro. O espectro de infravermelho indicou a auséncia de grupos
funcionais como hidroxila e carbonila. O espectro de massas apresentou 0s picos de maior
massas em m/z 356/358/360/362 com um padrdo de intensidades relativas semelhante ao
composto 1, 0 que sugere a presenca de dois grupos bromos e um cloro na molécula e picos de
maior intensidade em m/z 205/207, sugerindo a perda do anel B com um atomo de bromo e um
atomo de cloro (Figura 14). O espectro de hidrogénio apresentou semelhancas ao composto 1
com a presenca de sinais em & 4,30 (1H, dd, J = 4,4; 12,6 Hz) e 3,80 (1H, dd, J = 4,0; 12,6 Hz)
correspondentes aos hidrogénios ligados a carbonos halogenados, mas com auséncia do
hidrogénio carbindlico, sugerindo a formula molecular C;sH,5sBr,ClO, em que o ion molecular
esperado em m/z 414/416/418/420 ndo foi detectado. A comparacdo dos dados apresentados
com dados da literatura confirma a identificagdo do composto 2 como o caespitano (Figura
15), isolado previamente para Laurencia caespitosa (Chang et al., 1989) e Aplysia dactylomela
(Wessels et al., 2000).

+e

1.58 ddd
1.44 ddd H H
141 m 430 dd

H
3.80 dd

Ci15H25BroClO™ m/z = 414/416/418/420 (ndo detectado)

-CH3’
-209
(C7H11CIBr)'
[C14H225r20|0] *
m/z = 399/401/403/405 (2/4/3/1%) ¥
[C8H14Br0]+
m/z = 205/207 (100/93%)
-HBr
[C14H21BI'C|]+ -HBr

m/z = 319/321 (1/2%)
[CsH130]"
m/z = 125 (50%)

Figura 14: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizacdo eletrdnica do
composto 2.
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1.58 ddd

3.80 dd

1.44 ddd H

141 m
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1.65s

4.30 dd

Figura 15: Estrutura do composto 2 com dados observados no espectro de hidrogénio.

Quadro 2: Dados de *H e **C do composto 2 (400 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0) com a
literatura (Wessel et al., 2000, CDCIs).

C 8H (J H2) 8H (J Hz2) 6C
Wessel et al., 2000 Wessel et al., 2000

1 - - 71,7

2 4,30 dd (4,4; 12,6) 4,33 dd (4,3; 12,4) 63,9

3 1,72 m 1,74 m 36,0
2,27 m 2,30 m

4 141 m 1,42 m 51,1

5 1,23 m 1,25m 23,3
1,80 m 1,81 m

6 2,0 ddd (3,5; 13,5; 13,5) 2,01 ddd (3,2; 13,5; 13,5) 42,7

2,37 ddd (3,5; 3,5; 13,5) 2,40 ddd (3,2; 3,2; 13,5)
7 - - 74,3
8 1,44 ddd (3,4; 3,4; 13,3) 1,45 ddd (3,8; 3,8; 13,5) 35,2
1,58 ddd (4,0; 13,3; 13,3) 1,61 ddd (4,3; 13,5; 13,5)

9 2,10 m 2,11 m 28,2
2,20 m 2,26 m

10 3,80 dd (4,0; 12,6) 3,83 dd (4,3; 12,4) 58,2

11 - - 75,1

12 1,26s 1,28s 31,1

13 1,37s 1,40s 23,6

14 1,17 s 1,19s 22,7

15 1,65s 1,68 s 24,0
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Figura 16: Espectro de "H RMN do composto 2 (LC18) em CDCl; (400 MHz).
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LC18 #27 RT: 0.62 AV:1 NL: 4.83E7
T: + ¢ Fullms [ 40.00-700.00]

100 204.96
95
90
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65
60

55
50 125.01
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93.03 135.08
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30
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203 | 83.05

15 252.01

10 170.07 241.04 357.98
5

279.06

po° 32109 400.99 15931 471.99
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Figura 17: Espectro de massas por ionizacdo eletrénica do composto 2 (LC18).
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- Composto 3

O composto 3 (LCO7) (2,6 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de infravermelho indicou a auséncia de grupos funcionais como hidroxila e carbonila.
Os experimentos HSQC-DEPT e HMBC indicaram a presenca de trés carbonos quaternarios,
trés carbonos metinicos, cinco grupos metilenos e quatro grupos metilas. Em relacdo aos
carbonos, cinco sdo provavelmente ligados a oxigénio ou halogénio, ressonando em ¢ 74,0 (Cq),
75,5 (Cq), 71,9 (Cq), 64,1 (CH) e 59,8 (CH). O espectro de massas apresentou similaridade
marcante com o espectro de massas do composto 2, sugerindo tratar-se de um isdémero (Figura
18). O espectro de massas de alta resolugdo (calculado e observado) confirmou a formula

molecular proposta.

242
CH3 1.34dd 430
1.88dm  2.04m

36.8
1.80 ddd |64.7
231m

271
201m 29.0

234am  1.25m H H
2.06m  160ddd 4.34 dd

Br

Ci1sH2sBr,CIO™ m/z = 414/416/418/420 (ND)

“CHy*
- 209
(C7H11CIBr)°
[C14H228rZCIO] *
m/z = 399/401/403/405 (2/3/2/1%)
[CgH14BrO]+
m/z = 205/207 (100/100%)

Figura 18: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizagdo eletronica do
composto 3.
O espectro de 'H RMN apresentou sinais em & 4,34 (1H, dd, J =4,4; 12,6 Hz) e 6 4,17

(1H, dd, J = 4,4; 3,3 Hz), correspondentes aos hidrogénios ligados a CH-halogénios e quatro
metilas quaternarias em ¢ 1,14, 1,29, 1,35 e 1,68, mas com auséncia do hidrogénio carbindlico.
Anélise detalhada do espectro de correlagdo 'H-'‘H COSY mostra um sistema de spins
CH,CH,CH.,, semelhante aquele observado para os compostos 1 e 2. Os deslocamentos
quimicos do metino em & 64,1, do carbono quaternario em & 71,9 e dos hidrogénios da metila
ressonando em & 1,68, permitem inferir que o sistema de spins em questdo esta inserido em um
anel ciclohexano com bromo e cloro, com relagdo diequatorial entre os halogénios, tal como o

caespito.
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A configuracdo relativa dos centros assimétricos foi proposta baseada nas constantes de
acoplamento e experimento NOE. No anel A observa-se a posicdo axial do bromo no anel
tetraidropirano, indicada pelas constantes de acoplamento baixas do hidrogénio ligado a um
carbono halogenado em & 4,17 (1H, dd, J = 4,4, 3,3 Hz), o que pode ser confirmado pela
irradiacdo das metilas em & 1,29 e 1,35, observando-se correlagfes NOE com este hidrogénio.
No anel A, a alocacdo das metilas geminais foi feita com base em experimentos NOE
diferencial (dados ndo apresentados), em que a irradiagdo da metila ressonando em & 1,14

confirmou que o sinal em & 1,35 corresponde ao grupo metilico em posicéo axial (Figura 19).

24.0
288,77\ 249 g;js
AY
1(':35'3 ‘él:ls 24.2 450 15>
3 3 1.34 dd '
13 1.88 dm 204m

2.40 ddd

36.8
50.1 1.80ddd
231m

27.1

201m 290
234m  125m H H
206 m 160 ddd 4.34 dd
Br
«—>» NOE
<+ ----> NOE diferencial

Figura 19: Estrutura do composto 3 com correlagdes NOE e NOE diferencial.

Com base nos dados de espectros de massas, infravermelho e ressonancia magnética
nuclear, composto 3 apresenta a estrutura correspondente a um isémero do caespitano,
diferindo deste pela posi¢do axial do bromo do carbono 10 no anel A, trata-se de um composto

novo. O valor observado de atividade 6tica foi de e [a]p = + 24 ° (0,10, CHCIy),
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Quadro 3: Dados de 'H e **C do composto 3 (400 MHz; CDCI; H= 7,24 e C=77,0).

C 8 C (HSQC/HMBC) 8 H (J H2)
1C 71,5 -
2 CH 64,7 4,34 dd (4,6; 12,6)
3 CH, 36,8 1,80 ddd (3x 12,6)
2,31l m
4 CH 50,1 1,60 ddd
5CH 24,2 1,34 dd
1,88 dm
6 CH, 43,0 2,04 m
2,40 ddd (10,2; 2x 3,3)
7C 74,0 -
8 CH, 29,0 1,25m
2,06 m
9 CH, 27,1 201lm
2,34 m
10 CH 59,8 4,17 dd (4,4, 3,3)
11C 73,4 -
12 CH; 32,3 1,29s
13 CH; 28,8 1,355
14 CH; 24.9 1,14 s
15 CH; 24,0 1,68s
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Figura 20: Espectro de "H RMN do composto 3 (LC7) em CDCls (400 MHz).
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Figura 21: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 3 (LC7) em CDClI; (400 MHz).
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Figura 22: Espectro HMBC do composto 3 (LC7) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 23: Espectro *H-'"H COSY do composto 3 (LC7) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 24: Espectro NOE do composto 3 (LC7) em CDCl; (400 MHz).
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LCO7 #28 RT: 0.65 AV: 1 NL: 4.48E7
T: + ¢ Fullms [ 40.00-700.00]
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Figura 25: Espectro de massas por ionizacao eletrénica do composto 3 (LC7).
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- Composto 4

O composto 4 (LC04) (143,1 mg) foi isolado como um liquido incolor ap6s purificagao
em coluna cromatografica gel de silica, de diferentes fracGes obtidas durante o processo de
fracionamento (Figura 1). O espectro de infravermelho indicou a presenca de grupamento
hidroxila entre 3100 a 3400 cm™ e de um éster, provavelmente acetato em 1730 e 1239 cm™. No
espectro de massas por ionizagdo quimica, observa-se 0 pico molecular em m/z
489/491/493/495 com um padrao de intensidades relativas semelhante ao composto 1, sugerindo
a presenca de dois bromos e um cloro na molécula. A fragmentacdo observada no espectro
obtido por ionizacdo quimica (Figura 27) € coerente com a formula molecular C;;H,7Br,ClQ,,
Os espectros de massas de alta ressolu¢do (observado e calculado) confirmaram a férmula

molecular proposta.

4.25dd 2.38brs

C17H27Br,ClO," [M+H]" m/z = 489/491/493/495 (8/18/11/2%)

-268 -CH3;COOH
(C9H14BrC|02)
(anel B)
[C15Hngl‘2C |02]+
m/z = 429/431/433/435

(38/75/51/16%)
[CgH138|'02]+
m/z = 221/223
(65/62%)
- H,O -HCI
[(.:15H21BI'2C|O]+ [C15szBr202]+
m/z = 411/413/415 m/z = 393/ 395/397
(48/85/59%) (28/25/13%)
-HBr -HBr
|:C15H2()BI'C|O]Jr [C15H21BI'02]+
m/z = 331/333/335 m/z = 313/315
(25/28/11%) (100/76%)
-HCI -H,O
[C15ngBrO]+ [C15ngBrO]+
m/z = 295/297 m/z = 295/297
(38/36%) (38/36%)

Figura 27: Fragmentagdo observada no espectro de massas por ioniza¢cdo quimica do composto
4,
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O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenca de 17
carbonos sendo quatro quaterndrios, cinco metinicos, trés metilenos e cinco metilas. Em relagéo
a esses carbonos, sete podem ser alocados a CH-O ou CH-halogénio em ¢ 52,4 (CH), 63,2 (CH),
69,4 (CH), 70,7 (CH), 71,2 (Cq), 75,5 (Cq) e 76,4 (Cq) e um é carbonilico em ¢ 170,1 (Cq).

O espectro de 'H RMN apresentou dois sinais de hidrogénios ligados a carbonos
provavelmente halogenados em ¢ 4,25 (1H, dd, J = 4,0; 13,2 Hz) e 4,41 (1H, dd, J = 5,1; 11,3
Hz), um hidrogénio carbindlico em ¢ 3,52 (1H, sl) e cinco metilas em 6 1,12, 1,26, 1,28, 1,73 e
2,02, esta Ultima pertencente a acetila. Dessa forma, o composto 4 € semelhante ao caespitol,
diferindo no anel B, pela presenca do grupamento acetoxi adicional, ligado ao carbono em &
69,9.

A estereoquimica relativa no carbono em 6 69,9 pode ser deduzida a partir da presenca
do hidrogénio em & 5,39, o qual apresenta correlagdo ‘H-"H COSY com os hidrogénios em &
2,17 e 2,68 ligados ao carbono em & 46,7. A baixa constante de acoplamento do hidrogénio em
6 5,39, sugere a posicao equatorial para este hidrogénio, indicando, portanto a posicdo 3 para o
substituinte acetoxi do carbono 5 (Figura 28). Ja para o anel A, experimentos NOE diferencial
(dados néo apresentados), onde foi irradiada a metila em & 1,12, confirmou que o sinal em &
1,28 corresponde ao grupo metilico em posigdo axial, sendo assim a metila ressonando em &

1,26 esta na posicao equatorial.

~ 170.1 27.8
4.4 RN 210 2.02's 1.73s
128% ‘19 OAC CH,
CHj 19
13

312
1265 12
H;C 329
469 2.04 m 63.2
Br 2.07m

2.29 dor 4.41 dd
H OH
425 dd 2.38brs
+«— COSY
« - --—-»NOE diferencial

Figura 28: Estrutura do composto 4 com correlagdes *H-'H COSY e NOE diferencial.
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Os resultados apresentados, indicam que o composto 4 é o derivado 5-B-acetoxi do
caespitol, composto ainda ndo descrito na literatura. Para este composto a atividade 6tica
calculada € [o]p=+50,0° (0,41, CHCIy).

Quadro 4: Dados de *H e **C do composto 4 (400 e 50MHz; CDCl,; H= 7,24 e C=77,0).

C 8 C (HSQQC) d H(JH2)
1C 71,2 -
2CH 63,2 4,41 dd (5,1; 11,3)
3 CH, 32,9 2,04:m
2,07m
4 CH 46,9 2,29d br
5CH 69,9 5,39 brs
6 CH, 46,7 2,17 m
2,68 dd (2,9; 15,0)
7C 77,8
8 CH, 70,9 3,62brs
9 CH, 36,2 2,17 m
2,50 dd (13,2; 13,9)
10 CH 52,9 4,25 dd (4,0; 13,2)
11C 76,0 -
12 CH; 31,2 1,26s
13 CH; 24,4 1,28s
14 CH; 21,9 1,12 s
15 CH; 27,8 1,73 s
CH;AC 170,1 2,02s
OH 2,38 brs
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Figura 29: Espectro de "H RMN do composto 4 (LC4) em CDCls; (400 MHz).
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Figura 30: Espectro de **C RMN do composto 4 (LC4) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 31: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 4 (LC4) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 32: Espectro 'H-'"H COSY do composto 4 (LC4) em CDCI; (400 MHz).
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LCO04 #24 RT: 0.63 AV:1 NL: 4.46E6

T: + ¢ Full ms [ 50.00-800.00]
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Figura 34: Espectro de massas por ioniza¢do quimica do composto 4 (LC4).
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Figura 35: Espectro de massas de alta ressolucdo por eletrospray do composto 4 (LC4).
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- Composto 5:

O composto 5 (LCO05) (17,5 mg) foi isolado apds purificacdo em coluna cromatografica

sob gel de silica de diferentes fragfes obtidas durante o processo de fracionamento como um

liquido incolor e inodoro (Figura 1). O espectro de infravermelho apresentou presenca de um

éster, provavelmente acetato em 1738 e 1239 cm™ e auséncia de grupamento hidroxila. O

espectro de massas apresentou 0s picos de maior massas em m/z 473/475/477/479com um

padrdo de intensidades relativas semelhante ao composto 1, com este dado, deduz-se a presenga

de dois atomos de bromo e um cloro ou dois cloro e um bromo na molécula. A fragmentacao

observada no CIMS (Figura 36) é coerente com a férmula molecular C;;H,;Br,ClO;. O

espectro de massas de alta ressolugdo (observado e calculado) confirmou a formula molecular

proposta.

C17H27Br.ClIOs* [M+H]* miz = 473/475/477/479 (6/7/2/4%)

-268 -CH3;COOH
(C9H14BFC|02)
(anel B)
[C15Hngr2CIO]+
m/z = 413/415/417/419
(11/18/12/4%)
[CnggBrO]+
m/z = 205/207 -H,O
(100/91%)
[Cl5Hngr2Cl]+
m/z = 395/397/399
(10/8/5%)

-HBr
[C15H2()BI'C|]+

m/z = 315/317/319
(717/1%)

Figura 36: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizagcdo quimica do composto

5.
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Laurencia catarinensis

O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenca de 17
carbonos, sendo quatro quaternérios, quatro metinicos, quatro metilenos e cinco metilas. Em
relacdo a estes carbonos, seis apresentaram deslocamento quimico compativel com ligagdo a
oxigénio ou halogénio em ¢ 57,6 (CH), 62,9 (CH), 68,8 (CH), 70,5 (Cq), 74,5 (Cq) e 75,6 (Cq)
e um é carbonilico em ¢ 169,4 (Cq).

O espectro de *H RMN apresentou trés sinais de hidrogénios desprotegidos, dois sinais
de hidrogénios ligados a carbonos provavelmente halogenados em 6 3,80 (1H, dd, J = 4,0; 12,8
Hz) e 4,38 (1H, dd, J = 4,4; 12,4 Hz), dessa forma com deslocamentos e constantes de
acoplamentos similares aos observados no composto 2 (caespitano). Adicionalmente observou-
se um sinal em & 5,35 (sl) e a presenca de cinco metilas ligadas a carbonos quaternarios em o
1,20, 1,26, 1,37, 1,75 e 2,02, esta Ultima pertencente a uma acetila. A estrutura do anel A é
semelhante ao composto 2, com o bromo na posi¢do equatorial, devido & alta constante de
acoplamento do hidrogénio em 6 3,80 ppm enquanto que o anel B possui uma estrutura
semelhante ao composto 4, com o0 grupo acetoxi na posicdo 5 axial e H-5 em posicao equatorial.

Com base nos resultados apresentados, deduz-se que o composto 5 é o derivado 5-B-
acetoxi do caespitano (Figura 37), um composto novo. Para este composto a atividade OGtica
calculada € [o]p = +36,3 ° (0,49, CHCl,),

169.4

na,
21.9 23.7 .
1.37s 1.20s OAC CH3
CHj 15

31.1
1.26s

H3C
Br

Cl

1.63m 4.38dd

H
3.80 dd

Figura 37: Estrutura do composto 5.
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Quadro 5: Dados de 'H e *C do composto 5 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

Laurencia catarinensis

C [&C(HSQC) 8 H (J Hz)
1C 705 -
2 CH 62,8 4,38 dd (4,4; 12,4)
3 CH, 32,2 2,17 ddd (12,4; 13,2; 13,5)
227m
4 CH 537 1,63m
5 CH 68,8 5.35brs
6 CH; 46,3 2,15 dd (13,2; 3,3)
2,70 dd (3,3; 15,0)
7C 74.4
8 CH, 36,2 1,48 m
1,57 dd (13,0:4,2)
9 CH, 27,9 2,08m
2.22m
10 CH 576 3,80 dd (4,0; 12,8)
11C 75,5 -
12 CH, 31,1 1,265
13 CH, 21,9 1,37s
14 CH, 237 1,20s
15 CH, 27,3 1,755
CH.,AC | 1694 2,02
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Figura 38: Espectro de "H RMN do composto 5 (LC5) em CDCls (400 MHz).
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Figura 39: Espectro de **C RMN do composto 5 (LC5) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 40: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 5 (LC5) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 41: Espectro *H-"H COSY do composto 5 (LC5) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 42: Espectro NOE do composto 5 (LC5) em CDCl; (400 MHz).
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LCO5 #38 RT: 0.74 AV:1 NL: 1.00E7
T: + ¢ Full ms [ 50.00-600.00]
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Figura 43: Espectro de massas por ioniza¢do quimica do composto 5 (LC5).
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Laurencia catarinensis

- Composto 6:

O composto 6 (LCO08) (2,1 mg) foi isolado ap6s purificacdo em CLAE de diferentes
fracOes obtidas durante o processo de fracionamento (Figura 1) como um liquido incolor e
inodoro de forma impura. O espectro de 'H RMN apresentou trés sinais de hidrogénios
desprotegidos, dois sinais de hidrogénios ligados a carbonos provavelmente halogenados em &
4,21 (1H, dd, J = 4,2; 12,4 Hz) e 4,10 (1H, dd, J = 4,2; 13,1 Hz), um sinal adicional em § 4,62
(1H, dd, J = 2,7; 3,2 Hz) e cinco metilas em 6 1,16, 1,30, 1,37, 1,64 e 2,13. O sinal em 2,13
sugere da mesma forma que o composto 5, a presenca de um composto acetilado. No entanto,
observa-se a presen¢a de uma impureza, vista a presenga de sinal em 6 2,18 com integragdo
1:0,7 em relagdo ao sinal em & 2,13.

No anel A, observamos constantes de acoplamento baixas no hidrogénio em & 4,62
(1H, dd, J = 2,7, 3,7 Hz) sugerindo a posi¢do equatorial deste hidrogénio e a posicao axial da
acetila. Em relacdo ao bromo no anel tetraidropirano, a constante de acoplamento alta no
hidrogénio em & 4,10 é similar a observada no caespitol. A constante de acoplamento alta no
hidrogénio em & 4,21 indica que a estrutura do anel B é semelhante ao caespitol. Com bases nos
dados apresentados e comparacdo com dados da literatura, deduz-se que o composto 6 € o 8-
acetil caespitol (Figura 45), isolado previamente para Laurencia caespitosa (Gonzalez et al.,
1973) e Aplysia dactylomela (Wessels et al., 2000).

164s

137 1.16's CHs;
CHs; CHj; o
13

130s |, Cl
HsC
Br
1.85m 421 dd
H OAC
410 dd 2135

Figura 45: Estrutura do composto 6.
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Laurencia catarinensis

Quadro 6: Dados de *H e *C do composto 6 (400 MHz; CDCl; H= 7,24) comparados com a
literatura (Wessel et al., 2000, CDCl3; Gonzalez et al., 1979, CDCly).

C 8H (J H2) SH (J Hz2) 6C
Wessel et al., 2000 Gonzalez et al., 1979

1 - - 71,5

2 4,21 dd (4,2; 12,4) 4,23 dd (4,1; 12,2) 62,8

3 1,60 m 1,61 m 36,3
1,87 m 1,87 m

4 1,85 m 1,86 m 46,2

5 1,25 m 1,26 m 22,9
1,90 m 1,89 m

6 2,05 ddd (3,7; 3,7; 13,5) 2,05 ddd (3,6; 3,6; 13,7) 43,0

2,41 ddd (3,7; 3,7; 13,5) 2,42 ddd (3,1; 3,1; 13,1)

7 - - 76,1

8 4,62 dd (2,7; 3,7) 4,65 dd (2,5; 3,6) 73,0

9 2,30 ddd (3,7; 4,0; 14,8) 2,31 ddd (3,6; 4,1; 14,8) 32,9

2,49 ddd (2,4; 13,1; 14,8) 2,47 ddd (2,5; 13,2; 14,8)

10 4,10 dd (4,2; 13,1) 4,12 dd (4,1; 13,2) 52,5

11 - - 75,6

12 1,30s 1,33s 31,0

13 1,37s 1,40s 24,0

14 1,16 s 1,19s 20,1

15 1,64s 1,67s 241
OAcC 2,13s 2,15s
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Figura 46: Espectro de "H RMN do composto 6 (LC8) em CDCls (400 MHz).
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Laurencia catarinensis

- Composto 7:

O composto 7 (LC22) (1,3 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de infravermelho indicou a presenca de grupos carbonilicos, provavelmente ésteres em
1733e 1229 cm™ e auséncia de grupamento hidroxila. O espectro de massas apresentou picos de
baixa intensidade acima de 400, no entanto em m/z 351/353/355/357 observa-se um padrdo
isotopico de ions que sugere a presenca de dois bromos e um cloro na molécula.

O espectro de ®C RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenca de 19
carbonos, sendo cinco quaternarios, cinco metinicos, trés metilenos e seis metilas. Em relacédo a
esses carbonos, sete estdo ligados a oxigénio ou halogénios em ¢ 51,9 (CH), 61,9 (CH), 68,9
(CH), 70,5 (Cq), 72,5 (CH), 73,3 (Cq) e 77,6 (Cq), e dois carbonilico em ¢ 172,2 e 170,2 (Cq).
Dessa forma, a formula molecular proposta é C19H,9Br,ClOs em que o ion molecular esperado
em m/z 530/532/534/536 néo foi detectado (Figura 47). O espectro de massas de alta resolugdo

(observado e calculado) confirmou a férmula molecular proposta.

24.0 214
1.34s 121s OAC CH3

H OAC

4.1dd 169.9
2.16s

C19H29Br,CIOs™ m/z = 530/532/534/536 (ndo detectado)

- HCI, -HBr
-268°
(C9H1402CIBr)
(anel B)
[C19Hngr05]+.
miz = 414/ 416 (1/3%)
[C10H158r03]+
m/z = 262/264 (/4240%) -CH5CO0°

[C17H24BrOs]*
m/z = 355/357 (36/11%)

-CH3;COOH

I:(:15H21BI'O]+
m/z = 295/297 (19/11%)

Figura 47: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizacdo eletrdnica do
composto 7.
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Laurencia catarinensis

O espectro de '"H RMN apresentou quatro sinais de hidrogénios desprotegidos, dois
sinais de hidrogénios ligados a carbonos provavelmente halogenados em 6 4,19 (1H, dd, J = 4,2;
12,3 Hz) e 4,10 (1H, dd, J = 4,0; 13,2 Hz), dois sinais adicionais em & 4,67 e 5,42 e seis metilas
emd 1,21, 1,31, 1,34, 1,74, 2,03 e 2,16, as duas Gltimas pertencentes as acetilas.

A substituicdo do anel A é semelhante ao do 8-acetil caespitol, com o bromo na posi¢édo
equatorial devido a alta constante de acoplamento do hidrogénio em & 4,1 e baixas constantes de
acoplamento no hidrogénio em 6 4,67 (1H, dd, J = 3,3; 2,9), sugerindo posi¢ao equatorial deste
Gltimo hidrogénio e axial para a acetila. A irradiagdo da metila ressonando em & 1,21, através de
experimentos NOE diferencial (dados ndo apresentados), confirmou que o sinal em & 1,34
corresponde ao grupo metilico em posigdo axial. Por outro lado, anel B possui uma estrutura
semelhante ao composto 4, com 0 grupo acetoxi no carbono 5 em posicdo axial e o hidrogénio

na posic¢ao equatorial (Figura 48).

170.2 28.0
) 0/—\ 2.03s 1.74s
4. 21.4
1.34s 121s OAC CH3
15

46.0

s Ch

5.42 brs

322
1.31s
H3C 12 327

182dm  |60.3
Br 211 ddd

2.00 m 4.19dd

4.1dd 169.9

+«—» NOE diferencial

Figura 48: Estrutura do composto 7 com correlagdes NOE diferencial.
Com base nos resultados apresentados, deduz-se que o composto 7 é o derivado 5-B-

acetoxi do 8-acetil caespitol, € um composto novo. Para este composto a atividade Otica

observada € [a]p= +25,0 ° (0,02, CHCl5).
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Quadro 7: Dados de 'H e **C do composto 7 (400 MHz; CDCI; H= 7,24 e C=77,0).

Laurencia catarinensis

C [5C(HSQC) 8 H (J Hz)
1C 70,5 -
2 CH 60,3 4,19 dd (4,2; 12,3)
3 CH, 32,7 1,82 dm
2,11 ddd (11,3:12,8; 13,2)
4CH 21,2 2,00 m
5 CH 68,8 542brs
6 CH; 46,0 2,18 dd (3,1; 15,2)
2,73 dd (15,2; 3,1)
7C 776 -
8 CH 725 4,67 dd (3,3; 2,9)
9 CH, 46,4 2,25 ddd (14.6; 4,0; 3,7)
2,49 ddd (13,2; 14,6; 2,6)
10 CH 51,0 4,1dd (4,0; 13,2)
11C 73,2 -
12 CH, 32,2 131s
13 CH, 24,0 1345
14 CH, 214 1215
15 CH, 28,0 1,745
CH;AC | 1699 2,035
CH;AC 169,9 2,165
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Figura 49: Espectro de "H RMN do composto 7 (LC22) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 50: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 7 (LC22) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 51: Espectro *H-"H COSY do composto 7 (LC22) em CDCl; (400 MHz).
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LC22 #22 RT: 0.72 AV:1 NL: 141E7
T: + ¢ Fullms [ 50.00-1000.00]
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Figura 52: Espectro de massas por ionizagdo eletrénica do composto 7 (LC22).
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Figura 53: Espectro de massas de alta resolucéo por eletrospray do composto 7 (LC22).
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Laurencia catarinensis

- Composto 8:

O composto 8 (LC26) (3,0 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de infravermelho indicou a presenca de grupamento hidroxila em cerca de 3100 cm™ e
de um éster, provavelmente acetato, em 1733 e 1239 cm™. O espectro de massas apresentou 0s
picos de maior massas em m/z 435/437/439com baixa intensidade com razéo 3:4:1, o que sugere
a presenca de um grupo bromo e um cloro na molécula.

Os experimentos HSQC-DEPT e HMBC indicaram a presencga de 17 carbonos, sendo
quatro quaternarios, cinco metinicos, trés metilenos e cinco metilas. Em relacdo a estes
carbonos, sete estdo ligados a oxigénio ou halogénio em ¢ 52,2 (CH), 64,1 (CH), 68,0 (CH),
71,5 (Cq), 73,5 (Cq), 74,5 (CH), e 77,6 (Cq) e um é carbonilico em ¢ 169,5 (Cq), sugerindo a
formula molecular Cy7H,;Br,ClO4, onde o ion molecular em m/z 489/491/493/495 ndo é
observado, (Figura 54). O espectro de massas de alta resolu¢do (observado e calculado)

confirmou a férmula molecular proposta.

2.40 brs 1.87s

4.14dd 169.5

C17H27Br2ClO," [M+H]" m/z = 489/491/493/495 (ndo detectado)

'H2O -HCI - C2H402 -HBr
-226
(C7ngBrCIO)
(anel B)
[Cl7H24Br03]+ [C15szBrC|Oz]+
m/z = 435/437/439 m/z = 349/351/353
[C1oH1sBrO;]" (41714%) (25/30/7%)
m/z = 263/265
(92/82%)
- HCI
[C15H218I’02] *
m/z = 313/315
(47/49%)

Figura 54: Fragmentagdo observada no espectro de massas por ioniza¢gdo quimica do composto
8.
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O espectro de '"H RMN apresentou quatro sinais de hidrogénios desprotegidos, dois
sinais de hidrogénios tipicamente ligados a carbonos halogenados ciclicos em 6 4,25 (1H, dd, J
=4,0; 12,4 Hz) e 4,14 (1H, dd, J = 4,0; 13,2 Hz), e dois adicionalmente em ¢ 4,50 (1H, sl) e
4,74 (1H, t, J = 2,9; 2,9) e cinco metilas em ¢ 1,33, 1,37, 1,42, 1,87 e 2,12. Dessa forma, o
composto 8 é semelhante ao composto 4, diferindo nas posi¢des da acetila e hidroxila nos anéis
AeB.

A substituicdo no carbono em & 68,0 pode ser deduzida a partir da presenca do
hidrogénio em & 4,50, o qual apresenta correlagdo ‘H-"H COSY com os hidrogénios em & 2,10 e
2,58 pertencentes ao carbono em & 50,0; a baixa constante de acoplamento do mesmo sugere a
posicao equatorial deste hidrogénio (Figura 55).

J& a substituicdo do anel A é semelhante ao do composto 8-acetil caespitol, com o
grupamento bromo na posicao equatorial devido a alta constante de acoplamento do hidrogénio
em 4,14 ppm, e baixas constantes de acoplamento no hidrogénio em & 4,74 indicando a posicao
equatorial deste hidrogénio e axial para a acetila. A irradiacdo da metila em & 1,33, atraves de
experimento NOE diferencial (dados ndo apresentados), confirmou ainda que o sinal em & 1,42
corresponde ao grupo metilico do anel A em posi¢do axial, sendo assim o sinal em & 1,37 é
atribuido a metila em posicgao equatorial (Figura 55).

Figura 55: Estrtutra do composto 8 com correlacbes COSY e NOE diferencial.

O conjunto de resultados apresentados, indica que o composto 8 é um derivado 5-B-
hidroxi do 8-acetil caespitol, um composto novo. Para esse composto a atividade oOtica
calculada é [a]p = +9,2 © (0,13, CHCIy).

240 brs 1.87s

+— COSY
«------» NOE diferencial
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Quadro 8: Dados de "H e **C do composto 8 (400 MHz; CDCI; H= 7,24 e C=77,0).

Laurencia catarinensis

C 8 C (HSQC/HMBC) d H (JH2)
1C 71,5 -
2CH 64,1 4,25 dd (4,0;12,4)
3CH, 32,6 1,93 d (13,9)
2,27 ddd (2x 12,8; 13,9)
4 CH 49,7 1,73 dm
5CH 68,0 45brs
6 CH, 50,0 2,10 dd (1,8; 14,3)
2,58 dd (3,3; 14,3)
7C 77,6 -
8 CH 74,5 4,74t (2,9)
9 CH, 33,9 2,21 ddd (14,6; 4,0; 3,7)
2,53 dd (12,4; 12,5)
10 CH 52,2 4,14 dd (4,0; 12,4)
11C 73,5 -
12 CH,4 24,4 1,37 s
13 CH,4 24,4 142s
14 CH,4 24,7 1,33s
15 CH,4 28,9 1,87 s
CH;AC 169,5 2,12s
OH 2,40 br s
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Figura 56: Espectro de "H RMN do composto 8 (LC26) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 57: Espectro de HSQC-HSQC-DEPT do composto 8 (LC26) em CDCl; (400 MHz).
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Laurencia catarinensis
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Figura 58: Espectro de HMBC do composto 8 (LC26) em CDCl; (400 MHz).

112



Laurencia catarinensis

O
© —5.0
ppm (1)

\ \ \ \ \
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (f2)
Figura 59: Espectro 'H-"H COSY do composto 8 (LC26) em CDCl; (400 MHz).
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LC26 #28 RT: 0.73 AV: 1 NL: 4.72E5
T: + ¢ Full ms [ 50.00-800.00]
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Figura 61: Espectro de massas por ioniza¢do quimica do composto 8 (LC26).
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Figura 62: Espectro de massas de alta resolucéo por eletrospray do composto 8 (LC26).
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Laurencia catarinensis

- Composto 9:

O composto 9 (LC19) (6,8 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de infravermelho indicou a auséncia de grupos funcionais como acetila ou hidroxila. O
espectro de massas apresentou pico de maior massas em m/z 412/414/416/418 com razdo
3:7:5:1, sugerindo a presenca dois grupos bromos e um cloro na molécula. O espectro de **C
RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenca de 15 carbonos, sendo quatro
quaternarios, trés metinicos, quatro metilenos e quatro metilas. Em relacdo a estes carbonos,
quatro apresentam deslocamentos semelhantes aos de carbonos ligados a oxigénio ou halogénio
em ¢ 54,1 (CH), 62,5 (CH), 71,1 (Cq) e 76,3 (Cq) e dois sdo olefinicos em 104,6 (Cq) e 143,8

(Cq), Dessa forma, pode se propor a formula molecular C;5sH3Br,CIO (Figura 63).

+e

2.42m 4.37dd

C15H23BrCIO™ m/z = 412/414/416/418 (13/36/23/3%)

-Br* -CI°
[C15H238rCIO]+ [C15H23BI'20]+
m/z = 333/335/337 m/z = 377/379/381
(97/100/26%) (1/3/1%)
Figura 63: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizagdo eletronica do

composto 9.
O espectro de 'H RMN apresentou dois sinais de hidrogénios ligados a carbonos

possivelmente halogenados em & 4,37 (1H, dd, J = 4,4; 12,4 Hz) e 4,03 (1H, dd, J = 5,9; 8,8
Hz), auséncia de hidrogénio carbindlico e quatro metilas em ¢ 1,25, 1,35, 1,70 e 1,70. Anélise
detalhada do espectro de correlagéo 'H-'H COSY mostra um sistema de spins CHg«CH,CH .
Esse dado junto com a constante de acoplamento alta entre o hidrogénio em 6 4,37 e 6 1,92 (J =
12,4 Hz), bem como os deslocamentos quimicos do metino em & 62,5, do carbono quaternério
em & 71,1 e dos hidrogénios da metila em & 1,70, pode-se inferir que o sistema de spins em

questdo esta inserido em um anel ciclohexano com bromo e cloro, semelhante ao composto 1.
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Laurencia catarinensis

A configuracdo relativa dos centros assimétricos foi proposta baseada nas constantes de
acoplamento. No anel A, observa-se uma constante de acoplamento alta do hidrogénio em &
4,03, indicando a posicdo axial do mesmo e uma posicdo equatorial do bromo. No anel B
observa-se uma relacdo diequatorial entre os grupos cloro e bromo de acordo com a constante
de acoplamento alta do hidrogénio ligado ao halogénio em 4,37 ppm, semelhante ao caespitol.

Com bases nos dados apresentados e comparacao com dados da literatura, deduz-se que
0 composto 9 é o laucapirandide A (Figura 64), isolado previamente para Laurencia

caespitosa (Chang et al., 1989) e Aplysia dactylomela (Wessels et al., 2000).

206
1.95s 164
CH3 1.70s

13 10, CH3 24.0

2.42m 4.37dd

Figura 64: Estrutura do composto 9.
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Laurencia catarinensis

Quadro 9: Dados de 'H e **C do composto 9 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0)
comparados com a literatura (Chang et al., 1989, CDCl5).

C 8H (J H2) 8C 8H (J Hz) 6C
Chang et al., 1989 Chang et al., 1989
1 - 71,1 - 71,1
2 4,37 dd (4,4; 12,4) 62,5 4,38 dd (4,8; 12,2) 62,6
3 2,07 m 39,9 1,72 m 40,0
1,92 dd (12,4; 13,2) 247 m
4 2,42 m 40,2 1,63 m 40,3
5 1,51 m 27,3 1,56 m 27,4
1,51 m 2,75 m
6 2,42 m 42,7 2,39 m 42,8
2,09 m 2,03 m
7 - 143,8 - 143,9
8 - 104,6 - 104,7
9 2,46 dd (5,8; 16,5) 30,5 2,52 dd (5,8; 14,5) 30,5
2,31.dd (8,8; 16,5) 1,95dd (8,7; 14,5)
10 4,03 dd (5,8; 8,8) 54,1 4,05 dd (5,8; 8,7) 54,1
11 - 76,3 - 75,3
12 1,35s 26,8 1,37 s 26,9
13 1,25s 20,6 1,27 s 20,6
14 1,70 s 16,4 1,72s 16,5
15 1,70s 24,0 1,73s 24,0
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Figura 65: Espectro de "H RMN do composto 9 (LC19) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 66: Espectro de "*C RMN do composto 9 (LC19) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 67: Espectro 'H-"H COSY do composto 9 (LC19) em CDClI; (400 MHz).
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LC19#32 RT: 0.74 AV:1 NL: 257E7
T: + ¢ Fullms [ 40.00-700.00]
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Figura 68: Espectro de massas por ionizacdo eletrénica do composto 9 (LC19).
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Laurencia catarinensis

- Composto 10:

O composto 10 (LC10) (2,0 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de massas apresentou os picos de maior massas em m/z 470/472/474/476com um
padréo de intensidades relativas semelhante ao composto 1, sugerindo a presenca de dois grupos
bromos e um cloro na molécula. Observa-se fragmento correspondente em m/z 410/412/414/416
caracterizando a perda de acetila. O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT
indicaram a presenca de 17 carbonos sendo cinco quaternarios, quatro metinicos, trés metilenos
e cinco metilas. Em relacdo a estes carbonos, cinco estdo ligados a oxigénio ou halogénio em ¢
53,7 (CH), 62,0 (CH), 69,9 (Cq), 73,9 (CH) e 75,5 (Cq), um ¢ carbonilico em 8 169,8 (Cq) e
dois sdo olefinicos em & 102,4 (Cq) e 145,6 (Cq). Dessa forma, a formula molecular proposta é
C17H2sBr,ClO; (Figura 69). O espectro de massas de alta resolu¢do (observado, calculado)

confirmou a férmula molecular proposta.
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Laurencia catarinensis

C17H25Br2ClOs™ m/z = 470/472/474/476 (10/20/16/4%)

- Br* -CH;COCOH

v
[C15 H21BF2C|O] i
m/z = 410/412/414/416
(44/84/56/12%)

[Cl7H25BrCI 03]+
m/z = 391/393/395
(54/66/18%)

-Br’

[C15HngrCIO]+
m/z = 331/333/335

-Cr

[C15H21Br20]+
m/z = 375/377/379

(34/43/13%) (37/44/13%)

-HClI

[C15HzoBI'O]+
m/z = 295/297
(35/22%)

-HBr

[CisH150]"
m/z = 215
(93%)

Figura 69: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizacdo eletrdnica do

composto 10.
O espectro de 'H RMN apresentou trés sinais de hidrogénios desprotegidos, dois sinais

de hidrogénios tipicamente ligados a carbonos halogenados em 6 4,42 (1H, dd, J = 4,0; 12,8 Hz)
e 4,00 (1H, dd, J = 5,9; 7,3 Hz), adicionalmente um em & 4,98 (1H, sl) e cinco metilas em ¢
1,23, 1,30,1,72, 1,77 e 2,06, esta Gltima pertencente a acetila.
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Laurencia catarinensis

No anel B, a substituicdo no carbono em & 73,4 pode ser deduzida a partir da presenca
do hidrogénio em & 4,98 ressonando como singleto largo, o qual apresenta correlagdo COSY
com os hidrogénios em & 2,25 e 2,72 pertencentes ao carbono em J 45,8 (Figura 70). A baixa
constante de acoplamento do hidrogénio em & 4,98, indica a posi¢do equatorial para este
hidrogénio, de forma semelhante ao composto 4. Experimento de NOE diferencial mostrou que
guando a metila em & 1,72 ha o aumento de intensidade para os hidrogénios em & 2,63 e 4,98.

J& para o anel A, a posicdo do bromo é semelhante ao laucapirandide A, ou seja, em
posicdo equatorial com o hidrogénio em posi¢do axial. A posi¢do dos carbonos olefinicos foi
atribuida de acordo com os dados fornecidos pelo experimento de HMBC, onde se observa
correlagdes entre o carbono em & 102,1 com os hidrogénios em & 1,72 e entre o carbono em &
145,6 com os hidrogénios em & 1,72 e 2,45 (Figura 70). Experimentos de NOE diferencial
mostraram que a irradiagdo do hidrogénio em & 4,00 observa-se o aumento de intensidade para

0s hidrogénios em & 2,59 e 2,48 e com a metila em & 1,23.

22.1
1.23s

16.7
CH3 /,/; 172s

26.9
2o 1775
130s OAC 3% CH;
H;C 15
458
Br

Figura 70: Estrutura do composto 10 com correlagdes ‘*H-"H COSY e HMBC.
Com base nos dados apresentados deduz-se se 0 composto 10 € o derivado 5-p-acetoxi
do laucapirandide A, descrito primeiramente para Laurencia catarinensis. A atividade Otica

observada para este composto é [o]p = + 27,0 ° (0,047, CHCI5).
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Laurencia catarinensis

Quadro 10: Dados de 'H e *C do composto 10 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C § C (HSQC/HMBC) 8 H (J Hz)
1C 69,9 -
2 CH 61,9 4,42 dd (12,8; 4,0)
3 CH, 35,1 2,37 ddd (12,8; 12,8;13,2)
213 m
4 CH 42,1 2,63 ddd (3,3; 3,3; 13,2)
5 CH 73,3 4,99d (3,3)
6 CH, 453 2,72.dd (15,0; 2,9)
2,25 dd (15,0; 2,9)
7C 1455 -
8C 102,4 -
9 CH, 32,2 2,59 m
2,45 dd (16,1; 7,3)
10 CH 537 4,00 dd (7,3; 5,9)
11C 76,3 -
12 CH, 22,0 1235
13 CH, 25,9 1,30s
14 CH, 16,7 1,725
15 CH, 26,9 1,77 s
CO (OAC) - -
Me (OAC) 169,7 2,065
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Figura 71: Espectro de "H RMN do composto 10 (LC10) em CDCI; (400 MHz).
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Figura 72: Espectro de *C RMN do composto 10 (LC10) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 73: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 10 (LC10) em CDCI; (400 MHz).
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Figura 75: Espectro H-H COSY do composto 10 (LC10) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 77: Espectro NOE diferencial do composto 10 (LC10) em CDClI; (400 MHz).
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T: + ¢ Full ms [ 40.00-700.00]
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Figura 79: Espectro de massas por ionizacao eletrénica do composto 10 (LC10).
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Figura 80: Espectro de massas de alta resolucéo por eletrospray do composto 10 (LC10).

137



Laurencia catarinensis

- Composto 11:

O composto 11 (LC20) (8,8 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de infravermelho u a presenca de uma carbonila em 1682 cm™, sugerindo tratar-se de
uma carbonila o,B-insaturada. Os experimentos HSQC-DEPT e HMBC indicaram a presenca de
15 carbonos, sendo quatro quaternarios, quatro metinicos, trés metilenos e quatro metilas. Em
relacdo a estes carbonos, quatro estdo ligados a oxigénio ou halogénio em 6 64,6 (CH), 71,5
(Cq), 71,7 (Cq) e 80,6 (Cq), um é carbonilico em & 198,3 (Cq) e dois séo olefinicos em 6 122,8
(CH) e 155,5 (CH). Dessa forma, a formula molecular proposta é C;5H»,BrClO,, em que 0 ion
molecular esperado em m/z 346/348/350 nédo foi detectado.

O espectro de *H RMN apresentou um sinal de hidrogénio ligado a carbono halogenado
em & 4,33 (1H, dd, J = 4,4; 12,4 Hz), auséncia de hidrogénio carbindlico e quatro metilas
quaternérias em 6 1,32, 1,37, 1,40 e 1,65. No anel B, a estrutura é semelhante ao caespitol, em
vista das constantes de acoplamento mostradas no quadro 11. Ja para o anel A, a posi¢do dos
carbonos olefinicos foi atribuida de acordo com os dados fornecidos pelo experimento de
HMBC, onde se observam correlagfes entre o carbono em & 71,5 com os hidrogénios em & 5,89
e 6,82; e a carbonila foi alocada com base nas correlagdes do carbono 6 198,3 com 0s
hidrogénios em 6 6,82 e 1,32 (Figura 81).

24,5
28.1 gg 163s
1.37s 32 CH
30.3 CHj CHs; s
1.40 s 13 1 25.1 42
153 m :
H3C ) 157m  198m 717

715
> 80.6

—— HMBC

Figura 81: Estrutura do composto 11 com correlagfes HMBC.
Com base nos dados apresentados deduz-se se o composto 11 é um derivado do
caespitol com uma acetona o, insaturada, a caespitenona. Este composto foi primeiramente

descrito para Aplysia dactylomela (Wessels et al., 2000).
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Quadro 11: Dados de 'H e **C do composto 11 (400 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0) em
comparacgdo com a literatura (Wessel et al., 2000, CDCIl5).

C 6H (J Hz) 6C 8H (J Hz) 6C
(HSQC/HMBC) | Wessel et al., 2000 Wessel et al., 2000
1 - 71,7 - 71,6
2 4,33 dd (4,4; 12,4) 64,6 4,36 dd (4,6; 12,2) 63,6
3 2,28 m 35,5 2,30m 34,6
1,98 m 2,02m
4 1,98 m 471 2,02 m 46,3
5 1,57 m 25,1 1,58 m 24,0
153 m 1,40 m
6 1,98 m 42,9 2,30 m 42,2
2,28 m 2,02 m
7 - 80,6 - 80,7
8 - 198,3 - 198,5
9 5,8 d (10,6) 122,8 5,91d (10,2) 122,6
10 6,82 d (10,6) 155,5 6,84 d (10,2) 155,1
11 - 71,5 - 71,5
12 1,40s 30,3 1,43s 30,5
13 1,37s 28,1 1,37 s 28,8
14 1,32s 25,8 1,34s 249
15 1,65s 24,5 1,68s 23,8
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Figura 82: Espectro de "H RMN do compostol11 (LC20) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 83: Espectro HSQC-DEPT do composto 11 (LC20) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 85: Espectro *H-"H COSY do composto 11 (LC20) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 86: Espectro de massas por ionizacao eletrénica do composto 11 (LC20).
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- Composto 12:

O composto 12 (LC27) (10,3 mg) foi isolado como um po cristalino ap6s purificagao
em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O espectro de
infravermelho indicou a presenca de um grupo lactona em 1766 cm™. O espectro de massas
apresentou os picos de maiores massas em m/z 337/339/341, com padrdo 3:4:1, sugerindo
diferente dos compostos anteriores, a presenca de um bromo e um cloro na molécula.

O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenca de 13
carbonos, sendo quatro quaterndrios, trés metinicos, trés metilenos e trés metilas. Em relacéo a
estes carbonos, um é carbonilico em & 170,6 (Cq), quatro estéo ligados a halogénio ou oxigénio
em 8 51,0 (Cq), 60,5 (CH), 70,0 (Cq) e 109,0 (Cq), destacando-se o ultimo como um carbono
possivelemente acetalico. Dois sdo olefinicos em 8 169,0 (Cq) e 118,0 (Cq). Dessa forma, a
formula molecular proposta é Cy3HigBrClO; (Figura 87). O espectro de massas de alta

resolucdo (observado e calculado) confirmou a formula molecular proposta.

423
48 dddd  2.13 ddd
ddd  2.47 ddd

1.99 ddd
2.42 ddd

H
51.0 : 4.34dd

1.63 I

CusHioBICIO;" [M+H]" miz = 337/339/341 (61/76/16%)

-CH30H -CH4

[C12H15BI'C|02Tr

m/z = 305/307/309 [C13H17BI’C|02]+
(39/49/13%) m/z = 321/323/325
(30/36/9%)
-HCI -HBr -CO
[(:12H14BI’02]Jr [ClgH13CIO]+ [Cle17BI’C|O]+
m/z = 269/271 m/z = 225/227 m/z = 293/295/297
(49/51%) (100/44%) (24/30/9%)
-HCI
[C13H120]"
m/z = 189
(25%)

Figura 87: Fragmentagdo observada no espectro de massas por ioniza¢gdo quimica do composto
12.
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O espectro de *H RMN apresentou um sinal de hidrogénio tipicamente ligado a carbono
halogenado em 6 4,34 (1H, dd, J = 3,8; 12,6 Hz), um grupo metoxila em 6 3,18 (3H, s) e duas
metilas em & 1,63 e 1,73. Para o anel B, considerando-se os sinais do espectro de 'H RMN em &
4,34 e no espectro *C RMN em & 60,5 ¢ 70,0, podem-se propor 0s mesmos substituintes
observados no caespitol.

Jé& para o anel A, a posicdo dos carbonos olefinicos foi atribuida de acordo com os dados
fornecidos pelo experimento de HMBC onde se observam correlagdes entre os carbonos em &
118,0 e 169,0 com o hidrogénio em & 5,89; a posi¢do da carbonila é atribuida com base nas
correlagdes do carbono & 170,6 com os hidrogénios em & 3,18 e 1,63. A partir dos dados do
experimento NOE diferencial, onde se observa um efeito NOE quando a metoxila em 3 3,18 é
irradiada com a metila em & 1,73, sugerindo a configuracdo relativa S * para este carbono
(Figura 88).

23.9
H 1.73{
5. CH3\\
\

28.2 42.3
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318« ___ CHgz T
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+—-—--—--+ NOE diferencial

Figura 88: Estrutura do composto 12 com correlacbes HMBC e NOE diferencial.

Um composto de estrutura semelhante foi descrito para Aplysia dactylomela, tendo
observado a epimerizacdo no carbono 7. A diferenciacdo entre esses epimeros foi realizada com
base nos espectros NOEs (Britto et al., 2006).

Com base nos dados apresentados e comparagdo com a literatura para 0 composto

furocaespitanolactol (Britto et al. 2006) deduz-se que o composto 12 é (7S*) O-
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metilfurocaespitanolactol, descrito primeiramente para Laurencia catarinensis. A atividade
Otica calculada é de [o]p= +14,4 (0,090, CHCI,).

Quadro 12: Dados de *H e *C do composto 12 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C 8 C (HSQC/HMBC) 8 H (JH2)
1CH, 40,2 1,99 ddd (13,2; 12,8; 12,8)
2,42 ddd (14,3; 3,7; 7,0)
2 CH 60,5 4,34 dd (3,7; 12,6)
3C 70,0 -
4 CH, 42,3 2,13 ddd (13,9; 3,7; 3,7)
2,47 ddd (13,9; 3,7; 3,7)
5 CH, 28,2 1,48 axial dddd (13,7; 13,6; 12,6; 3,3)
2,01ddd (13,7; 2,9; 2,9)
6 CH 36,9 2,44 m
7C 109,0 -
8C 169,1 -
9CH 118,0 5,88s
10C 170,6 -
11 CH,4 22,6 1,63s
12 CH,4 23,9 1,73s
13 OCHj,4 51,0 3,18s
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Figura 90: Espectro de **C RMN do composto 12 (LC27) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 92: Espectro HMBC do composto 12 (LC27) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 93: Espectro *H-"H COSY do composto 12 (LC27) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 94: Espectro NOE do composto 12 (LC27) em CDCl; (400 MH2z).
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LC27 #25 RT:0.65 AV:1 NL: 1.18E6
T: +¢ Full ms [ 50.00-800.00]
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Figura 97: Espectro de massas por ionizagdo quimica do composto 12 (LC27).
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- Composto 13

O composto 13 (LC28) (12,6 mg) foi isolado como um po cristalino ap6s purificagcdo
em CLAE de uma fracdo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O espectro de
infravermelho indicou a presenca de um grupo lactona em, 1761 cm™. O espectro de massas
apresentou os picos de maiores massas de forma similar ao composto 12 (Figura 99). O
espectro de massas de alta resolucdo (observado e calculado) confirmou a férmula molecular
C13H1sBrCIlO3. Os espectros de 3C RMN e 'H RMN possuem semelhangas com o composto 12,
Apesar dos espectros serem semelhantes, os compostos foram isolados em tempo de retencéo
diferentes em CLAE.

Hs.ss s CH3

118.0 29.1 2.2
1.56 dddd 214 ddd
1.89ddd  2.48 ddd

_ H
226 433dd

OCHj 1625

51.0
3.19s

C13H1oBrClOs" [M+H]" m/z = 337/339/341 (66/86/24%)

-CH3;0H

[C12H15BI'C|OQ]+

m/z = 305/307/309 [C13H17BrClO,]"
(29/36/9%) m/z = 321/323/325
(31441/11%)

-HCI -HBr -CO
[C12H14Br02]+ [(:13H13C|O]+ [C12H17BFC|O]+
m/z = 269/271 m/z = 225/227 m/z = 293/295/297
(34/36%) 83/39%) (21/26/6%)
-HCI
[C13H120]"
m/z = 189
(31%)

Figura 99: Fragmentagdo observada no espectro de massas por ionizagao quimica do composto
13.
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Dados de experimentos NOE diferencial mostraram que quando irradiada a metoxila em

& 3,19 apresenta efeito NOE com a metila em & 1,62 e o hidrogénios em & 5,88 e quando

irradiado o hidrogénio em & 4,33 apresenta efeito NOE com a metila em & 1,62 e com 0

hidrogénio em & 2,53; sugerindo uma estereoquimica diferente para o carbono 7 do composto

12 (Figura 100). Analises por difracdo de raio X estdo sendo realizadas para confirmacdo da

estereoquimica dos compostos 12 e 13. A atividade dtica calculada é [o]p= +61,3 °(0,16,

CHCly).

«—— NOE diferencial

dddd

2.14 ddd
2.48 ddd

Cl

Figura 100: Estrutura do composto 13 com base em experimentos NOE diferencial.

Quadro 13: Dados de 'H e *C do composto 13 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C  [8C(HSQC/HMBC) 8 H (J Hz)
1 CH, 39,3 1,91 ddd (12,0; 12,0; 12,0)
2,53 m
2 CH 60,7 433dd (4,1; 12,0)
3C 70,0
4 CH, 42,2 2,14 ddd (4,0; 13,0; 13,0)
2,48 ddd (3,3; 3,3; 13,9)
5 CH, 29,1 1,56 axial dddd (13,9; 13,2; 12,4; 3,3)
1,89 ddd (13,9; 3,3; 3,3)
6 CH 36,9 2,42 ddd (12,4; 3,7; 3,3)
7C 109,0
8C 169,1
9 CH 118,0 5885
10C 170,7
11 CH, 22,6 1625
12 CH, 23,9 1,735
13 OCH, 51,0 3,195
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Figura 101: Espectro de '"H RMN do composto 13 (LC28) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 102: Espectro de *C RMN do composto 13 (LC28) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 103: Espectro HSQC-HSQC-DEPT do composto 13 (LC28) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 104: Espectro HMBC do composto 13 (LC28) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 106: Espectro NOE do composto 13 (LC28) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 107: Espectro NOE diferencial do composto 13 (LC28) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 108: Espectro NOE diferencial do composto 13 (LC28) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 109: Espectro de massas por ionizagdo quimica do composto 13 (LC28).
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Figura 110: Espectro de massas de alta resolucdo por eletrospray do composto 13 (LC28).
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- Composto 14:

O composto 14 (LCO03) (7,3 mg) foi isolado apds purificacdo em coluna cromatografica
de gel de silica de diferentes fracdes obtidas durante o processo de fracionamento (Figura 1)
como um liquido incolor e inodoro. O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT
mostraram 15 carbonos, trés carbonos quaternérios, quatro carbonos metinicos, quatro metilenos
e quatro grupos metilas. O espectro *H RMN apresentou sinais em & 4,35 (1H, dd, J = 4,4; 13,2
HZ) e 4,50 (1H, brs) com deslocamentos quimicos caracteristicos de grupamentos CH ligados a
halogénios e a presenga de hidrogénio carbinol em & 3,54 (1H, brs). O espectro de massas
apresentou 0s picos de maior massas em m/z 431/433/435/437com um padrdo de intensidades
relativas semelhante ao composto 1, sugerindo a presenca de dois atomos de bromo e um cloro
na molécula. A fragmentacdo observada no CIMS (Figura 111) é coerente com a férmula
molecular CysH2sCIBr,0,. A presenca de dois equivalentes de dupla ligacdo sugere um alcool
sesquiterpenico halogenado com dois anéis.
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C1sH2sBr2ClO," [M+H]" m/z = 431/433/435/437 (2/4/3/1%)

- HBr -H;0
[C15H24BI'C|02]+ [C15HngrZCIO]+
m/z = 351/353/355 m/z = 413/415/417/419
(71/76/21%) (36/75/55/11%)
l -H,0 - HCI
[C15szBrC|O]+ [Cl5szBr20]+
m/z = 333/335/337 m/z = 377/379/381
(79/100/28%) (10/19/11%)
-HBr -HBr
[C15H21C|O]+ [C15H21Br0]+
m/z = 253/255 m/z = 297/299
(35/90%) (23/26%)
-210
(C17H12C|BI’)
J' (anel B)
[CangBrOQT
m/z = 221/223
(82/91%)
- H,O
[CnglBrO]+

m/z = 205/207

(34/31%)

Figura 111: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizagdo quimica do
composto 14.

-HClI

[C1sH24Br,0,]"
m/z = 395/397/399

(417/5%)
-HBr
[C15H238r02] *
m/z = 315/317
(45/39%)
-H,0O
[C15H2 Bl’O]+

m/z = 297/299
(23/26%)

Anélise detalhada do espectro de correlagdo 'H-"H COSY mostra para o anel B, um

sistema de spins CH,CH,CH,, , considerando-se o valor baixo da constante de acoplamento
entre 8 4,50 (CH) e & 1,85 (CH,), bem como os deslocamentos quimicos do metino em & 66,6

do carbono quaternario em & 70,8 e dos hidrogénios da metila ressonando em & 1,91, pode-se

171



Laurencia catarinensis

inferir que o sistema de spins em questdo esta inserido em um anel ciclohexano com bromo e
cloro com relagdo diaxial entre os halogénios (Gonzalez et al., 1979). As configuragdes dos
centros assimétricos restantes foram proposta nas constantes de acoplamento. No anel A,
observa-se uma constante de acoplamento alta do hidrogénio em & 4,32 (J= 13,2 Hz), indicando
a posicdo axial do mesmo e uma posicdo equatorial do bromo no anel tetraidropirano,

semelhante ao caespitol, (Figura 112).

24.1 19.9
131s 117s Br
CHs
13 35.7
_ 08 1.91s
31.0 _ . 15
1.38s (:F+3

33.3
2.47 ddd

53.4

H OH

432dd 1.54

+«—» COSY

Figura 112: Estrutura do composto 14 com correlages 'H-"H COSY.

Com base nos dados de espectros de massas, infravermelho e ressonéncia magnética
nuclear podemos sugerir que 0 composto 14 trata-se do isocaespitol, previamente descrito para
Laurencia caespitosa (Gonzalez et al., 1975, 1979) e Aplysia dactylomela (Wessels et al.,

2000).
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Quadro 14: Dados de *H e **C do composto 14 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0) em

comparacgdo com a literatura (Gonzélez et al., 1979, CDCl,).

C dH (JHz) 6C 6C
Gonzélez et al., 1979
1 - 70,8 70,6
2 4,50 sl 66,6 66,6
3 2,26 ddd (13,2 x2; 2,9) 36,2 36,3
1,85m
4 1,75d br (5,5) 31,5 31,3
5 1,94 m 22,0 22,0
1,59m
6 2,16 dddd (12,4 x 2,,2,6 X 2) 375 37,5
1,89 m
7 - 77,4 77,0
8 354sh 71,1 72,6
9 2,47 ddd (13,5; 13,2; 2,6) 33,3 33,1
10 4,32 dd (13,2; 4,4) 53,4 53,1
11 - 75,3 75,4
12 1,38 s 31,0 31,1
13 1,31s 24,1 24,0
14 1,17 s 19,9 19,9
15 191s 35,7 33,4
OH 1,54
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Figura 113: Espectro de "H RMN do composto 14 (LC3) em CDClI; (400 MHz).
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Figura 114: Espectro de **C RMN do composto 14 (LC3) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 115: Espectro *H-"H COSY do composto14 (LC3) em CDCI; (400 MHz).
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Figura 116: Espectro de massas por ionizagdo quimica do composto 14 (LC3).
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- Composto 15:

O composto 15 (LCO06) (1,5 mg) foi isolado ap6s purificacdo em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) de uma fracéo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1)
como um liquido incolor e inodoro. O espectro de infravermelho indicou a auséncia de grupos
funcionais como hidroxila e carbonila. O espectro de hidrogénio apresentou semelhancas ao
composto 14 com a presenca de sinais em 8 4,49 (1H,t,J=2,6 Hz) e 3,81 (1H, dd, J=4,1; 12,5
Hz) correspondentes a hidrogénios ligados a carbonos halogenados, mas com auséncia do
hidrogénio carbindlico. A comparacgdo dos dados apresentados com dados da literatura confirma
a identificacdo do composto 15 como o deoxisocaespitol (Figura 117), isolado previamente

para Laurencia caespitosa (Gonzélez et al., 1980).

127s 119 Br

CHs
13

15 1.91s
1.38s 12 CH3
H3C
Br

1.71d
H
3.81dd

Figura 117: Estrutura do composto 15 com base nos dados de *H RMN.

Quadro 15: Dados de *H do composto 15 (400 MHz; CDCl; H= 7,24) em comparacio com a
literatura (Gonzalez et al., 1980, CDClIs).

C 8H (J Hz) 8H (J Hz)
Gonzalez et al., 1980

1 - -

2 4,491 (2,6) 4,451t (3,5)

3

4

5

6

7 - -

8

9

10 3,81dd (12,5, 4,1) 3,81dd (12,0, 6,0)

11 - -

12 1,38s 1,30s

13 1,27 s 1,29 s

14 1,195 1,20 s

15 191s 191s
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Figura 118: Espectro de *"H RMN do composto 15 (LC6) em CDCl; (400 MHz).
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- Composto 16:

O composto 16 (LC14) (8,0 mg) foi isolado apos purificacdo em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) de uma fracéo obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1)
como um liquido incolor e inodoro. O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT
apresentaram 15 carbonos, trés carbonos quaternarios, trés carbonos metinicos, cinco metilenos
e quatro grupos metilas. Em relacdo aos carbonos, trés sdo ligados provavelmente a oxigénio ou
halogénio em & 66,9 (CH), 70,8 (Cq) e 73,9 (Cq), e 70,8 (Cq) e dois sao olefinicos em & 124,3
(CH) e 132,1 (Cq).

O espectro *H RMN apresentou sinal em & 4,50 ppm (1H, dd, J = 2,4; 3,1 Hz) com
deslocamento quimico caracteristico de grupamento CH ligado a halogénio e quatro metilas em
61,12, 1,60, 1,65 e 1,90. O espectro de massas apresentou 0s picos de maior massas em m/z
319/321/323 com razdo 3:4:1 0 que sugere a presenca de um grupo bromo e um cloro na
molécula. O pico base em m/z 109 sugere a perda do anel B com os grupamentos bromo e cloro
e perda de agua, sugerindo a férmula molecular C1sH26BrCIO, em que o ion molecular esperado
em m/z 337/339/341 ndo foi detectado (Figura 119). O espectro de massas de alta resolucéo

(observado e calculado) confirmou a formula molecular proposta.

257 +

H
1.95m

C15H26BrCIO* [M+H]" m/z = 337(339/341 (ndo detectado)

-210

[C7leBrCI] -H,O -267
(anel B) v C10H17OBFC|]
[C15H24BrCIO]" [CsHq]"
[C8H150]+ m/z = 319/321/323 (10/13/3%)  m/z = 69 (24%)
m/z = 127 (20%)
-H,O -HCI, -HBr
[CeHis]" [CisHa]"
m/z = 109 (100%) m/z = 203 (52%)

Figura 119: Fragmentacdo observada no espectro de massas por ionizacdo quimica do
composto 16.
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Os deslocamentos quimicos da metila em & 1,9, do carbono halometino em & 66,9 e do
carbono quaternario em & 70,8 confirmam que a estrutura no anel B € semelhante ao do
isocaespitol. A conectividade no anel foi estabelecida com base nas correlagdes *H-'H COSY e
HMBC. Ja para cadeia restante, a posicdo dos carbonos olefinicos é demonstrada pelas
correlagdes HMBC entre o carbono em 6132,1 com o hidrogénio em & 1,60 e do carbono em &

124,3 com os hidrogénios em & 1,60 e 2,05 (Figura 120).

25.7

— HMBC
Figura 120: Estrutura do composto 16 com correlacdes HMBC.
De acordo com os dados apresentados, 0 composto 16 é um derivado do isocaespitol,
descrito primeiramente para Laurencia catarinensis. A atividade 6tica observada é [o]p= -46,0 °
(0,33, CHCly).

Quadro 16: Dados de *H e *C do composto 16 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C 8 C (HSQC/HMBC) d H (J H2)
1C 70,8
2CH 66,9 450s
3 CH, 32,1 2,35 ddd (2,8; 13,2; 13,2)
1,95m
4 CH 38,8 1,95m
5CH 22,8 1,77 m
20m
6 CH, 36,0 1,95m
1,47 m
7C 77,6
8 CH, 39,8 1,49t
9 CH, 22,0 2,05 m
10 CH 1243 511t(7,3)
11C 132,1
12 CH;, 17,7 1,60s
13 CH; 25,7 1,655
14 CH;, 24,0 1,12 s
15 CH;, 33,3 1,90s
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Figura 121: Espectro de '"H RMN do composto 16 (LC14) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 122: Espectro de *C RMN do composto 16 (LC14) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 123: Espectro HSQC-DEPT do composto 16 (LC14) em CDClI; (400 MHz).
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Figura 124: Espectro HMBC do composto 16 (LC14) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 126: Espectro NOE do composto 16 (LC14) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 127: Espectro de massas por ionizagdo quimica do composto 16 (LC14).
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- Composto 17:

O composto 17 (LC25) (1,7 mg) foi isolado apds purificacdo por CLAE de uma fracéo
obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1) como um liquido incolor e inodoro. O
espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT demonstraram claramente 14 carbonos, dois
carbonos quaterndrios, trés carbonos metinicos, cinco metilenicos e quatro grupos metilas.
Através de experimentos de HMBC foi possivel observar a presenca de mais um carbono
quaternario. Em relacdo a estes carbonos, trés apresentam deslocamentos compativeis aos
carbonos ligados a oxigénio ou halogénio em & 63,5 (CH), 71,8 (Cq) e 73,2 (Cq) e dois sdo
olefinicos em & 123,9 (CH) e 132,7 (Cq).

O espectro de 'H RMN apresentou sinal em & 4,30 (1H, dd, J=4,4; 12,6 Hz) com
deslocamento caracteristico de grupamento CH ligado a halogénio em um anel, tal como
observado no anel B do caespitol. O espectro de correlagdo *H-‘H COSY mostrou um sistema
de spins CH.,CH,CH,,, com a alta constante de acoplamento entre os hidrogénios em & 4,30 e
1,35 (J= 12,6 Hz). Adicionalmente, o deslocamento do carbono metinico em 6 63,5, do carbono
quaternério em & 71,8 e da metila ressonando em & 1,67 demostran a presenca de um anel
ciclohexano com bromo e cloro semelhante ao caespitol (Figura 129).

Para a cadeia restante, a posicao dos carbonos olefinicos é demostrada pelas correlagfes
HMBC entre o carbono em & 132,7 com os hidrogénios em & 1,60 e 1,67 e do carbono em &
123,9 com os hidrogénios em & 1,60, 1,67 e 1,46. A conectividade dos carbonos foi estabelecida
com base nas correlagdes ‘H-"H COSY e HMBC (Figura 129).

25.7 24.1
1.67s 1.67 s
CHj3 23.6 CH
H3C 13 s L1125 ===~ 15 3
/7
\
177 © CHg 388 1\ a0
1.60s 132. 1.75m
14 230m ! 2.00m
22 240m
5.1 dd
1.75m = S~—__-
2.00m H H
1.55m 4.30dd

«— COSsY

-----=--» HMBC

Figura 129: Estrutura do composto 17 com correlacdes ‘H-"H COSY e HMBC.
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De acordo com os dados apresentados, o composto 17 € um derivado do caespitol,

provavelmente um produto de degradacéo, descrito primeiramente para Laurencia catarinensis.

Quadro 17: Dados de 'H e *C do composto 17 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C (multiplicidade) | § C (HSQC/HMBC) d H(JH2)
1C 71,8 -
2 CH 63,09 4,30dd (4,4; 12,6)
3CH, 26,9 1,35 m
4 CH 48,0 1,55 m
5CH 36,6 1,75m
2,30 m
6 CH, 42,0 2,00 m
2,40m
7C 73,2 -
8 CH, 39,6 1,46t
9 CH, 22,2 1,75m
2,00 m
10 CH 123,9 5,10 dd (7,1; 14,4)
11C 132,7 -
12 CH,4 17,7 1,60s
13 CH,4 25,7 1,67s
14 CH,4 23,6 1,12 s
15 CH,4 24,1 1,67 s
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Figura 130: Espectro de '"H RMN do composto 17 (LC25) em CDCls; (400 MHz).

192



Laurencia catarinensis

; ~ ©O (e o] — < I~ L0 O OO W W W
p —— -~ T P ———
o oo " ° T2 @O oo
\ ] I ||| | | ¢
| |
| | i
|
|
|
AT 7 A o B B o AL 6 I B e LY I IR 26 I 6 I 3's I I L 16 LI e I
(ppm)

Figura 131: Espectro de *C RMN do composto 17 (LC25) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 132: Espectro de HSQC-DEPT do composto 17 (LC25) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 133: Espectro de HMBC do composto 17 (LC25) em CDCl; (400 MHz).

195



Laurencia catarinensis

—1.0
@ ° i
) B
n
(:j —2.0
—3.0
; B
o B
o° o :
_ —4.0
B
Z —5.0
@ D I
o ppm (1)
| | | | | |
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (12)
Figura 134: Espectro de 'H-'H COSY do composto 17 (LC25) em CDCl; (400 MHz).
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- Composto 18:

O composto 18 (LC12) (12 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro apos
purificacdo por CLAE de uma frag&o obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de **C RMN e experimentos HSQC-DEPT indicaram a presenca de 14 carbonos, trés
quaterndrios, quatro metinicos, trés metilenos e quatro metilas. Através de experimento de
correlagdo HMBC foi possivel observar a presenca de mais um carbono quaternario. Em relagédo
a estes carbonos, cinco apresentam deslocamento semelhante a carbonos ligados a oxigénio ou
halogénio em & 53,4 (CH), 58,0 (CH), 70,8 (Cq), 75,0 (CH) e 75,6 (Cq) e dois sao olefinicos em
8 104,8 (Cq) e 144,7 (Cq).

O espectro de massas apresentou os picos de maior massas em m/z 413/415/417/419
com um padrdo de intensidades relativas semelhante ao composto 1, sugerindo a presenga de
dois bromos e um cloro na molécula. Observam-se os picos em m/z 349/351 correspondentes a
[M-79] sugerindo a massa molecular 428 o que é compativel com os dados do espectro de **C
RMN e espectro de correlagdo HMBC (Figura 135). Desta forma, a férmula molecular proposta
para 0 composto 18 é Ci5Hy3Br,ClOs.

H H
242m 4.31dd

C15H23Br,CIO,™ m/z = 428/430/432/434 (ndo detectado)

-Br’ -CHy'

[ClSHZSBrC|Oz]+ [C14HzoBr2C|02]+
m/z = 349/351/353 (13/14/4%) m/z = 413/415/417/419 (3/6/4/1%)

-60
[CaH1o+H7]

[CllHllBrC|02]+
miz = 289/291/293 (28/26/5%)

Figura 135: Fragmentagcdo observada no espectro de massas por ionizacdo eletrbnica do
composto 18.
O espectro de 1H RMN apresentou dois sinais de hidrogénios tipicamente ligados a

halogénios em 6 4,09 (1H, dd, J=4,0; 11,2 Hz) e 4,31 (1H, dd, J=4,3; 7,8 Hz), a presenca de um
hidrogénio carbindlico em 6 4,44 (1H, dd, J=5,9; 11,7 Hz) e quatro metilas em & 1,34, 1,38,

1,56 e 1,76. A constante de acoplamento alta do hidrogénio carbinélico em 6 4,44 (1H, dd,
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J=5,9; 11,7 Hz) indica que este estd na posicdo axial. A andlise detalhada do espectro de
correlagdo 'H-'H COSY mostra a presenca de um sistema de spins semelhante ao anel B do
caespitol, com a constante de acoplamento alta entre os hidrogénios em & 4,31 e 2,09 (J=7,8
Hz), o deslocamento quimico do grupo metino em & 58,0, do carbono quaternario em & 70,8 e
da metila ressonando em & 1,76, indicam que este sistema de spins esta inserido em um anel

ciclohexano com bromo e cloro e com relacdo diequatorial entre os halogénios (Figura 136).

234
1.38s 28.4
1.56s 29.6
CHs 176 s
30.4
1.35s
H3C 12
Br

534 2.30m 104.8

2.21m

242'm 4.31dd

+«—> COSY

Figura 136: Estrutura do composto 18 com correlagdes *H-"H COSY.

A configuracdo relativa do outro cento assimétrico (anel A) foi proposta baseada na
constante de acoplamento alta entre os hidrogénios em & 4,09 e 2,30 (J= 11,2 Hz) indicando a
posicao axial do mesmo e posi¢do equatorial do bromo no anel.

Este conjunto de dados sugere para o composto 18 uma estrutura semelhante ao

laucapirandide A (composto 9) com uma hidroxila adicional em C5, um composto novo.
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Quadro 18: Dados de 'H e **C do composto 18 (400 e 50 MHz; CDCI; H= 7,24 e C=77,0).

Laurencia catarinensis

C 6 C (HSQC/HMBCQC) d H(JH2)
1C 70,8 -
2CH 58,0 4,31dd (4,3;7,8)
3 CH, 34,6 2,09 m
2,63 m
4 CH 48,4 2,42 m
5CH 75,0 4,44 dd (5,9, 11,7)
6 CH, 40,7 2,23 m
2,40 m
7C 1447 -
8C 104,8 -
9 CH, 31,1 2,30 m
2,21m
10 CH 53,4 4,09 dd (4,0; 11,2)
11C 75,6 -
12 CH; 30,4 1,35s
13 CH; 23,4 1,38s
14 CH; 28,4 156s
15 CH; 29,6 1,76 s
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Figura 137: Espectro de '"H RMN do composto 18 (LC12) em CDCls; (400 MHz).
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Figura 138: Espectro de ** C RMN do composto 18 (LC12) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 140: Espectro de HMBC do composto 18 (LC12) em CDCl; (400 MHz).
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C:\Xcalibur\data\WMIRIAM\LC12 1/21/2009 4:38:26 PM
EI/DEP/MS

LC12#29 RT: 0.67 AV: 1 NL: 3.29E7

T: + ¢ Full ms [ 40.00-700.00]

100
95 263.8

266.0

90

85

80

75

70

65

60 148.9
55

50

45

185.0

Relative Abundance

40 173.1
35
| 131.0
o 291.0
& 90.9 187.1
200 690 " g50 ‘
15 119.0 209.0
. 157.1 ;
229. o AT

5 3001 3331 3531 3740

351.1

431.1 472.1 4874

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

0

Figura 142: Espectro de massas por ionizacéo eletronica do composto 18 (LC12).
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- Composto 19:

O composto 19 (LC24) (0,9 mg) foi isolado como um liquido incolor e indodoro ap6s
purificacdo por CLAE de uma frag&o obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de massas apresentou 0s picos de maiores massas em m/z 305/307/309 com razdo
3:4:1, diferente do observado com outros compostos derivados do caespitol, 0 que sugere a
presenca de um grupo cloro e um bromo na molécula. Observa-se fragmentos em m/z 225/227
correspondente a M-HBr e seguida de uma eliminacdo de HCI que resulta em um pico em m/z
189 (Figura 143).

219
2.00s

HaCu

L H H
690d 279m 4.30dd

C13H1oBrCLO™ [M+H]" m/z = 341/343/345/347 (ndo detectado)

-HClI

[C13ngBrCIO]+
m/z = 305/307/309 (79/100/21%)

-HCI HBr
[C13H17Br0]+ [C13H17C|O]+
miz = 2691271 (43/38%) miz = 225/227 (14/24%)
-HBr -HCI
[C13H160]+ [C13H160]+
m/z = 189 (46%) m/z = 189 (46%)

Figura 143: Fragmentacdo proposta através do espectro de massas por ionizacdo quimica do
composto 19.
O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenca de 13

carbonos, sendo trés carbonos quaternarios, quatro metinicos, trés metilenos e trés metilas.
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Adicionalmente, o experimento de correlagdo HMBC mostrou a presenga de mais um carbono
quaternario. Em relacdo a estes carbonos, trés sdo carbonos tipicamente ligados a oxigénio ou
halogénio em & 61,3 (CH), 70,8 (Cq) e 79,1 (Cq), um é carbonilico em 6 199,0 (Cq) e dois sdo
olefinicos em & 124,4 (CH) e 150,8 (CH). Dessa forma, a formula molecular proposta é
C13H1sBrCI,0, em gue o ion molecular esperado em m/z 340/342/344/346 nao foi detectado. De
acordo com o grau de insaturagdo, o composto 19 apresenta um anel, além de um gupo cetdnico
e uma dupla ligacéo.

O espectro de 'H RMN apresentou um sinal de hidrogénio compativel com CH ligado a
halogénio em & 4,30 (1H, dd, J=4,3; 12,4 Hz), dois hidrogénios ligados a carbonos olefinicos
em & 6,90 (1H, d, J=16,0 Hz) e 6,10 (1H, d, J=16,0 Hz) e trés metilas em & 1,53, 1,69 e 2,00.
Dessa forma, a estrutura do anel é semelhante ao anel B do caespitol, com a presenca de um
sistema de spins CH,CH,CH.,, observado no espectro de correlagdo 'H-'H COSY (Figura
144), com constante de acoplamento alta entre os hidrogénios em & 4,30 e 2,33 (J=12,4 Hz), 0s
deslocamentos quimicos dos carbonos metino em & 61,3 e do carbono quaternario em & 70,8 e
da metila ressonando em & 1,69.

Para a cadeia restante, a posicdo dos carbonos olefinicos foi proposta através do
experimento de correlagdo HMBC, onde se observam correlagdes entre o hidrogénio em & 6,10
com os carbonos em & 79,0 e 199,0 e entre o hidrogénio em & 6,90 com o carbono em 6 199,0
(Figura 144).

24.3
1.69s

CHs;

219
2.00s

el 6o0d 2.79'm 30 dd

Figura 144: Estrutura do composto 19 com correlagdes ‘H-"H COSY e HMBC.
Com base nos dados apresentados, sugere que o composto 19 é um derivado do

caespitol com a abertura do anel A, descrito primeiramente para Laurencia catarinensis.
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Quadro 19: Dados de 'H e *C do composto 19 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C (multiplicidade) | § C (HSQC/HMBC) S H(JHz)
1C 70,8 -
2CH 61,3 4,30dd (4,3; 12,4)
3 CH, 36,7 2,10 m
2,38 m
4 CH 48,4 2,78 m
5 CH, 25,4 1,83 m
6 CH, 41,6 2,12 m
2,46 m
7C 79,0 -
8 CH 150,8 6,90 d (16,0)
9CH 124,4 6,10 d (16,0)
10 CO 199,0 -
11 CH; 21,9 2,00 s
12 CH; 26,4 1,535
13 CH; 24,3 1,695
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Figura 147: Espectro de HSQC-DEPT do composto 19 (LC24) em CDCl; (400 MHz).
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C:\Xcalibur\data\MIRIAM\LC24 g
Bgs’iti_va_eﬂ_ AP 8/6/2009 11:18:52 PM
LC24#18 RT: 062 AV: 1 NL: 3.36E5
T: + ¢ Full ms [ 50.00-1050.00]
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Figura 150: Espectro de massas do composto 19 (LC24) por ionziagdo quimica.
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- Composto 20:

O composto 20 (LC15) (1,8 mg) foi isolado apds purificacdo por CLAE de uma fracéo
obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1) como um liquido incolor e inodoro. O
espectro de massas apresentou os picos de maior massas em m/z 385/387/389/391 com um
padrdo de intensidades relativas semelhante ao composto 1, sugerindo a presenga de dois
bromos e um cloro na molécula. O espectro de *C RMN e experimento HSQC-DEPT
indicaram a presenca de 14 carbonos, sendo trés quaternarios, trés metinicos, quatro metilenos e
quatro metilas. O experimento de correlacio HMBC indicou a presenca de mais um carbono
quaternario.

Em relacgdo a estes carbonos, trés apresentam deslocamento semelhante aos de carbonos
ligados a oxigénio ou halogénio em 6 60,4 (CH), 62,0 (CH) e 71,0 (Cq) e um é carbonilico em 6
210,0. Dessa forma, a formula molecular proposta é CysH,sBr,ClO;, onde o ion molecular em
m/z 446/448/450/452 nao foi observado (Figura 151). De acordo com o grau de insaturagéo, o

composto 20 possui apenas um anel, além de um grupo cetdnico.

256
2.30s 237 +e

C15H,5Br,ClOs™ m/z = 446/448/450/452 (ndo detectado)

-CO° CH3' Hzo 'CH3.-H20 - C5HgBrO
[C13H2Br,CIO]" [C14H20Br,CIO,]" [C1oH16BrCIO,]™
m/z = 385/387/389/391 m/z = 413/415/417/419 m/z = 282/284/286
(48/100/64/6%) (2/6/2/1%) (32/36/10%)
-HBr
[ClnggBrC|O]+
m/z = 305/307/309
(416/1%)

Figura 151: Fragmentacdo em relacdo ao espectro de massas do composto 20 por ionizacao
eletronica.
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O espectro de 'H RMN apresentou dois sinais de hidrogénios deslocados provavelmente
ligados a carbonos halogenados em & 4,30 (1H, dd, J=4,4; 12,8 Hz) e 3,90 (1H, dd, J=2,1; 8,5
Hz) e quatro metilas em & 1,32, 1,34, 1,64 e 2,30. A conectividade obtida pelos espectros de
correlagdes 'H-"H COSY e HMBC mostrou que o anel de seis membros com os substituintes
halogenados € igual ao anel B do caespitol.

A outra parte da molécula é uma cadeia aberta que apresenta correlagfes no espectro
HMBC entre as metilas geminais em & 1,32 e 1,34 com o carbono quaternario em & 72,7. As
correlagdes 'H-'H COSY entre os hidrogénios metilenicos em & 2,23 e 2,71 com o hidrogénio
em 3 3,90 e com a carbonila da metilcetona em & 210,0 estabelecem estrutura da figura 152 para

0 composto 20.

N 13 12 'r
' H C CH3 2
271 26.1

" 1325 OH 1.34s

Figura 152: Estrutura do composto 20 com correlagdes ‘H-"H COSY e HMBC.

De acordo com os dados apresentados e comparagdo com dados da literatura, o
composto 20 é um sesquiterpeno irregular, o aplisiadiol, descrito para Aplysia dactylomela
(Britto et al., 2006).
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Quadro 20: Dados de *H e **C do composto 20 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0) em
comparacgdo com a literatura (Britto et al., 2006, CDCly).

C 8 H (J Hz) 6C 8 H (J Hz) 5C
Britto et al., 2006 Britto et al., 2006

1 - 70,4 - 71,0

2 4,30 dd (4,4; 12,8) 62,2 4,27 dd (4,3; 12,8) 62,0

3 1,96 m 35,0 1,80 m 35,7
2,30 m 1,98 m

4 1,81m 44,3 1,84 brs 46,3

5 1,38 m 23,4 1,60 m 23,8
1,67m 1,76 m

6 1,96 m 41,9 2,06 m 422
2,23 m 2,45 ddd (3,4; 3,4; 13,7)

7 - 210,0 - 212,7

8 - 80,9 - 82,7

9 2,23 m 39,8 2,27 dd (9,5; 15,6) 39,4

2,71dd (2,1; 15,8) 2,55dd (2,1; 15,6)

10 3,90 dd (2,1; 8,5) 60,4 3,67dd (2,1;9,5) 60,4

11 - 12,7 - 72,9

12 1,34s 26,1 1,35s 27,6

13 1,32s 27,1 1,32 s 25,5

14 2,30s 25,6 2,30s 26,6

15 1,64s 23,7 1,68s 22,8
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Figura 154: Espectro de **C RMN do composto 20 (LC15) em CDCl; (50 MHz).

219



Laurencia catarinensis

70
| ppm (1)

5.00
ppm (t2)

Figura 155: Espectro de HSQC-DEPT do composto 20 (LC15) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 156: Espectro de HMBC do composto 20 (LC15) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 157: Espectro de *H-'H COSY do composto 20 (LC15) em CDCI; (400 MHz).
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Figura 158: Espectro de massas do composto 20 (LC15) por ionizag&o eletrdnica.
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- Composto 21:

O composto 21 (LC21) (13,3 mg) foi isolado como um liquido incolor e inodoro ap6s
purificacdo por CLAE de uma frag&o obtida durante o processo de fracionamento (Figura 1). O
espectro de massas apresentou 0s picos de maiores massas em m/z 318/320/322 com
intensidades relativas compativeis com a presenca de um bromo e um cloro na molécula. O
espectro de 13C RMN e experimento HSQC-DEPT indicaram a presenga de 15 carbonos, sendo
trés quaterndrios, quatro metinicos, quatro metilenos e trés metilas. Em relacdo a estes carbonos,
um apresenta deslocamento semelhante a carbono ligado a halogénio ou oxigénio em & 65,0, um
possui deslocamento semelhante a metileno terminal em & 111,7 e trés sdo olefinicos em &
126,0, 133,5 e 145,0. Dessa forma, a formula molecular proposta é C;5sH,,BrCl, com indice de
insaturacdo 3, possuindo um anel na molécula e duas duplas liga¢bes (Figura 159).

520s +.
CasHpeBICI*™* m/z = 318/320/322 (4/6/2%)
cisdo alilica®, -HBr -Br’ RDA
[CoH1s]" [CisHasCI” [CuHi,CIT™

m/z = 121 (37%) m/z = 239/241 (5/3%) m/z =184/186 (ndo detectado)

-HCI -CI’
[CisH2]" [CiHi7]"
m/z = 203(13%) m/z = 149 (10%)

Figura 159: Fragmentacdo através de espectro de massas do composto 21 por ionizagao
eletronica.
O espectro de 'H RMN indicou a presenca de um hidrogénio desprotegido em & 3,90

(1H, dd, J=1,1; 17,3 Hz), dois hidrogénios ligados aos carbonos olefinicos em & 5,20 (1H, s) e
5,90 (1H, dd, J=10,7; 17,3 Hz), dois hidrogénios ligados ao carbono metileno terminal em &
5,20 (1H, d, J=17,3 Hz) € 5,00 (1H, d, J=10,7 Hz) e quatro metilas em & 1,26, 1,58, 1,64 e 1,75.
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A posicdo dos substituintes no anel é observada através dos espectros de correlagdes
'H-'H COSY e HMBC. A correlacdo *H-"H COSY do hidrogénio em & 3,90 com o hidrogénio &
1,75, juntamente com a alta constante de acoplamento (J=17,3 Hz) indicam que o bromo esta na
posicao equatorial no anel e, consequentemente, seu hidrogénio na posicao axial. A posicdo dos
carbonos olefinicos foi atribuida através das correlages HMBC entre os hidrogénios em & 1,59
(CH3) com os carbonos em & 133,5 (Cq), 126 (Cq) e 32,3 (CH); o hidrogénio em 6 5,20 (CH,)
com os carbonos em & 73,4 e 145,0 (Cq) e o hidrogénio em & 5,00 (CH,) com o carbono em &
145,0 (Cq).

Para a cadeia linear, os carbonos olefinicos foram atribuidos através das correlagdes
HMBC entre o hidrogénio em & 5,90 com o carbono em 6 73,4 (Cq) e o hidrogénio em 3 1,26
(CHs) com o carbono em & 145,0 (CH). A correlagdes *H-"H COSY entre os hidrogénios em &

5,90 do carbono olefinico e 3 5,00 do carbono metileno terminal, juntamente com a alta

constante de acoplamento (J=10,7 Hz) indicam para esse halogénio a posicao cis em relacdo ao
hidrogénio em & 5,00 (Figura 160).
520s

37.7
2.10m
2.30m

Br

65.0

390ddH

H3C .
33.2 27.0 P 279 520d

1755 1645 . 126s .

+— COSY
~--------» HMBC

Figura 160: Estrutura do composto 21 com correlacdes ‘H-"H COSY e HMBC.

Com base nos dados apresentados, 0 composto 21 trata-se de um derivado do sniderol,
com grupamento cloro na cadeia linear, primeiramente descrito para Laurencia catarinensis.
Até o presente, haviam sido descritos na literatura os trés derivados do sniderol, no entato é a
primeira vez que é reportado um derivado do sniderol com cloro ao invés de hidroxila na cadeia

lateral.
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Quadro 21: Dados de *H e *C do composto 21 (400 e 50 MHz; CDCl; H= 7,24 e C=77,0).

C | 8C (HSQC/HMBC) 8 H (J Hz)
1 CH, 111,7 5,00 d (10,7)
5,20 d (17,3)
2 CH 1450 5,90 dd (10,7; 17,3)
3C 73,4 -
4 CH, 42,0 155m
5 CH, 227 2,00 m
6 CH 32,3 1,885
7C 1335 -
8 CH 126,0 5205
9 CH, 37,7 2,10m
2,30 m
10 CH 65,0 3,90 dd (1,1; 17,3)
11C 72,0 -
12 CH, 27,0 1645
13 CH, 33,2 1755
14 CH, 15,8 1595
15 CH;, 27,9 1,265
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Figura 161: Espectro de '"H RMN do composto 21 (LC21) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 162: Espectro de *C RMN do composto 21 (LC21) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 163: Espectro de HSQC-DEPT do composto 21 (LC21) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 164: Espectro de HMBC do composto 21 (LC21) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 165: Espectro de "H-'"H COSY do composto 21 (LC21) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 166: Espectro de massas do composto 21 (LC21) por ionizag&o eletronica.
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- Compostos conhecidos com estruturas néo relacionadas com o caespitol:

Os compostos 22 (LCO01), 23 (LC11) e 24 (LC17) foram identificados através de
comparagdo com amostras auténticas isoladas anteriormente no Departamento de
Farmacognosia e Quimica de Produtos Naturais da Universidade de Atenas como tirsiferol,
trans-nerolidol e trans-fitol. Para estes trés compostos serdo apresentados apenas seus
espectros de *H RMN e **C RMN, exceto para o composto 24, para o qual foi obtido apenas o

espectro de hidrogénio.

Figura 167: Estrutura do composto 22.

CH,
HO CHs

N

CH»

H3C CHj

Figura 168: Estrutura do composto 23.

OH

Figura 169: Estrutura do composto 24.
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Figura 170: Espectro de '"H RMN do composto 22 (LC01) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 171: Espectro de **C RMN do composto 22 (LC01) em CDCl; (50 MHz).
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Figura 172: Espectro de *"H RMN do composto 23 (LC11) em CDCl; (400 MHz).
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Figura 174: Espectro de "H RMN do composto 24 (LC17) em CDCl; (400 MHz).
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- Atividades Bioldgicas para os compostos 1 (LC02), 4 (LC04) e 14 (LCO03):

Em relagdo &s possiveis atividades bioldgicas, os compostos 1 (LC02) e 14 (LCO03),
respectivamente identificados como caespitol e isocaespitol, foram avaliados no Departamento
de Farmacognosia da Universidade de Mississippi (coordenado pelo Prof, Dr, Dale Nagle) para
atividade antitumoral in vitro em células T47D para tumor de mama, inibindo o fator 1 de
ativacdo de hipoxia em -13% e -16% para a concentragdo de 10 uM, respectivamente. Dessa
forma estes compostos ndo se revelaram promissores para esta linha de pequisa. Também foram
avaliados no Laboratério de Toxicologia da Universidade de Bruxelas (coordenado pelo Prof,
Dr, Robert Kiss) para células U373 (glioblastoma), A549 (cancer de pulméo) e PC3 (cancer de
prostata), observando-se Clsy = 44-48 uM para o composto 1 e Clsy = 70-73 uM para o
composto 14.

Os compostos 1 (LC02) e 4 (LC04) foram testados para atividade antiviral frente aos
virus herpéticos do tipo 1 (2 cepas) [modelo viral de genoma DNA], e do rotavirus SA-11
[modelo viral de genoma RNA], através do ensaio de inibicdo do efeito citopatico viral (grupo
coordenado pela Profa, Dra Claudia Simdes) tendo sido observado elevada citotoxicidade para

as células VERO utilizadas para esse modelo de atividade antiviral.
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1. INTRODUCAO

Laurencia flagellifera foi descrita inicialmente por J,Agardh (1852) a partir de material
coletado na Indonésia. As mudancas na classificacdo para Chondrophycus e, posteriormente,
para Palisada foram propostas por Nam (1999, 2007), respectivamente. Trabalhos realizados
por Fujji et al. (2006), demonstraram que a espécie € de facil reconhecimento pelo seu talo
cartilaginoso rigido, pouco ramificado e por caracteristicas apresentadas em suas células
corticais, além de detalhes da morfologia vegetativa e reprodutiva dos espécimes brasileiros
analisadas.

Em relacdo a composicdo quimica desta espécie, os trabalhos na literatura estdo
relacionados com a analise de aminoécidos (LOURENCO et al., 2002) e isolamento de
xilomanas sulfatadas (CARDOSO et al., 2007). Ja para atividades biol6gicas foram relatadas
atividade antifouling (DA GAMA et al., 2008) e atividade anti-herbivoria para o anfipodo
Elasmopus brasiliensis (WEIDNER et al., 2004).

Apbs fracionamento do extrato hidroetandlico de Laurencia flagellifera, a analise
preliminar da fracdo lipofilica ndo apresentou comportamento cromatografico, no que
concentra a presenca de terpendides semelhantes aos encontrados para as espécies L.
microcladia e L. catarinensis. Tendo em vista que a fracdo hidrofilica apresentou resultados
positivos para atividade antiviral frente aos virus herpéticos do tipo 1 (2 cepas) [modelo viral
de genoma DNA] e do virus herpético tipo 1 (2 cepas) [modelo viral de genoma de RNA]
(DA SILVA, 2009), optou-se por proceder a investigacdo quimica utilizando esta frag&o.

Além disso, glicolipideos sulfatados, como o sulfoquinovosildiacilglicerol estdo
envolvidos com proteinas para manter as atividades cataliticas nas células eucaridticas
(GOURNAIS & BARBER, 1985) e presentes em membranas fotossintéticas de algas e
cianobactérias (FATTORUSSO, E. et al, 1993) .Como exemplos de atividades biolégicas, o
sulfoquinovosildiacilglicerol  possue propriedades anitivirais contra HIV tipo 1
(GUSTAFSON et al., 1989) e HIV tipo 2 (WANG et al., 2007) e atividade antipromotora de
tumores (SHIRAHASHI et al., 1993).

O presente capitulo tem como objetivo o isolamento e a elucidacdo estrutural de dois

compostos majoritarios presentes no extrato aquoso da espécie Laurencia flagellifera.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Vegetal:

O material utilizado nesta investigacao foi coletado na zona meso e supralitoral em Mar¢o de
2006 na Praia da Sepultura, Municipio de Bombinhas, Santa Catarina, Brasil. Um exemplar é
mantido no Herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal de Santa Catarina
(FLOR4135).

2.2. Procedimentos Gerais:

Os espectros de infravermelho foram obtidos usando modelo Shimadzu. Os espectros de
massas alta resolucdo por eletrospray (quadripolo) e de ressonancia magnética de carbono 13
(HSQC) e hidrogénio (COSY) foram obtidos no Instituto de Quimica Organica da Universidade
de Buenos Aires, em espectrometro Bruker AM 500 (500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para
carbono 13), pelo Prof Dr, Jorge Palermo e pelo Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, em espectrometros Bruker AM 300 (300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para
carbono 13), pelo Prof. Dr. Miguel Caro. Os solventes utilizados foram de grau analitico de
procedéncia Nuclear, Merck e Vetec. As fases estacionérias utilizadas nas colunas
cromatogréaficas a vacuo (CCV) e colunas cromatogréficas hidrostaticas foram gel de silica 60 em
duas faixas de granulometria (70-270 e 230- 400 mesh) da marca Vetec além de Sephadex LH-20
(Pharmacia). Para as cromatografias em camada delgada (CCD) foram usadas placas de gel de
silica 60 F 254 sobre base de aluminio, de marcas Merck e 27 Macherey-Nagel, com 0,25 mm de
espessura e particulas entre 5 a 40 gm de diametro e revelador Orcinol-sulfirico (KOSCIELAR
etal., 1978).

2.3. Procedimentos de extracéo e isolamento dos compostos de L, flagellifera:

Os procedimentos descritos a seguir sdo apresentados de forma esquematica na figura 1.

Inicialmente, a alga foi limpa para a retirada de todas as epifitas e extraida por maceracdo
durante 3 dias, repetindo-se a operacdo 3 vezes com etanol 99%. O extrato foi concentrado
utilizando rotavapor sob temperatura de 40°C até a eliminacdo do etanol, constatando-se a
formagdo de duas fases: um residuo oleoso verde escuro e uma fase aquosa marrom (17 g). As
duas fases foram extraidas com acetato de etila, e separados utilizando uma péra de separacdo
resultando em uma frag&o organica (acetato de etila) (12 g) e uma fracéo aquosa (4,5 g).

A fragdo organica (12 g) foi submetida & coluna cromatogréfica a vacuo (CCV) com silica
gel, usando n-hexano como fase mével com aumento gradual de acetato de etila e finalizando

com metanol, resultando 8 fracGes. A fracdo 7 (AcOEt:MeOH (1:1)) (2,3 g) foi submetida a uma
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coluna cromatografica em gel de silica, usando cloroférmio: etanol:acido acético (8:6:0,4) como
fase maével e resultando em 11 fracGes. A fracdo 6 (90 mg) foi submetida a uma coluna Sephadex
LH-20 utilizando metanol como fase movel, obtendo-se 6 composto GLIF6 (50 mg).

Na fracdo aquosa (4,5 g), ap6s concentracdo em rotavapor rotatdrio, observou-se a formacéo
de um preciptado branco (2 g), o qual foi filtrado, lavado e seco em dessecador, denominado
PPTLF.

Laurencia flagellifera
Extrato hidroetanolico

1749
particdo
Fracao organica Fracdo aquosa
(acetato de etila) 45¢g
129
coluna avacuo — 8 fragdes
Fragdo 7 Precipitado branco
2,39 (PPTLF)
29
coluna silica— 11 fragdes
Fracéo 6
90 mg

coluna Sephadex

GLIF6
50 mg

Figura 1: Organograma do isolamento dos compostos de Laurencia flagellifera.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

As substancias isoladas, conforme descrito na parte experimental, foram analisadas por
métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 e
infravermelho.

- Composto PPTLF:

O precipitado branco (2 g) foi obtido apds processo de fracionamento (Figura 1) como um
sOlido branco e inodoro e apresentando ponto de fusdo entre 242-249 °C. O espectro de
infravermelho apresentou bandas de absorcao intensa entre 3100 a 3400 cm™ e 1200 a 1000 cm™,
indicando a presenca de composto altamente hidroxilado. O espectro de *H RMN apresentou
sinais na regido de 3 3,35 a 4,98 (12H) com deslocamento tipico para hidrogénios ligados a
carbonos oximetilenos ou oximetinos. O experimento de HSQC permitiu observar a presenca de 9
carbonos, sendo trés carbonos metilenos e seis carbonos metinos.

A presenca de uma unidade de acgucar foi evidenciada pelo sinal em & 98,0 (provavelmente
C1) e os sinais na regido de C-2 a C-6 (8 62,2-74,0), no experimento de HSQC. Como havia nesta
regido a presenga de sinais em & 62,2, 63,0 e 68,0 para carbonos metilenos, foi sugerido a
presenca de uma molécula de glicerol ligada a unidade de agucar. O sinal em & 4,98 foi visto
como um singleto largo, sugerindo uma unidade a-galactopiranosila ou a-glicopiranosila, as
guais apresentam baixa constante de acoplamento entre os hidrogénios 1 e 2. Andlise detalhada
do 'H-'H COSY possibilitou estabelecer as atribui¢des nas moléculas de aclcar e do glicerol

(figura 2).

62.2
ad45d
‘ ° 7240 ;A9 s 530
OH 0 H* CH,—OH 3.40d~.
>335 ¢ TES
HC-—OH 743
|2 374 t%
68.0
(1:-H 2,23,39 (e
24,63 d

Figura 2: Estrutura do composto PPTLF com correlagdes ‘*H-"H COSY.
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O composto PPTFL foi acetilado para confirmacdo da estrutura proposta, O composto
acetilado apresentou ponto de fusdo em 112 °C. O espectro de infravermelho indicou a
auséncia de bandas na regido de 3400-3100 cm™ e apresentou banda proeminente em 1747
cm™, indicando que o composto foi totalmente acetilado. O espectro de hidrogénio
apresentou seis sinais de acetilas na regido em & 2,00 a 2,15, correspondente as hidroxilas
presentes nas moléculas de actcar e glicerol. Anélise detalhada do *H-"H COSY possibilitou
estabelecer as atribui¢bes nas moléculas de agucar e do glicerol.

A comparacdo com dados apresentados na literatura (SASSAKI et al., 1998) para o
composto PTFL e seu derivado acetilado, sugere que o composto PPTLF trata-se do
monogalactopiranosilglicerol, isolado para diversos organismos marinhos como
dinoflagelados (OSHIMA et al., 1994), moluscos (KATSUOKA et al., 1990) e algas

(DEMBITSKY et al., 1991).

Quadro 1: Dados de 'H e *C (DMSO) do composto PPTFL e do composto acetilado
(CDCly).

C 8 H (JH2) 8 C (HSQCQC) 6 H(JH2) 6C
PPTFL PPTFL acetilado acetilado
1 498 s 98,0 4,11d (1,2) 96,1
2 3,845 70,8 4,40 dt (1,2; 6,2) 74,2
3 3,43 d (8,0) 62,0 4,07 dd (1,2; 3,4) 68,1
4 3,49d (4,8) 71,0 5,46 dd (1,2; 3,4) 67,5
5 3,355 74,0 5,09 dd (3,4; 10,6) 63,9
6 3,59d (11,1) 62,2 5,35 dd (3,4; 10,6) 61,8
4,45 d (4,8)
1'GLI 4,63 d (4,8) 68,0 4,13d (1,8) 66,8
3,39d (9,6) 4,14 d (1,2)
2'GLI 3,74t (7,0) 74,3 425m 68,1
3'GLI 4,71d (4,8) 63,0 4,03d (5,6) 63,5
3,40d (7,0) 4,17 d (5,6)
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Figura 3: Espectro *H RMN do composto PPTFL em DMSO (500 MHz).
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Figura 4: Espectro de correlacdo HSQC do composto PPTFL em DMSO (500 MHz).
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- CHF1-H1
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13

Ambient temperature
Mercury~300BB "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.359 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 3.641 sec

Width 4498.4 Hz

16 repetitions

OBSERV H1, 300.0566142 MHz }
DATA PROCESSING |
Line broadening 0.3 Hz i
FT size 65536 |
Total time 1 min, 22 sec

|

x‘ //
| [

,U" / []

J J
— : — T ——— T
1 ppm

l i A
o
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Figura 6: Espectro *H RMN do composto PPTFL acetilado em CDCl; (300 MHz).

249



Laurencia flagellifera

yd"'Jﬂ Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC18
Ambient temperature
Mercury-30088 "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.132 sec
Pulse 45.0 degrees
cq. time 0.868 sec

OBSERVE C13, 75.4492792 MHz
DECOUPLE H1, 300.0581721 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
tine broadening 1.0 Hz
FT size 32768
Total time 36 min, 57 sec
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Figura 7: Espectro **C RMN do composto PPTFL acetilado em CDCl; (75 MHz).
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CHF 1-COSY

Pulse Sequence: COSY

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300BB "uem-dqi-rmn"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.180 sec

width 2843.3 Hz

2D Width 2843.3 Hz

12 repetitions

128 increments

OBSERVE H1, 300.0566142 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.080 sec

q.
FT size 2048 x 204
Total time 33 min, 2 sec
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Figura 8: Espectro *H-"H COSY do composto PPTFL acetilado em CDCl; (300 MHz).
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- Composto GLIF6:

O composto GLIF6 foi obtido ap6s processo de fracionamento (Figura 1) como um liquido
branco e inodoro. O espectro de infravermelho apresentou bandas entre 3400 e 3100 cm™ e 1150
a 1000 cm™, indicando a presenca de hidroxilas. O espectro de *H RMN apresentou sinais na
regido de & 5,33 a 2,94 (12H) com deslocamento tipico para hidrogénios ligados a carbonos
oximetilenos ou oximetinos, sinais de hidrogénios metilenicos em & 2,38 (4H) e 1,64 (4H). A
presenca de um sinal intenso em 1,31 (52H) e sinais de metilas em & 0,92 (7H) sugerem uma
cadeia longa, de acidos graxos saturados.

As bandas intensas no espectro de infravermelho em 1261, 1020 e 800 cm™ sugerem a
presenca de um grupo sulfato na molécula, hipétese esta decorrente da constatacdo de altas
constantes de acoplamento na molécula de agUcar em torno de 14,3 Hz. As constantes de
acoplamento vicinais de cada hidrogénio, com excec¢ao do Ju;-Ju; = 3,8 Hz, variam de 5,5 a 14,3
Hz mostrando que todos os outros hidrogénios sdo trans-diaxial, Isto corresponde a estrutura da
a-D-glucopiranosil, a qual quando sulfatada em C6 (6-deoxi-6-sulfo-a-D-glicose) recebe a
denominacéo de sulfoquinovose, composto descrito inicialmente em 1959 (Benson et al., 1959)
como o primeiro sulfolipideo derivado do glicerol (sulfoquinovosildiacilglicerol).

O espectro de massas permitiu identificar as cadeias de &cidos graxos saturados, Foi
observada a presenca de dois picos na regido de maiores massas em m/z 765 e 793 indicando que
0 composto GLIF6 estava em mistura. Para o primeiro composto (m/z 765), com formula
molecular CzgH7304,S, 0s picos em m/z 537 e 509 indicam [M+H-CH3-(CH,)1,-COOH] e [M+H-
CHj3-(CHy,)14,-COOH], respectivamente, indicando a eliminagdo de fragmentos correspondentes
aos &cidos miristico (14:0) e palmitico (16:0). Estes foram confirmados com as presencas dos
picos em m/z 227 e 255. J4 para o segundo composto (m/z 793), com férmula molecular
C41H7704,S, a presenca de um pico em m/z 537 indicou [M-CH3-(CH,);,-COOH], correspondente
a eliminacdo de fragmento correspondente ao &cido palmitico (16:0).

Em conclusdo, para a substancia codificada como GLIF6 constatou a presenca de uma
mistura de glicolipideos, que em comparagdo dos dados obtidos pelo espectro de hidrogénio com
dados da literatura (KEUSGEN et al., 1997; SASSAKI et al., 2001; WANG et al., 2007) permitiu
propor trata-se do sulfoquinovosildiacilglicerol (Figura 9), isolado de moluscos (KATSUOKA
etal., 1990) e algas (DEMBITSKY et al., 1991, WANG et al., 2007), mas primeiramente descrito

para Laurencia flagellifera.
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O
2.94 dd 4.20 dd
311t H,C
C

(CHI—cH,

HT:.'BBm o (CHz)—n CH,

3
359 dd O—CHs
3.64
OH 4710 dd
3.42 dd

Figura 9: Estrutura geral do composto GLIF6 com dados obtidos do espectro de hidrogénio.

Quadro 2: Dados de 'H RMN do composto GLIF6 (MeOD) em comparagdo com dados da
literatura (Keusgen et al., 1997; Sassaki et al., 2001).

C 8 H (JH2) d H (J Hz) CDCl; 8 HDMSO
Keusgen et al., 1997 Sassaki et al., 2001
1 4,8d(3,8) 4,77 d (3,8) 4,70
2 3,42 (3,8; 10,0) 3,38dd (3,8; 9,8) 3,30
3 3,59 (6,2; 10,0) 3,62 dd (8,8; 9,8) 3,49
4 3,67 dd (5,5; 11,0) 3,06 dd (8,8; 9,8) 3,05
5 4,09 dd (5,5; 14,3) 4,05 ddd (2,1;9,8;9,9) 3,91
6 2,94 dd (9,5; 14,3) 2,90 dd (9,2; 14,3) 2,69
3,111(9,5) 3,37.dd (2,1; 14,3) 3,04
1"GLI 3,64 dd (5,5; 11,0) 3,55dd (6,4; 10,8) 3,52
4,10 dd (5,2; 11,0) 4,08 dd (5,3; 10,8) 4,00
2'GLlI 5,33 m 530 m 5,27
3°GLI 4,20 dd (7,2; 12,0) 4,18 dd (6,2; 12,0) 4,25
4,52 dd (3,8; 12,4) 4,49 dd (3,0; 12,0) 4,47
CH, 2,38-1,31 - 2,30-1,10

CH; 0,92 - 0,85
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Figura 10: Espectro de "H RMN do composto GLIF6 em MeOD (500 MHz).
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Generic Display Report

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  5/20/2009 9:49:21 AM
D:\Data\Gaby\GLi6000005.d -

Method tune_low formiato.m Operator BDAL@DE
Sample Name  Gli F6 Instrument micrOTOF-Q
Comment 40eV
Intens. | -MS2(765.5), 0.2-0 3 #(13-17)
4 7
25OOJ~
4
2000]
1500+
] 537.3
1000
1 509.2
500+
01 ad NS T ) heaoi ‘ ) a
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 . miz

Figura 11: Espectro de massas de alta resolucdo por eletrospray do composto GLIF6.
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Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  5/20/2009 12:06:10 PM Page 1 of 1
Meas. m/z # Formula m/z err[ppm] Meanerr[ppm] rdb N-Rule e Conf
765.48183

1 C39H73012S 765.48282 - 13 16 35 ok even

Figura 12: Espectro de massas de alta resolucdo por eletrospray do composto GLIF6.
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Generic Display Report
Analysis Info Acquisition Date  5/20/2009 9:51:59 AM
Analysis Name  D:\Data\Gaby\GLi6000006.d
Method tune_low formiato.m Operator BDAL@DE
Sample Name  Gli F6 , Instrument micrOTOF-Q
Comment Yog
Intens. ] -MS2(793.5), 0.1min #(6)|
6001
) 537.3
500 |
1 73;5
400
300:
200-
] 7255
1 3249
1604 659.4
]
L .l.l,n.vlﬁ!......h|.u,n R TN
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intane |

Figura 13: Espectro de massas de alta resolucéo por eletrospray do composto GLIF6.
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Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  5/20/2009 10:15:51 AM Page 1 of 1
Meas.m/z # Formula miz err[ppm] Meanerr[ppm] rdb N-Rule e Conf
79351179
1 C41H770128 79351412 2.9 22 35 ok even

Figura 14: Espectro de massas de alta resolucdo por eletrospray do composto GLIF6.

258



CONSIDERACOES FINAIS




Consideracdes finais

A abundancia de compostos halogenados isolados de organismos marinhos distingue-os
dos produtos naturais provenientes de plantas terrestres. Em particular, 0s compostos isolados de
algas marinhas vermelhas (Rhodophyta) exibem a maioria dos metabdlitos halogenados
reportados na literatura (FENICAL, 1975; GRIBBLE, 1998; FAULKNER, 2002). Por causa da
grande quantidade de substancias halogenadas, as quais na sua maioria sao terpenoides, e em
parte por que 0s terpenos sdo precursores biogenéticos de muitos produtos naturais bioativos, a
biossintese de terpenos ciclicos halogenados tem causado interesse na comunidade cientifica. Van
Tamelen e Hessler (1966, 1968) demonstraram que n-bromosuccinamida reage com o metil
farnesato em um mistura aquosa de tetrahidrofurano resultando na producdo de um derivado
bromado biciclico derivado do farnesano. Essa reacdo foi a primeira demonstragdo que o ion
bromdnio induz a ciclizacdo dos terpenos formando produtos bromociclicos.

Subsequentemente, reagentes foram desenvolvidos para produzir terpenos ciclicos
bromados (WOLINSKY & FAULKNER, 1976; HOYE & KURTH, 1978, 1979; HOYE et al.,
1981; GONZALEZ et al., 1976; GONZALEZ & FORSYTH, 2000; KATO et al., 1980; MURAI
et al., 1981, 1984; SHIEH & PRESTWICH, 1982; GOLAPAN et al., 1992), conduziu a hipdtese
de terpenos naturais ciclicos bromados sdo resultantes da ciclizacdo de um percursor terpénico
aciciclo induzida por um ion bromdnio. Posteriormente, no ano de 1983, Vilter iniciou a
descoberta da enzima vanadio bromoperoxidase (V-BrPO) e demonstrou o seu envolvimento na
formagdo desse tipo de terpenos halogenados. A presenca desta enzima foi subsequentemente
encontrada na maioria das classes de algas marinhas, incluindo espécies que produzem produtos
naturais halogenados quirais (WEYAND et al., 1999; ISUPQV et al., 2000).

A enzima vanadio peroxidase cataliza a oxidag&o de haletos (I', Br, ClI") através de um
complexo peréxido e o halogénio oxidado intermediario pode halogenar um substrato organico
apropriado ou oxidar um segundo equivalente de peréxido de hidrogénio, produzindo oxigénio no
estado singleto excitado, completando o ciclo catalitico (WEYAND et al., 1999; EVERETT et al.,
1990) (Figura 1). O papel desta enzima na biossintese de sesquiterpenos bromados foi observado
para os compostos nerodiol e sniderol, que foram isolados de espécies do género Laurencia
Lamourox (CARTER-FRANKLIN & BUTLER, 2004).
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Figura 1: Reacdo quimica catalizada pela V- BrPO (CARTER-FRANKLIN & BUTLER,
2004).
Essas investigacBes explicam a acumulacdo de terpenos halogenados em espécies de

Laurencia. O primeiro composto desse tipo isolado foi o elatol em 1974, por Sims e
colaboradores. No decurso deste trabalho de doutorado, concentrado em espécies do género
Laurencia, foi constatado a predominancia de mais de 80%, através de espectro de ‘H RMN, de
um alcool sesquiterpénico halogenado, identificado como elatol presente no extrato organico da
espécie Laurencia microcladia.

Os estudos com essa espécie se concentraram no papel ecoldgico do elatol em outros
organismos marinhos, visto que foi observada, em avaliagdo por cromatografia em camada
delgada, a presenca deste composto também em extratos brutos de ouri¢os do mar (Echinometra
lucunter) e pepino-do-mar (Holothuria grisea). Os resultados obtidos no presente trabalho
apresentaram o fato da utilizacdo de espécies de algas contendo elatol com o elemento (L.
microcladia) e auséncia de papel deterrente, em concentracGes de até 0,2 mg/pellets e em
condi¢des experimentais utilizando ouri¢os vivos em tanques de agua salgada por sete dias.

O elatol, também foi avaliado para possiveis atividades farmacol6gicas com colaboracao de
diferentes grupos de pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina, como atividade
antiviral, antitumoral e antiparasitaria. Foi observado na literatura que o elatol havia
demonstrando atividade antibacteriana e antifungica (KONIG & WRIGHT, 1997a, VAIRAPPAN
et al., 2001; VAIRAPPAN et al., 2003). Observou-se elevada citotoxidade para o elatol frente as
células VERO utilizadas para avaliar atividade antiviral, o que ndo permitiu a continuidade deste
composto para este tipo de avaliacéo.

Para a espécie Laurencia catarinensis a presenca do elatol foi detectada, mas como composto
minoritario. Por outro lado foi verificada, a acumulagdo de terpendides, sendo possivel o
isolamento de 40 compostos. Destes, 21 possuem caracteristicas estruturais semelhantes ao alcool

sesquiterpénico caespitol, sendo 13 compostos inéditos na literatura. A formacdo do caespitol e
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isocaespitol foi proposta por Gonzalez e colaboradores (1976), antes mesmo da decoberta da
enzima V-BrPO, e a sequéncia biogenética para este sesquiterpeno é mostrada na figura 2. A
formacdo do (+)-B-chamigrano e derivados de (-)-B-chamigrano pode ser explicados pela
aproximacdo do ion bisabol6nio (1) a um sitio basico de uma enzima, a qual realiza a bromacéo
deste ion e a adicdo antiparalela de CI" dando um sistema trans-diaxial bromoclorado. A estrutura
trans-diaxial pode ser rearranjada para um sistema trans-diequatorial mais estavel. A
deprotonagdo de C8 nos sistemas trans-diaxial e trans-diequatorial bromoclorados d& origem a um
a-bisaboleno, que é precursor do caespitol e isocaespitol.

fon bisabol6nio

sistema trans-diaxial bromo-cloro

l Br perdado Hdo G

isocaespitol caespitol

Figura 2: Sequéncia da biogénese dos sesquiterpenos caespitol e isocaespitol proposta por
GONZALEZ et al. (1976), adaptado.

Da mesma forma que os derivados do caespitol e isocaespitol isolados, o laucapirandide A e
seus derivados (compostos 9, 10 e 18) podem ser formados através da mesma sequéncia
biogenética conforme Britto e colaboradores (2006). Além disso, os compostos 16, 17, 19 e 20

podem ser considerados metabolitos derivados do caespitol e isocaespitol degradados.
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Por outro lado, para a alga Laurencia flagellifera foi constatada a acumulacdo de compostos
polares. A fracdo lipofilica apresentou baixo rendimento e ndo foram observados compostos do
tipo terpendides. Por esses resultados, foi realizada a investigacdo quimica do o extrato polar com
o0 isolamento de dois compostos majoritarios.

O composto PPTFL foi identificado como monogalactopiranosil, esse composto também é
conhecido como floridosido, descrito inicialmente para células eucariéticas (WEGMANN, K.,
1986). A este composto altamente hidrofilico é atribuido um papel importante de osmorregulacao.
As células de organismos eucariotos marinhos (algas) possuem uma osmorregulacdo por dois
principais mecanismos: tranporte de ions através da membrana celular por bombas idnicas ou
pela sintese e degradacdo (ou excrecdo) de metabolitos de baixo peso molecular. Wegmann
(1986) observou em estudos realizados com algas pertencentes as classes das clorofitas,
phaeofitas e rodofitas, a presenga de floridosido em algas vermelhas (WEGMANN, K., 1986).
Chama a atencdo que o mesmo composto foi obtido de forma similar para as espécies do género
Laurencia (L. microcladia e L. catarinensis) e para as algas vermelhas Acanthophora spicifera e
Pterocladiella capillaceae. Com este resultado podemos propor que o composto PPTFL esta
diretamente ligado ao metabolismo primario destas algas.

O composto sulfoquinovosildiacilglicerol foi isolado como um composto abundante na
espécie Laurencia flagellifera. Glicolipideos sulfatados, como o sulfoquinovosildiacilglicerol
estdo envolvidos com proteinas para manter as atividades cataliticas nas células eucaritticas
(GOURNAIS & BARBER, 1985) e presentes em membranas fotossintéticas de algas e
cianobactérias (FATTORUSSO, E. et al, 1993) .Como exemplos de atividades bioldgicas, o
sulfoquinovosildiacilglicerol possue propriedades anitivirais contra HIV tipo 1 (GUSTAFSON et
al.,, 1989) e HIV tipo 2 (WANG et al., 2007) e atividade antipromotora de tumores
(SHIRAHASHI et al., 1993). Em continuidade a esse trabalho, 0 composto GLIF6 sera purificado
e enviado para testes de atividade antiviral e antitumoral realizados por grupos parceiros

pertecentes a Universidade Federal de Santa Catarina.
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Conclusodes

# A investigacdo quimica do extrato organico da espécie Laurencia microcladia indicou a
presenca de um metabolito majoritario identificado como o alcool sesquiterpénico
halogenado, elatol, isolado em outras espécies do género Laurencia Lamouroux, mas
observado pela primeira vez em L. microcladia.

# Os estudos em cromatografia em camada delgada para extratos brutos de macroalga
(Laurencia microcladia), ouri¢co do mar (Echinometra lucunter) e pepino do mar (Holothuria
grisea) indicaram a presenca de elatol em todos os extratos.

# Os experimentos de herbivoria utilizando ourigos do mar (Echinometra lucunter), elatol em
diferentes concentracbes e macroalgas L. microcladia, Gracilaria domingensis e Ulva
fasciata demostraram que a ingestdo de algas com elatol (L. microcladia) e de pellets de
elatol com diferentes concentracdes, foi ingerido até a concentragéo de 0,2 mg/pellets.

# A investigacdo quimica do extrato organico da espécie Laurencia catarinensis resultou na
identificacdo de 21 compostos sesquiterpenos halogenados ou sesquiterpenos halogenados
degradados. Destes 21 compostos, 8 sdo compostos conhecidos e foram identificados como:
caespitol, caespitano, 3-acetilcaespitol, laucapirandide A, caespitenona, isocaespitol,
deoxiisocaespitol e aplisiadiol. 13 compostos sdo inéditos na literatura e identificados como:
o-metilfurocaespitano e seu estereoisdmero no carbono 7, um isémero do caespitano, o
derivado 5-acetoxi do caespitol, o derivado 5-acetoxi do caespitano, o derivado 5-acetoxi do
8-acetilcaespitol, o derivado 5-hidroxi do 8-acetilcaespitol, o derivado 5-acetoxi do
laucapirandide A, o derivado 5-hidroxi do laucapirandide A, um derivado do isocaespitol,
dois derivados do caespitol e um derivado do sniderol. Adicionalmente, foram isolados trés
compostos com caracteristicas ndo semelhantes ao caespitol e identificados como: tirsiferol,
trans-nerolidol e trans-fitol.

# A investigacdo quimica do extrato aquoso da espécie Laurencia flagellifera resultou no
isolamento de dois compostos majoritarios identificados como monogalactopiranosilglicerol
e sulfoquinovosildiacilglicerol.

# Em relacdo aos ensaios bioldgicos, realizados através de colaboracdo com outros grupos, o
composto elatol apresentou atividade tripanocida in vitro (Trypanossoma cruzi) (Clsy = 13,86
(12,39-15,51) pM) e leishmanicida in vitro (Leishmania amazonensis e L. chagasi) (Cls, L.
amazonensis = 2,54 (2,44-2,64) uM e Cls, L. chagasi = 2,56 (1,94-3,38) uM). Mostrou
também atividade antitumoral in vitro e in vivo para células B16F10 (melanoma), mas
apresentou elevada citotoxicidade frente as células VERO utilizadas para avaliar a atividade
antiviral frente aos virus herpéticos do tipo 1 (2 cepas) [modelo viral de genoma DNA], e do

rotavirus SA-11 [modelo viral de genoma RNA]. Os compostos caespitol (composto 1) e
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isocaespitol (composto 14) ndo apresentaram atividade antitumoral in vitro contra celulas
T47D (tumor de mama) quanto a inibicdo do fatol de ativacdo de hipdxia e apresentaram
atividade antitumoral in vitro quando testados contra as células U373 (glioblastoma), A549
(cancer de pulméo) e PC3 (cancer de préstata) com Clsy = 44-48 UM para 0 composto 1 e
Clsy = 70-73 uM para o composto 14. Os compostos caespitol e derivado 5-acetoxi do
caespitol apresentaram elevada citotoxicidade frente as células VERO utilizadas para avaliar
atividade antiviral frente aos virus herpéticos do tipo 1 (2 cepas) [modelo viral de genoma
DNA], e do rotavirus SA-11 [modelo viral de genoma RNA].
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Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory: Eloir_Laurecia_metanol_22mai2006
File: PROTON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CD30D
Ambient temperature
Mercury-400BB "RMN"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

cq. time 2.730 sec
Width 6398.0 Hz

ns
OBSERV H1, 400.0480087 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 0 min, 32 sec
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Figura 1: Espectro de *H RMN do extrato organico de Laurencia microcladia em CDCl; (400 MHz).

281



Anexos - Capitulo 2

/I {
|
“I ”(II | "‘ \}ﬁ L lﬂJ| AL |
I _.Jl.n _____ W | . J'._ - S S __-J' UUJL—J“[——:’V\—JI |~—} Lﬁ'u'_-] | ﬂ_l.n-.rﬁ'lh*u-’) 1‘““-4\‘\-_\_. _—
| ] | ! L. AL ) P [
o =1} == =] =1} w L= = —||o|w =]
g BB g HREREREREEE 3
I l l l I I I l l l
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 2: Espectro de *H RMN com integracio da substancia elatol em CDClI; (500 MHz).
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Figura 3: Expansdo do espectro de "H RMN da substancia elatol em CDCl; (500 MHz).
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Figura 4: Expanséo do espectro de *H RMN da substancia elatol em CDCl; (500 MHz).
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Figura 5: Espectro de *C RMN da substancia elatol em CDCl; (125 MHz).
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Figura 6: Espectro de DEPT 135 da substéncia elatol em CDClI; (125 MHz).
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Figura 7: Espectro de correlagdo HSQC da substancia elatol em CDClI; (500 MHz).
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Figura 8: Espectro de correlagdo HMBC da substancia elatol em CDCl; (500 MHz).
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Figura 9: Espectro de correlacdo *H -'H COSY da substancia elatol em CDCl; (500 MHz).
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Figura 10 Espectro de correlacdo ROESY da substancia elatol em CDCl; (500 MHz).
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Figura 11: Espectro de massas por ionizag&o eletronica da substancia elatol.
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