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RESUMO

A quimiossistematica de organismos marinhos data da segunda meta-
de deste século. Até aqui, poucos resultados marcantes foram conse-
guidos por ter dado énfase excessiva & procura de "finger prints" e
por ter usado a presenga/auséncia como critério comparativo. Metodo-
logias alternativas s3o comentadas neste trabalho e sdo ilustradas
no caso de algas pardas do género Dictyota.
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ABSTRACT

Chemotaxonomy of marine organism originated in the second half
of this century. Untill now, only few remarquahle results werw obtai
ned because too much emphasis was given to the search  of finger
prints and because a presence/absence criterion was used for compari
son purposes. In this work, alternative methodologies are briefly
commented and are illustrated with results from the study of brown
algae of the genus Dictyota (Phaeophyta, Dictyotales).
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INTRODUGAO

Desde a pré-histdria, o Homem vem separando, organizando e classi
ficando tudo que faz parte do seu universo numa tentativa de entende
-lo melhor ou de adaptar-se melhor nele. No inicio, as  comparagdes
entre seres e objetos levaram a uma classificagdo do tipo binario.
Com o desenvolvimento da inteligéncia, as comparagdes se tornaram
mais sutis e o sistema classificatdrio bindrio foi, aos poucos, subs
tituido por outro mais proximo da realidade. Hierarquias entre carac
teristicas foram entdo introduzidas naturalmente.

Aos poucos, a intensidade dos caracteres (tamanho, dureza, etc...)
foi tomada em consideragdo. Apareceram caracteristicas que ndo afeta
vam um grupo inteiro ou que podiam ser transitdrias. A validade clas
sificatdria deste tipo de caracteres dependera da finalidade da com-
paragdo e seu usé chama cuidados. Sendo estes critérios frequentemen
te menos contundentes, eles sdo utilizados mais tardes no processo
classificatdorio e afetam assim os niveis hierarquicos mais baixos.
Em biologia, por exemplo, o uso errado deste tipo de critério ja
criou falsas espécies novas, mas nunca um falso novo reino.

A Taxonomia € a ciéncia originada desta atividade milenar e, como
tal, nasceu com bom senso, mas nem sempre cresceu com ele.

TAXONOMIA E QUIMIOTAXONOMIA

A taxonomia cuida dos principios, procedimentos e regras de clas-
sificagdo. Nos sistemas taxondmicos modernos, um grupo (taxon) deri-
va de apenas um taxon de nivel hierdrquico imediatamente superior; a
tendéncia atual sendo de desenvolver sistemas classificatdrios que
retratem a filogenia (CRONQUIST 1968). Um sistema taxonomico perfei-
to deveria considerar a totalidade das caracteristicas dos taxa con
siderados. Diante da impossibilidade de pOr este ideal em pratica,
os seres vivos foram organizados considerando principalmente suas ca
racteristicas morfoldgicas e anatdmicas. Aos poucos, e para solucio-
nar casos duvidosos, foram consideradas informagdes citoldgicas, eco
logicas e mais recentemente genéticas. Maior resisténcia tém enfren-
tado as informagles quimicas. Embora consideradas indispensaveis na
taxonomia dos microrganismos (BRONDS e OLSEN 1986), as informagdes
quimicas e bioquimicas sao, na maioria dos casos, desprezadas e até
combatidas pelos taxonomistas tradicionais principalmente tratando-
-se de organismos superiores. Existem, nesta atitude, no minimo uma
incoeréncia uma vez que caracteres morfoldgicos tem frequentemente
um fundamento quimico, e uma explicagio pois caracteres quimicos ndo
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possuem em geral expressao morfoldgica conhecida. Dai a relutancia
em adotar informagdes quimicas.

E preciso enfatizar aqui o fato que a quimiotaxonomia ndo vem pa-
ra substituir e sim péra complementar a taxonomia tradicional. O re-
sultado ideal desejado'é observar o maior paralelismo possivel entre
as conclusdes morfoldgicas e quimicas. Assim sendo, serd possivel de
terminar com alguma seguranga caracteristicas quimicas primitivas ou
evoluidas.

Os marcadores quimicos selecionados sdo, em geral, metabélitos se
cundarios. Estes sao biossintetisados por enzimas, a sintese das
quais € codificada no material genético do organismo produtor. Qu se
ja, o material genético tanto determina os caracteres morfoldgicos
quanto os quimicos, podendo ambos ter entao valor taxon6mico‘pr6prid.

TRABALHOS PIONEIROS

Um dos pioneiros da quimica marinha foi Werner Bergmann que duran
te as décadas de 40 e 50 desenvolfeu um intenso programa visando o
estudo de metabolitos secundarios de origem marinha. Os organismos
investigados eram principalmente invertebrados: esponjas e celentera
dos como anémonas-do-mar, gorgonias e zoantideos. Varias classes de
metabGlitos foram investigados, sendo que uma atengdo particular foi
dada aos esterdois (BERGMANN 1962). Na época, colesterol (1) era con-
siderado como caracteristico dos mamiferos (GOAD 1978). Bergmann, a<
nalisando esterdis de esponjas obteve substdncias cujas propriedades
fisico-quimicas as distinguiam de colesterol. Foram assim descritos,
entre outros, clionasterol (2) e chondrillasterol (3) isolados dos
géneros CLiona e Chondriffa respectivamente (GOAD 1978). Foi propos-
to para estes esterdis um papel de macador taxondmico ("finger
print"). Com o progresso da quimica marinha, encontrou-se os esterois
2 e 3 em numerosos outros taxa, destruindo a hipdtese de marcador ta
xonomico (GOAD 1978). Mais recentemente, aplysterol (4) e 24,28-di-
deidroaplysterol (5) foram obtidos de esponjas do género Aplysina
{=Verongia] (DE LUCA et al. 1972). Durante anos, o esqueleto aplysta
no de 4 e 5 foi considerado como marcador exclusivo do género Aplysi
na (DE ROSA et al. 1973) até encontrar aplystanos em dois generos de
esponjas. Haliclona (BERQUIST et al. 1980) e Jaspis '(THEOBALD et
al. 1978), que pertencem respectivamente a ordem e sub-classe dife-
rentes de Aplysina.

Ainda no campo dos esterdis, Bergmann isolou do zoantideo Palythoa
mampiilosa uma fragao esteroidica chamada "palysterol" (BERGMANN
1949). Vinte anos depois, Gupta e Scheuer demonstraram que "palyste-
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‘rol" era, na realidade, uma mistura de no minimo cinco esterdis iden
tificados a colesterol (1), brassicasterol (6), 22,23-diidrobrassi-
casterol (7), beta-sitosterol (8) e gorgosterol (9), presentes nas
proporgoes relativas 13:3:64:1:19 (GUPTA e SCHEUER 1969). Ao anali-
sar em cromatografia gasosa as fragdes de esterdis de mais de 80 or-
ganismos marinhos, Kelecom e Sole-Cava mostraram que a mistura de es
terdis conhecida como palysterol era observada apenas em zoantideos
do género Palythoa e isto independentemente da espécie, do lugar de
coleta, da época do ano, do sexo ou da maturacdo sexual do inverte-
brado (KELECOM e SOLE-CAVA 1982). Zoantideos do género Zoanthus nio
produziam palysterol (KELECOM 1981, KELECOM e. SOLE~-CAVA 1981). Uma
vez que duas espécies de Pﬁlythoa ndo continham palysterol, esta mis
tura esteroidica foi proposta como critério para subdividir o género
em dois géneros ou sub-géneros, de acordo com observagdes morfoldgi-
cas anteriores (KELECOM e SOLE-CAVA 1982). Resultados recentes :con-
testaram a generalidade desta conclusdao (MIRALLES et al. 1988).

Trabalhos com acidos aminados e derivados, alcaldides e terpenos
de esporjas foram descritos na literatura sem ter até aqui apresenta
do um quadro coeso de conclusdes taxonomicas (BERQUIST e WELLS 1983).
Existem apenas informag¢Oes parciais para alguns géneros, familias ou
ordens. Dibromo-tirosinas simples (10-12) ou policondensadas (13,14)
foram obtidas, até hoje, apenas de esponjas da ordem Verongida (MAKA
RIEVA et al. 1981, KELECOM e KANNENGIESER 1976a, 1976b). Alcaldides
do tipo bromopirdis (15) foram encontrados apenas na ordem Axinelli-
da (CIMINO et al. 1975). Diterpenos de esqueleto espongiano, e.g.
16, sd3o restrictos aos géneros Spongia e Aplysilfa (KAZLAUSKAS et al.
1979a, 1979b). Terpenos furanicos, e.g. 17, sdo caracteristicos das
ordens Dictyoceratida e Dendroceratida (BERQUIST e WELLS 1983). O gé
nero Smenospongia fornece bromotriptaminas (TYMIAK et al. 1985). A
ocorréncia de aplysinopsina 18 '~ na  esponja Vlerongia spengeld
(HOLLENBEAK e SCHMITZ 1976) levou a reconsiderar a classificacio da
mesma, agora identificada a espécie Smenospongia echina (BERQUIST
e WELLS 1983).
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Comparativamente, os estudos quimiotaxonomicos relativos -a algas
foram poucos. Podemos citar a ocorréncia de colesterol. (1) como cri
tério util péra separar as algas vermelhas em duas sub-classes: Ban-
giophycidae e Florideophycidae (BROTHERS e DICKSON 1980).

Muito esforgo foi investido no estudo de carotenos ‘de organismos
marinhos e principalmente de algas (LIAAEN-JENSEN 1978). Numeresas
estruturas originais foram descritas e tentativas taxondmicas tem
_ considerado como critério a presencga/auséncia de determinados tipos
de carotenos (LIAAEN-JENSEN 1979, LEE e GILCHRIST 1985). Uma propos=-
ta biossintética foi feita baseada nos passos quimicos tedricos ne-
cessarios para derivar os carotenos do precursor comum, o .licopeno
(19) (LIAAEN-JENSEN 1978). Afim de harmonizar propostas hiogenética
dos carotenos e filogenética das algas foram introduzidas distorgdes
inaceitdveis na classificagdo geral das algas.

Alguns estudos quimiotaxondmicos foram ainda publicados (GERHART
1983, BERQUIST et al. 1984) mas nao os comentaremos aqui, uma ‘vez
que esta revisdao nao tem por ambigao de ser completa mas sim de mos-
trar o carater preliminar e fragil dos resultados quimiotaxonomicos
obtidos até hoje. Isto se deve ao fato que os estudos quimicos sao
feitos com o intuito principal de descrever novos metabdlitos secun-
darios e ocasionalmente os resultados podem possuir uma conotagao ta
xondmica. Poucas pesquisas foram efetivamente planejadas com finali-
dades taxondmicas. Assim, erros de amostragem, de coleta, de identi-
ficag@o dos organismos, de identificag3o incompleta ou até inexisten
te sao fatos frequentes em quimica de produtos naturais do mar (BER-
QUIST e WELLS 1983), fatos que resultaram, em parte, da busca frené-
tica de novas substdncias bioativas, na década de 70 (KELECOM 1986,
1988).

DA METODOLOGIA

Diante deste quadro, cabe a pergunta: o que esta errado? Ao nosso
ver, a metodologia pois na maioria dos trabalhos citados acima, se-
ndo na totalidade, o critério analitico-descritivo utilisado & a pre
senga ou a auséncia de um determinado metabdlito, ou de uma classe
de metabdlitos. Isto ndo pode ser considerado um critério confiidvel
por uma série de razdes. Primeiro, um metabdlito, embora presente,
pode nio ter sido encontrado durante o trabalho quimico por .existir
em pequenissima quantidade ou por ndo ser estavel. Caso do falso au-
sente. Segundo, durante o processo de isolamento/purificagdo, modifi
cagoes fotocatalisadas, oxidativas, etc... de um metabSlito podem o-
correr e levario a formagdo de artefatos que, na auséncia de cuida=
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dos, poderao ser considerados como produtos naturais. Caso do falso
presente. Terceiro, compostos ja conhecidos, embora obtidos de novas
fontes, ndo interessam em geral, o quimico de produtos naturais que
nao publica estes dados ou que até ndo recebe, na maioria das revis-
tas importantes, espaco para publica-los, resultando em informagoes
truncadas disponiveis da literatura.

Como sair do impasse? Antes de mais nada, € preciso deixar de la-
do a nogdo de "finger print", de marcador taxondmico especifico. Con
vém deixar de lado a idéia de que a presenca/auséncia de um produto
tem necessariamente cardter significativo e passar a trabalhar de ma
neira estatistica, com o conjunto de informagdes quimicas  disponi-
veis. Uma tal abordagem necessita de uma metodologia que transforme
um metabolito, i.e. uma férmula quimica, em algo que possa sofrer um
tratamento estatistico, i.e. um valor numérico. Esta ‘metodologia
existe e foi desenvolvida pelo grupo de O.R. Gottlieb da Universida-
de de S3o Paulo (GOTTLIEB 1982). Nesta metodologia, cada metabdlito
€ descrito por dois indices, um relativo ao esqueleto, outro a fun-
cionalizagdo. O indice de esqueleto (IE) leva em consideragdo o nime
ro de ligagdes C-C formadas ou rompidas ao derivar o metabdlito em
questdo do seu precursor biogenético. O indice de oxidagao (IO0) equi
vale ao nimero de insaturagdes, de ligagdes C-0, etc... médio por
atomo de carbano do metabdlito (GOTTLIEB 1982). Para cada organismo,
calcula-se entdo um indice de avango evolutivo do esqueleto (IAe) e
um indice de oxidagdo médio (IAo) como as médias aritméticas dos IE
e 10 de todos os metabglitos deste organismo. Isto parece a primeira
vista complexo, mas € de fato extremamente simples, todos os calcu-
los podendo ser feitos facilmente & mdo, sem precisar de calculado
ra.

Ainda € necessdrio tomar um cuidado: o da boa escolha dos marcade
res taxonomicos potenciais. Nem todos os produtos satisfazem os pré-
-requisitos. Assim, os metabdlitos primdrios (como p.ex. glicose, os
20 acidos aminados classicos, acidos graxos...) sdo praticamente co-
muns a todos os organismos e ndo convém, em geral, para fins quimio-
taxonomicos. O alvo serd entdo os metabdlitos secunddrios os quais
possﬁem distribuigdo mais restricta mas mais variabilidade estrutu-
ral. Uma vez que um tratamento estatistico semi-empirico sera aplica
do, torna-se necessirio ter o miximo possivel de informagdes quimi-
cas a respeito da classe de produtos escolhidos. Enfim, dltimo cuida
do: € necessario testar a validade taxonomica potencial da classe de
metabdlitos secundarios escolhidos, pois nenhum marcador quimico ser
ve para todas as finalidades taxondmicas e/ou filogenéticas. Hi meta
bolitos que s3o bons marcadores a nivel de espécie, enquanto. outros
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so funcionam em nivel hierarquico mais alto.

A metodologia estatistica apresentada acima recebeu criticas por
precisar de informagdes biogenéticas, por calcular médias nio ponde-
radas e em razao do semi-empirismo na maneira de calcular o indice
de oxidagao. Por isto, estamos atualmente desenvolvendo técnicas de
taxonomia numérica (SOLE-CAVA e KELECOM 1988). Os resultados das
duas abordagens tem sido compativeis e complementares. Comentaremos,
a seguir, alguns dos resultados obtidos no estudo da algas pardas da
ordem Dictyotales.

APLICACAO: O GENERO DICTYOTA

As algas pardas do genero Pictyota (Dictyotales, Phaeophyta) tem
sido intensamente estudadas pelos fitoquimicos. Mais de 110 diterpe-
nos., pertencentes a 19 classes de esqueletos, foram isolados de 17
espécies de algas (TEIXEIRA e KELECOM 1989). Todos estes diterpemos fo
ram reunidos, de acordo com nossa proposta biogenética (TEIXEIRA et
al. 1985), em trés grupos (I-III) em fungdo da primeira ciclizagdo
do precursor comum, o geranil-geraniol (20). Foram calculados os in-
dices taxondmicos (IE e I0) dos diterpenos, assim como as médias IAe
e IAo para cada espécie de Dictyota. Estes valores IAe e IAo foram
*ancados em grafico (Figura 1), aonde cada ponto corresponde a uma
espécie de alga. Reunimos nas dreas A, B e C as espécies em  fungio
da origem dos seus diterpenos (TEIXEIRA e KELECOM 1988). Cinco espé-
cies apresentaram problemas. Dictyota masonii (n.11), pertencendo a
drea A, teve apenas um diterpeno descrito (SUM e FENICAL 1979), = e
sua posigdo no grafico fica por isto bastante suspeita. Dietyota pro
Ligicans (n.12) pertence a drea C, mas estd topologicamente ‘muito
afastada das demais espécies deste grupo, permitindo suspeitar da
identificagdo correta desta alga. De fato, em trabalhos botanicos in
dependentes, esta alga foi classificada como Difophus Ainteamedius
(NIZAMUDDIN e GERLOFF 1979). Dictyota spl (n.14) produz diterpenos
relacionados com aqueles das algas da area B. Outra vez, sua posigdo
bem distante no grafico nos levou a sugerir de rever a classificagdo
desta alga, agora corretamente identificada a Dilophus gasciola
(TRINGALI et al. 1986). Dictyota dichotoma (n.6) nao pertence a ne-
nhuma das areas A-C, o que € bastante estranho. Este problema, junto
com o fato de D. dichotoma ser a iinica espécie do género de distri-
buigdo cosmopolita, nos levou a analisar comparativamente as popula-
goes de D. dichotoma estudadas quimicamente. Os resultados que serido
publicados separadamente sugerem que D. dichotoma € de fato um com-
Plexo de espécies. Enfim, Dictyota spinulosa (n.13) deveria perten-
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cer 4 drea C, faltando no entanto descrever para esta espécie diter-
penos de esqueleto guaino prenilado (TANAKA e HIGA 1984). Aqui tam-
bém sugerimos aos autores japoneses de completar o estudo fitoquimi-
co, o que resultou na identificacdo de um diterpeno com o esqueleto

previsto (KUSUMI et al. 1986). A Figura 2 apresenta as devidas corre
goes.

Aplicando técnicas de taxonomia numérica aos esqueletos de diter
penos das espécies de Dictyota, apareceram os mesmos trés conjuntos
de espécies das dreas A, B e C (KELECOM et al. 1988). Pudemos também
reforgar nossa hipdtese de que o esqueleto xeniano derivaria da con-
tragao ciclica de um precursor do tipo germacrano prenilado (TEIXEI-
RA e KELECOM 1988) e nao de uma ciclizagao anti-Markovnikov do gera-
nil-geraniol (20) (FENICAL 1978).

Novos trabalhos estdo agora em desenvolvimento usando, outros mar
cadores taxondmicos como terpenos de origem biossintética mista, po-
lifendis, hidrocarbonetos e carotenos. As investigagdes taxondmicas
e filogenéticas estdo sendo ampliadas para niveis hierarquicos supe-
riores.

Enfim, uma andlise biogeografica mostrou ainda que ao se disper-
sar do Pacifico em direg3o a outros mares, houve uma modificagdo na
natureza dos diterpenos produzidos, talvez como adaptagdo a novos
predadores herbivoros (TEIXEIRA e KELECOM, 1987).

CONCLUSOES

Nossa abordagem quimiossistematica do género Dictyota permitiu
confirmar a proximidade entre certas espécies (como 0. cervicorndis,
D. divaricata e 0. Linearis), apontar classificagbes taxondmicas er
radas, questionar a unicidade de 0. dichotoma, e até prever a presen
ga de uma classe de metabdlitos numa alga, além de corrigir informa-
gGes biogenéticas da literatura. Uma idéia da filogenia do género
foi também obtida.

0 conjunto destes resultados mostra o poder da metodologia  aqui
apresentada, a qual permite fazer previsdes, o que € inerente & Cién
cia. Estamos longe da'anélise de um "finger print"” e bem perto de po
der esclarecer se um metabdlito € primitivo ou evoluido.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

FIGURA 1 - Grafico dos indices de avango evolutivo dos esqueletos
(EAs) versus os indices de oxidagdo média (EAo).

1: Dictyota acutiloba; 2: D. binghamiae; 3: D. ceavi-coandis;

4: D. crenulata; 5: 0. dentata; 6: D. dichotoma; 7: D. divanricata;
8: D. 6£abé££ata; 9: 0. dindica; 10: D. Lineardis; 11: D. masondii;
12: D. prolificans; 13: D. spinulosa; 14-18: Dictyota sp-1 a sp-5.

FIGURA 2 - Grafico dos iIndices de avango evolutivo do esqueleto
(EAs) versus os Indices de oxidagdo média (EAo) conside-
rando a literatura até fim de 1988 e excluindo as duas
espécies de Dilophus (n.12 e n.14).
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