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Resumo

A presente investigacdo teve por objetivo o isolamento de metabdlitos secundérios
biologicamente ativos de nudibranquios, moluscos conhecidos por produzirem ou
acumularem substancias a partir de suas presas. Foram investigados extratos de quatro
espécies de nudibranquios marinhos juntamente com suas respectivas presas. Além disso,
também foi investigado o extrato ativo da esponja marinha Agelas sventres. O estudo
realizado com o extrato bruto da esponja marinha Agelas sventres levou ao isolamento de
uma série de alcaléides bromopirrélicos, compostos tipicamente encontrados em esponjas
do género Agelas. Dentre os compostos isolados, a oroidina apresentou atividade inibitéria
frente a enzima Pdr5p de Saccharomyces cerevisiae. O estudo do nudibranquio Tambja
stegosauriformis e de sua presa, o0 briozoario Bugula sp., levou ao isolamento de diversos
alcaldides da classe das tambjaminas. As tambjaminas C, D, K e o produto de hidrélise da
tambjamina B foram observados nos dois animais; o produto de hidrélise da tambjamina A
foi encontrado apenas no extrato do nudibrdnquio, enquanto que a tambjamina A e um
isbmero da tambjamina J foram encontrados apenas no extrato do briozoario. O estudo do
nudibranquio Okenia zoobotryon e de sua presa, o briozodrio Zoobotryon verticillatum,
resultou no isolamento de um Unico alcaldéide inddélico conhecido, 2,5,6-triboromo-N-
metilgramina, presente nos dois animais. Resultados semelhantes foram obtidos a partir da
investigacdo do extrato do nudibranquio Hypselodoris lajensis e de sua presa, uma esponja
do género Dysidea, com o isolamento de um Unico diterpeno, a lactona da furodisinina.
Embora ambas substancias sejam conhecidas, este foi o primeiro isolamento destes
compostos a partir de espécies de nudibranquios. Finalmente, a partir do extrato do
nudibranquio Pleurobranchus areolatus foram isoladas duas novas dicetopiperazinas
modificadas, estruturalmente semelhantes as rodriguesinas A e B, outras dicetopiperazinas
isoladas a partir da ascidia Didemnum sp., provavel presa desta espécie de nudibranquio.
Vale ressaltar a utilizagdo de andlises por LC-UV-MS e MS/MS neste trabalho, que
auxiliaram na identificacdo uma série de compostos presentes nos extratos estudados no
presente trabalho, mesmo em quantidades muito pequenas.
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Abstract

The present investigation aimed the isolation of biologically active secondary
metabolites from different species of nudibranchs, mollusks that can produce or accumulate
substances from their preys. We investigated the extracts of four nudibranchs species and
their respective preys. The active extract of the marine sponge Agelas sventres, has also
been investigated. From the extract of the marine sponge Agelas sventres we could isolate a
series of bromopyrrolic alkaloids, substances that are typically found in sponges of Agelas
genus. Among the isolated compounds, oroidin was found to inhibit the activity and function
of the Pdrbp enzyme from Saccharomyces cerevisiae. From the extract of the nudibranch
Tambja stegosauriformis and its prey, the bryozoan Bugula sp., several known tambjamines
alkaloids were isolated. The tambjamines C, D, K, and the aldehyde of the tambjamine B
were found in both animals; aldehyde of tambjamine A was identified only in the nudibranch
extract, whereas tambjamine A and an isomer of tambjamine J were found on the bryozoan.
The study of the extract of the nudibranch Okenia zoobotryon and its prey, the bryozoan
Zoobotryon verticillatum, resulted in the isolation of a single known brominated indole
alkaloid, 2,5,6-tribromo-N-metilgramine, present on both animals. Similar results were
obtained in the study of extract of the nudibranch Hypselodoris lajensis along with its prey, a
Dysidea sponge, that led to the isolation of a single diterpene, the furodysinin lactone.
Although both compounds are known, this is the first report on the isolation of those
compounds from nudibranch species. Finally, the investigation of the extract from the
nudibranch Pleurobranchus areolatus provided two new modified diketopiperazines, closely
related to modified diketopiperazines, the rodriguesins A and B, isolated from the ascidian
Didemnum sp. It is important to note the use of LC-UV-MS and MS/MS analysis in this work,
which were important in the identification of several compounds present in the studied
extracts in very small amounts.



Capitulo 1

Introducédo a Quimica de Produtos Naturais

1.1 - Produtos Naturais

A utilizacdo de produtos naturais pelo homem data dos tempos remotos de sua
histéria com registros que vem desde 1500 a.C., sendo utilizados ndo somente para fins
medicinais, como também para fins de defesa, caca e ainda na execu¢do de prisioneiros

(Souza et al., 2007; Viegas Jr. et al., 2006).

A descoberta de substancias alucinégenas foi um exemplo marcante de produtos
naturais que causaram grande impacto na humanidade. O 6pio, preparado dos bulbos de
Papaver somniferum, € conhecido h& séculos por suas propriedades soporiferas e
analgésicas. Esta planta era utilizada desde a época dos Sumérios (4000 a.C.), e dela foram
obtidos diversos alcaléides como a morfina (1) (Fig. 1), constituinte majoritario utilizado
como analgésico até hoje; a codeina (2) (Fig. 1), um antitussigeno; a tebaina (3) (Fig. 1),

antagonista da morfina; a narcotina (4) (Fig. 1), um antitussigeno e espasmolitico, e a

papaverina (5) (Fig. 1), com atividade espamolitica (Hostettmann et al., 2003).



H,CO

(2) codeina (3) tebaina

(5) papaverina

(4) narcotina
Figura 1 : Estruturas quimicas dos compostos 1-5.

Apesar da utilizacdo dos produtos naturais desde muito tempo, o desenvolvimento e
aplicacdo dos produtos naturais apresentaram pouco progresso até a década de 1940,
somente a partir do advento dos métodos fisicos de analise e de purificagdo, como por
exemplo, a espectroscopia na regido do visivel, ultravioleta e infravermelho, no inicio dos

anos 40 e ressonancia magnética nuclear no inicio dos anos 60 (Souza et al., 2007).

No século XIX, com o desenvolvimento da industria farmacéutica, os produtos
naturais comecaram a ser explorados comercialmente para o desenvolvimento de
medicamentos. Talvez 0 marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a
partir de produtos naturais tenha sido a descoberta dos salicilatos obtidos da casca de Salix
alba, que apresentaram propriedades analgésicas e antipiréticas, de onde foi isolada a
salicina (6) (Fig. 2), a qual serviu de modelo para a sintese do &cido salicilico (7) (Fig. 2) e
do &cido acetil-salicilico (AAS) (8) (Fig. 2), um composto menos acido que o acido salicilico

mas com a mesma propriedade analgésica desejada (Yunes et al., 2001).



OH
HOZC HO,C

O—glicose OH OAc

(6) salicina (7) &cido salicilico (8) acido acetil-salicilico
Figura 2 : Estruturas quimicas dos compostos 6-8.

A importancia dos produtos naturais, de origem vegetal ou animal, no combate a
diferentes tipos de doencas adquiridas pela espécie humana, pode ser vista pelo grande
namero de farmacos que estdo atualmente disponiveis no mercado. Como exemplo,
podemos citar a artemisinina (9) (Fig. 3), um antimalarico obtido da planta Artemisia annua;
a atropina (10) (Fig. 3), anticolinérgico extraido da planta Atropa belladona: a cafeina (11)
(Fig. 3), estimulante extraido de diferentes plantas como Coffea arabica (café), llex
paraguariensis (erva-mate) e Paullinia cupana (guarand); a estreptomicina (12) (Fig. 3), o
primeiro antibiotico utilizado no tratamento da tuberculose, isolado do fungo Streptomyces

griseus, entre outros exemplos (Rocha et al., 2001).
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Figura 3 : Estruturas quimicas dos compostos 9-12.



Segundo pesquisa realizada entre 1981 — 2006, nos ultimos 25 anos foram
introduzidas no mercado 1010 novas entidades quimicas (NCEs — “New Chemical Entities”),
que apresentaram as mais variadas atividades biologicas: antifingica, antibacteriana,
antiviral, anticancerigena, entre outras. Aproximadamente 42% desses novos farmacos séo
produtos naturais ou derivados de produtos naturais, ou foram sintetizados e tiveram suas
estruturas baseadas em grupos farmacoféricos de produtos naturais, demonstrando a
importancia e grande potencial dos produtos naturais para a descoberta e desenvolvimento

de novos medicamentos (Newman e Cragg, 2007).

A descoberta de novos farmacos pela industria farmacéutica € considerada por
especialistas uma atividade complexa, multifatorial, cara, demorada, envolvendo a aplicacdo
de técnicas e metodologias modernas, e cuja produtividade € questionada com base em
dados que demonstram a relacdo inversamente proporcional entre os investimentos em
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) e a descoberta de NCEs. A identificacdo de NCEs
seguras e eficazes para um determinado alvo terapéutico constitui o principal foco das
indastrias farmacéuticas. O potencial de acdo completo de um NCE s6 € conhecido até que
seja testado nas diferentes etapas de ensaios clinicos. Estima-se que a taxa de insucesso
deste processo seja superior a 90%. As principais razdes incluem: perda de eficcia clinica,
propriedades farmacocinéticas inadequadas, toxicidade, reacfes adversas, razodes

comerciais e limitacGes farmacotécnicas (Lima, 2007; Cragg et al., 1997).

1.2 — Produtos Naturais Marinhos

Com a necessidade de se combater novas linhagens resistentes de microrganismos
e produzir farmacos eficazes contra novas doencas, estimulou-se a procura por fontes ndo
convencionais de alimentos e medicamentos (Kelecom, 1997). Os organismos dos oceanos

se mostraram fonte de um grande nimero de substancias quimicas Unicas, freqientemente



produzidas e acumuladas em invertebrados marinhos como esponjas, briozoérios, tunicados
e moluscos. Muitos destes compostos apresentam atividades farmacoldgicas, tornando-se

candidatos interessantes para o desenvolvimento de novos farmacos (Proksch et al., 2002).

Por muito tempo os oceanos permaneceram inexplorados devido as dificuldades de
acesso ao ambiente marinho, sendo somente a partir da Segunda Guerra Mundial que os
estudos sobre produtos naturais de origem marinha cresceram de forma significativa,
principalmente em decorréncia do desenvolvimento de equipamentos de mergulho que
deram inicio ao mergulho auténomo facilitando o até entdo dificil acesso ao ambiente

subaquéatico (McConnell et al., 1994).

Considera-se que a quimica de produtos naturais de origem marinha teve inicio com
o isolamento dos nucleosideos espongotimidina (13) (Fig. 4) e espongouridina (14) (Fig. 4)
a partir da esponja Cryptotethya crypta, por Bergmann e seus colaboradores (Bergmann,
1949; Bergmann e Feeney, 1950, 1951; Bergmann e Burke, 1955; Bergmann et al., 1957). O
estudo de andlogos sintéticos desses nucleosideos levou ao desenvolvimento dos agentes
antiviral Ara-A (15) (Fig. 4) e do anticancerigeno Ara-C (16) (Fig. 4). Estes compostos foram

os primeiros derivados de produtos naturais marinhos a atingir o mercado para uso clinico.

0 O NH, NH,
v AL 8 I )
0” N O)\N k\N N O)\N
CH,0 !‘ !J
OH OH OH OH
(13) espongotimidina (14) espongouridina (15) ara-A (16) ara-C
Figura 4 : Estruturas quimicas dos compostos 13-16.

Segundo dados da literatura, somente no ano de 2009 foram isolados 1.011 novos

compostos a partir de organismos marinhos, praticamente 0 mesmo namero encontrado em



2008 (1065). Destes, pouco mais da metade (55%) foram isolados de microorganismos de
origem marinha e de esponjas, sendo os dois filos mais estudados do ponto de vista quimico
atualmente. Estima-se que cerca de 153.000 produtos naturais conhecidos atualmente,

sendo que aproximadamente 22.000 s&do de origem marinha (Blunt et al., 2011).

Equinodermos

49, Microrganismos
Algaosglsrdes marinhos e
Esponjas e fitoplancton
marinhas 27%
29%

Algas marrons
3%

Algas vermelhas

Ascidias 5%

5% Mangue Cnidarios Briozoarios
2% 21% 1,5%

Figura 5 : Distribuicdo dos produtos naturais de origem marinha (Blunt et al., 2011).

1.3 — Produtos Naturais de Esponjas Marinhas

As esponjas marinhas s&o os animais multicelulares mais primitivos. Estes animais
nao possuem 6rgaos, mas apresentam um tecido conjuntivo bem desenvolvido, no qual as
células realizam vérias fun¢des. S&o animais aquéticos, predominantemente marinhos, e
apresentam uma grande variacdo em relacdo ao seu tamanho, cores e formas, muitas vezes
tornando dificil a identificacdo de uma espécie (Rupert e Barnes, 1996). Os poriferos se
nutrem da mateéria organica dissolvida e do picoplancton, podendo ser altamente eficientes

na execucgao de tal tarefa (Reiswig,1973).
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Figura 6: Diagrama de uma esponja asconoide parcialmente seccionada (Rupert e Barnes,
1996).

As esponjas continuam sendo fonte do maior nimero de metabdlitos secundarios
dentre todos os filos marinhos (Blunt et al., 2011), e o estudo sistematico destes metabdlitos
tem levado ao isolamento de um numero crescente de produtos naturais, 0s quais
apresentam diversas atividades farmacologicas e biolégicas (antibidtica, antifiingica, toxica,

citotoxica, antimitdtica e antiviral).

Dentre diversos exemplos de compostos bioativos isolados mais recentemente de
esponjas marinhas, podemos citar o isolamento de dois novos policetideos ciclicos, 0 11,12-
dide-hidro-13-oxo-plakortideo (17) (Fig. 7) e 10-carboxi-11,12,13,14-tetranorplakortideo Q
(18) (Fig. 7) a partir da esponja marinha Plakortis sp., coletada na Australia. O composto
(17) apresentou atividade antitripanossomal in vitro contra Trypanosoma brucei brucei com
um ICsy no valor de 49 nM, enquanto que o composto (18) apresentou atividade 20 vezes

menor (Feng et al., 2010).



Estudos realizados com uma esponja marinha coreana, Phorbas sp., resultou no
isolamento de trés novos sesterterpendides, os phorbacetais A (19) (Fig. 7), B (20) (Fig. 7) e
C (21) (Fig. 7). O phorbacetal A apresentou moderada atividade frente a linhagens de
células de cancer colo-retal (HT-29, com ICs, de 12 pg/mL), cancer de figado (HepG2, com
ICso de 11.2 pg/mL) e cancer de pulmao (A549, com ICs, de 11 pg/mL). Os phorbacetais B e
C apresentaram o0s seguintes resultados de atividades: células HT-29 (ICs, de 27,9 e 212
pug/mL), células HepG2 (ICso de 14,8 e 11,8 pg/mL) e células A549 (ICso de 465 e 12,4

pg/mL), respectivamente (Rho et al, 2009).

0

(R)-OH phorbacetal B (20)
(S)-OH phorbacetal C (21)

phorbacetal A (19)

Figura 7 : Estruturas quimicas dos compostos 17-21.

Um novo bismacrolideo nitrogenado, tausalarina C (22) (Fig. 8), foi isolado a partir da
esponja Fascaplysinopsis sp. coletada em Madagascar. O composto apresentou atividade
antiproliferativa frente a linhagem K562 de células leucémicas, com inibicdo de 35%, 65% e

74% em 24, 48 e 72 horas respectivamente (Bishara et al., 2009).

Cinco novos sesterterpenos (23-27) (Fig. 8) foram isolados a partir da esponja

Hyatella sp., coletada na Coréia. Os compostos apresentaram moderada citotoxicidade,



atividade antibacteriana e uma fraca atividade inibitoria frente a liase isocitrato (Jeon et al.,

2011).

23: R' = OAc, R? = OH, R® = OAc
24:R' = OH, R?=0H, R® = OAc
25: R' = OAc, R2=OCH;, R®*=H

H;CO,

—CO,Na
OAc N

tausalarina C (22)

Figura 8 : Estruturas quimicas dos compostos 22-27.

Da esponja marinha Spongionella sp. foram isolados quatro novos compostos, as
gracilinas J-L (28-30) (Fig. 9), pertencentes as classes trisnorditerpeno, bisnorditerpenos e
norditerpenos respectivamente, e ainda um novo diterpeno, a 3’-norspongiolactona (31)
(Fig. 9). Os compostos apresentaram atividade citotoxica frente a linhagem K562 de células
leucémicas (ICso de 15,0; 8,5; 2,65 e 12.0 uM respectivamente) e uma linhagem de células

normais PBMC (ICs, de 30,0; 9,0; 3,0 e 30,0 uM respectivamente) (Rateb et al., 2009).



Figura 9 : Estruturas quimicas dos compostos 28-31.

1.4 — Produtos Naturais de Ascidias

As ascidias séo invertebrados marinhos sésseis comuns em todo o mundo. A maioria
das ascidias é encontrada em 4guas rasas, onde se prendem a rochas, conchas, estacarias
e fundos de navio, ou ainda se fixam na areia e na lama por meio de filamentos ou de uma
haste. Uma grande diversidade de espécies habita mares tropicais rasos, e muitas formas
coloniais diminutas habitam fendas nas cabecas antigas de coral e embaixo das rochas
coralinas. O corpo das espécies solitarias pode variar desde 1 mm de diametro até 18 cm,
enquanto que as espécies coloniais podem ter desde centimetros a um metro ou mais,

assim como varios centimetros de espessura (Rupert e Barnes, 1994).
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Figura 10 : Fotos das ascidias Ascidia mentula

(http://www.marinbi.com/ascidiacea/ascidia mentula.jpg) € Didemnum albidum

(http://www.marinbi.com/ascidiacea/ascidie4.jpq).

Um grande numero de compostos biologicamente ativos ja foram isolados de
ascidias, comprovando sua importancia devido ao potencial de aplicacao farmacolégica de
substancias isoladas destes animais (Blunt et al., 2008). Cerca de 85% dos compostos
provenientes do metabolismo secundéario isolados destes animais s&o compostos
nitrogenados, geralmente alcaléides, peptideos e derivados de aminoacidos, sendo os 15%
restantes provenientes da rota do acetato ou ainda da rota do acetato-mevalonato (Ireland et

al., 1993).

Um alcaléide poliaromatico, aplidiopsamina A (32) (Fig. 11), foi isolado a partir de
uma ascidia australiana, Aplidiopsis confluata. O composto isolado inibiu o crescimento de
duas linhagens (3D7, ICso= 1,47 tM; Dd2, ICso= 1,65 M) do parasita causador da malaria, o
Plasmodium falciparum, que provocam resisténcia a medicamentos contra a doenca. Além

disso, apresentou baixa toxicidade frente a células humanas (Carrol et al., 2010).

As rossinonas A e B (33-34) (Fig. 11), derivados de meroterpenos biologicamente
ativos, foram isoladas de ascidias do género Aplidium, coletadas na Antartica. Ambos

compostos apresentaram atividades anti-inflamatéria, antiviral (contra os virus HSV-1 e PV-

11



1) e antimicrobiana (contra a bactéria Bacillus subtilis e o fungo Trichophyton

mentagrophytes) (Appleton et al., 2009).

O fracionamento de extratos da ascidia subértica Synolcum pulmonaria, coletada na
costa norueguesa, levou ao isolamento de uma nova familia de oxazolidinonas guanidinicas
bromadas, denominadas synoxazolidinonas A e B (35-36) (Fig. 11). A synoxazolidinona A
apresentou atividade antibacteriana frente ao Staphylococcus aureus (MIC = 10 tg/mL) e
Corynebacterium glutamicum (MIC = 6,25 wg/mL), e antifingica contra o Saccharomyces

cerevisiae (MIC = 12,5 1g/mL) (Tadesse et al., 2010).

OH
HN
=
NS
N
N—N rossinona A (33)
¢ 34
N
N\ .
NH, rossinona B (34)
aplidiopsamina A (32) HN H

N
SNH, NE—NHQ

Br Cl H NH Br
O H /O H
- o e}

NH AN NH
Br = Br
H o) H O
synoxazolidinona A (35) synoxazolidinona B (36)

Figura 11 : Estruturas dos compostos 32-36.

Cinco novos alcodis insaturados, crucigasterinas A-E (37-41) (Fig. 12), foram
isolados da ascidia do Mediterraneo Pseudodistoma crucigaster. Em particular, a
crucigasterina B se mostrou ativa frente a Escherichia coli e Candida albicans a 50 pg/mL,

enquanto a crucigasterina E foi ativa frente a E. coli a 100 wg/mL (Ciavatta et al., 2010).
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C OH
OH . . crucigasterina D (40)
crucigasterina A (37)
NH; NH,
: /\/\/\/\/\/\/
/\_/E/\/\/\/\ :
OH OH e
crucigasterina B (38) crucigasterina E (41)
NH,

crucigasterina C (39)

Figura 12 : Estruturas dos compostos 37-41.

Estudos quimicos realizados com ascidias levaram ao isolamento de um menor
namero de compostos, quando comparado com as esponjas marinhas, por exemplo. Apesar
disso, muitos compostos isolados destes tunicados demonstraram possuir importantes
propriedades farmacoldgicas, sendo um deles a ecteinascidina 743 (42) (Fig. 13)
(Yondelis®) que se encontra atualmente em uso médico no tratamento de sarcomas,
enquanto outros, como a didemnina B (43) e aplidina (44) (Fig. 13), encontram-se na Fase Il

de testes pré-clinicos (Molinski et al., 2009; Ciavatta et al., 2010).

Estes dados ilustram a grande importancia desta classe de animais marinhos na

busca por compostos biologicamente ativos.
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Figura 13 : Estruturas dos compostos 42-44.

1.5 — Produtos Naturais de Nudibranquios

Os membros do filo Mollusca incluem formas tais como 0s mariscos, as ostras, as
lulas, os polvos e os caramujos. Em abundéancia de espécies, os moluscos constituem o
maior filo de invertebrados depois dos artrépodes. Ja foram descritas mais de 50.000
espécies de moluscos, sendo a classe Gastropoda a maior deste filo com aproximadamente

30.000 espécies (Rupert e Barnes, 1994).

Com aproximadamente 3.000 espécies, os nudibranquios, que pertencem a
superordem Opisthobranchia, situam-se entre os moluscos mais espetaculares. Apresentam

manto ou concha bem reduzida ou completamente ausente. A superficie corporal dorsal é
14



bastante aumentada na maioria dos nudibranquios pelas numerosas proje¢cdes chamadas

ceres, que podem ter a funcéo de defesa contra predadores (Rupert e Barnes, 1994).

Figura 14 : Pleurobranchea californica (http://www.seaslugforum.net/pleucali.htm), Tambja

eliora (http://www.seaslugforum.net/tambelio.htm) e Doriopsis flabellifera

(http://www.seaslugforum.net/factsheet/doriflab)

Moluscos nudibranquios sao tipicamente considerados predadores de esponjas,
ascidias, briozoérios, octocorais e outros moluscos. Como suas presas sésseis produzem
ou acumulam substancias que muitas vezes apresentam atividades bioldgicas, estes
moluscos nudibranquios terminam por adquirir e acumular estas substancias. O estudo
realizado com extratos do nudibranquio Hypselodoris zebra, um predador da esponja

marinha Dysidea etheria, revelou a presenca de diversos furanosesquiterpenos além dos

15



compostos 5-acetoxi (44) e 5-hidroxi-nakafurano-8 (45) (Fig. 15), ambos encontrados
previamente nos extratos da esponja (Grode e Cardellina, 1984). Diversos outros estudos
indicaram este tipo de associacdo (Tischler e Andersen, 1991; Fontana et al., 1999; Corley

et al., 1988; Hirota et al., 1998).

Acd
(44) (45)

Figura 15 : Estruturas quimicas dos compostos 44-45.

Uma série de novos sesquiterpenos, as dendocarbinas A-N (46-59) (Fig. 16), foram
obtidas a partir do extrato etandlico do nudibranquio Dendrodoris carbunculosa coletado no
Japdo, sendo que alguns destes sesquiterpenos exibiram atividade citotoxica contra

linhagens de células de leucemia P388 (Sakio et al., 2001).

Devido a esta capacidade de armazenar as mais diversas substancias, o0s
nudibranquios se tornaram um interessante alvo de estudos quimicos visando o isolamento
de produtos naturais. A partir dos extratos da pele e do muco do nudibranquio Jorunna
funebris, foi isolado o composto jorumicina (60) (Fig. 17), um alcal6ide isoquinolinico que
apresentou atividade citotoxica contra diversas linhagens de células cancerosas humanas,
com um ICs, de 12,5 ng/mL. Este composto possui uma estrutura relacionada com as
ecteinascidinas e saframicinas, duas conhecidas classes de compostos com atividades
antitumorais. Embora tenha apresentado uma atividade menos potente que o Et-743 (42),

acredita-se que o mecanismo de acdo da jorumicina seja semelhante (Fontana et al., 2000).
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Figura 16 : Estruturas dos compostos 46-59.

OMe

Figura 17 : Estruturas dos compostos 60 e 42.
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Dois sesterterpenos, desoximanoalida (62) e deoxisecomanoalida (63) (Fig. 18),
foram isolados do extrato lipofilico do nudibranquio Chromodoris willani coletado em
Okinawa, e ambos compostos apresentaram atividade antimicrobiana moderada contra
Escherichia coli e Bacillus subtilis, e também inibicdo da acdo do veneno de cobra

fosfolipase A2 a 0,2 e 0,5 uM (Uddin et al., 2009).

Uma série de oito isocianetos, incluindo trés novos sesquiterpenos (64-66) (Fig. 18),
foram isolados a partir do nudibranquio Phyllidiella pustulosa coletado na China. Dentre os
compostos isolados estdo alguns diterpenos ja conhecidos, porém nunca antes encontrados

em nudibranquios deste género (Manzo et al., 2004).

(66)

(64) (65)

Figura 18 : Estruturas dos compostos 62-66.

Um estudo quimico realizado com um nudibranquio Chromodoris sp. forneceu dois
novos diterpenos (67-68) (Fig. 19), juntamente com outros compostos conhecidos. Os
compostos inéditos apresentaram moderada atividade citotoxica contra a linhagem de

células P388 com ICs, de 4,13 e 2,72 pg/mL respectivamente (Yong et al., 2008).

18



O primeiro estudo quimico realizado com o nudibranquio Doriopsilla pelseneeri,
coletado na costa de Portugal, resultou no isolamento de dois novos alcoodis
furanosesquiterpendicos (69-70) (Fig. 19) juntamente com alguns compostos previamente
conhecidos. Devido a similaridade estrutural com diversos sesquiterpenos isolados de
esponjas do género Dysidea, pode-se dizer que a presenca destes metabdlitos no

nudibranquio esteja relacionada a dieta deste animal (Gaspar et al., 2005).

OAc o

(68)

HO,,

(69) (70)

Figura 19 : Estruturas dos compostos 67-70.

Diversos estudos apontam que algumas espécies de moluscos nudibranquios sao
capazes de realizar biossintese de novo de metabdlitos adquiridos em sua dieta, adaptando-

0 para sua defesa.

Em trabalho de Faulkner e colaboradores (Faulkner et al., 1990) realizou-se uma
comparacdo dos constituintes quimicos de seis espécies de nudibranquios coletados em
diferentes locais da costa do Pacifico, a fim de se observar se a diferenca na alimentagéo
dos nudibranquios levava a uma variacdo da constituicdo quimica de seus extratos. As
espécies que apresentassem 0s mesmos metabolitos independentemente de seu habitat,

seriam aquelas mais provaveis de apresentarem biossintese de novo. Embora a maioria das
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espécies de nudibranquios analisada tenham apresentado uma variacdo dos metabdlitos
encontrados, os espécimens de Archidoris montereyensis apresentaram 0S mesmos
compostos 71 e 72 (Fig. 20), independente do local de coleta (La Jolla e Vancouver). Testes
adicionais com a injecdo de acido mevaldnico marcado (**C) nas glandulas digestivas dos
moluscos demonstraram que o A. montereyensis era capaz de biossintetizar de novo a

porcao terpeno destes glicerideos (Gustafson et al., 1984; Gustafson e Andersen, 1985).

OH

"'OH X XN AN
(@) OH
1 /\/\

OH
72
7

Figura 20 : Estruturas dos compostos 71-72.

Em outro estudo, analisou-se os extratos do molusco Ascobulla fragilis e de sua
presa, a alga Caulerpa prolifera. A alga contem a caulerpenina (73) (Fig. 21), um
sesquiterpeno venenoso para peixes. O molusco A. fragilis € capaz de sequestrar a
caulerpenina e modificar a molécula para a oxitoxina-1 (74) e oxitoxina-2 (75) (Fig. 21)

(Cimino et al., 1990).

CHO

CHO

74 75

Figura 21 : Estruturas dos compostos 73-75.
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Os moluscos nudibranquios, portanto, se mostram uma interessante fonte de
substancias biologicamente ativas, pelo fato desses animais utilizarem geralmente uma
defesa quimica contra predadores, tornando importante o entendimento biolégico e quimico

destes animais.

1.6 — Produtos Naturais de Briozoarios

Os briozoérios sé&o organismos coloniais, sedentarios e filtrantes, amplamente
distribuidos nos ambientes marinhos e de agua doce, e com aproximadamente 5.000
espécies. Uma colbnia de briozoarios consiste em um grande numero de minudsculos
individuos intercomunicados, os zodides, podendo variar em tamanho, forma e textura nas
diferentes espécies. O filo Bryozoa € dividido em trés classes: a Phylactolaemata,
Gymnolaemata e Stenolaemata. A classe Gymnolaemata é quase completamente marinha e
inclui a grande maioria dos briozoérios vivos, bem como muitas espécies fosseis. A classe

Phylactolaemata restringe-se a agua doce e, embora se distribua amplamente, contém

somente cerca de 50 espécies.

Embora a quantidade de pesquisas realizadas com metabdlitos secundarios de
briozoarios seja pequena quando comparado com outros invertebrados marinhos, estes
animais se mostraram uma excelente fonte de compostos novos e biologicamente ativos
(Yao et al.,, 2003). O mais significativo composto isolado desta classe de animais é a
briostatina (76) (Fig. 23), isolada a partir do briozoario Bugula neritina nos anos 70, que
apresentou atividade citotoxica em linhagens de células de tumores de pulméo, célon,

sistema nervoso central, melanomas, renais e ovarianas.
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briostatina (76)

Figura 23 : Estrutura quimica da briostatina (76).

Os briozoarios sao uma fonte excepcional de alcaléides estruturalmente Unicos, além
de outras classes compostos como as flustraminas, securaminas, tambjaminas dentre

outros.

Um novo alcaldide, o 5-bromo-8-metoxi-1-metil-B-carbolina (77) (Fig. 24), foi isolado
a partir do briozoario marinho Pterocella vesiculosa coletado na Nova Zelandia. O alcal6ide
apresentou atividade contra células leucémicas P388 com um ICs, = 5,01 pg/mL, e também
atividade inibitéria frente a bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis e os fungos Candida
albicans e Trichophyton mentagrophytes com MID nas faixas de 2-4, 4-5 e 4-5 pg/mL

respectivamente (Till e Prinsep, 2009).
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No estudo realizado com o briozoario Watersipora subtorquata coletado no Japéo, foi
isolado o brioantratiofeno (78) (Fig. 24), um novo composto com atividade antiangiogénica.
A angiogénese define-se pelo crescimento e formacédo de novos vasos sanguineos a partir
de outros pré-existentes sendo critica para o desenvolvimento e crescimento de tumores e
na metastase. O brioantratiofeno apresentou uma significante atividade antiangiogénica
inibindo o crescimento de células endoteliais adrticas bovinas (BAEC) com ICs, de 0,005

pmol (Jeong et al., 2002).

O extrato obtido do briozoario marinho Caulibugula intermis coletado no Pacifico,
forneceu seis novos compostos, caulibugulonas A-F (79-84) (Fig. 24). Estes compostos
apresentaram atividade citotdxica contra células tumorais IC-2"T, com ICs, de 0,34; 0,22;

0,28; 1,67; 0,03 e 0,1 pg/mL respectivamente (Milanowski et al., 2004).
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Figura 24 : Estrutura quimica dos compostos 77-84.
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Capitulo 2

Justificativa e Objetivos

2.1. Justificativa

Os invertebrados marinhos, como esponjas, ascidias, nudibranquios e briozoarios, se
mostraram uma excepcional fonte de substdncias com atividades biolégicas e
farmacologicas. Sendo assim, € de extremo interesse que se investigue o metabolismo
secundario destas espécies, objetivando quando possivel o isolamento dos compostos
responsaveis pela atividade biolégica. Em particular, moluscos nudibranquios, que sé&o
considerados predadores de animais produtores de substancias com atividade bioldgica,
terminam por adquirir e acumular tais substancias. Sendo assim, o estudo quimico destes
moluscos nudibranquios € importante para contribuir em se conhecer a ecologia e a quimica

destes animais.

2.2. Objetivos

Os principais objetivos do presente trabalho séo:
1- Selecionar extratos ativos de organismos marinhos como esponjas, ascidias e outros,
com o objetivo de se isolar compostos com atividade bioldgica;
2- Realizar o estudo quimico de extratos de nudibranquios da costa do Brasil, paralelamente
ao estudo dos extratos de suas respectivas presas, a fim de se conhecer melhor a quimica
destes animais;
3— Isolar e identificar as substancias presentes nos extratos selecionados com o auxilio do
método de desreplicacdo por LC-UV-MS e comparacdo com dados da literatura dos
compostos ja descritos;
4— Quando isolados em quantidade suficiente, avaliar as atividades biolégicas das

substancias puras.
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Capitulo 3

Parte Experimental

3.1. Técnicas Espectroscopicas
3.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando-se os seguintes aparelhos: Bruker
DRX 400 (9,4 Tesla), operando a 400,35 MHz na freqiiéncia do hidrogénio (*H) e a 100,10
MHz na freqiiéncia do Carbono (**C) no DQ-UFSCar; Bruker Avance lll (14,1 Tesla),
operando a 600,23 MHz na freqiiéncia do hidrogénio (*H) e a 150,93 MHz na freqiiéncia do
Carbono (**C) no DQ-UFSCar. Os deslocamentos quimicos sio expressos em ppm,
calibrados a partir do sinal do TMS. Valores de constantes de acoplamento sdo expressos
em Hz.

As amostras para analise foram preparadas utilizando-se de solventes deuterados de
marca Cambridge Isotopes: metanol deuterado (MeOD-d,;), dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds) e cloroférmio deuterado (CDClg). O padrdo usado como referéncia interna foi o

tetrametilsilano (TMS).

3.1.2. Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram obtidos com um
detector espectrofotométrico UV-Visivel modelo Waters 2996 com detector de arranjo de
fotodiodos (“Photodiode Array Detector” - PDA), que nos permitiu observar entre o0s

comprimentos de ondas de 200 a 800 nm.

3.1.3. Infravermelho (1V)
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Os espectros na regido do infravermelho (1V) foram obtidos em um espectrofotbmetro
FTIR Bomem modelo MB-102 (IQSC-USP). As amostras foram dissolvidas em pequena
gquantidade de solvente volatil apropriado e aplicadas sob forma de filme em disco de silicio,

evaporando o solvente sob vacuo em dessecador.

3.1.4. Espectrometria de Massas (MS)

Foram obtidos espectros de massas de baixa e alta resolucdo no espectrometro
Bruker Daltonics modelo Ultra-TOF (gas de colisdo N,) na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.

Os espectros de massas MS/MS foram obtidos em um aparelho LC-UV-ESI-MS/MS,
com resolucdo cromatografica em um sistema Alliance 2695 (Waters), deteccdo por arranjo
de diodos PDA 2996 (Waters) e acoplado a um espectrobmetro de massas do tipo triplo
quadrupolo, modelo Micromass QuattroLC (Manchester, U.K), equipado com uma fonte de

ions “API Z-spray” e uma sonda para ionizagao eletrospray em alto fluxo.

3.1.5. Rotacéo Otica [a]p

As medidas de rotacdo otica foram obtidas em um Polarimetro da marca JASCO
Modelo P1020 com cela cilindrica de vidro modelo CG1-10 tamanho: f 10 mm I.D. x 10 mm.
As amostras foram dissolvidas em 1,0 mL de MeOH grau cromatografico (HPLC) da marca

J.T. Baker ou Honeywell e o experimento realizado em temperaturas de 20°C ou 25°C.

3.2. Técnicas Cromatogréficas

3.2.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para andlise qualitativa em CCD foram utilizadas cromatofolhas de silica-gel 60
sobre poliéster com indicador ultravioleta F,s4 20 x 20 cm (Aldrich). As cromatofolhas foram

reveladas por inspecéo sob luz ultravioleta (UV) com lampada Spectroline modelo ENF-240
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C/FE nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm, além de serem usados 0s seguintes

reagentes como reveladores:

a- Solucdo de 0,2 g de ninidrina em 100 mL de EtOH P.A. (Quimex), aquecendo-se a placa
em seguida por 5 minutos em estufa a 120° C, para identificacdo qualitativa de
aminoacidos e aminas primarias;

b- Solucédo de 20% de acido fosfomolibdico em EtOH P.A. (Quimex), aquecendo-se em
seguida por 5 minutos em estufa a 120° C, para identificacdo qualitativa de substancias
redutoras;

c- Solugcdo Dragendorff. (solucdo A: 0,85 g de nitrato basico de bismuto em 10,0 mL de
acido acético glacial + 40 mL de agua, e solucdo B: 8,00 g de iodeto de potassio
dissolvido em 20 mL de &gua. Mistura-se 1:1 de solugbes A e B resultando em uma
solucdo estoque. Utiliza-se a mistura na proporcao: 1,0 mL da solucéo estoque com 2,0
mL de &cido acético glacial e 10,0 mL de &gua), para identificacdo qualitativa de

alcaldides, principalmente.

3.2.2. Cromatografia em Coluna pré-empacotada

Dependendo da polaridade da amostra em andlise, foram realizadas cromatografias
em colunas pré-empacotadas de marca Waters Sep-Pak® vac 35 cc ou de marca
Phenomenex Strata® de diferentes dimensdes (2,0 g; 5,0 g ou 10,0 g) e com diferentes
fases estacionarias: silica-gel ou silica-gel derivatizada com grupos octadecilsilano (Cyg) ou

cianopropila.

3.2.3. Cromatografia em Coluna por exclusdo de tama nho

Para cromatografia de permeacdo em gel utilizou-se de uma coluna de vidro com
dimensbes de 170 cm de comprimento e 2 cm de didmetro interno. O material utilizado
como fase estacionaria foi o Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech®). A eluic&o foi realizada

em modo isocratico com MeOH grau P.A.
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3.2.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HP  LC)

Os equipamentos utilizados nas separagfes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) consistiam em um sistema Waters® com duas bombas modelo Pump 600,
um sistema degaseificador utilizando-se gas hélio, um detector espectrofotométrico UV-
Visivel com leitura em dois comprimentos de onda, modelo 2487, e um sistema de controle
Controller 600.

Também foi utilizado um sistema cromatografico Waters® que consiste em um
sistema de controle Alliance Modelo Waters 2695 acoplado com detector
espectrofotométrico UV-Visivel modelo Waters 2996 com detector de arranjo de fotodiodos
(“Photodiode Array Detector” - PDA); detector de espalhamento de luz modelo Waters 2424
(“Evaporative light scattering detector” — ELSD) e detector espectrométrico de massas (MS)
modelo Waters Micromass ZQ 2000 (sistema LC-UV-ELSD-MS). Um “split” de fluxo foi
utilizado para que apenas 20% do efluente cromatogréfico fosse direcionado ao detector de
massas (MS).

Para as separac¢fes foram utilizadas as colunas: a) Waters X-Terra MS Cyg, 3.5 um,
2,1 x 50 mm; b) coluna C,s CSC-Inertsil 150 A/ODS 2 de 5 um, de dimensdes 25 x 0,94 cm;
¢) Phenomenex Synergi Fusion RP18, 4 tum, 250 x 4,6 mm; d) Inertsil Ph, 5 tm, 4,6 x 250
mm, GL Sciences Inc.; e) Inertsil ODS-3, 5 tum, 4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.; f) Inertsil
ODS-SP, 5 um, 4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.; g) Waters Delta Pak C,g, 15 zm, 300 x 7,8
mm; h) Waters Symmetry Cy, 3.5 tm, 4,6 X 75 mm.

As fracBes aquosas provenientes das cromatografias em fase reversa foram secas
em um sistema de centrifuga a vacuo Savant modelo Speedvac®Plus SC 210. As fracdes
organicas provenientes de cromatografia em fase normal foram secas em um evaporador

rotativo.
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3.2.5. Solventes

Os solventes utilizados em CCD, Sephadex LH-20 e Sep-Pak foram todos de grau
analitico. Nas cromatografias liquidas de alta eficiéncia (HPLC) foram utilizados solventes de
grau cromatografico (J.T. Baker, Mallinckrodt, Honeywell, etc). A 4gua utilizada em todas as
cromatografias foi destilada e purificada em um sistema Milli-Q Millipore equipado com

resina de troca ibnica e filtro biolégico.

3.3. Protocolos dos Bioensaios

3.3.1 Determinacédo da Atividade inibitoria da oroid  ina
3.3.1.1 Preparacgéo das Membranas de Plasma
As membranas de plasma contendo a proteina Pdr5p foram preparadas a partir da

linhagem mutante AD124567 de Saccharomyces cerevisiae.

3.3.1.2 Ensaios NTPase

As atividades enzimaticas utilizando ATP e UTP como substratos foram avaliadas em
um meio padrao (50 L de volume final) contendo 100 mM de Tris-HCI com pH 7,5, 4 mM de
MgCl,, 75 mM de KNOs, 7,5 mM de NaN3;, e 0,3 mM de molibdato de aménio, na presenca
de 3 mM de ATP ou UTP. A reacéo foi iniciada pela adicdo da membrana de plasma para 13
(g/mL, mantida a 37° por 60 minutos, e paralisada pela adicdo de 1% de SDS. O fosfato
inorganico liberado (Pi) foi medido como descrito em ref.. A oroidina foi adicionada a partir
de solugbes em DMSO para uma concentracdo final de 5% em volume. A diferenca na
atividade NTPase na presenca e na auséncia de oligomicina 3 4M corresponde a atividade

ATPase mediada pela Pdr5p.

3.3.1.3 Avaliagéo do rendimento de crescimento
O rendimento do crescimento de ambas linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste

trabalho, a linhagem resistente de Pdr5p (AD124567) e a linhagem hipersensivel de Pdr5p
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(AD1234567), foram determinados utilizando-se placas de 96 pogos como descrito em Niimi
et al. (2004). Resumidamente, 4x10° células foram inoculadas nos pocos na presenca e na
auséncia de diferentes concentraces de oroidina, e cultivadas por 48hs a 30° sob constante
agitacdo. O crescimento celular foi avaliado em 600 nm em um leitor microplacas (FLUOstar

OPTIMA, BMG LABTECH).

3.3.2 - Determinagdo In Vitro da Atividade Antiparasitaria e da Concentracdo Efe  tiva

50% (CEsg) para morte de parasitas Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi

Compostos puros foram dissolvidos em DMSO, diluidos em meio de cultura e
incubados com os parasitas em diferentes concentracdes com o objetivo de se determinar

suas respectivas CEsg,

Leishmania spp.

A CEs dos diferentes compostos foi determinada utilizando-se promastigotas de
Leishmania chagasi, que foram aplicados a 10°/poco em placas de 96 pocos contendo 0s
diferentes compostos, utilizando-se meio M-199 como meio de desenvolvimento do parasita.
ApOGs 24 horas, foi verificada a viabilidade dos promastigotas observando-se a atividade
oxidativa mitocondrial com o ensaio de MTT (Tada et al., 1986) a 570 nm. Foi utilizado o
farmaco pentamidina como controle positivo do ensaio. Avaliou-se a atividade leishmanicida
dos compostos em macrofagos peritoneais de camundongos infectados, os quais foram
adicionados (4x10°laminula) a laminulas de vidro (13 mm) em placas de 24 pocos,
permanecendo em estufa a 37 € por 120 horas (Tempone et al., 2004). A CEs foi
determinada pela contagem de 600 macréfagos/poco, avaliando-se o0 numero de
macréfagos infectados, utilizando-se como controle (100% infectado) macréfagos néo
tratados. O farmaco glucantima” foi utilizado como controle.

Os animais utilizados nos bioensaios foram hamsteres dourados (Mesocricetus

auratus) fornecidos pelo biotério do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo e mantidos em caixas
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esterilizadas com material absorvente, recebendo 4gua e alimento ad libitum. Os hamsteres
foram infectados a cada més com amastigotas provenientes de bag¢o para manutencdo da
cepa de L. chagasi. Todos os procedimentos realizados nos ensaios foram previamente
aprovados pela Comiss&o de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.

Amastigotas de L. chagasi (MHOM/BR/1972/LD) foram purificados de baco de
hamsteres dourados (Mesocricetus auratus) utilizando-se centrifugagéo diferencial, sendo a
infeccdo avaliada pelo método de Stauber (1958) em 60-70 dias apdés o indculo.
Promastigotas de L. chagasi foram cultivadas em meio M199 suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 0,25% de hemina e 5% de urina humana, a 24<C.

Para verificar a efetividade das amostras em L. chagasi, realizou-se a determinacao da
Concentracéo Efetiva 50% (CEsy) em diferentes concentra¢des (150 ug/mL a 0,073 pg/mL),
utilizando-se ainda o isotiocianato de pentamidina (EUROFARMA) como farmaco padrao. O
composto foi previamente dissolvido em DMSO e posteriormente diluido em meio M 199,
sendo incubado por um periodo de 48 horas com 1x10° promastigotas/poco (previamente
contados em hemocitdbmetro-Neubauer) em placas de 96 pocos (triplicata). A viabilidade dos
promastigotas foi verificada por observacdo em microscépio Optico e do ensaio com MTT
(Tada et al., 1986). Neste, o MTT (5,0 mg/mL) foi dissolvido em tampao fosfato-salina (PBS),
esterilizado em membranas de 0,22 um e adicionado & concentragdo de 20 pL/poco. A placa
foi novamente incubada por 4 h a 24C. A extracdo d a formazana foi realizada através da
adicdo (100 pL/pogo) de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% em HCI 0,01M por um
periodo de 18 h. A densidade Optica dos pocos foi verificada em um espectrofotdmetro
Multiskan MS (UNISCIENCE) em 570 nm. Pogos sem a adigdo de farmacos e com DMSO
foram utilizados como controle de viabilidade do ensaio. A Concentracdo Efetiva 50% (CEs)
foi analisada pelo software Graph Pad Prism 3.0 (curva sigmoide dose-resposta) com base
em pelo menos dois ensaios distintos (Lane et al., 1996; Tada et al., 1986 e Tempone et al.,

2004).

32



Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas sanguineas, extraidas no primeiro dia da cultura de células LLC-
MK2, foram aplicadas na concentracdo 1 x 10%poco em placas de 96 pocos contendo
diferentes amostras em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de soro fetal bovino. As
placas foram incubadas a 37 por 48 horas e a viabilidade dos tripomastigotas foi
determinada pelo método do MTT (Lane et al., 1996). SDS 10% foi aplicado por 18 horas
(50 pL/pogo) a 24T e o numero de parasitas viaveis foi determinado através da densidade
Optica (D.O.) a 570 nm. Foi utilizado o farmaco benznidazol como controle positivo do
ensaio. Formas amastigotas de T. cruzi foram testadas frente aos diferentes compostos,
utilizando-se células LLC-MK2, as quais foram infectadas com formas tripomastigotas.
Avaliou-se a atividade anti-amastigota dos compostos através de contagem microscépica de
células LLC-MK2 infectadas e néo infectadas apds 72 horas de incubacdo a 37C (Lane et

al., 1996; Tada et al., 1986 e Tempone et al., 2004)
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Capitulo 4

Estudo quimico dos extratos n-BuOH, AcOEt e CH ,Cl, da esponja

marinha Agelas sventres

4.1 Introdugéo

O interesse na biologia e quimica das esponjas marinhas que pertencem ao género
Agelas continua mesmo apds mais de 30 anos de estudos destes animais. Os membros
deste grupo séo encontrados em recifes de corais tropicais pelo mundo todo, e atualmente

0s registros taxondmicos apontam para cerca de 33 espécies conhecidas (Pifia et al, 2007).

(fonte:http://www.poriferabrasil.mn.ufrj.br/4especies/ceractinomorpha/agelasida/aclathrodes/
aclathrodes.htm); Agelas sventres (fonte:
http://spongeguide.org/speciesinfo.php?searchtype=0&species=97)

Alcaléides bromopirrélicos sdo conhecidos por serem um dos metabdlitos mais
comuns encontrados em esponjas marinhas, particularmente nas esponjas do género
Agelas (Kubota et al, 2009). Atividades biolégicas como antimicrobiana, citotdxica e outras
séo descritas para esta classe de compostos. Estruturalmente a maioria destes compostos
sdo constituidos de um grupo acido 4-bromo- ou 4,5-dibromopirrol-2-carboxilico, o qual é

geralmente conectado a um grupo 2-aminoimidazol através de um segmento alifatico.
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Monbémeros deste quimotipo podem dimerizar ou trimerizar, resultando em uma grande
variedade de alcal6ides 2-aminoimidazolicos (Regalado et al., 2011).

Embora a questdo da origem biossintética destes alcaldides ndo esteja totalmente
clara, algumas rotas metabdlicas j4 foram propostas. Uma rota hipotética (Fig. 26) foi
sugerida por Braekman et al. em que prolina, ornitina e guanidina seriam o0s provaveis
precursores das por¢cBes bromopirrélicas e 2-aminoimidazolinona presentes nestes

compostos (Braekman, et al., 1993; Mourabit et al., 2011).
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Figura 26: Origem biogenética hipotética dos derivados pirrolaminopropilimidazol.

De modo geral, produtos naturais halogenados, como indéis, terpenos, acetogeninas,
fendis e alcaldides, sdo metabdlitos frequentemente encontrados em animais marinhos. Em

muitos casos, estes metabdlitos halogenados apresentam atividades biolégicas de

35



interesse, como antifungica, antiviral e anti-inflamatéria. Dada a abundancia com que séo
encontrados e as importantes atividades biolégicas que apresentam, cientistas comegaram
a se interessar pela biogénese destes compostos. Atualmente sabe-se que enzimas
haloperoxidases, como as haloperoxidaes vanadio-dependentes (V-HPOs), atuam na
biossintese de diversos metabdlitos halogenados (Butler e Carter-Franklin, 2004). Estas
enzimas podem catalizar a oxidagao de ions haletos por peroxido de hidrogénio, produzindo
um intermediario oxidado, que podem halogenar um substrato organico por exemplo
(Martinez et al., 2001).

As haloperoxidases podem se envolver em reacdes de oxidacdo ou bromacgéao régio-
seletiva em produtos naturais. Reacdes com V-BrPO e o derivado 1,3-di-tert-butilindol
resultou em uma oxidacao regioespecifica para produzir a 1,3-di-tert-butil-2-indolinona como
Gnico produto, ndo ocorrendo neste caso a formacgao de produtos bromados, diferentemente
da reacdo do 1,3-di-tert-butilindol com brometo aquoso onde ocorre reagbes ndo régio-
seletivas com formacéo de diferentes compostos bromados. A formacéo da 1,3-di-tert-butil-
2-indolinona provavelmente ocorre por um ataque eletrofilico de espécies bromadoras

geradas pela enzima na ligagdo dupla C2-C3 do anel pirrélico (Martinez et al., 2001).
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>

Figura 27: Bromacao catalizada por V-BrPO e por brometo aquoso do 1,3-di-tert-butilindol.
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A reatividade da V-BrPO foi avaliada com o geraniol e alguns derivados em misturas
de um tampdo e co-solventes organicos (como etanol, isopropanol e acetonitrila), resultando
na producdo de bromoidrinas como produtos majoritarios, espécies dibromadas, e dois
alcoois ciclicos monobromados. O mecanismo de formagéo provavelmente envolve o ataque
do ion broménio no alqueno terminal do geraniol, gerando um intermediario broménio-

geraniol (Fig. 28) (Carter-Franklin et al., 2003).
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Figura 28: Bromagéo catalizada por V-BrPO e ciclizagdo do geraniol.
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Figura 29: Bromacéo catalizada por V-BrPO e ciclizacdo do geranil acetato.

Um novo alcaléide bromopirrélico dimérico, a benzosceptrina C (85) (Fig. 30), foi

isolado a partir de uma esponja marinha do género Agelas, coletada em Okinawa. O
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composto apresentou atividade antimicrobiana contra diversas linhagens de fungos e
bactérias como Bacillus subtilis (MIC 13,0 pg/mL), Escherichia coli (MIC 13,0 pg/mL),
Micrococcus luteus (MIC 6,0 pug/mL), Staphylococcus aureus (MIC 13,0 ug/mL), Tricophyton
mentagrophytes (MIC 6,0 pg/mL), Cryptococcus neoformans (MIC 13,0 pg/mL), Candida
albicans (MIC 13,0 pg/mL) e Aspergillus niger (MIC 13,0 pg/mL) (Kubota et al., 2009).

A ageladina A (86) (Fig. 30), um metabdlito heteroaromatico triciclico, foi isolado da
esponja Agelas nakamurai coletada no sul do Japdo. Este composto apresentou potente
atividade inibitéria frente a matrizmetaloproteinases, enzimas envolvidas na regulacdo da
angiogénese, um processo essencial para crescimento de tumores e metastase, em uma

concentracao de 10 pg/mL (Fujita et al., 2003).

Br

a
N AN
H |

=

N
»—NH
H,N

benzosceptrina (85) ageladina A (86)

Br

Figura 30 : Estruturas dos compostos 85-86.

Outros exemplos recentes de alcaldides bromopirrélicos diméricos isolados a partir
de esponjas do género Agelas, incluem a série das nagelamidas (87-103) (Figs. 31 e 32).
Conhece-se atualmente 17 compostos desta classe, 0s quais apresentaram atividades
biol6gicas como antibacteriana, antifungica e inibitéria contra uma série de linhagens de
bactérias patogénicas. (Endo et al., 2004; Araki et al., 2007, 2008 e 2009; Kubota et al.,

2008; Appenzeller et al., 2009).
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Figura 31 : Estruturas das nagelamidas A-H e J (87-95).
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Figura 32 : Estruturas das nagelamidas K-T (96-103).

As esponjas marinhas do género Agelas, caracterizam-se por apresentarem
compostos bromopirrdlicos como metabdlitos secundarios, os quais sdo conhecidos por
apresentarem diversas atividades bioldgicas. Assim, este capitulo descreve o estudo
guimico realizado com o extrato obtido da esponja marinha Agelas sventres coletada na
costa brasileira. Os extratos brutos obtidos de A. sventres foram analisados em um sistema
LC-UV-MS, com o objetivo de se observar a possivel presenca de compostos bromados

nestes extratos. Uma vez que o extrato bruto desta esponja apresentou atividade inibitoria

40



contra a enzima Pdr5p de Saccharomyces cerevisiae, a atividade biolégica dos compostos

isolados foi avaliada.

4.2 Procedimento Experimental - Estudo do extrato bruto da esponja marinha Agelas

sventres

Os extratos brutos (n-BuOH, CH,CIl, e AcOEt) da esponja Agelas foram fornecidos
pelo grupo do Prof. Antonio Pereira, do Laboratério de Bioguimica Microbiana (Instituto de
Microbiologia-UFRJ), para que fosse realizado o trabalho de fracionamento e isolamento de
compostos bioativos.

O extrato n-butandlico, AgsBu (302,0 mg), foi submetido a uma cromatografia em
coluna pré-empacotada contendo silica-gel derivatizada com grupos octadecilsilano (Cig)
como fase estacionaria, utilizando-se um gradiente de H,O em MeOH (H,O 100%;
H.O/MeOH 9:1, 8:2, 7:3, 6:4; 1:1, 4:6, 3:7 e MeOH 100%) como fase movel. Apds a analise
por cromatografia camada delgada (CCD), utilizando CH,CIl,/MeOH 9:1 e 7:3 como eluentes
e acido fosfomolibdico, ninidrina e Dragendorff como reveladores, das fra¢cdes obtidas, estas
foram reunidas em 7 novas fragGes, que foram analisadas por LC-UV-MS. As condi¢Bes
cromatogréficas e parametros de analise foram os seguintes:
- gradiente de MeOH em H,O contendo 0,1% de &cido férmico, com fluxo de 1,0 mL/min, em
uma coluna de silica-gel derivatizada com grupos C;s (Phenomenex RP18, 44, 250 x 4,6
mm);
- espectro de UV-vis obtido para a regido entre 200-400 nm no detector de arranjo de
fotodiodos (PDA);
- espectro de massas de baixa resolucdo obtido em modo de ionizagc&do por eletrospray
positivo utilizando-se a voltagem do cone em 25 e 50 V, observando-se ions de massa entre
m/z 200-900.

Com base nos resultados obtidos nas andlises por LC-UV-MS, a fracdo AgsBu-2

(82,5 mg) foi selecionada para ser purificada por HPLC em coluna Cyg (Inertsil ODS-3, 5 um,
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4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.), utilizando MeOH/H,O (0,1% TFA) 4:6 em modo isocratico
e fluxo de 1 mL/min. Esta separacdo forneceu quatro novas fracdes, AgsBu-2a (24,5 mg), -
2b (8,2 mg), -2c (27,3 mg) e -2d (12,3 mg), e resultou no isolamento de 22,0 mg da oroidina
(104), que teve sua estrutura determinada comparando-se os seus dados de RMN-'H e *3C
obtidos com os dados da literatura.

As fragBes AgsBu-3 (8,4 mg) e -4 (15,9 mg) apresentaram trés outros compostos.
Estes puderam ser identificados por andlises de LC-UV-MS e por buscas nas bases de
dados SciFinder e MarinLit, como sendo a sventrina (105), a dispacamida A (106) e a

taurodispacamida A (107).

AgsBu
(302,0 mg)

96,7 % derendimento | Cromatografia em silica-gel
derivatizada Cqg(Sep Pak)

AgsBu-1 AgsBu-2 AgsBu-3 AgsBu-4 AgsBu-5 AgsBu-6 | JAgsBu-lav
(36,7 mg) (82,5 mg) (8,4 mg) (15,9 mg) (21,2 mg) (31,2 mg) (98,9 mg)

87,5 % de rendimento HPLC / coluna Cqg

AgsBu-2a| | AgsBu-2b} | AgsBu-2c | | AgsBu-2d
(24,5 mg) (8,2 mg) (27,3 mQ) (12,3 mg)

v

Oroidina

Figura 33 : Fracionamento do extrato n-butandlico da esponja Agelas sventres.

O extrato CH,CI, (140,5 mg) de A. sventres, foi submetido a uma cromatografia em
coluna pré-empacotada utilizando-se silica-gel como fase estacionaria. O sistema de
eluentes escolhido para o processo foi 0 seguinte:

- hexano/CH,Cl, 8:2; 7:3; 6:4; 1:1
- (hexano/CH,CI,) (1:1)/ AcOEt 9:1; 8:2; 6:4; 1:1

- (hexano/CH,Cl,) (1:1)/ MeOH 9:1; 8:2; 7:3; 6:4 — MeOH 100%
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Apés a separagdo obteve-se uma série de fragbes que foram analisadas por CCD,
utilizando-se CH,CIl,/MeOH 9:1 e 7:3 como eluentes e acido fosfomolibdico, ninidrina e
Dragendorff como reveladores, e reunidas em 5 novas fragdes: AgsDM-1 (4,4 mg), -2 (32,2
mg), -3 (35,8 mg), -4 (52,3 mg) e -lav (13,9 mg).

As fracbes obtidas foram analisadas em um sistema LC-UV-MS, nas mesmas
condigbes citadas anteriormente (pag. 38), com 0 objetivo de observar a presenca de
compostos bromados. A fracdo AgsDM-3 (35,8 mg) foi separada por HPLC em coluna de
fase reversa Ci;g (Phenomenex RP18, 44, 250 x 4,6 mm), utilizando-se como eluente
MeOH/H,0 (0,1% &c. férmico) 55:45 em modo isocrético e fluxo de 0,9 mL/min fornecendo
oito novas fracdes: AgsDM-3a (8,1 mg), -3b (7,5 mg), -3c (7,4 mg), -3d (8,1 mg), -3e (0,3
mg), -3f (0,3 mg), -3g (1,0 mg) e -3h (0,9 mg). A fragdo AgsDM-3h forneceu (0,9 mg) do
composto hanishina (108), que teve sua estrutura identificada a partir da comparagédo dos
seus dados de RMN-'H e *3C e seu espectro de massas com a literatura.

A fragdo AgsDM-4 (52,3 mg) também foi purificada por HPLC em fase reversa nas
mesmas condi¢cles utilizadas para a fragdo AgsDM-3, porém utilizando-se outra coluna Cig
(Inertsil ODS-3, 5 um, 4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.). A separacao forneceu oito novas
fragbes: AgsDM-4a (17,1 mg), -4b (7,5 mg), -4c (7,9 mg), -4d (2,3 mg), -4e (1,5 mq), -4f (1,4
mg), -4g (1,6 mg) e -4h (1,5 mg). As fracBes foram novamente analisadas por LC-UV-MS.
ApGs a analise dos dados obtidos foi realizada uma pesquisa nos bancos de dados
SciFinder e MarinLit, sendo possivel a identificacdo de mais trés alcal6ides bromopirrélicos,
a longamida B (109), o éster metilico da longamida B (110) e o acido dibromopirrdlico (111)

nas fracbes AgsDM-4g (1,6 mg) e -4h (1,5 mg).

43



98,6 % de rendimento

AgsDM
(140,5 mq)

« Cromatografia em silica-gel (Sep Pak)

AgsDM-1
(4,4 mq)

AgsDM-2
(32,2 mg)

93,8 % de rendimento

AgsDM-3
(35,8 mg)

AgsDM-4
(52,3 mg)

* HPLC / coluna Cyg

AgsDM-la
(13,9 mg)

AgsDM-3a
(8,1 mg)

AgsDM-3b
(7,5 mq)

AgsDM-3c
(7,4 mqg)

AgsDM-3d
(8,1 mg)

AgsDM-3e
(0,3 mg)

AgsDM-3f
(0,3 mg)

AgsDM-3h
(0,9 mg)

AgsDM-3g
(1,0 mg)

Hanishina

Figura 34 : Fracionamento do extrato de diclorometano da esponja Agelas sventres.

98,6 % de rendimento

AgsDM
(140,5 mg)

« Cromatografia em silica-gel (Sep Pak)

AgsDM-1
(4,4 mg)

AgsDM-2
(32,2 mg)

AgsDM-3 AgsDM-4
(35,8 mg) (52,3 mg)

78,0 % de rendimento

AgsDM-lav|
(13,9 mg)

*« HPLC / coluna Cqg

AgsDM-4a
17,1 m

AgsDM-4
(7,5 mg)

AgsDM-4c
(7,9 mg)

AgsDM-4d
(2,3 mg)

AgsDM-4¢
(1,5 mg)

AgsDM-4f
(1,4 mg)

v

Longamida B metil éster

Longamida B

Figura 34b : Fracionamento do extrato de diclorometano da esponja Agelas sventres.

uma separacao por cromatografia em coluna pré-empacotada com fase estacionaria de

silica-gel derivatizada com grupos ciano (CN), utilizando-se um gradiente de CH,Cl, e AcOEt

O extrato de acetato de etila AgsAc (162,1 mg) da mesma esponja, foi submetido a



(com inicio em 9:1 até 1:1), seguido de outro gradiente de CH,Cl, e MeOH (inicio em 9:1 até
7:3). Apos andlises por CCD (CH,CI,/MeOH 9:1 e 7:3 como eluentes e acido fosfomolibdico,
ninidrina e Dragendorff como reveladores) das diversas fracdes obtidas, estas foram
reunidas em 3 fragdes: AgsAc-1 (96,2 mg), AgsAc-2 (23,0 mg) e AgsAc-3 (20,5 mg), que
foram analisadas por LC-UV-MS. A fracdo AgsAc-1 (96,2 mg) foi entdo separada por HPLC
utilizando-se uma coluna semi-preparativa de silica-gel derivatizada com grupos C,g (CSC-
Inertsil 150A/ODS2, 5 tm, 250 x 9,4 mm), com H,O/MeOH 2:8 como eluente em modo
isocrético e fluxo de 1,2 mL/min, fornecendo oito novas fracdes: AgsAc-la (50,8 mg), -1b
(20,0 mg), -1c (3,1 mg), -1d (2,2 mg), -1e (5,3 mg), -1f (3,3 mg), -1g (1,2 mg) e -1h (4,0 mQ).
Apbs novas andlises no sistema LC-UV-MS, observou-se que a fracdo AgsAc-1f (3,3 mg)
continha o acido dibromopirrdlico (111), também isolado no extrato diclorometano desta
mesma esponja. A partir das analises realizadas por LC-UV-MS e pesquisa em bancos de
dados, foi possivel identificar na fracdo AgsAc-2 (28,0 mg) a presenca da sventrina (105) e
da longamida B (109), identificadas anteriormente nos extratos butandlico e de

diclorometano desta esponja.

Ags-Ac
(162,1 mg)

» Cromatografia em silica-gel
derivatizada CN (Sep Pak)

AgsAc-1 AgsAc-2 AgsAc-3
(96,2 mg) (23,0 mg) (20,5 mg)

83,0% derendimento | * HPLC / coluna Cyg

AgsAc-1b AgsAc-1d AgsAc-1f AgsAc-1h
(10,0 mg) (2,2 mg) (3,3 mg) (4,0 mg)

83,1 % de rendimento

AgsAc-la AgsAc-1c AgsAc-le AgsAc-1g
(50,8 mg) (3,1 mg) (5,3 mg) (1,2 mg)

Acido dibromopirrélico

Figura 35 : Fracionamento do extrato AcOEt da esponja Agelas sventres.
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4.3- Resultados

A purificacdo da fracdo AgsBu-2 por HPLC, resultou no isolamento da oroidina (104),
na fracdo AgsBu-2c. A identificacdo da oroidina foi realizada a partir da obtencdo do
espectro de massas de baixa resolugdo (MS-ESI*) em um sistema LC-UV-MS e comparagdo
dos seus espectros de RMN-'H e *C (Figuras 4.1 e 4.2, anexo) obtidos com dados da
literatura (Tasdemir et al., 2007). No espectro de RMN-'H (MeOD, 400 MHz) é possivel
observar 0s seguintes sinais: singletos em & 6,83 e 6,72 referentes aos hidrogénios dos
anéis dibromopirrol e 2-aminoimidazol, respectivamente; de hidrogénios ligados a carbonos
de dupla ligacéo (sp®) em & 6,07 e 6,30; dubleto em & 4,04 referente a um hidrogénio ligado
a carbono préximo a elemento eletronegativo. Estes dados se mostram compativeis com os
hidrogénios observados na estrutura da oroidina (Tabela 1). O espectro de RMN-'3C obtido
para a oroidina apresentou um sinal em 6 161,6 tipico de um carbono de grupo carbonila de
grupo amida; um sinal em & 41,7 referente a um grupo metileno nitrogenado; sinais em 9o
128,7; 114,4; 100,0; 106,3; 127,5; 112,3; 127,3; 149,6 e 118,0 referentes a carbonos do tipo
sp®. O sinal do pico do fon quasi-molecular observado no espectro de massas de baixa
resolucéo obtido por ESI em modo positivo, se mostra como um sinal triplo em m/z 388, 390
e 392, na propor¢do 1:2:1, sendo compativel com um composto com massa molecular de

389 Da e contendo 2 atomos de bromo em sua estrutura, como no caso da oroidina.

Figura 36 : Estrutura da oroidina (104) e os deslocamentos quimicos observados no
RMN-"C.
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Tabela 1: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN-'H (400 MHz) e **C

(100 MHz) da fragdo AgsBu-2c com dados da literatura.

AgsBu -2c¢ (MeOH-d,) Literat ura* (MeOH-d,)
Posi¢&o dC & 'H (mult, J/Hz) dBC & 'H (mult, J/Hz)
2 128,7 128,9
3 114,4 6,83 (s) 114,4 6,82 (s)
4 100,0 100,0
5 106,3 106,5
6 161,6 161,6
8 41,7 4,04 (d, 4,9) 42,3 4,00 (dd, 6,1 e 1,3)
9 127,5 6,07 (dt, 10,9e5,0) 1215 5,87 (dt, 16,0 e 6,1)
10 112,3 6,30 (d, 16,0) 1229 6,31 (d, 16,0)
11 127,3 131,4
13 149,6 152,0
15 118,0 6,72 (s) 117,7 6,47 (s)
* Tasdemir, D. et al., 2007
Br—{ | H/\/\E />’ NH,
oroidina (104) N
Br m/z: 389,05
6.249 Extracted -2 - égol:.lz Scan 100.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=25 76.249 Extracted -2 - ZQ Flasgc:z;.nz 100.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=25
1.5x107{ [M+H]* 1.5x107{
|
1.0x107;122.l . Lot
5.0x10 5,000 | ‘ “
o.G:L .26 | ss23 TR ool ‘;‘\H‘J\ R
200.00 400.00 600.00 §00.00 100000 360.00 38000 400.00 420.00
mz miz

Figura 37 : Espectro de massas de baixa resolugdo da oroidina (ESI").
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Outros compostos puderam ser identificados nos extratos da esponja Agelas
sventres, a partir de resultados obtidos das andlises realizadas por LC-UV-MS, mesmo em
fracGes ainda impuras. Para isso utilizou-se informacfes dos bancos de dados SciFinder e
MarinLit. Realizou-se buscas para alcaldides bromopirrélicos, cruzando-se estas
informacBes com os resultados de espectrometria de massas obtidos. Este processo
possibilitou propor a identificacdo de trés compostos conhecidos presentes em fracdes ainda
impuras, a sventrina (105), a dispacamida A (106) e a taurodispacamida A (107), compostos
anteriormente encontrados em esponjas do género Agelas. A dispacamida A foi isolada pela
primeira vez em um estudo com diversas espécies de esponjas do género Agelas (Agelas
conifera, A. longissima, A. clathrodes e A. dispar), e apresentou atividade anti-histaminica
(Cafieri et al., 1996), assim como a taurodispacamida A, isolada pela primeira vez a partir da
esponja Agelas oroides coletada no mediterraneo (Fattorusso e Scafati, 2000). Sinais
indicando a presenca de diversos outros compostos bromados puderam ser observados nos
extratos da esponja Agelas sventres, porém ndo sendo possivel uma identificagdo mais
precisa destes, devido a impossibilidade de se obter fracbes mais puras destes compostos

em virtude da pouca quantidade de material disponivel.
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H3q H
N N™ NH
Br— || H | 7 2
N
Br sventrina (105)
m/z: 403,07
5.820 Extracted -4 - ZQ F1 Scan 100.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=25 5.820 Extracted -4 - ZQ F1 Scan 100.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=25
6] 404.3 61 404.3
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Figura 38 : Espectro de massas de baixa resolugdo da sventrina (ESI").
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N
N
Br—\ | H N
Br dispacamida A (106)NH,
m/z: 405,05
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Figura 39 : Espectro de massas de baixa resolucdo da dispacamida A (ESI").
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Figura 40 : Espectro de massas de baixa resolucéo da taurodispacamida A (ESI).

Com o objetivo de se obter mais informacfes relacionadas a estes compostos

identificados sem a obtencdo da substancia pura, foram realizadas analises em um sistema
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LC-MS/MS para observacédo dos padrdes de fragmentagdo, e entdo se estas poderiam ser

compativeis com as estruturas propostas no trabalho. Os espectros seguem a seguir.

No espectro do tipo MS/MS obtido para o composto que apresenta o pico do ion

guasi-molecular em m/z 404, o qual propde-se que seja a sventrina, observam-se sinais em

Y

324 e 243 m/z que podem ser atribuidos a perda de um e dois atomos de bromo,

respectivamente, pela molécula em questdo. Porém, ndo foi possivel estabelecer uma

proposta de fragmentacdo mais completa para este composto, com os ions observados no

espectro MS/MS obtido.

EDS_AgsBu4_LCDI_b 59 (9.511) Sm (Mn, 4x0.80); Cm ( 40:86-4:32)
1001

%

322

112 136 324
153
60 86 179 243

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 41 : Espectro de massas do tipo MS/MS da sventrina.
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N
105
Br
ESI
HG H,
N N = N
Br—\ \ H/\/\[ />/NH2

N

Br m/z 404

He @ H,
N N = N
Br \\ H/\/\['\?/NHz

m/z 324

He o Q H,
N N = N

A H/\/\[ )—NH;
N

m/z 244

Esquema 1. Rota de fragmentag&o proposta para a sventrina, segundo analise de seu

espectro de massas do tipo MS/MS.

A seguir temos o0s espectros do tipo MS/MS obtidos dos compostos que apresentam

0 pico do ion quasi-molecular em m/z 406, e em m/z 513, 0s quais se propde que sejam a

dispacamida A e a taurodispacamida A respectivamente (Figuras 42 e 43). As rotas de

fragmentacao propostas sdo observadas nos Esquemas 2 e 3.
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EDS_AgsBu4_IDDI406a 65 (1.403) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (47:89-111:137) 1: Daughters of 406ES+
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Figura 42 : Espectro de massas do tipo MS/MS da dispacamida A.

52



H
"N " 106 HN%/ *
BY NH, H
N
ESI‘ Br N\ \
. +
o) } H @) @] Br
/\/[< -C6H4Br2N20 N N/\/\)( / m/z 254
N = Br— ] H N
HN\/< HN\<
m/z 406
NH, Br NH;
m/z 126 -CgH4Br,N,0 -C4H3Bro,NO
+
o ’ -Br + O }
(] (o) } _ XN
N N HN
HN\/< Br—\. \ H N \<
HN—¢
NH, ¢ \< m/z 153 NH
m/z 138 m/z 326 NH,

Esquema 2 . Rota de fragmentagéo proposta para a dispacamida A, segundo andlise de seu

espectro de massas do tipo MS/MS.
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EDS_AgsBu4_LCDI_b 24 (3.504) Sm (Mn, 4x1.00); Cm ( 21:39-2:8)
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Figura 43 : Espectro de massas do tipo MS/MS da taurodispacamida A.
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Esquema 3. Rota de fragmentacdo proposta para a taurodispacamida A, segundo andlise

de seu espectro de massas do tipo MS/MS.

O extrato de diclorometano, AgsDM, foi submetido a uma separacdo por
cromatografia em coluna pré-empacotada de silica-gel fornecendo quatro novas fragoes,
gque foram analisadas no sistema LC-UV-MS.

A purificagéo da fracdo AgsDM-3h resultou no isolamento do composto conhecido
hanishina (108), isolado pela primeira vez da esponja Acanthella carteri (Mancini et al.,
1997). O composto foi identificado a partir da comparacéo dos seus espectros de RMN-'H,
3C e de massas de baixa resolucéo obtidos com dados da literatura.

O espectro de RMN-'H (Figura 4.3, anexo) (DMSO-ds, 400 MHz) obtido da frac&o
AgsDM-3h apresentou os seguintes sinais:

- dubleto em & 7,87 referente a um hidrogénio ligado a nitrogénio;
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- singleto em & 6,85 referente a um hidrogénio ligado a carbono sp?;

- quadrupleto em & 4,04 e multipleto em 0 4,68 referentes a hidrogénios ligados a carbonos
sp® funcionalizados com O ou N;

- multipletos em o 3,80; 3,40; 2,74 e 2,55 referentes a hidrogénios metilénicos;

- tripleto em o 1,15 referentes a hidrogénios de um grupo metila.

No espectro de RMN-"*C (Figura 4.4, anexo) (DMSO-ds, 100 MHz) pdde-se observar
sinais de carbonos sp® em & 99,8; 106,6; 114,5; 125,8; 158,1 e 169,7, sendo os dois ultimos
de grupos carbonila. Os sinais em & 42,8 e 14,1 sdo referentes a carbonos sp® de cadeia
alquila, enquanto que os sinais em & 36,5; 50,5 e 61,0 referem-se a carbonos sp3
funcionalizados com O ou N. A analise dos espectros de RMN bidimensionais COSY, HSQC
e HMBC (Figuras 4.5 a 4.7, anexo) possibilitou-nos observar diversas correlacdes que
auxiliaram no estabelecimento da estrutura da hanishina, isolada de A. sventres. A tabela a
seguir mostra a comparacgdo dos deslocamentos quimicos observados para 0 composto aqui

isolado com dados da literatura.

Tabela 2: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN-'H (400 MHz) e **C
(100 MHz) da fragédo AgsDM-3h com dados da literatura.

Literatura* AgsDM -3h
[(CD3),CO] (DMSO-d¢)
Posicdo §™*C & 'H (mult, J/Hz) d8C & 'H (mult, J/Hz)
2 106,1 106,6
3 99,5 99,8
4 115,2 6,86 (S) 1145 6,85 (s)
5 127,5 125,8
6 158,5 158,1
8 36,6 4,00 (ddd, 13,6; 4,3 e 1,5) e 3,68 36,5 2,74 (dd, 9,0 e 15,1)
(ddd, 13,6; 5,3 e1,5) e 2,55 (m)
9 51,7 4,82 (dt, 10,1 e 3,9) 50,5 4,68 (m)
10 43,6 2,96 (dd, 16,0 € 10,1) e 2,64 42,8 3,8(m)e 3,4 (m)
(ddd, 6,0; 3,9 e 1,5)
11 170,6 169,7
12 61,5 4,25 (q, 7,2) 61,0 4,04 (q, 7,1)
13 14,3 1,23 (t, 7,2) 14,1 1,15 (t, 7,1)
NH - 6,95 - 7,87

*Mancini, I., et al. 1997
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Figura 44 : Correlagbes observadas para a hanishina (108).

hanishina (108)

Figura 45 : Estrutura da hanishina (108) e os deslocamentos quimicos observados no RMN-
13
C.

O espectro de massas de baixa resolucdo do composto isolado foi obtido em sistema
LC-UV-MS, utilizando-se a ionizagdo por eletrospray em modo positivo. Observou-se trés
sinais na regido do ion quasi-molecular em m/z 379, 381 e 383, na propor¢do 1:2:1,
indicando a presenca de dois &tomos de bromo na estrutura com massa molecular de 380

Da, compativel com estrutura da hanishina aqui proposta.
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Figura 46 : Espectro de massas de baixa resolucéo da hanishina (ESI*).

A separacdo da fragdo AgsDM-4 por HPLC levou ao isolamento de outros dois
alcal6ides bromopirrélicos, a longamida B (109) e o éster metilico da longamida B (110), nas
fracbes AgsDM-4g e -4h respectivamente. A longamida B foi isolada originalmente de uma
esponja Agelas dispar do Caribe e apresentou moderada atividade antibidtica contra
bactérias Gram-positivas (Cafieri et al., 1998). A identificacdo dos compostos foi feita com
base nos resultados obtidos nas andalises realizadas no sistema LC-UV-MS, cruzando os
dados observados nos respectivos espectros de massas obtidos com informacbes dos
bancos de dados MarinLit e SciFinder. Também foram obtidos os espectros de RMN-'H
(Figuras 4.8 e 4.9, anexo) (MeOH-d4, 400 MHz) para os compostos, mesmo ndo estando
em fracBes totalmente purificadas. Os valores de deslocamento quimico observados nos
espectros, juntamente com os dados da literatura, dos compostos 109 e 110, encontram-se

nas Tabelas 3 e 4 respectivamente.
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Figura 47 : Estrutura da longamida B (109).

Tabela 3: Comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN-'H (400 MHz) da

fracdo AgsDM-4g com dados da literatura.

AgsDM -4g (MeOH-d,)

Literatura * (MeOH-d,)

Posicéo & 'H (mult, J/Hz)
4 6,94 (s)
8 3,89 (ddd, 13,6; 4,1 e 1,5)
8 3,67 (m)
9 4,82 (m)
10 2,86 (dd, 16,3 e 10,7)
10 2,55 (dd, 16,4 e 2,0)

& 'H (mult, J/Hz)
6,96 (S)

3,91 (ddd, 13,6; 4,1 e 1,5)
3,67 (dd, 13,5 e 1,3)
4,81 (m)

2,87 (dd, 16,4 e 10,8)
2,57 (ddd, 16,3; 3,4 e 1,4)

*Patel, J. et al., 2005
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Figura 48 : Estrutura do éster metilico da longamida B (110).

Tabela 4: Comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN-'H (400 MHz) da

fracdo AgsDM-4h com dados da literatura.

AgsDM -4h (MeOH-d,) Literatura * (CDCl5)
Posicdo
4 6,93 (s) 6.93 (s)
8 3,88 (dd, 13,6 e 4,1) 3,86 (ddd, 13,3; 4,0 e 1,4)
8 3,62 (d, 13,4) 3,61 (ddd, 13,4; 5,3 e 1,3)
9 4,34 (m) 4,68 (m)
10 2,90 (dd, 15,9 e 9,9) 2,95 (dd, 16,7 e 10,8)
10 2,61(ddd, 16,7;3,8e 1,8) 2,54 (ddd, 16,8; 3,1 e 1,5)
OCHg; 3,70 (s) 3,67 (s)
NH - 6,26 (s)

*Patel, J. et al., 2005
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Figura 49 : Espectro de massas de baixa resolucédo da longamida B (ESI").
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Figura 50 : Espectro de massas de baixa resolucéo do éster metilico da longamida B (ESI").
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A separacgédo da fracdo AgsAc-1 levou a identificacdo de um alcaléide conhecido, o
acido dibromopirrélico (111), baseando-se na comparagédo dos dados obtidos nas andlises
por LC-UV-MS, e nos valores de deslocamentos quimicos de RMN-'H e **C (Figuras 4.10 e
4.11, anexo), com os dados da literatura. Observa-se no espectro de massas de baixa
resolucdo obtido (Figura 51) trés sinais com intensidade relativa 1:2:1 separados por duas
unidades de massa cada um, indicando um composto com 2 atomos de bromo em sua

estrutura, e com massa molecular de 268 Da, condizente com 0 composto proposto.

Tabela 5: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN-'H (400 MHz) e **C

(100 MHz) da fragdo AgsAc-1f com dados da literatura.

AgsAc -1f (MeOH-d,) Literatura* ( MeOH-d,)
Posicéo dC & 'H (mult, J/Hz) R & 'H (mult, J/Hz)
2 126,1 126,3
3 118,6 6,83 (s) 118,5 6,82 (s)
4 100,5 100,4
5 107,6 107,4
6 162,4 162,6

* Tasdemir, D. et al., 2007
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Figura 51 : Espectro de massas de baixa resolucéo do acido dibromopirrélico (ESI™).
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Assim como realizado anteriormente no auxilio da identificacdo dos compostos 105,
106 e 107 do extrato n-butandlico desta esponja, obteve-se espectros do tipo MS/MS para
as fracdes contendo os compostos identificados como longamida B (109) e seu éster
metilico (110), a fim de se obter informacdes que comprovassem a estrutura destes

compostos. Os espectros obtidos estdo a seguir.

EDS_AgsDM4g_LCDI353a 259 (5.516) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (249:278-(292:330+203:235)) 1: Daughters of 353ES+

1004

%

5%

293 7.37e4

353

335

"'y A
m/z
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 360 ‘ 3i0 ‘ 3‘20 ‘ 3£’>O ‘ 31‘10 ‘ 3%0 360 370 380 390 400 410

Figura 52 : Espectro de massas do tipo MS/MS da longamida B.

A partir do espectro do tipo MS/MS obtido para a fracdo AgsDM-4g, a qual propde-se
que contenha o composto longamida B (109), sugerimos o esquema de fragmentacdo
ilustrado no Esquema 4. A fragmentacao do éster metilico da longamida B (110), deve

seguir caminho semelhante ao da longamida B.
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Esquema 4 . Rota de fragmentagéo proposta para a longamida B, segundo analise de seu

espectro de massas do tipo MS/MS.
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EDS_AgsDM4h_LCDI367a 363 (7.721) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (358:392-(413:453+285:340))
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Figura 53 : Espectro de massas do tipo MS/MS da longamida B metil éster.

Os resultados mostram a importancia da utilizacdo de um sistema LC-UV-MS na
identificacdo de metabdlitos secundarios mesmo em fracbes ainda impuras, possibilitando o
estabelecimento das estruturas dos compostos mesmo sem uma quantidade satisfatéria de
fracdo. A observacdo de diversos alcaléides bromopirrdlicos nos extratos estudados da
esponja A. sventres, confirmaram o fato de que estes compostos sdo marcadores

taxondmicos para esponjas do género Agelas.

4.4. Atividade inibitéria da oroidina

A oroidina isolada no trabalho inibiu a atividade e funcdes da Pdr5p (Silva et al.,
2011), uma enzima responsavel pela resisténcia multidrogas (ou MDR, multi-drug
resistance) “fenotipica” em Saccharomyces cerevisiae. A resisténcia multidrogas, a qual

confere resisténcia cruzada a varios agentes antitumorais, se mostra um dos principais
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obstaculos no tratamento do cancer. Também contribui para a falha da quimioterapia contra
diversas doencas como fibrose cistica ou infec¢cdes fungicas. Células tumorais que
apresentam MDR super-expressam proteinas da membrana que agem como drogas
energia-dependentes, como P-glicoproteina (P-gp) (ABCB1) e MRP (Gottesman et al.,
2002).

Em Saccharomyces cerevisiae, 0s principais exportadores multidrogas sdo os
transportadores Pdr5p e Snqg2p. Estas proteinas apresentam limitada similaridade
sequencial e compartilham muitos substratos e inibidores com a P-gp de mamiferos. Desta
forma, a proteina Pdr5p de levedura pode ser utilizada em triagens para compostos que

podem ser inibidores efetivos da P-gp (Lamping et al., 2010).

a0 %
N
N =
o 4 l H/\/\EI\/?/NHZ

oroidina (104)
Br

Figura 54 : Estrutura da oroidina.

Diferentes compostos tém sido investigados por suas habilidades de reverter a MDR
mediada por estas proteinas em pacientes de cancer, os quais incluem o verapamil,
fenotiazinas, a quinidina, a progesterona, a ciclosporina A, dentre outros. No entanto, todos
estes compostos apresentaram toxicidade moderada a alta (Gottesman et al., 2002).
Esforcos no sentido de se identificar produtos naturais como inibidores de exportadores
MDR possuem o potencial de fornecer um grande nimero de novas drogas.

As esponjas pertencentes a ordem Agelasida sdo fontes bem conhecidas de
alcaldides bromopirrélicos e peptideos modificados, os quais ja apresentaram as mais
diversas atividades biologicas. Desta forma, investigou-se o extrato da esponja Agelas
sventres, que apresentou atividade inibitoria frente a proteina Pdr5p de levedura. O

fracionamento levou ao isolamento do metabdlito conhecido oroidina como Gnico composto
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ativo no ensaio. A oroidina isolada neste trabalho, inibiu a atividade ATPase com um ICs, de

20 /M (Silva et al., 2011).
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Figura 55 : Inibicdo da atividade “oligomycin-sensitive ATPase” pela oroidina isolada da

esponja Agelas sventres (Silva et al., 2011).

100
s
§
- 80 -
=
=
x
=
=
W &0 4
Qo
w
@
=
E
B 404
o
£
14

ZU L) T T ] T

0 50 100 150 200
[Oroidin] (uM)

Figura 56 : Inibicdo da oroidina do efluxo R6G na linhagem AD124567 (Silva et al., 2011).
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Os resultados identificam a oroidina como um novo composto inibidor de ABC Pdr5p
de membrana de levedura. Trabalhos posteriores podem ser necessarios a fim de se
determinar sua especificidade e sua possibilidade de ser utilizada como uma droga potencial

contra problemas de satde humanos, relacionados a resisténcia multi-drogas.
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Capitulo 5

Estudo quimico do nudibranquio = Tambja stegosauriformis e

do briozoario Bugula sp.

5.1 Nudibranquio Tambja stegosauriformis

5.1.1 — Introducéo

Os nudibranquios do género Tambja sdo conhecidos por apresentarem como
metabdlitos secundérios compostos denominados tambjaminas. Estes compostos sdo
alcalbides bispirrélicos com diferentes terminacdes alifaticas e estdo relacionados com a
familia das prodigiosinas, alcaldides bispirrélicos isolados de bactérias do género
Pseudoalteromonas e Streptomyces. A estrutura das tambjaminas € caracterizada por um
anel pirrélico apresentando um segundo sistema pirrélico ligado a ele em C-2, um grupo
enamina em C-5, e um grupo metéxi em C-4, sendo que na maioria destes compostos o
nitrogénio da enamina é substituido com uma cadeia alquila saturada (Carbone et al., 2010).
Os membros desta classe ja apresentaram uma grande variedade de atividades bioldgicas,
como antitumoral, antimicrobiana e propriedades imunossupressivas (Aldrich et al., 2010).
As tambjaminas parecem estar relacionadas com o mecanismo de defesa quimica do
organismo a partir do qual estas sdo obtidas (Carbone et al., 2010).

Compostos estruturalmente relacionados a classe das tambjaminas ja foram isolados
a partir de uma linhagem terrestre de Streptomyces (BE18591) (Kojiri et al., 1993) e da
bactéria marinha Pseudoalteromonas tunicata, da qual foi isolado o pigmento amarelo YP1
que possui atividade antifingica (Franks et al., 2005). Devido ao fato desses compostos ja
terem sido isolados de diversas classes de invertebrados marinhos, como ascidias,
briozoarios e nudibranquios, além de microrganismos, discute-se se a origem das
tambjaminas estaria relacionada a organismos simbiontes associados a estes animais. Um

estudo realizado com a bactéria marinha Pseudoalteromonas tunicata levou a deteccéo e
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identificacdo de um “cluster” de genes relacionado com a biossintese do composto YP1

(Burke et al., 2007).

(CHp):Me
HN A~

BE18591 YP1

Figura 57 : Estruturas dos compostos BE18591 e YP1.

Figura 58 : Fotografia do nudibranquio Tambja stegosauriformis

(fonte: http://www.seaslugforum.net/factsheet.cfm?base=tambsteq)

A tambjamina K (118) (Fig. 59), isolada a partir do nudibranquio Tambja ceutae dos
Acores, apresentou alta citotoxicidade contra linhagens de células tumorais e ndo-tumorais
de mamiferos, dentre elas a CaCo-2 de adenocarcinoma colo-retal humano (ICsq = 0,0035
4M), HelLa de céancer cervical humano (ICso = 14,6 M), C6 de glioma em ratos (ICso = 14,0
1M), H9c2 de mioblasto cardiaco de ratos (ICso = 2,7 pM) e 3T3-L1 de fibroblastos murinicos
(ICs = 19,0 M). O mesmo composto também foi encontrado no extrato do briozoario
Bugula dentata, que é uma presa deste nudibranquio (Carbone et al., 2010).

A tambjamina D (113) (Fig. 59), isolada pela primeira vez de extratos dos

nudibranquios Tambja abdere e T. eliora (Carté e Faulkner, 1983), e posteriormente em um

70



estudo realizado em nosso grupo de pesquisa com espécimes de T. eliora coletados na
costa brasileira, também apresentou atividades bioldgicas interessantes. O composto
apresentou atividade citotoxica frente a linhagens de células de leucemia (CEM, I1Cs, = 12,2
mg/mL; HL60, 1Cso = 13,2 wg/mL), cancer de mama (ICso = 13,2 g/mL), cancer de colon
(ICs = 10,2 tg/mL) e melanoma (ICsp = 6,7 g/mL) (Granato, 2005). Outro trabalho
apresenta a investigacdo de efeitos citotdxicos e genotoxicos da tambjamina D em

fibroblastos pulmonares de hamster (Cavalcanti et al., 2008).
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tambjamina D (113) tambjamina K (118)

Figura 59 : Estruturas das tambjaminas K e D (113 e 118).

5.1.2 — Procedimento Experimental: nudibranquio T. stegosauriformis

Espécimes do nudibranquio Tambja stegosauriformis (3 individuos) foram coletados
na llha do Papagaio, em Cabo Frio-RJ e preservados em EtOH. O processo de extracao foi
realizado da seguinte forma: ap0s separa¢do do EtOH de preservacao, os animais foram
transferidos para 40 mL de EtOH. Os animais em EtOH foram sonicados em banho de
ultrassom por 2 minutos, deixando-se em repouso por mais 30 minutos. Removeu-se o
EtOH e adicionou-se mais 40 mL do mesmo solvente, repetindo-se esta operacdo mais uma
vez. Apos a extracdo, todo o EtOH, de preservacédo e de extragdo, foi evaporado resultando
no extrato etandlico do nudibranquio. Os animais foram re-extraidos com MeOH (3 x 40 mL).
Os extratos metanolico e etanodlico foram reunidos e concentrados até um volume de 300
mL. A suspenséo alcodlica assim obtida foi particionada com hexano. Apos evaporagdo da
fracdo polar e da fracdo apolar obteve-se os extratos brutos metanolico (Tsme, 254,0 mg) e
hexanico (Tshx, 143,0 mg), os quais foram analisados por LC-UV-MS. As condicdes

cromatogréficas e parametros de analise por LC-UV-MS foram os seguintes:
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- gradiente de MeOH em H,O contendo 0,1% de acido férmico, com fluxo de 1,0 mL/min, em
uma coluna de silica-gel derivatizada com grupos Cjg (coluna Inertsil ODS-SP, 5 um, 4,6 x
250 mm, GL Sciences Inc.); espectros de UV-vis obtido para a regido entre 200-600 nm no
detector de arranjo de fotodiodos (PDA); espectros de massas de baixa resolugéao obtido em
modo de ionizacdo por eletrospray positivo utilizando-se a voltagem do cone em 25V,

observando-se ions de massa entre m/z 180-700.

Tambja stegosauriformis
(3 animais)

Extrato do EtOH de preservacéo Extrac@o (em banho de ultrassom)
reunido com extrato MeOH

Tsme TsAD TsMD
(470 mg) (5,0 mg) (1,7 mg)

Reunido dos extratos e particao
MeOH - hexano

Tsme Tshx
(254,0 mg) (143 mg)

Figura 60 : Processo de extracdo do nudibranquio Tambja stegosauriformis (extrato

metandlico = Tsme; extrato hexanico = Tshx).

O extrato metanolico de T. stegosauriformis (254,0 mg) foi separado por HPLC em
fase reversa, com uma coluna semi-preparativa de silica-gel derivatizada com grupos Cig €
uma mistura de MeOH e H,O 67:33 como eluente. Esta separagao forneceu nove fracoes,
Tsme-1 (102,9 mg), -2 (14,6 mg), -3 (1,5 mg), -4 (1,6 mg), -5 (1,2 mg), -6 (0,8 mg), -7 (2,3
mg), -8 (1,5 mg) e —lav (12,4 mg). A analise dos resultados obtidos no sistema LC-UV-MS
indicou a presenga das tambjaminas C (112), D (113) e K (118), além dos aldeidos
formados pela hidrélise das tambjaminas A (114) e B (115) (Fig. 62), o 4-metdxi-2,2'-
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bipirrol-5-carboxaldeido (116) e 3’-bromo-4-metodxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (117),

respectivamente, nas fracdes obtidas.

Tsme
(254 mg)

-HPLC / coluna deltapak C,g4

54,6% de rendimento

—
Tsme-1 Tsme-3 Tsme-5 Tsme-7 Tsme-lav
(102,9 mg) (1,5 mg) L (1,2 mg) (2,3 mg) (12,4 mg)
Tsme-2 Tsme-4 Tsme-6 Tsme-8

[ (14,6 mg) ] (1,6 mg) (0,8 mg) (1,5mg)

-HPLC / coluna phenomenex C,g

98,6% de rendimento

Tsme-2a Tsme-2b Tsme-2c Tsme-2d
(8,5 mg) (5,1 mg) (0,4 mg) (0,4 mg)

Tsme-2bl
(0,8 mg)

Figura 61 : Fracionamento do extrato metandlico do nudibranquio Tambja stegosauriformis

tambjamina A (114) tambjamina B (115)

Figura 62 : Estruturas das tambjaminas A e B (114 e 115).

5.1.3 — Resultados: Compostos identificados no extr  ato metandlico do nudibranquio

Tambja stegosauriformis

A identificacdo dos compostos 112, 113, 116-118 foi realizada por comparacéo dos

dados obtidos nas analises por LC-UV-MS com informacdes dos bancos de dados MarinLit
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e Scifinder, e também de seus espectros de RMN-"H com dados da literatura. A pesquisa
nos bancos de dados MarinLit e SciFinder foi feita realizando-se uma busca por compostos
isolados de animais do género Tambja, obtendo-se dados de absor¢cbées no UV e dados de
massa molecular. As tambjaminas possuem espectros no ultravioleta caracteristicos,
sempre apresentando uma banda intensa entre 390 e 410 nm (Carté e Faulkner, 1983),
provavelmente devido a presenga do sistema bispirrol. Estes compostos geralmente
possuem uma intensa coloracdo esverdeada.

Estes dados foram comparados com os dados obtidos por LC-UV-MS das fracbes
isoladas a partir de T. stegosauriformis. Os espectros no ultravioleta e de massas de baixa

resolucdio (ESI*) e os resultados obtidos das anélises por RMN-'H das fracbes do extrato

metandlico do nudibranquio, estdo a seguir (Figuras 63, 65, 66, 68 e 69, e Tabelas 6 -9).
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Figura 63 : Espectros de UV-vis e massas (ESI") da fracdo Tsme-4.
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Tabela 6: Comparacédo dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) da frac&o

Tsme-4 (Figura 5.1, anexo) com dados da literatura.

Tsme-4 (CDCly) Literatura* (CDCly)

Posicado & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz)

3 5,98 (m) 5,95 (s)

6 7,27 (d, 19,4) 7,28 (s)

7 3,93 (s) 3,90 (s)

8 3,28 (t, 6,4) 3,24 (d, 6,6)

9 1,99 (m) 1,98 (m)
10e 10’ 1,00 (d, 6,7) 0,99 (d, 6,6)

3 6,75 (m) 6,70 (m)

4 6,28 (m) 6,24 (m)

5’ 7,09 (M) 7,04 (m)

* Pinkerton, D.M. et al., 2007

Observou-se na fracdo Tsme-7 a presenca de um composto exibindo no seu
espectro de massas um claro padrdo isotépico que indica a presenca de um atomo de
bromo, devido a presenca de dois ions [M+H]" em m/z 324 e 326 de aproximadamente a
mesma intensidade. Os dados observados nas andlises por LC-UV-MS poderiam indicar a
presenca ou da tambjamina D (113) como da tambjamina | (119), uma vez que estes
compostos sdo isdmeros.

Porém a anélise dos dados de RMN-'H obtidos para esta fracdo (Figura 5.2 , anexo),
apontou que se tratava da tambjamina D. A principal diferenca entre os espectros de RMN-
'H das tambjaminas D e | estdo nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos
carbonos dos anéis pirrélicos. Observou-se no espectro de RMN-'H do composto analisado
sinais em & 7,02; 6,71 e 6,34, concordando com dados da literatura que mostram estes
sinais em o 7,00; 6,64 e 6,33 para a tambjamina D (Carté e Faulkner, 1983), enquanto que
para a tambjamina | os hidrogénios pirrélicos aparecem em 9 6,55; 6,15 e 5,86 (Pinkerton et

al., 2007).
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tambjamina D (113)

tambjamina | (119)

Figura 64 : Estruturas das tambjaminas D e | (113 e 119).

Figura 65 : Espectros de UV-vis e massas (ESI") da fragdo Tsme-7.
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Tabela 7: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) da fracdo

Tsme-7 com dados da literatura.

Tsme-7 (CDCly)

Literatura* (CDCls)

Posicao & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz)

3 6,71 (d, 2,3) 6,64 (s)

6 7,40 (d, 15,0) 7,39 (d, 14,0)

7 3,97 (s) 3,97 (s)

8 3,30 (m) 3,32 (m)

9 2,01 (m) 2,05 (m)

10 e 10’ 1,01 (d, 6,7) 1,04 (d, 6,6)
4 6,34 (M) 6,33 (M)
5 7,02 (m) 7,00 (m)
* Carté, B., 1983
362.7 1.0x108{ 191.1
0901 A\
[M+H]*
o5 \ 8.0x107 OCH;
0.707 4 3 3 7
0.607 6.0x107-| 5'/N\ / N\ CHO
2 0.50 H H 6
0.40 4.0x107-
249.6 tambjamina A - aldeido (116)
0.307 //"\\\ m/z 190,19
ool NS \ / 2.0x107
0.107 N — 0.0kl 260.2 362.1401.3443.1478.5 567.6
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nm

Figura 66 : Espectros no ultravioleta e de massas (ESI") da fragdo Tsme-2b1.
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Tabela 8: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de *H (600 MHz) da fracdo

Tsme-2bl (Figura 5.3, anexo) com dados da literatura.

Tsme-2bl (DMSO-dg) Literatura* (DMSO-dg)
Posicao & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz)

3 6,26 (d, 2,7) 6,28 (s)

6 9,28 (s) 9,30 (s)

7 3,82 (s) 3,85 (s)

3 6,74 (m) 6,76 (s)

4 6,10 (dd, 2,5 e 5,8) 6,13 (t, 3,0)

5’ 6,89 (d, 1,4) 6,92 (s)
NH 11,23 (s) 11,20 (s)
NH 11,40 (s) 11,50 (s)

* Pinkerton, D.M. et al., 2007

Na fracdo Tsme-8 foi identificado o composto 3’-bromo-4-metéxi-2,2’-bipirrol-5-

carboxaldeido (117) (Fig. 67), que é um dos compostos formados a partir da hidrélise da

tambjamina B, sendo o0 outro o 5’-bromo-4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (120) (Fig.

67), apresentando como diferenca o atomo de bromo na posicdo 5’ no anel pirrélico.

Diferencia-se 0s dois compostos observando-se 0s deslocamentos quimicos dos

hidrogénios pirrélicos, assim como foi explicado na diferenciacdo das tambjaminas D e |

citado anteriormente.

OCH OCH
s Brs 73 4 3 3 73
7\l N 7\l \
. CHO CHO
Y N~ 6 Br— N N
H H H
3'-bromo-4-metdxi-2,2'-bipirrol-5- 5'-bromo-4-metéxi-2,2'-bipirrol-5-
carboxaldeido (117) carboxaldeido (120)

Figura 67 : Estruturas dos compostos 117 e 120.

78



0.26 359.7
0.247 7\
0.22 / \
0.20 ’ “
0.18 |
0.167 /
0.147 ‘/‘

AU

0.124
0.10 248.4

0.084 \\“ /
006 / \ /
0.044 \ P
0.02-

485.4 523.1 553.6 592.6

————— T
250.00 300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 550.00
nm

6X107* 269.0

i
| \‘
5x107 MeHT |

Br, [OCHs
7

0" 5M\S\CHO

\ N N 6

3x107 H H

Intensity

2x107 carboxaldeido (117)

H | 3-bromo-4-metoxi-2, 2'-bipirrol-5-
m/z 269,09

1x10

L e e AL N S B B p L L S S S S S B S S S B B B B R B |
260.00 265.00 270.00 275.00 280.00 285.00 290.00 295.00
mwz

Figura 68 : Espectros no ultravioleta e de massas (ESI*) da fragdo Tsme-8.

Tabela 9: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de 'H (400 MHz) da fracdo

Tsme-8 (Figura 5.8, anexo) com dados da literatura.

Tsme-8 (DMSO-ds) Literatura* (CDCls)
Posicao & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz)

3 6,53 (d, 2,3) 6,74 (d, 2,6)

6 9,39 (s) 9,24 (s)

7 3,87 (s) 3,97 (s)

4 6,28 (t, 2,7) 6,33 (t, 2,7)

5’ 7,01 (t, 2,7) 6,89 (t, 2,7)
NH 11,28 (s) 11,70 (s)
NH 11,50 (s) 12,00 (s)

* Carté, B., 1983
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Figura 69 : Espectros no ultravioleta e de massas (ESI") da fragdo Tsme-6.

Considerando-se a pouca massa das fracdes obtidas, em decorréncia de um limitado
namero de espécimes (apenas trés) disponiveis para a extracdo, ndo foi possivel isolar as
substancias puras em quantidades suficientes para realizar sua analise completa por RMN
mono e bidimensional. Todavia, a analise dos espectros de massas do tipo MS/MS obtidos
das fracdes isoladas de T. stegosauriformis indicaram que as estruturas analisadas seguem
um padréo de fragmentacéo condizente com as caracteristicas estruturais das tambjaminas.

A seguir ilustramos uma possivel rota de fragmentacdo para o composto identificado
como a tambjamina C (Esquema 5), utilizando-se dados de fragmentacdo do ion precursor
m/z 246, obtidos da fracdo contendo este composto. A fragmentacao se inicia pela cadeia N-

alquila ligada a um dos anéis pirrélicos da molécula, posteriormente chegando ao grupo
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metodxi ligado ao mesmo anel pirrélico da cadeia N-alquila. Este padrdo de fragmentacéo
também foi observado nos espectros de ions produtos obtidos dos ions precursores
relativos as tambjaminas D e K identificadas neste trabalho, como pode ser observado nas
Figuras 70-74 a seguir. No entanto, poucas informacdes a respeito das fragmentacdes
foram obtidas para os compostos 116 e 117 (aldeidos das tambjaminas A e B
respectivamente).

1: Daughters of 246ES+

EDS_TSME4_IDDI246a 68 (1.466)
188 2.46e6

1004

175

o5 148

%

190 216

246

199

A R

Y
0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 70 : Espectro de massas do tipo MS/MS da tambjamina C.
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Esquema 5. Rota de fragmentagéo proposta para a tambjamina C, segundo andlise de seu

espectro de massas do tipo MS/MS.

82



EDS
1004

%

TSME7_IDFSPa 51 (1.335) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (4 3:66-93:111) 1: Scan ES+
324 4.97e7
326
245
202
190
269271
162
T T T t T T t T T T T T T T T T T T T T m/z
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura 71 : Espectro de massas do tipo MS/MS da tambjamina D.
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Esquema 6 . Rota de fragmentag&o proposta para a tambjamina D, segundo andlise de seu

espectro de massas do tipo MS/MS.
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Figura 72 : Espectro de massas do tipo MS/MS do aldeido da tambjamina B.
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Esquema 7 . Rota de fragmentacg&o proposta para o aldeido da tambjamina B, segundo

analise de seu espectro de massas do tipo MS/MS.
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EDS_TSME2b11_LCDI191a 265 (5.643) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (261:284-302:345) 1: Daughters of 191ES+
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Figura 73 : Espectro de massas do tipo MS/MS do aldeido da tambjamina A.
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Esquema 8. Rota de fragmentacéo proposta para o aldeido da tambjamina A, segundo

andlise de seu espectro de massas do tipo MS/MS.
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Met Aminas
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Figura 74 : Espectro de massas do tipo MS/MS da tambjamina K.
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Esquema 9. Rota de fragmentag&o proposta para a tambjamina K, segundo analise de seu

espectro de massas do tipo MS/MS.

Um trabalho realizado em nosso grupo de pesquisa apresentou a investigacao
quimica do nudibréanquio Tambja eliora, coletado em S&o Sebastido — SP (Granato et al.,
2005). Neste estudo foram isoladas as tambjaminas A e D. Apenas este Ultimo alcal6ide foi
também encontrado no extrato do T. stegosauriformis investigado no presente trabalho. Este
€ o primeiro estudo quimico realizado com Tambja stegosauriformis, espécie nova

recentemente descrita na literatura (Pola, M., 2005).
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5.2 Briozoério Bugula sp.

5.2.1 — Introducao

Os briozoérios do género Bugula, dentro do filo Bryozoa, sdo considerados dos mais
importantes devido ao potencial farmacolégico. O Bugula neritina, por exemplo, é um
briozoério queilostomado, de crescimento ereto e cosmopolita, e suas coldnias sdo
tipicamente encontradas em regides de portos e baias, fixados normalmente em substratos
firmes ou com material organico

(http://www.issq.org/database/species/ecology.asp?si=1080&fr=1&sts).

O briozoario marinho Bugula neritina € considerado um dos organismos mais
promissores, desde a descoberta de seu potencial farmacolégico em 1968 com o isolamento
da briostatina. Hoje sdo conhecidos mais de 20 compostos desta série de lactonas
macrociclicas com potente atividade antitumoral, além das neristatinas (121) e que também

apresentam esta atividade, porém mais fraca que as briostatinas (Tang et al., 2010).

neristatina 1 (121)

Figura 75 : Estrutura da neristatina 1 (121).
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Figura 76 : Fotografia dos briozoarios Bugula plumosa
(http://www.diverosa.com/Nederland/Dreischor%20Zuidlangeweg/DZL -
080829%20Gepluimde%20hoorncelpoliep,%20Bugula%?20plumosa.html), B. neritina
(http://researcharchive.calacademy.org/research/izg/SFBay2K/bugula.htm) e B. flabellata

(http://www.marlin.ac.uk/speciesinformation.php?speciesID=2822).

As tambjaminas ja foram isoladas de animais como briozoéarios, nudibranquios e
ascidias. Acredita-se que estes compostos podem ter sua origem relacionada as
prodigiosinas, uma classe de alcaléides tripirrélicos ja obtidos a partir de bactérias marinhas
e terrestres (Blackman e Li, 1994). Estudo da via biossintética destes compostos pirrélicos
indicam que estes podem ser formados a partir de uma unidade de prolina, uma unidade de
glicina, uma de serina e vérias de acetato, envolvendo uma condensacéo do 2,2’-bipirrol-5-
carboxaldeido (Cerdefio et al., 2001). Outras vias propostas na literatura mostram que 0s
anéis pirrolicos ainda podem ser formados a partir de outros precursores como tirosina,
triptofano e ornitina (Pearce et al., 1988; Peschke et al., 2005). Diversas reac¢des quimicas,

como hidrolise, ataque nucleofilico de alcob6is ou ainda formacdo de amida estédo
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diretamente ligadas & incorporacdo de um esqueleto pirr6lico em produtos naturais (Walsh

et al., 2006).
_CO.H
— OMe
H —
X NG
. R R
\ / N
~COH 0 prodiginina
N MeO
H2N CO2H MeO
-
\[ — NH
OH =
H ES
N

Q/COZH HN _

2,2'-bipirrol-5-carboxaldeido

Figura 77 : Origem biossintética de uma prodiginina deduzida a partir de precursores

marcados (Cerdefio et al., 2001).

Do briozoéario Bugula dentata, coletado na Tasmania, foram isolados pela primeira
vez quatro, as tambjaminas G (122), H (123), | (119) e J (124) (Fig. 78), das cerca de 11
tambjaminas atualmente conhecidas. Apesar de muitas vezes estes compostos serem
encontrados em nudibranquios do género Tambja, acredita-se que este fendmeno esteja
relacionado ao fato destes animais serem frequentemente encontrados predando

briozoérios produtores das tambjaminas.
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Figura 78 : Estruturas das tambjaminas G-J isolados do briozoario Bugula dentata.

5.2.2 — Procedimento Experimental: briozoario  Bugula sp.

Espécimes do briozoario Bugula sp. foram coletados em Cabo Frio-RJ e liofilizados.
O processo de extracao foi realizado da seguinte forma:
0s espécimes (cerca de 32 g) foram triturados em liquidificador com MeOH; o material foi
filtrado em uma cama de celite sobre papel de filtro, sendo a massa filtrada retirada do celite
e colocada novamente em béguer com MeOH para nova extracdo; o procedimento foi
repetido outras trés vezes; todo o volume de MeOH filtrado foi entdo concentrado em
evaporador rotativo até um volume de 300 mL; adicionou-se 10% deste volume de H,O e
entdo realizou-se uma particdo com hexano (4 x 300 mL).

O extrato metandlico obtido (2,6 g) foi submetido a cromatografia em coluna pré-
empacotada de silica-gel derivatizada com grupos Cig utilizando-se um gradiente de MeOH
em H,0 (H,O 100%, H,O/MeOH 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, MeOH 100% e MeCN 100%)
como fase movel; as fracdes coletadas foram analisadas por CCD utilizando os reveladores
acido fosfomolibdico e ninidrina, e reunidas de acordo com os dados obtidos; o processo
levou a obtencdo de dez novas fragbes, CF11BRI-2A (1,9 g), CF11BRI-2B (86,5 mg),
CF11BRI-2C (36,5 mg), CF11BRI-2D (40,1 mg), CF11BRI-2E (54,2 mg), CF11BRI-2F (50,3

mg), CF11BRI-2G (27,0 mg), CF11BRI-2H (34,0 mg), CF11BRI-2| (78,2 mg) e CF11BRI-lav
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(126,7 mg), que foram analisadas por LC-UV-MS (utilizando-se as mesmas condicdes,
parametros e coluna citadas na pagina 69) com o intuito de se observar seus perfis quimicos
e indicios da presenca de tambjaminas nas fracdes, comparando-se 0s espectros de UV-vis
e massas obtidos nestas andlises, com dados encontrados nas bases SciFinder e MarinLit.

Devido a similaridade dos perfis cromatograficos das fracdes CF11BRI-2C e -2D, e
indicios da presenca de tambjaminas, estas foram reunidas e purificadas por HPLC em fase
reversa, utilizando-se um gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em H,O (inicio com 40% de eluente
organico; H,O com 0,05% de TFA) em uma coluna semi-preparativa de silica-gel
derivatizada por grupos C;g (CSC-Inertsil 150A/0ODS2, 5 tm, 250 x 9,4 mm), obtendo-se 8
novas fracdes, CF11BRI-2CD1 (33,8 mg), -2CD2 (1,8 mg), -2CD3 (5,6 mg), -2CD4 (1,7 mg),
-2CD5 (3,2 mg), -2CD6 (1,4 mg), -2CD7 (1,5 mg), -2CD8 (1,6 mg) e -2CD9 (18,2 mg) que
foram analisadas por LC-UV-MS. Os resultados obtidos nestas andlises mostraram que 0s
compostos presentes nas fragfes -2CD2 e -2CD4 poderiam ser da classe das tambjaminas,
considerando-se os espectros de UV-vis observados. A busca realizada nos bancos de
dados SciFinder e MarinLit das massas moleculares observadas nos espectros das
respectivas amostras, cruzando com as informacdes das tambjaminas conhecidas, néo
encontrou nenhum resultado, podendo indicar que se tratavam de compostos ainda ndo
descritos na literatura. Entretanto, a completa identificacdo estrutural destes compostos
ainda nao foi concluida.

A fracdo CF11BRI-2G (27 mg) foi também submetida & purificacdo por HPLC em
fase reversa, utilizando-se as mesmas condi¢cdes cromatogréficas (fase movel e coluna) da
fracdo CF11BRI-2CD citada anteriormente. O processo forneceu nove novas fracoes,
CF11BRI-2G1 (2,6 mg), -2G2 (2,5 mg), -2G3 (1,3 mg), -2G4 (2,5 mg), -2G5 (2,4 mg), -2G6
(2,0 mg), -2G7 (2,4 mg), -2G8 (1,5 mg) e -2G9 (6,0 mg), identificando-se, apds analises por
LC-UV-MS, o aldeido da tambjamina B na fracdo CF11BRI-2G9. Espectros de RMN-'H e

3C foram obtidos para esta frag&o.
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CF11BRI-2
(32,49)

- extracdo ¢/ MeOH e EtOH
- particdo MeOH/hexano

Extrato

hexanico

93,6 % de rendimento

extrato MeOH
CF11BRI-2
2,6

Cromatografia em silica-gel
derivatizada C,g (Sep Pak)

CF11BRI-2A
(199

|

CF11BRI-2B
(86,5 mg)

CF11BRI-2C
(36,5 mg)

CF11BRI-2E
(54,2 mg)

CF11BRI-2D
(40,1 mg)

CF11BRI-2G
(27,0 mg)

CF11BRI-2F
(50,3 mg)

CF11BRI-2I
(78,2 mg)

CF11BRI-2H
(34,0 mg)

Figura 79 : Processo de extracao e fracionamento do briozoario Bugula sp.

CF11BRI-2CD

(76,6 mg)

89,8 % de rendimento

-HPLC / coluna inertsil C; g

- gradiente (MeOH/MeCN 1:1) em H,O
(TFA 0,05%), 1,5 mL/min

CF11BRI-lav
(126,7 mq)

CF11BRI- CF11BRI- CF11BRI- CF11BRI- CF11BRI-
2CD1 2CD3 2CD5 2CD7 2CDlav
(33,8 mg) (5,6 mg) (3,2 mg) (1,5 mg) (18,2 mg)
CE11BRI- CF11BRI- CF11BRI- CF11BRI-
2CD2 2CD4 2CD6 2CD8

1.8m (1,7 mg) 1,4 m 1,6 m

Figura 80 : Fracionamento da amostra CF11BRI-2CD.
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CF11BRI-2G
(27,0 mg)

-HPLC / coluna inertsil Cyg

85,9% de rendimento

- gradiente (MeOH/MeCN 1:1) em H,O
(TFA 0,05%), 1,5 mL/min

CF11BRI-2G1 CF11BRI-2G3 CF11BRI-2G5 CF11BRI-2G7| CF11BRI-2G9
(2,6 mg) (1,3mg) (2,4 mg) (2,4 mg) (6,0 mg)
CF11BRI-2G2 CF11BRI-2G CF11BRI-2G§ CF11BRI-2G
(2,5 mg) (2,5 mg) (2,0 mg) (1,5 mg)

tambjamina B —
aldeido

Figura 81 : Fracionamento da amostra CF11BRI-2G.

Outra fracdo separada por HPLC nestas mesmas condicoes, foi a CF11BRI-2H (34,6
mg), fornecendo nove novas fragdes: CF11BRI-2H1 (3,2 mg), -2H2 (2,9 mg), -2H3 (1,0 mg),
-2H4 (1,9 mg), -2H5 (4,0 mg), -2H6 (1,2 mg), -2H7 (2,0 mg), -2H8 (1,9 mg) e -2H9 (2,5 mg),
e uma fragdo de lavagem da coluna com 9,8 mg. As tambjaminas A e C, dois compostos ja
descritos na literatura, foram identificados nas fracbes CF11BRI-2H2 e -2H5,
respectivamente, a partir dos dados obtidos por LC-UV-MS e comparacao dos espectros de
RMN-'H e *C com dados da literatura.

A fracdo CF11BRI-2I também foi separada por HPLC nas mesmas condi¢des citadas
acima. O processo forneceu as fragdes: CF11BRI-2I1 (13,1 mg), -212 (8,4 mg), -2I3 (7,4 mg),
-214 (8,3 mg), -215 (4,0 mg), -216 (10,0 mg), -217 (1,1 mg), e -2I18 (12,8 mg). A tambjamina D
foi identificada na fragéo -216 ap6s comparacéo dos espectros de RMN-'H, *3C e massas de
baixa resolucdo (modo ESI") com dados da literatura, assim como um isémero da
tambjamina J, presente na fracdo -217. Apés analise por LC-UV-MS, a fracdo CF11BRI-215
foi escolhida para ser purificada por HPLC em fase reversa (coluna Inertsil ODS-SP, 5 um,
4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.) utilizando-se MeOH/MeCN/H,O 3:2:5 como eluente em
modo isocratico, fornecendo seis novas fragées: CF11BRI-215a (0,7 mg), CF11BRI-215b (0,4
mg), CF11BRI-2I5¢ (1,2 mg), CF11BRI-2I5d (0,4 mg), CF11BRI-2I5e (0,7 mg) e CF11BRI-

215f (0,4 mg), sendo possivel a identificacdo da tambjamina K na fracdo -2I15¢c. Mais uma

95



vez, obtiveram-se os espectros de RMN-'H e **C, além dos dados de UV e massas das

analises por LC-UV-MS, do composto isolado.

CF11BRI-2H

(34,0 mg)

-HPLC / coluna inertsil C; 4

75,2% de rendimento

- gradiente (MeOH/MeCN 1:1) em H,O
(TFA 0,05%), 1,5 mL/min

/a

N |
3

&

CF11BRI-2H9
(2,5mgq)

(2

CFllBRI-ZHlI

v tambjamina C
tambjamina A

Figura 82 : Fracionamento da amostra CF11BRI-2H.

CF11BRI-2I
(78,2 mg)

-HPLC / coluna inertsil C 44
85,8 % de rendimento

CF11BRI-2i1 CF11BRI-2i3
(13,1 mg) (7,4 mg)
CF11BRI-2i2 CF11BRI-2i4
(10,4 mg)

- gradiente (MeOH/MeCN 1:1) em H,O
(TFA 0,05%), 1,5 mL/min

CF11BRI-2i7
(1,1 mg)
CF11BRI-2i6 CF11BRI-2i8
(10,0 mg) (12,8 mg)

125

CF11BRI-2i5
(4,0 mg)

(8,3 mg)

tambjamina D

-HPLC / coluna Cg
95,0 % de rendimento

CF11BRI-2i53] F11BRI-2i5 CF11BRI-2i5c F11BRI-2i5d} |CF11BRI-2i5 CF11BRI-2i5f
(0.7 mg) (0.4 mg) (1.2 mg) (0.4 mg) (0.7 mg) (0.4 mg)

!

tambjamina K
Figura 83 : Fracionamento das amostras CF11BRI-2l e CF11BRI-2I5.
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5.2.3 — Resultados: Compostos identificados no extr  ato metanolico do briozoario

Bugula sp.

O fracionamento e purificacdo do extrato metandlico dos espécimes do briozoario
Bugula sp. coletado em Cabo Frio — RJ, levou ao isolamento e identificacdo de seis
compostos conhecidos da classe das tambjaminas, além de outras duas substancias que
possivelmente pertencam a esta classe, mas que nédo tiveram sua identificacdo estrutural
finalizada. O estudo quimico deste briozoario foi realizado com o objetivo de se tentar
observar possiveis semelhangas e diferencas, quanto & composi¢cdo em tambjaminas, com o
extrato metandlico do nudibranquio Tambja stegosauriformis, apresentado anteriormente,
uma vez que esta espécie de nudibrAnquio € frequentemente encontrada predando
briozoarios do género Bugula na regido de Cabo Frio-RJ, podendo assim acumular estes
metabdlitos gracas a sua dieta alimentar.

A identificacdo estrutural das tambjaminas isoladas neste trabalho foi realizada
comparando-se os dados de espectroscopia UV e massas de baixa resolucdo (ESI") obtidos
nas analises por LC-UV-MS realizadas, assim como seus espectros de RMN-'H e 3C, com
dados da literatura. Como pdde ser observado, a maioria das tambjaminas isoladas a partir
do extrato metandlico do briozodrio Bugula sp, foram também encontradas no extrato
metandlico do nudibranquio Tambja stegosauriformis. Assim, os dados obtidos das fracdes
contendo os compostos, dos respectivos animais, foram também comparados.

Na fracdo CF11BRI-2g9, foi identificado o composto 3’-bromo-4-metoxi-2,2’-bipirrol-
5-carboxaldeido (117), que seria o composto de hidrélise da tambjamina B, formando seu
aldeido. O composto foi encontrado também no extrato do nudibranquio T. stegosauriformis
estudado neste trabalho. A Tabela 10 apresenta os valores de deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN-'H (Figura 5.9, anexo) obtidos das fracdes contendo o
composto, tanto do extrato do nudibranquio como do briozoario, juntamente com dados da

literatura.
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Tabela 10: Comparac&o dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) da frac&o
CF11-2G9 com dados da literatura.

CF11-29g9 Tsme-8 Literatura*
(DMSO-d5) (DMSO-d5) (CDCly)
Posicado & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz)
3 6,53 (d, 2,7) 6,53 (d, 2,3) 6,74 (d, 2,6)
6 9,39 (s) 9,39 (s) 9,24 (s)
7 3,87 (s) 3,87 (s) 3,97 (s)
4 6,28 (t, 2,6) 6,28 (t, 2,7) 6,33 (t, 2,7)
5 7,01 (t, 3,0) 7,01 (t, 3,0) 6,89 (t, 2,7)
NH 11,30 () 11,28 (s) 11,70 (s)
NH 11,49 (s) 11,50 (s) 12,00 (s)

* Carté, B., 1983

Outro composto isolado no estudo deste extrato foi a tambjamina C (112),
encontrada na fracdo CF11BRI-2H5, e que também foi identificada no extrato metandlico de
T. stegosauriformis. Na Tabela 11 a seguir temos os dados de RMN-'H (Figura 5.11 , anexo)

obtidos das fracGes do nudibranquio e do briozoario juntamente com os dados da literatura.
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Figura 85 : Espectros de UV e de massas (ESI* e ESI') da tambjamina C.

Tabela 11: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) da fracédo

CF11-2H5 com dados da literatura.

CF11-2H5 Tsme-4 Literatura*
(CDCly) (CDCly) (CDCly)
Posicado &'H (mult., JJHz)  &'H (mult., JHz) & 'H (mult., J/Hz)
3 5,98 (d, 2,1) 5,98 (m) 5,95 (s)
6 7,28 (s) 7,27 (d, 19,4) 7,28 (s)
7 3,94 (s) 3,93 (s) 3,90 (s)
8 3,29 (t, 6,4) 3,28 (t, 6,4) 3,24 (d, 6,6)
9 2,00 (m) 1,99 (m) 1,98 (m)
10e 10’ 1,01 (d, 6,7) 1,00 (d, 6,7) 0,99 (d, 6,6)
3 6,76 (M) 6,75 (M) 6,70 (m)
4 6,29 (m) 6,28 (m) 6,24 (m)
5 7,10 (m) 7,09 (m) 7,04 (m)

* Pinkerton, D.M., 2007

Da fracdo CF11BRI-2I6 foi isolado outra tambjamina conhecida, a tambjamina D

(113). Este composto, como dito anteriormente, ja havia sido isolado em nosso grupo de

pesquisa a partir do extrato de outra espécie de nudibranquio do género Tambja, o T. eliora.

Os dados espectroscopicos obtidos para o composto isolado a partir do briozoario Bugula

sp., e a comparacdo com dados da literatura estdo a seguir (Tabela 12).
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Figura 86 : Espectros de UV e de massas (ESI* e ESI') da tambjamina D.

Tabela 12: Comparac&o dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) da frac&o

CF11-216 (Figura 5.13, anexo) com dados da literatura.

CF11-216 Tsme-7 Literatura*
(CDCly) (CDCly) (CDCly)
Posic&o & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz) & 'H (mult., J/Hz)
3 6,71 (d, 2,3) 6,71 (d, 2,3) 6,64 (s)
6 7,40 (d, 15,0) 7,40 (d, 15,0) 7,39 (d, 14,0)
7 3,97 (s) 3,97 (s) 3,97 (s)
8 3,31 (t, 6,4) 3,30 (m) 3,32 (m)
9 2,01 (m) 2,01 (m) 2,05 (m)
10 e 10’ 1,01 (d, 6,7) 1,01 (d, 6,7) 1,04 (d, 6,6)
4 6,35 (m) 6,34 (M) 6,33 (M)
5’ 7,03 (m) 7,02 (m) 7,00 (m)

* Carté, B., 1983

Da fragdo CF11-2H2 foi identificada a tambjamina A (114), um composto isolado pela
primeira vez em um trabalho com os nudibranquios Tambja abdere, T. eliora e Roboastra
tigris coletados no golfo da Califérnia (Carté e Faulkner, 1983). Este alcaldide n&do foi
encontrado no extrato metandlico do nudibranquio T. stegosauriformis analisado neste

projeto.
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Figura 87 : Espectros de UV e de massas (ESI" e ESI") da tambjamina A.

Tabela 13: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) e *C
(100 MHz) da fracdo CF11-2H2 (Figuras 5.15 e 5.16, anexo) com dados da literatura.

CF11-2H2 (DMSO-de)

Literatura* (DMSO-dg)

Posicdo & *C (mult., J/Hz)

& 'H (mult., J/Hz)

5 13C (mult., J/Hz)

& 'H (mult., J/Hz)

2 141,6 - 141,2 -
3 91,7 6,51 (d, 2,0) 92,1 6,50 (d, 2,2)
4 164,1 - 163,8 -
5 122,1 - 121,8 -
6 142,0 7,82 141,8 7,82
(dd, 8,7 e 16,0) (dd, 8,7 e 16,0)
7 58,5 3,93 (s) 59,0 3,69 (s)
2 110,4 - 110,1 -
3 123,6 7,14 (m) 124,1 7,14
(dd, 2,6 e 4,0)
& 110,9 6,27 (M) 110,5 6,28
(dt, 2,3 e 3,6)
5 111,3 7,09 (m) 111,7 7,07 (m)

* Granato, A.C., 2005

Outro alcaldide isolado no estudo quimico de Bugula sp. foi a tambjamina K (118),

isolado recentemente a partir de nudibranquios Tambja ceutae coletados na regido dos

Acores (Carbone et al., 2010). Os dados espectroscopios obtidos para o composto isolado

podem ser vistos na Tabela 14 e Figura 88 a seguir. O composto foi identificado no extrato

de T. stegosauriformis, porém em uma quantidade minima, ndo sendo possivel a obtencéo
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Figura 88 : Espectros de UV e de massas (ESI* e ESI") da tambjamina K.

Tabela 14: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) e *C
(100 MHz) da fragao CF11-2I5c (Figuras 5.17 e 5.18, anexo) com dados da literatura.

CF11-2I5c (CDCly)

Literatura* (CDCly)

Posicdo & ™°C (mult., J/Hz)  &'H (mult., J/Hz) & '3C (mult., I/Hz)  &*H (mult., I/Hz)
2 143,0 - 143,8 -
3 91,4 5,98 (s) 91,5 6,00 (s)
4 164,0 - 164,1 -
5 110,7 - 110,8 -
6 140,6 7,30 (d, 14,9) 140,1 7,36 (d, 15,0)
7 58,4 3,94 (s) 58,4 3,95 (s)
8 57,1 3,49 (m) 49,4 3,49 (m)
9 35,8 1,63 (m) 38,9 1,64 (m)
10 26,6 1,77 (m) 25,5 1,70 (m)
11 22,3 0,95 (d, 6,8) 22,3 0,96 (d, 6,4)
12 22,3 1,00 (d, 6,8) 22,3 0,96 (d, 6,4)
NH - 9,60; 11,40; 13,50 - 9,23; 10,70; 12,50
2 1224 - 122,3 -
3 113,6 6,75 (m) 113,7 6,77 (M)
4 110,7 6,29 (m) 110,7 6,30 (m)
5 1245 7,09 (M) 124,5 7,07 (m)

* Carbone et al., 2010
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Na fracdo CF11-217 foi identificado um composto que apresentou, no espectro de
massas obtido nas andlises por LC-UV-MS (modo ESI"), dois picos de mesma intensidade em
m/z 338 e 340 indicando a presenca de um atomo de bromo em sua estrutura. Essas
caracteristicas apontam para a tambjamina J (124), um composto dessa classe isolado
originalmente a partir do briozoario Bugula dentata coletado na Tasméania (Blackman e Li,
1994). Os dados de RMN-'H e '*C (CDCl;, 400MHz) obtidos foram comparados com a
literatura. Porém, ao compararmos os valores de deslocamento quimico dos espectros de
RMN-'H, notou-se uma discrepancia entre os valores relativos aos hidrogénios pirrolicos
(regido entre 9 6,00 e 7,00 aproximadamente) do composto presente na fragdo CF11-217 com
a tambjamina J.

Ao analisarmos as estruturas das tambjaminas descritas na literatura, nota-se a
existéncia de dois tipos de esqueletos quando o atomo de bromo se faz presente no
composto, sendo um deles com o bromo ligado ao carbono pirrélico C-3’, e o outro tipo
guando este se liga ao carbono C-5'. Observando-se os valores de deslocamento quimico
dos hidrogénios pirrélicos das tambjaminas que possuem um atomo de bromo em sua
estrutura, pode-se notar que estes valores seguem uma tendéncia conforme a posicao (C-3’
ou C-5) em que este se encontra em determinada tambjamina. As Tabelas 15 e 16 ilustram

esse fato.

Tabela 15: Valores de deslocamento quimico dos hidrogénios pirrélicos das tambjaminas G,
leld.

5 'H (CDCl;) — compostos com Br na posicéo C-5’

Posicao tambjamina | (119)* tambjamina G (122)* tambjamina J (124)**

C-3 5,93 5,92 5,87

C-3 6,40 6,44 6,56

c-4 6,09 6,12 6,15
* Blackman, A.J., 1994 ** Pinkerton, D.M., 2007
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Figura 89 : Estruturas dos compostos 113, 117, 119, 122 e 124.

Tabela 16: Valores de deslocamento quimico dos hidrogénios pirrélicos das tambjaminas B

(aldeido), D e do composto da fracdo CF11-217.

3'H (CDCl3) — compostos com Br na posi¢do C-3’

Posicao tambjamina D (113)* tambjamina B - aldeido (117)* CF11-217 (125)

C-3 6,64 6,74 6,66
c-4 6,33 6,33 6,34
C-5 7,00 6,89 7,01

* Carté, B., 1983

Com base nestas informacdes, e nos deslocamentos quimicos observados na regiao
dos hidrogénios pirrélicos do composto presente na fragdo CF11-217, o 6,34; 6,66 e 7,01,
sugere-se que este composto apresenta o &tomo de bromo ligado ao carbono C-3’, e ndo ao
C-5" como na molécula da tambjamina J (124), sendo, neste caso, um isémero deste
alcal6éide ainda nado descrito na literatura. Esta hipétese € reforcada pelos dados obtidos nos
espectros de RMN bidimensionais para a substancia na fragdo CF11-217, de acordo com as
correlacdes observadas, e ainda com a comparacéo dos deslocamentos quimicos de *H e *3C

(novos espectros obtidos em DMSO-ds) referentes as posigbes C-3, C-4' e C-5 deste
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composto com os dados da tambjamina D (Granato et al., 2005). Estas informagdes podem

ser vistas na Tabela 17 e Figura 90 .

Tabela 17: Valores de deslocamento quimico dos hidrogénios e carbonos pirrélicos da
tambjamina D e do composto da fracdo CF11-217 (Figuras 5.19 e 5.20, anexo) (DMSO-ds,
600 MHz).

CF11-217 (DMSO-ds) tambjamina D* (DMSO-ds)
Posicdo §™°C (mult., J/Hz)  &'H (mult., J/Hz) & 3C (mult., I/Hz)  &*H (mult., I/Hz)
3 93,7 6,56 (d, 2,2) 92,8 6,61 (d, 2,4)
& 1135 6,41 (t, 2,4) 114,7 6,33 (t, 2,7)
5 123,7 7.20 (¢, 3,1) 124,0 7,00 (t, 3,0)

* Granato, A.C., 2005

OCHj 6,56

CH,CH(CH,CHa)

CHs;

Figura 90 : Estrutura proposta do composto 125 e correlacfes observadas nos espectros de
RMN do tipo COSY e HMBC.

A total elucidacdo estrutural do composto 125 foi dificultada pela pouca massa
disponivel da fragdo CF11-217 (1,1 mg) e pelo fato desta ndo se encontrar totalmente pura,
dificultando principalmente a observacédo das correlacdes da porcado da molécula em que se
encontra a cadeia alquila ligada ao nitrogénio da enamina. O espectro de massas de baixa
resolucdo e o espectro no UV-vis obtido nas analises por LC-UV-MS deste composto (125)

podem ser observados na Figura 91 .
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Figura 91 : Espectros de UV e de massas (ESI*) do composto (125).
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Além das tambjaminas ja descritas na literatura isoladas a partir do extrato

metandlico deste briozoario, foram observados, com o auxilio das analises realizadas por

LC-UV-MS, outros dois compostos que apresentaram espectros de UV-vis caracteristicos da

classe das tambjaminas, porém apresentando massas moleculares (de acordo com 0s

espectros de massas do tipo ESI” obtidos) diferentes de quaisquer compostos desta classe

ja descritos. O composto presente na fracdo CF11BRI-2CD2, apresentou o pico do ion

quasi-molecular em m/z 298, e uma banda de absorcdo intensa em aproximadamente 398

nm, tipico desta classe de compostos. O composto ainda ndo identificado da fragéo

CF11BRI-2CD4, apresentou dois sinais de intensidades semelhantes em m/z 376 e 378,

indicando a presenca de um a&tomo de bromo em sua estrutura. Os espectros de UV-vis e de

massas de baixa resolugdo (ESI*) obtidos nas andlises por LC-UV-MS para os dois

compostos encontram-se nas Figuras 92 e 93.
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Figura 93 : Espectros de UV e de massas (ESI*) do composto néo identificado da fracédo

CF11-2CDA4.

Entretanto, a completa identificacdo estrutural dos compostos presentes nestas duas
fracbes ndo pdde ser realizada. Devido ao fato dessas fracbes ndo se encontrarem
totalmente puras e estarem disponiveis em uma pequena quantidade (1,8 e 1,7 mg
respectivamente), estas frac6es foram enviadas a colaboradores no Canada com o intuito de
se realizar a purificagao final destas, e a obtencdo de novos dados de RMN. No entanto, a
obtencdo destes novos dados n&o foi adquirida em tempo, impossibilitando uma discusséo

acerca da identificacéo estrutural destes compostos.

Ao compararmos as tambjaminas isoladas do nudibranquio T. stegosauriformis e do

briozoario Bugula sp., nota-se que a maioria deles foram observados nos extratos
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metandlicos dos dois animais, que é o caso das tambjaminas C, D, K e o aldeido relativo a
tambjamina B. Estes resultados indicam fortemente que esta espécie de nudibranquio deve
adquirir e acumular estes alcal6ides, quando esse se alimenta de briozoarios produtores
destes compostos. Vale ressaltar que os espécimes do nudibranquios T. stegosauriformis
coletados foram encontrados sobre o briozoario do género Bugula estudado também neste
trabalho. A Figura 94 ilustra as tambjaminas identificadas nos extratos do briozoario Bugula

sp. e do nudibranquio Tambja stegosauriformis.

Bugula sp. e T. stegosauriformis

g
Br
\ - OCH3 OCHj
| \ | N <
NV NN
"N HN\)\
tambjamina C (112) tambjamina D (113)
Br
OCH,4 A OCHs
| > | N
N N
N N “cHo H A
HN
tambjamina B - aldeido (117) tambjamina K (l;\(

e OCH, \Br oCH, N/ OCH,4
NV N N\ N N cHo
NH HN\)\/ tambjamina A - aldeido
tambjamina A (114) o~ (125) - hip6tese (1%}5)
L I
Bugula sp. T. stegosauriformis

Figura 94 : Tambjaminas identificadas no briozoario Bugula sp. e no nudibranquio T.

stegosauriformis.
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Capitulo 6

Estudo quimico da ascidia Didemnum sp. e do nudibranquio

Pleurobanchus areolatus

6.1 Ascidia Didemnum sp.

6.1.1 Introducéo

Os didemnideos constituem a maior familia de ascidias em termos de ndmero de
espécies, e sdo considerados uma fonte excepcional de compostos naturais com
diversidade quimica e potente propriedade biolégica (Takeara et al., 2007). Estudos
apontam que ascidias coloniais pertencentes a familia Didemnidae frequentemente
apresentam associagdes com microalgas simbidticas fotossintetizadoras dos géneros
Synechocystis e Prochloron, (Kott et al. 1984; Lewin e Cheng, 1989; Monniot et al. 1991,
Sings e Rinehart 1996). Em decorréncia destas associa¢des entre ascidias e cianobactérias,
surgem discussfes sobre a verdadeira origem de alguns compostos isolados a partir de
ascidias da familia Didemnidae, se estes sdo produtos do metabolismo secundario da
ascidia, do organismo simbidtico ou ainda resultado da interagcdo de ambos. Em estudos
quimicos realizados com a ascidia Lissoclinum patella, geralmente encontrada associada a
alga Prochloron sp., coletada em varios locais, foram isolados diversas classes de peptideos
ciclicos, dentre elas as patellamidas. Porém, enquanto o extrato de uma ascidia coletada na
llha Eil Malak (Palau) apresentou as patellamidas A (126), B (127) e C (128) (Fig. 95),
aquela coletada na Grande Barreira de Corais apresentou apenas a patellamida D (129)
(Fig. 95), sendo que essas variacdes foram observadas em outras cole¢des da ascidia. Este
pode ser um indicativo de que a origem de alguns destes metabdlitos esteja relacionada

com o organismo simbionte (Sings e Rinehart, 1996).
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(126) Ry= D-Val, Ry= L-lle, R3= D-Val, R;= Me, Rg= L-lle, X= H
(127) Ry= D-Ala, Ry= L-Leu, Ry= D-Phe, R,= Me, Rs= L-lle, X= Me
(128) Ry= D-Ala, Ry= L-Val, Rs= D-Phe, R,= Me, Rs= L-lle, X= Me
(129) R= D-Ala, Ry= L-lle, R3= D-Phe, R,= Me, Rs= L-lle, X= Me

Figura 95 : Estruturas dos compostos 126-129.

Zubi 05

Figura 96 : Fotografias das ascidias Didemnum molle

(http://www.frogfish.ch/image/invertebrates/Didemnum-mollel.jpg), D. granulatum

(http://gopn.igsc.usp.br/publicacoes/) e D. albidum

(http://www.tauchprojekt.de/fauna/didemnum albidum.htm).
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As ascidias da familia Didemnidae s@o reconhecidas como uma fonte Unica de
compostos nitrogenados, derivados de aminoacidos, peptideos ciclicos modificados e
alcaldéides, dentre os quais se incluem as tamandarinas, didemninas, aplidina e outros
compostos relacionados, que ja apresentaram potentes atividades antitumorais e
imunossupressivas (Kossuga et al, 2009). Como exemplos de compostos isolados de
ascidias do género Didemnum podemos citar a plakinidina D (130) (Fig. 97), um alcalbide
pirroloacridinico isolado das ascidias Didemnum sp. e Didemnum rubeum. O composto
apresentou atividade citotoxica contra a linhagem de célula tumoral HCT-116 de cancer do
célon (Smith et al., 1997; Ford e Davidson, 1997).

Recentemente dois novos alcaldides inddlicos, didemnidinas A (131) e B (132) (Fig.
97), foram isolados da ascidia Didemnum sp. coletada na Nova Zelandia. A didemnidina B
apresentou moderada atividade inibitéria frente ao crescimento de Plasmodium falciparum,

com um ICsq de 15 pM (Finlayson et al., 2011).

o O
N~ > NH,*
\ H
N
R H
NH4*
didemnidina A (131) R=H plakinidina D (130)

didemnidina B (132) R=Br

Figura 97 : Estruturas dos compostos 130-132.

Em um estudo realizado com um extrato citotoxico de uma ascidia Didemnum
rubeum, foram isolados seis novos derivados de iodo-tiraminas (133-138) (Fig. 98).
Aparentemente, esses derivados que sdo muitas vezes encontrados em amostras de
ascidias do género Didemnum, sdo produzidos pela associacdo do tunicado com algas

simbiontes procaritticas devido a facilidade destas de fixar nitrogénio (Solano et al., 2009).
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Figura 98 : Estruturas dos compostos 133-138.

Uma classe de compostos muito encontrada em ascidias do género Didemnum séo
as lamellarinas, uma série de alcal6ides isolados pela primeira vez de moluscos do género
Lamellaria em 1985 por Faulkner e colaboradores (Andersen, 1985). Desde entdo mais de
30 compostos dessa classe foram isolados a partir de ascidias. As lamellarinas ndo somente
possuem interessante caracteristica estrutural, como também exibem as mais diversas
atividades bioldgicas que incluem a inibicdo de divisdo celular, citotoxicidade,
imunomodulatéria e ainda funcéo reversa de resisténcia multidrogas (Reddy et al., 2005).

O trabalho mais recente de isolamento de novas lamellarinas foi realizado com
extratos da ascidia Didemnum obscurum coletada na costa da india. Neste estudo foram
isoladas as lamellarinas-¢, —n,—-@e -X(139-142) (Fig. 99) juntamente com outras ja
conhecidas. As novas lamellarinas isoladas apresentaram atividade citotdxica frente a uma
linhagem de células de cancer COLO-205, com ICs, de 0,0056; 0,178; 0,056 e 0,0002 (M

respectivamente (Reddy et al., 2005).
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(139) R1= H, R2= Me, R3= Me, R4= Me, R5= Me, R6= Me, X= OMe
(140) R,= H, R,= Me, R3= Me, R,= Me, Re= Me, Rg= Me, X= H
(141) R,= Ac, Ry= Me, Rs= Ac, Ry;= Me, Rs= Ac, Rg= Me, X= OMe

(142) Ry= Ac, Ro= Me, Rs= Ac, R4= Me, Rs= Me, Rg= Ac, X= H

Figura 99 : Estruturas dos compostos 139-142.

Em um estudo realizado em nosso grupo de pesquisa com duas amostras de
ascidias do género Didemnum, foram isoladas duas dicetopiperazinas modificadas, as
rodriguesinas A (143) e B (144) (Fig. 100), como uma mistura de homologos, além da N-
acetil-rodiguesina A (145) e B (146) (Fig. 100). A mistura contendo os compostos (143) e
(144) apresentou atividade antibiética moderada contra um isolado clinico de Streptoccocus
mutans, S. mutans UA159 e S. aureus ATCC6538 (Kossuga et al, 2009). As
dicetopiperazinas sdo 0s menores peptideos ciclicos conhecidos, sendo tipicamente
consideradas como metabdlitos secundarios de fungos, aumentando ainda mais a duvida
sobre sua real origem biossintética (Martins e Carvalho, 2007; Thomson, 1985). Dentre
varios exemplos de compostos desta classe estrutural que apresentaram atividade bioldgica,
podemos citar a fenilhistina (147) (Fig. 101), um metabdlito isolado de Aspergillus ustus que

mostrou ser citotdxico em diversas linhagens de células tumorais (Kanoh et al., 1999), as

113



ciclomarazinas A (148) e B (149) (Fig. 101)obtidos da bactéria marinha Salinispora arenicola

CNS-205 com moderada atividade antimicrobiana (Schultz et al., 2008), entre outros.

e

N/T\)J\H/\H;\NHR

HN\[H

O rodriguesina A (143)
rodriguesina B (144)
N-acetil-rodriguesina A (145)
N-acetil-rodriguesina B (146)

Ir 1l
>>TT
oo

533533
[T
NRNP
;”U;”U;U;U

Figura 100 : Estruturas dos compostos 143-146.

.
W\ - if
Lo

fenilhistina (147) H

ciclomarazina A (148)
ciclomarazina B (149)

Figura 101 : Estruturas dos compostos 147-149.

Em outro trabalho, foi verificado que o extrato metandlico da ascidia Didemnum
granulatum, coletada no Brasil, apresentou atividade em um novo teste para detectar
substancias inibidoras do ponto de checagem G2 do ciclo celular. O fracionamento deste
extrato levou ao isolamento das didemnimidas A-D (150 e 153) (Fig. 102), anteriormente
isoladas da ascidia Didemnum conchyliatum, de um novo alcaldide denominado
didemnimida E (154) e de um novo composto inibidor do ponto de checagem G2 do ciclo
celular, posteriormente identificado como isogranulatimida (155). O posterior estudo do
extrato de D.granulatum levou ao isolamento da granulatimida (156) e da 6-
bromogranulatimida (157) (Fig. 102). Os compostos isogranulatimida (155) e granulatimida

(156), produtos da ciclizacdo da didemnimida A (150), constituem os primeiros exemplos de
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uma nova classe de compostos inibidores do ponto de checagem G2 do ciclo celular

(Berlinck et al., 1998; Britton et al., 2001).

H
0N 0
N
N/
N N
Ri=H, Ry=H  didemnimida A (150) H /
R{=Br, R,=H didemnimida B (151) . o
Rs=H, Ry=CHg didemnimida C (152) didemnimida E (154)
R4=Br, R,= CH; didemnimida D (153)
H
N._O

0]
LY
~
N

R=H granulatimida (156)
R= Br 6-bromogranulatimida (157)

A\
N
H
isogranulatimida (155)

Figura 102 : Estruturas dos compostos 150-157.

6.1.2 Procedimento experimental: ascidia  Didemnum sp.

A ascidia Didemnum sp. foi coletada em 2007 na Baia de Todos os Santos,
Salvador-BA, sendo liofilizada para preservacdo. A amostra estudada no trabalho (160,0 g
do animal seco) foi triturada em liquidificador com MeOH para uma primeira extracdo. A
massa foi filtrada em celite + papel de filtro e o sdlido foi extraido com aproximadamente 700
mL de uma mistura MeOH/EtOH 1:1 durante algumas horas. Filtrou-se novamente e o
procedimento de extragdo com MeOH/EtOH repetido mais duas vezes, sendo realizada
posteriormente uma ultima extracdo com MeOH 100% (400 mL). O volume total obtido foi
concentrado em evaporador rotativo até obter-se aproximadamente 400 mL da suspenséo
alcodlica; adicionou-se cerca de 10% do volume de H,O e realizou-se uma particdo com

hexano (6 x 300 mL). O extrato metandlico obtido foi concentrado para remog¢ao do solvente
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organico, completando-se o volume com H,O até 200 mL para realizacdo de uma particdo

com AcOEt (5 x 200 mL), obtendo-se assim, os extratos aquoso e de AcOEt.

BAO7ASCI-11
(160 g)

- extracdo ¢/ MeOH e EtOH
- particdo MeOH/hexano

AS11-hx
310,0 mg extrato MeO

- particdo H,O/AcOEt

MELAE AS11-Ac
1,29 (731,2 mg)

Figura 103 : Processo de extracdo da ascidia Didemnum sp.

O extrato AS11-Ac (731,2 mg) da ascidia Didemnum sp. foi submetido a uma
cromatografia de permeacdo em gel (Sephadex-LH20), utilizando-se MeOH como eluente.
As diversas fracdes coletadas foram analisadas por CCD utilizando os reveladores acido
fosfomolibdico e ninidrina, e reunidas de acordo com a similaridade cromatografica. Este
processo forneceu 6 novas fragdes, ASAc-1 (179,2 mg), ASAc-2 (288,1 mg), ASAc-3 (102,0
mg), ASAc-4 (40,0 mg), ASAc-5 (19,4 mg) e ASAc-6 (41,6 mg), que foram analisadas por
LC-UV-MS.

Com base nos dados obtidos nestas andlises, a fracdo ASAc-2 foi separada por
cromatografia em coluna pré-empacotada de silica-gel derivatizada com grupos Cig,
utilizando-se um gradiente de MeOH em H,O (H,O/MeOH 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4.6, 3.7, 2.8 e
MeOH 100%) como fase mével. As fracdes coletadas foram analisadas por CCD da mesma
forma como descrita para o extrato AS11-Ac, reunindo-se de acordo com o perfil
cromatografico apresentado. Oito novas fracdes foram obtidas: ASAc-2a (27,2 mg), ASAc-
2b (5,4 mg), ASAc-2c (1,5 mg), ASAc-2d (78,5 mg), ASAc-2e (17,1 mg), ASAc-2f (15,8 mg),

ASAc-2g (71,1 mg) e ASAc-2h (42,5 mg). Apos analise por LC-UV-MS, a fracdo ASAc-2d foi
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selecionada para ser purificada por HPLC. Utilizou-se uma coluna de silica-gel derivatizada
com grupos C;g (CSC-Inertsil 150A/ODS2, 5 m, 250 x 9,4 mm) e um gradiente de
MeOH/MeCN 1:1 em H,O como fase mével (fluxo de 1,5 mL/min). Obteve-se seis novas
fracOes: ASAc-2d1 (2,0 mg), ASAc-2d2 (2,4 mg), ASAc-2d3 (61,3 mg), ASAc-2d4 (3,4 mg),
ASAc-2d5 (2,0 mg) e ASAc-2d6 (0,4 mg), que foram analisadas por LC-UV-MS. Uma
mistura de duas dicetopiperazinas modificadas, as rodriguesinas A (143) e B (144), foram

identificadas na fracdo ASAc-2d3, sendo obtidos seus espectros de RMN-'H e *C e os

AS11-Ac
(731,2 mg)

91,7% de rendimento | - Cromatografia de permeacéo
em gel (Sephadex-LH20)

AsAc-1 ASAc-2 ASAc-3 ASAc-4 ASAc-5 ASAc-6

(179,2 mg) (288,1 mg) (102,0 mg) (40,0 mg) (19,4 mg) (41,6 mg)
Cromatografia em silica-gel
derivatizada C,5 (Sep Pak)

ASAc-2a ASAc-2c ASAc-2e ASAc-2g
(27,2 mg) (1,5 mg) (17,1 mg) (71,1 mg)
ASAc-2b ASAc-2d ASAc-2f ASAc-2h

(5,4 mg) (78,5 mg) (15,8 mg) (42,5 mg)

Figura 104 : Fracionamento do extrato acetato de etila da ascidia Didemnum sp.

ASAc-2d
(78,5 mQ)

91,1% de rendimento | - HPLC / coluna C, g

AsAc-2d1 ASAc-2d2 ASAc-2d3 ASAc-2d4 ASAC 2d5 ASAc-2d6
(2,0 mg) (2,4 mg) (61 3 mg) (3,4 mg) (2 0 mg) (0,4 mg)

Rodrlguesmas AeB

dados comparados com a literatura.

89,9 % de rendimento

Figura 105 : Fracionamento da amostra ASAc-2d.
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O extrato aquoso (AS11-Aqg) foi submetido a uma cromatografia em coluna pré-
empacotada de silica-gel derivatizada com grupos Cgg, utilizando como eluentes H,O 100%,
MeOH/ H,O 1:1 e MeOH 100%, obtendo-se trés novas fracdes no processo: AS11-Aql,
AS11-Ag2 (431,0 mg) e AS11-Aqg3 (377,0 mg) os quais foram analisados por LC-UV-MS. A
fracdo AS11-Aql foi descartada.

A fracdo AS11-Ag2 foi submetida a uma nova cromatografia em coluna pré-
empacotada (Cyg), utilizando-se um gradiente de MeOH em H,O, com inicio em MeOH/H,O
1:9 até MeOH 100%, como fase mével. As diversas fracdes obtidas foram analisadas por
CCD, utilizando &cido fosfomolibdico e ninidrina como reveladores, e posteriormente
reunidas em 7 novas fracdes: AS11-Ag2a (73,7 mg), AS11-Ag2b (37,7 mg), AS11-Ag2c
(91,0 mg), AS11-Ag2d (42,7 mg), AS11-Ag2e (55,1 mg), AS11-Ag2f (27,7 mg) e AS11-Aq2g
(53,0 mg), que foram analisadas por LC-UV-MS. A fracdo AS11-Ag2c foi selecionada para
ser purificada por HPLC, utilizando-se coluna de silica-gel derivatizada com grupos Cgg
(CSC-Inertsil 150A/ODS2, 5 um, 250 x 9,4 mm) e um gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em H,O
(0,1% de acido férmico) como fase moével. O processo forneceu nove novas fracdes: AS11-
Ag2cl (2,4 mg), AS11-Ag2c2 (1,8 mg), AS11-Ag2c3 (1,4 mg), AS11-Aq2c4 (2,3 mg), AS11-
Ag2c5 (1,3 mg), AS11-Ag2c6 (4,5 mg), AS11-Aqg2c7 (55,3 mg), AS11-Ag2c8 (1,2 mg) e
AS11-Ag2c9 (8,4 mg), as quais foram novamente analisadas por LC-UV-MS. O espectro de
massas de baixa resolucdo (ESI*) obtido para a fracdo AS11-Ag2c5 mostrou dois picos de
em m/z 457 e 471, podendo indicar a presenca de uma mistura de dois compostos
estruturalmente muito parecidos. Devido a grande dificuldade em se purificar a amostra,
esta foi enviada a colaboradores no Canada. No entanto a completa identificacdo estrutural

destes compostos ainda nao foi finalizada.
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[ AS11-Aq

(1,209)

J

Cromatografia em silica-gel
derivatizada C,g (Sep Pak)

AS11-Aql
descartada)

88,4% de rendimento

AS11-Aq2
(431,0mg)

«HPLC /coluna Cyg

AS11-Aqg3
(377,0mg)

AS11-Ag2a }|AS11-Ag2b J[AS11-Ag2c }[AS11-Ag2d | |AS11-Ag2e J| AS11-Ag2f J|AS11-Ag2g
(73,7 mg) (37,7mgq) (91,0mg) (42,7 mg) (55,1 mg) (27,7 mq) (53,0mg)
Figura 106 : Fracionamento do extrato aquoso da ascidia Didemnum sp.
AS11-Ag2c
(91,0mg)
86,4 % de rendimento | ~HPLC / coluna Cig
AS11-2cl AS11-Ag2c3 AS11-Ag2c5 AS11-Ag2c7 AS11-Ag2c9
(2,4 mg) (1,4 mg) (1,3 mg) (55,3 mg) (8,4 mg)

AS11-2¢c2
(1,8 mg)

6.1.3 Resultados obtidos no estudo do extrato metan

AS11-Ag2c4

(2,3 mg)

AS11-Ag2c6
(4,5 mg)

AS11-Ag2c8
(1,2 mg)

Figura 107 : Fracionamento da amostra AS11-Ag2c.

Olico da ascidia Didemnum sp.

Do extrato de acetato de etila obtido da ascidia Didemnum sp. analisado neste

trabalho, isolou-se da fragcdo ASAc-2d3 uma mistura de dois compostos ja descritos na

literatura, as rodriguesinas A (143) e B (144). Estes compostos foram originalmente isolados

em um outro estudo com uma ascidia do género Didemnum, coletadas na Baia de Todos os
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Santos (Salvador-BA), em trabalho realizado em nosso grupo de pesquisa (Kossuga et al.,
2009). A identificacdo estrutural foi realizada por comparacdo dos dados espectroscépicos
obtidos [RMN-'H (Figura 6.1, anexo), **C (Figura 6.2, anexo), UV-vis e massas (ESI")] da
fracdo contendo a mistura das dicetopiperazinas com os dados da literatura (Kossuga et al.,

2009).
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Figura 108 : Estruturas das rodriguesinas A e B.
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Figura 109 : Espectros no ultravioleta e de massas (ESI+) da fragdo ASAc-2d3.

As rodriguesinas A e B na forma de mistura foram testadas, no trabalho realizado
anteriormente, de acordo com sua atividade antibacteriana contra um isolado clinico de
Streptococcus mutans, S. mutans UA159 e S. aureus ATCC6538, apresentando atividade
moderada (Kossuga, 2009). No presente trabalho, as atividades leishmanicida e

tripanomicida foram avaliadas in vitro para a mistura dos compostos.
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A atividade leishmanicida contra Leishmania chagasi na forma promastigota mostrou
gue os compostos apresentaram um valor de ICs, de 31,87 pg/mL, enquanto que para o
teste com amastigotas intracelulares, o valor de 1Cs, foi de 46,01 tg/mL. Geralmente, a
atividade leishmanicida é avaliada em promastigotas. Entretanto, amastigotas intracelulares
de L.chagasi sédo patologicamente mais relevantes, por apresentarem um metabolismo
distinto e uma elevada resisténcia no tratamento terapéutico se comparados aos
promastigotas extracelulares (Rabinovitch et al., 1987). A mistura dos compostos 143 e 144
foi testada ainda quanto a sua atividade tripanossomicida, apresentando um ICsy de 34,06
Mg/mL, e citotoxicidade de CCsq 33,88 g/mL. Os dados dos ensaios mostram que, apesar
da mistura de compostos ter apresentado uma interessante atividade contra células
tripomastigotas, quando comparado ao farmaco padrdo (ICs, 34,06 e 114,7 pg/mL
respectivamente), esta mostra um padréo de relativa citotoxicidade, que é indesejavel. A
Tabela 18 ilustra os dados obtidos nos bioensaios realizados.

Tabela 18 — Resultado do teste leishmanicida contra o parasita Leishmania chagasi e da
atividade tripanossomicida contra T.cruzi dos compostos (143-144) isolados da ascidia

Didemnum sp..

ICs I1Cso ICs CCsy Conce ntracao
Composto pHg/mL pg/mL pHg/mL pHg/mL maxima testada
promastigotas amastigotas tripomastigotas NCTC (ug/mL)
(L. chagasi) (L. chagasi) (T. cruzi) (C.1.95%)
(C.1.95%) (C.1.95%) (C.1.95%)
100 (ama)
143 e 144 31,87 46,01 34,06 33,88 150 (pro e tripo)
100 (NCTC)
Pentamidina 0,089 11,69
Glucantima 25,01
Benznidazol 114,7 122,3

A partir do fracionamento do extrato aquoso (AS11-Aq) da ascidia Didemnum sp.,

obteve-se na fracdo AS11-Ag2c5 uma mistura de compostos que apresentaram picos dos
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fons quasi-moleculares em m/z 457 e 471 em seu espectro de massas (ESI*) obtido nas
analises por LC-UV-MS, indicando que os compostos teriam massas moleculares de 456 e
470 Da. (Figura 110). Ao compararmos esses valores (m/z 457 e 471) com as massas das
rodriguesinas A e B (m/z 459 e 473) isoladas no extrato acetato de etila desta ascidia, nota-
se uma diferenca de duas unidades de massa para cada um dos picos, podendo significar
gque as estruturas dos compostos presentes nesta fragdo se diferenciem por uma
insaturacao (ligacdo dupla), em relacéo as estruturas das rodriguesinas.

O espectro de RMN-'H da fragdo AS11-Ag2c5 foi obtido (Figura 6.3, anexo), ainda
que esta ndo se encontrasse totalmente pura. E possivel observar no espectro obtido um
sinal em 05,29, regido do espectro onde se observa sinais de hidrogénios ligados a
carbonos do tipo sp? sendo que nenhum sinal é visto nessa regido do espectro da mistura
das rodriguesinas A (143) e B (144). Nas demais regides, 0s espectros tanto dos compostos
ndo identificados, quanto da mistura da rodriguesinas, apresentam perfis praticamente
idénticos, indicando uma similaridade estrutural. Devido a dificuldade em se purificar
totalmente esta fracéo e a pouca quantidade de massa disponivel (1,3 mg), esta amostra foi
enviada para colaboradores no Canada com o intuito de se realizar a purificagdo final
destas, e a obtencdo de novos dados espectroscopicos que possibilitem a elucidacdo
estrutural destes compostos. No entanto esses dados ndo foram adquiridos em tempo

suficiente para a discusséo no presente trabalho.
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Figura 110 : Espectros no ultravioleta e de massas (ESI+) da fracdo AS11-Aqg2c5.
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6.2 Nudibranquio Pleurobranchus areolatus

6.2.1 Introducao

Moluscos pertencentes a Familia Pleurobranchidae se caracterizam por possuirem
apenas uma concha interna bem reduzida, enquanto que sua estratégia de defesa é
geralmente descrita como sendo devido a uma descarga de uma secre¢do &cida, quando
estes sao molestados (Spinella et al., 1997). Normalmente, os moluscos desta familia sédo
relativamente grandes (ja sendo descritos espécimes com até 20 cm de comprimento),
guando comparados a maioria das espécies de nudibranquios. Estes animais sdo muitas
vezes encontrados predando animais sésseis como esponjas marinhas e ascidias,

acumulando alguns de seus metabdlitos em seu organismo.

Figura 111 : Fotografias dos nudibranquios Pleuobranchus forskalii

(http://www.nudipixel.net/species/pleurobranchus_forskalii), P. grandis

(http://seaslugsofhawaii.com/species/Pleurobranchus-grandis-a.html) e P. areolatus

(http://www.seaslugforum.net/find/pleuareo).
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Diversos trabalhos encontrados na literatura mostram que os nudibranquios do
género Pleurobranchus podem se apresentar como uma fonte de compostos biologicamente
ativos. A keenamida A (158) (Fig. 112), um hexapeptideo ciclico citotoxico, foi isolado a
partir de extratos do nudibranquio Pleurobranchus forskali. O composto apresentou
atividade contra vérias linhagens de células tumorais, com um ICs = 2,5 g/mL frente a P-
388, A-549 e MEL-20, e IC = 5,0 tg/mL contra HT-29 (Wesson e Hamann, 1996).

Uma série de diterpenos clorados, sendo trés novos (159-161) (Fig. 112) e cinco
conhecidos na literatura, foi isolada a partir dos moluscos Pleurobranchus albiguttatus e P.
forskalii coletados nas Filipinas. Presume-se que os diterpenos encontrados nestes animais
foram adquiridos a partir de ascidias do género Lissoclinum, das quais se alimentam, e que
se apresentaram como fonte de compostos relacionados. Os compostos clorolissoclimida
(162) e diclorolissoclimida (163) se mostraram potentes citotoxinas em um ensaio do
National Cancer Institute, contra 60 linhagens de células tumorais, e apresentando alguma

seletividade por melanomas (Fu et al, 2004).
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Figura 112 : Estruturas dos compostos 158-163.
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Dois triterpenos, testudinariol A (164) e B (165) (Fig. 113), foram isolados de
espécimes do nudibranquio Pleurobranchus testudinarius coletados no sul da Italia. A
presenca destes compostos na parte mais exposta destes espécimes e também em seu
muco é um forte indicativo de que s&o utilizados como defensores do animal. O testudinariol
A apresentou atividade ictiotéxica frente ao peixe Gambusia affinis em uma concentracdo de

9 ppm (Spinella et al, 1997).

testudinariol B (165)

Figura 113 : Estruturas dos compostos 164 e 165.

6.2.2 Procedimento experimental: nudibranquio Pleurobranchus areolatus

Um Unico individuo do nudibranquio Pleurobranchus areolatus foi coletado na llha do
Papagaio, em Cabo Frio-RJ e preservado em EtOH. O procedimento de extracao utilizado
foi semelhante ao do nudibranquio Tambja stegosauriformis (Capitulo 5, pag. 68), onde os
extratos MeOH (Pame), acetona/diclorometano 1:1 (PaAD) e diclorometano/MeOH 1:1
(PaMD) foram reunidos e entéo realizada uma particéo liquido-liquido com MeOH e hexano,
dando origem aos extratos metandlico (Pame) e hexanico (Pahx).

O extrato metandlico foi submetido a uma separacao por cromatografia em coluna
pré-empacotada contendo silica-gel derivatizada com grupos C;g como fase estaciondria,

utilizando-se um gradiente de MeOH em H,O como eluente. O procedimento gerou 8 novas
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fracoes: Pame-1 (137,8 mg), Pame-2 (29,5 mg), Pame-3 (16,0 mg), Pame-4 (22,4 mg),
Pame-5 (25,4 mg), Pame-6 (95,3 mg), Pame-7 (44,0 mg) e Pame-8 (10,5 mg), as quais
foram analisadas por LC-UV-MS. Todas as analises por LC-UV-MS das fracdes do extrato
metandlico de P. areolatus foram realizadas em fase reversa utilizando uma coluna analitica
de silica-gel derivatizada com grupos C;s (Waters X-Terra MS Cyg, 3,5 gm, 2,1 x 50 mm,
com fluxo de 0,5 mL/min), e um gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em H,O (com 0,1% de acido
formico) como eluente; espectros de UV-vis obtidos para a regido entre 200-400 nm no
detector de arranjo de fotodiodos (PDA); espectros de massas de baixa resolucdo obtido em
modo de ionizagdo por eletrospray positivo utilizando-se a voltagem do cone em 25V,

observando-se ions de massa entre m/z 180-700.

Pleurobranchus areolatus
(2 animal)

Extrato do EtOH de preservagéo Extrag&o (em banho de ultrassom)
reunido com extrato MeOH

) 0 =

Reunido dos extratos e particdo
MeOH - hexano

Pame Pahx
(400,9 mg) (79,9 mg)

Figura 114 : Extracdo e fracionamento do extrato metandlico do nudibranquio Pleurobranchus

areolatus
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Pame
(400,9 mg)

Cromatografia em silica-gel
derivatizada C1g (Sep Pak)

95,0% de rendimento

Pame-1 Pame-2 Pame-3 Pame-4 Pame-5 Pame-6 Pame-7 Pame-8
(137,8 mg) (29,5 mg) (16,0 mg) (22,4 mg) (25,4 mg) (95,3 mg) (44,0 mg) (10,5 mg)

Figura 115 : Fracionamento do extrato metandlico do nudibranquio Pleurobranchus areolatus.

Com base nos dados obtidos, as fracbes Pame-3 e -4 foram reunidas devido a
grande semelhanca de seus perfis quimicos, e a nova fracdo Pame-3 (48,0 mg) foi entdo
submetida a uma separagdo cromatogréfica em HPLC em fase reversa, utilizando uma
coluna de silica-gel derivatizada com grupos fenila (Inertsil Ph, 5 tm, 4,6 x 250 mm, GL
Sciences Inc.), e um gradiente de MeOH/MeCN em agua como fase movel.

A separacao forneceu cinco novas fracdes, Pame-3a (2,9 mg), Pame-3b (1,1 mg),
Pame-3c (2,0 mg), Pame-3d (40,0 mg), e Pame-3e (0,5 mg), que foram mais uma vez
analisadas por LC-UV-MS. A fracdo Pame-3d apresentou o perfil mais interessante nas
analises por LC-UV-MS, e desta forma uma nova purificacdo por HPLC em fase reversa foi
realizada, utilizando uma coluna analitica (Inertsil ODS-3, 5 tm, 4,6 x 250 mm, GL Sciences
Inc.) de silica-gel derivatizada com grupos C;s € uma mistura de MeOH/MeCN/H,O (com
0,1% TFA) como eluente em modo isocratico. As seis novas fracdes obtidas, Pame-3d1 (6,3
mg), Pame-3d2 (8,9 mg), Pame-3d3 (7,1 mg), Pame-3d4 (2,3 mg), Pame-3d5 (5,5 mg) e
Pame-3d6 (7,9 mg) foram analisadas por LC-UV-MS e, com os dados de massas obtidos,
realizou-se buscas nos bancos de dados SciFinder e MarinLit com o objetivo de se
encontrar informacdes sobre compostos j& conhecidos e identificar as fragbes mais
interessantes para serem purificadas.

Apo6s purificagdo por HPLC da fracdo Pame-3d5, foi possivel o isolamento do
composto (166) (Fig. 119, pg. 129), que apresentou pico do ion quasi-molecular em m/z

503. A identificacdo estrutural foi realizada a partir da analise de espectros de RMN-'H e
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13C, mono e bi-dimensional (COSY, HSQC e HMBC), e espectrometria de massas de alta
resolucéo.

A fracdo Pame-3d6 também foi purificada por HPLC utilizando coluna de silica-gel
derivatizada com grupo Cig (Inertsil ODS-EP, 5 um, 4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.) e um
gradiente de MeOH/MeCN em H,O como eluente. O processo resultou no isolamento de um
composto que apresentou um espectro de UV-vis com um perfil muito semelhante ao do
composto 166 citado acima, e o pico do ion quasi-molecular em m/z 519, indicando possuir
uma massa molecular de 518 Da. A estrutura do composto 167 (Fig. 125, pg. 136) foi
determinada usando as mesmas técnicas espectroscopicas e procedimento semelhante ao

utilizado para o composto 166, devido a similaridade estrutural entre ambas as substancias.

Pame-3
(48,0 mg)

96,8 % derendimento | Lp) ¢ / coluna fenil

Pame-3a Pame-3b Pame-3c Pame-3d Pame-3e
(2,9 mg) (1,1 mg) (2,0 mg) (40,0 mg) (0,5 mg)

HPLC / coluna Cqg

95,0 % de rendimento

Pame-3d1 Pame-3d2} |Pame-3d3} |[Pame-3d4} |Pame-3d5] |Pame-3d6
(6,3 mg) (8,9 mg) (7,1 mg) (2,3 mg) (5,5mg) (7,9 mg)

v

166

Figura 116 : Fracionamento da amostra Pame-3.
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Pame-3d6
(7,9 mg)

93,6 % de rendimento HPLC / coluna C18

Pame-3d6a Pame-3d6b Pame-3d6c Pame-3d6d Pame-3d6e

167

Figura 117: Fracionamento da amostra Pame-3d6.

6.2.3 Resultados: extrato metandlico do nudibranqui o Pleurobranchus areolatus

A elucidacdo estrutural do composto (166) foi realizada com base na analise dos
espectros de RMN-'H, RMN-**C, HMQC, HMBC e COSY 'H-'H (Figuras 6.4 a 6.9, anexo),
e ainda seu espectro de massas de alta resolucdo (Figura 6.10, anexo). Devido a
semelhanca estrutural, os dados obtidos para este composto foram também comparados
com os dados espectroscopicos das rodriguesinas A e B, duas dicetopiperazinas isoladas a
partir do extrato de uma ascidia Didemnum sp.

A partir da anélise do espectro de RMN-'H (Figura 6.4, anexo), podemos observar
sinais em valores de 0 entre 7,14 e 7,27, seguindo um padrdo de acoplamento em que se
propde tratar-se de um anel benzénico monossubstituido. No espectro de RMN-'*C
observa-se sinais entre 0126,8 e 129,9 que apresentam acoplamento com esses
hidrogénios citados, segundo o espectro do tipo HSQC (acoplamento 'H-*C de curta
distancia). No espectro de RMN-'H observa-se ainda:

- sinais entre 0 8,25 e 7,69 referentes a hidrogénios ligados a N;

- singlete em & 3,56 referente a hidrogénios metilicos de um grupo éster;

- diversos sinais entre & 3,08 e 1,21 referentes a hidrogénios ligados a carbonos do tipo sp®;
- sinal em o 4,07 referente a hidrogénio ligado a carbono ligado a grupos eletronegativos

(carbonilas, N).
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No espectro de RMN-*C (Figura 6.5, anexo) obtido a partir da fragdo Pame-3d5 é
possivel se observar sinais em 6 173,4; 169,9; 165,9 e 165,5 que podem ser atribuidos a
carbonos de carbonila; observa-se ainda sinais em 6 136,0; 129,9; 128,2 e 126,8 referentes
a carbonos de anel aromatico; o sinal em 8 51,2 pode ser atribuido a um carbono de grupo
metoxila de éster; os inumeros sinais entre 37,9 e 24,4 sao referentes a carbonos de
cadeia alquila do tipo sp®.

A partir da andlise dos espectros de RMN bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC,
Figuras 6.7 a 6.9 do anexo), pode-se sugerir que o0 anel benzénico é parte constituinte de
um residuo de fenilalanina. No espectro COSY, o hidrogénio em & 4,07 (H-3; & 56,0)
apresentou acoplamento com os hidrogénios em 62,88 e 3,03 (CH,-7; & 39,0). Ainda, no
espectro HMBC, tanto H-3 como os hidrogénios CH,-7 apresentaram acoplamento a longa
distancia com o carbono aromatico em 6 136,0. Além do mais, um dos hidrogénios H-7
(3 3,03) apresentou acoplamento a longa distancia com o sinal de carbonila em & 165,5,
tipicamente atribuido a uma carbonila de amida, enquanto o outro H-7 (4 2,88) apresentou
acoplamento a longa distancia com outra carbonila de amida em & 165,9. Tais resultados
sugerem a possibilidade de o residuo de fenilalanina ser parte de uma dicetopiperazina. A
observacdo de acoplamento de um dos hidrogénios H-6 em & 3,4 (sinal um pouco encoberto
pelo sinal de DMSO) com os mesmos carbonos carbonilicos ajuda na identificacdo deste

fragmento (Figura 118a).

2,88 3,03
HH O

165,5 N}"f—

)_|HN 165, H 3.40
4,07 H 295

O

Figura 118a: Fragmento estrutural do composto 166.
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Um outro fragmento estrutural ligado ao nitrogénio da dicetopiperazina pdde ser
identificado analisando-se os espectros COSY, HMQC e HMBC. No espectro COSY o
metileno CH,-18 (8 2,12) apresentou correlagdo com o sinal largo do hidrogénio em & 4,50
(dc 50,5), enquanto que no espectro HMBC o metileno CH»-18 apresentou correlagcdo com o
sinal de carbonila em $169,9. Por sua vez, o hidrogénio metinico em 64,50 (H-19)
apresentou acoplamento com o metileno em 61,35 e 1,47 (CH,-20; &c 29,7), 0 qual esta
acoplando com outro grupo metileno em 6 1,02 (CH,-21; ¢ 25,3). Este CH,-21 é substituido
pela cadeia alifatica que apresenta seus sinais de hidrogénio em & 1,21 (CH»-22 a 25; &¢
28,7/28,6/28,5/28,4), que apresentam acoplamento com hidrogénios metilénicos em 41,50
(CH»-26; dc 24,4) e na sequéncia com CH,-27 (&c 33,2; H-27 & 2,26). Observa-se no
espectro HMBC que estes hidrogénios H-27 acoplam com um carbono carbonilico em
0173,4, que pode ser associado a um grupo éster. Corroborando com essa sugestéo,
observa-se que os hidrogénios de grupo metila em 03,56 (CHs-30; oc 51,2), com

deslocamentos tipicos de grupo metoxila, também acoplam com este carbono carbonilico.

Figura 118b : Fragmento estrutural do composto 166.

O ultimo fragmento estrutural indicou ser formado por um grupo do tipo 1,3-diamino
propano. Observa-se que os hidrogénios em 2,76 (CH,-14; &c 36,8) acoplam com outro
grupo metileno em & 1,64 (CH»-15; &¢c 27,4), que por sua vez apresenta acoplamento com
um grupo metileno em 63,08 (CH,-16; 0oc 35,6). Considerando-se os valores de

deslocamento quimico dos hidrogénios (62,76 e 3,08) e de carbono (635,6 e 36,8)
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observados para esses grupos metilénicos CH,-14 e -16, pode-se dizer que se tratam de
metilenos N-substituidos. Outra informacdo importante é o fato de observarmos um
acoplamento a longa distancia dos hidrogénios CH,-16 com o carbono de carbonila em
0169,9 (H17), encontrando-se a ligacdo deste fragmento com o restante da molécula. A

Figura 119 mostra a estrutura do composto e seus deslocamentos quimicos.

1) O-CHs
1,35/1,47 ’ 1734 3,58
407 597 51.2
56,0 ') '
7,14 2,838;3603 3,08 2,76
7,27 ’ M
128,2 ’ 1655 N \ 212 N e NH,
37,9 :
7,25 . 4,50 H 21,4
126,8 ’ . 50,5
' 129,9
7,27 2,95/3,40

O 44,5

Figura 119 : Estrutura e deslocamentos quimicos de *H e **C do composto 166.

As principais correlagbes observadas nos espectros de RMN bidimensionais COSY
(Figura 6.7, anexo) e HMBC (Figura 6.9, anexo), estéo ilustradas nas Figuras 120 e 121

respectivamente.
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Figura 120 : CorrelagBes observadas no espectro do tipo COSY do composto 166.
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Figura 121 : Correlagbes observadas no espectro do tipo HMBC do composto 166.
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Tabela 19 — Valores de deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-dg, 400 Hz) e **C

(DMSO-ds,100 Hz) bem como as correlagdes observadas nos espectros COSY e HMBC do

composto 166.

Pame-3d5 (DMSO-dyg)

Posicéo s3c 3 'H (mult., I/Hz) HMBC COSY
1 - - - -
2 165,5 - H3, H6ab, H7ab -
3 56,0 4,07 (g, 3,3) H7 H7
4 - - - -
5 165,9 - H6ab -
6 445 a) 2,95 (d, 17); - a) Héb

b) 3,40 (d, 17) b) H6a
7 39,0 a) 2,88 (m); b) 3,03 (M) H3, H9
136,1 - H3, H7, H9, H10, -
H12, H13
9 129,9 7,14 (m) H7, H10, H11, H12 H10, H11
10 128,2 7,27 (m) H9, H11 H9, H11
11 126,8 7,25 (m) H9, H10, H12, H13 H9, H10
12 128,2 7,27 (m) H9, H11 H11, H13
13 129,9 7,14 (m) H7, H10, H11, H12 H12, H11
14 36,8 2,76 (m) H15, H16 H15
15 27,4 1,64 (q, 7,4) H14, H16 H14, H16
16 35,6 3,08 (m) H15 H15
17 169,9 - H16, H18 -
18 37,9 2,12 (d, 7,4) -
19 50,5 4,50 (sl) H18 H18, H20
20 29,7 a) 1,47 (m); b) 1,35 (m) H18 a) H19, H20b
b) H19, H20a

21 25,3 1,02 (m) - H20, H22
22 28,7 1,21 (m) H21, H23 H21
23 28,6 1,21 (m) H22, H24 -
24 28,5 1,21 (m) H23, H25 -
25 28,4 1,21 (m) H24, H26, H27 H26
26 24,4 1,50 (m) H27 H25, H27
27 33,2 2,26 (t, 7,4) H26 H26
28 173,4 - H27, H30 -
29 - - - -
30 51,2 3,56 (s) - -
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Figura 122 : Espectros no ultravioleta e de massas de baixa resolucéo (ESI") do composto
(166).

A identificacdo estrutural do composto 167 (presente na fragdo Pame-3d6c), outra
dicetopiperazina modificada, foi realizada de forma analoga ao do composto 166 mostrada
anteriormente, utilizando-se também as mesmas técnicas espectroscopicas (Figuras 6.11 a
6.18, anexo). Em seu espectro de absor¢édo no infravermelho (Figura 6.17, anexo) (filme em
disco de silicio) foram observadas bandas na regi&io entre 1.730 e 1.660 cm™ atribuidas a
grupos carbonilicos; entre 2.850 e 2.930 cm™ referentes a ligacdo C-H alifaticos; regido em
3.280 cm™ atribuidas a N-H de amina.

O espectro de RMN-'H (Figura 6.11, anexo) do composto 167 apresentou um perfil
guase idéntico ao observado no espectro do composto 166, sendo observadas as principais
diferencas na regido entre 68,0 e 8,5, onde observa-se um tripleto e um dubleto em 68,01 e
8,25 respectivamente para a substancia discutida anteriormente, enquanto que apenas um
tripleto em 6 7,99 é observado no espectro de 167. A outra principal diferenca esta relacionada
ao quarteto em 64,07 no espectro de 166, e que é observado como um tripleto em 44,38 na
andlise da segunda dicetopiperazina. Com relacdo ao espectro de RMN-*C (Figura 6.12,
anexo) da fracdo Pame-3d6c, nota-se igualmente uma grande similaridade de perfil quando
comparado ao espectro obtido para o composto 166. O desvio mais aparente ocorre com 0

sinal que era observado em 4 56,0 no espectro de 166 e que aparece deslocado para a regido
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de campo baixo, em 64,4, na analise para o composto 167, indicando que este carbono
encontra-se um pouco mais desblindado nesta estrutura.

A andlise dos espectros de RMN bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC, Figuras
6.14 a 6.16 do anexo), possibilitou a identificacdo de fragmentos estruturais do composto,
de forma analoga a discutida anteriormente para o composto 166. No espectro do tipo
COSY, o hidrogénio em 0 4,37 (H-3; dc 64,4) apresentou acoplamento com os hidrogénios
em 03,04 e 3,23 (CH»-7; dc 35,1). Ainda, tanto H-3 como os hidrogénios CH,-7
apresentaram acoplamento a longa distancia com o carbono aromético em 4 135,0. Um dos
hidrogénios H-7 (5 3,23) apresentaram acoplamento a longa distancia com o sinal de
carbonila em & 164,4, tipicamente atribuido a uma carbonila de amida. Novamente, os
resultados sugerem a possibilidade de o residuo de fenilalanina ser parte de uma
dicetopiperazina. A observagéo de acoplamento dos hidrogénios H-6 em 6 3,41 e 2,39 com
os carbonos carbonilicos em $159,8 e 164,4 auxilia na identificacdo deste fragmento

(Figura 123a).

3,04 3,23
HH O

Figura 123a: Fragmento estrutural do composto 167.

As correlacdes observadas para o segundo fragmento estrutural ligado ao nitrogénio da
dicetopiperazina, e ainda o fragmento ligado ao carbono carbonilico C-17 sdo basicamente as
mesmas vistas para o composto 166, sendo a analise totalmente similar a citada anteriormente

e, portanto, ndo sera repetida para o composto 167.
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Figura 123b : Fragmento estrutural do composto 167.

Sabendo-se que o espectro de massas obtido por LC-UV-MS (ESI*) para este composto
apresentou um pico do ion quasi-molecular em m/z 519, temos uma diferenca de 16 unidades
de massa em relagdo ao composto 166. Como citado anteriormente, a diferenga mais visivel
entre os espectros de RMN-'3C das duas dicetopiperazinas ocorre com o sinal do carbono C-3,
que aparece em 664,4 para o composto 167, e em 056,0 para o 166, ou seja, mais
desblindado. Os deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios ligados a eles seguem a
mesma diferenca de comportamento. Somando-se a isso, € possivel observar no espectro do
tipo HMBC do composto 166, um acoplamento a longa distancia do C-3 com um hidrogénio em
08,25, ligado ao N vizinho na porgéo da dicetopiperazina. No entanto, este acoplamento, assim
como o sinal referente a este hidrogénio no espectro de RMN-'H de 167 n&o é observado.
Assim, sugere-se que um grupo hidroxila esteja ligado & este atomo de N, formando uma
funcdo hidroxamato, de forma semelhante a encontrada na estrutura da etzionina (168), uma
dicetopiperazina com atividade antifiingica, isolada de um tunicado nao identificado coletado no
golfo de Eilat (Mar Vermelho) (Hirsch et al., 1989). Segundo os dados de RMN-"*C (em CDCl,)
da etzionina, o carbono C-3 aparece em 0 64,5, praticamente o mesmo deslocamento quimico
em que se observa o mesmo carbono no composto 167, enquanto para 166 este é observado
em 056,0, fato que reforca a hipétese de que a funcdo hidroxamato esteja presente na

estrutura do composto 167.
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N N/\/\NHQ
N H
HO™

etzionina (168)

Figura 124 : Estrutura da etzionina.

A estrutura e os deslocamentos quimicos observados para o composto 167, podem ser

vistos na Figura 125 .

1
1,31/1,46 733 3058
437 294 ’
64,4 0 AN
7,13 3,04/3,23
5,1
7.27 129,9 35,

/7\/’\
1281 , \ 2,03 ” 1,63 NH,
37,5 ;
7126 N 159’ 4,50 28,0
1271 HO/ 3\ 505
7,27 2,39/3,41

128,1
8, 7 O %5

Figura 125 : Estrutura e deslocamentos quimicos de *H e **C do composto 167.
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Tabela 20 — Valores de deslocamentos quimicos de RMN de *H (DMSO-dg, 400 Hz) e **C

(DMSO-ds, 100 Hz) bem como as correlacdes observadas nos espectros COSY e HMBC do

composto 167.

Pame-3d6¢c (DMSO-dyg)

Posicéo s3c 3 'H (mult., I/Hz) HMBC COSY

1 - - - -

2 164,4 - H3, H6b, H7b -

3 64,4 4,37 (q, 4,0) H7 H7

4 - - - -

5 159,8 - H3, H6ab -

6 445 a) 2,49 (d, 16,9); - a) Héb

b) 3,41 (d, 16,9) b) H6a

7 35,1 a) 3,04 (m); b) 3,23 (M) HO H3
135,0 - H3, H7, H10 -
129,9 7,13 (m) H7ab, H10, H11 H10, H11

10 128,1 7,27 (m) H9, H11 H9, H11

11 127,1 7,26 (m) H9, H13 H9, H10

12 128,1 7,27 (m) H9, H11 H11, H13

13 129,9 7,13 (m) H7ab, H10, H11 H12, H11

14 37,0 2,73 (m) H15, H16 H15

15 28,0 1,63 (q, 7,3) H14, H16 H14, H16

16 35,6 3,09 (m) H14, H15 H15

17 169,5 - H16, H18 -

18 37,5 2,03 (dl, 7,7) - H19

19 50,5 4,50 (sl) - H18, H20

20 29,4 a) 1,46 (m); b) 1,31 (m) - H19, H21

21 25,3 0,96 (m) - H20, H22

22 28,6 1,19 (m) H21 H21

23 28,5 1,19 (m) H22, H24 -

24 28,4 1,19 (m) H23, H25 -

25 28,3 1,19 (m) H24, H26, H27 H26

26 24,3 1,50 (m) H27 H25, H27

27 33,2 2,28 (t, 7,4) H26 H26

28 173,3 - H27, H30 -

29 - - - -

30 51,1 3,58 (s) ; ]
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Figura 126 : Espectros no ultravioleta e de massas de baixa resolucdo (ESI+) do composto
(167).

O isolamento destas duas novas dicetopiperazinas modificadas, possuindo grande

similaridade estrutural com as rodriguesinas A e B, que sdo compostos isolados de uma presa

deste nudibranquio, a ascidia Didemnum sp., € um fato interessante. O nudibranquio pode ser

capaz de acumular compostos majoritarios de sua presa e modifica-lo metabolicamente para

seu interesse, realizando uma biossintese de novo do composto, podendo ser uma forma de

defesa do animal. Ainda que seja um fato relativamente raro, exemplos sdo encontrados na

literatura como pbde ser visto anteriormente para os nudibranquios Archidoris montereyensis

(Gustafson et al., 1984) e Ascobulla fragilis (Cimino et al., 1990), indicando a possibilidade de

que Pleurobranchus areolatus modifique a dicetopiperazina adquirida a partir de sua presa

(ascidia do género Didemnum).
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Capitulo 7

Estudo quimico dos nudibranquios  Hypselodoris picta lajensis e

Okenia zoobotryon e do briozoario Zoobotryon verticillatum

7.1. Nudibranquio Hypselodoris picta lajensis
7.1.1 Introdugéo

O nudibranquio Hypselodoris picta lajensis € um membro da familia
Chromodorididae, um grupo de moluscos opistobranquios de corpo mole e conhecidos por
sua coloracao intensa (McPhalil et al., 1998). Embora estes nudibranquios adultos sejam um
dos mais coloridos animais marinhos e ndo possuam mecanismos de defesa fisica, eles tém
poucos predadores, indicando possuirem defesa quimica, que é adquirida a partir da dieta
alimentar, selecionando e concentrando metabdlitos bioativos de esponjas marinhas
(Hochlowski et al., 1981).

Estudos quimicos realizados com nudibranquios do género Hypselodoris mostram
que estes se protegem com furanosesquiterpenos. Por exemplo, a furodisinina (169) (Fig.
128) isolada a partir do nudibranquio Hypselodoris zebra e da esponja marinha Dysidea
etheria da qual se alimenta (Grode e Cardellina, 1984; Avila et al., 1991; Fontana et al.,

1994).

Figura 127 : Fotografia do nudibranquio Hypselodoris picta lajensis

(fonte: http://www.seaslugforum.net/factsheet.cim?base=hypslaje)
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H
furodisinina (169)
Figura 128 : Estrutura da furodisinina (169).

Outro estudo que mostra o relacionamento presa-predador com nudibranquios, foi
realizado com espécimes de Hypselodoris capensis e a esponja Fasciospongia sp., do qual
o nudibranquio se alimenta. Juntamente com quatro terpenos ja conhecidos, foi isolado um
novo sesterterpeno, o 22-deoxi-23-hidroximetilvariabilina (170) (Fig. 129), do extrato deste
nudibranquio coletado na costa sul-africana. O mesmo composto foi isolado também do
extrato da esponja estudado, mostrando que muito provavelmente o Hypselodoris o

acumulou gracas a sua dieta baseada nesta esponja (McPhail et al., 1998).

// X X \\
e} O OH

0]
22-deoxi-23-hidroximetilvariabilina (170)

Figura 129 : Estrutura da 22-deoxi-23-hidroximetilvariabilina (170).
7.1.2. Procedimento Experimental — Hypselodoris picta lajensis

Os espécimes do nudibranquio Hypselodoris picta lajensis (5 individuos) foram
coletados na llha do Papagaio, em Cabo Frio-RJ e preservados em EtOH. O processo de
extracdo foi realizado da seguinte forma: apds separagdo do EtOH de preservacao, 0s
animais foram transferidos para 40 mL de EtOH. Os animais em EtOH foram sonicados em
banho de ultrassom por 2 minutos, deixando-se em repouso por mais 30 minutos. Removeu-
se 0 EtOH e adicionou-se mais 40 mL do mesmo solvente, repetindo-se esta operacado mais
uma vez. ApGs a extracdo, todo o EtOH, de preservacdo e de extracdo, foi reunido e
evaporado, resultando no extrato etandlico (Hyet, 278,5 mg) do nudibranquio. Os animais

foram re-extraidos com MeOH (3 x 40 mL) e CH,Cl, (3 x 40 mL), obtendo-se os extratos
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metandlico (HyMe, 30,0 mg) e diclorometano (HyDM, 9,1 mg). Os trés extratos obtidos

foram analisados por LC-UV-MS com o objetivo de se observar seus perfis quimicos.

Hypselodoris picta lajensis

(5 animais)

* Extracdo (ultrassom, por 2 min):

- EtOH (2 x 40 mL)
- MeOH (3 x 40 mL)
- CH,CI, (3 x 40 mL)

HyEt HyMe HyDM
(278,5 mg) (30,0 mg) (9,1 mg)

- J
Y

[ Analise em sistema LC-UV-MS ]

Figura 130 : Processo de extracao do nudibranquio Hypselodoris picta lajensis.

Com base nos resultados obtidos das analises por LC-UV-MS, o extrato etandlico
(Hyet, 278,5 mg) do animal foi submetido a uma separagdo por cromatografia em coluna
pré-empacotada contendo silica-gel derivatizada com grupos C.;g como fase estacionaria,
utilizando-se um gradiente de MeOH e H,O como eluente. Foram obtidas 5 novas fragoes:
HyEt-1 (199,1 mg), -2 (20,1 mg), -3 (4,6 mg), -4 (7,8 mg) e -5 (18,9 mg), as quais foram
analisadas por LC-UV-MS. Com base nos resultados obtidos, a amostra Hyet-4 (7,8 mg) foi
purificada por HPLC, utilizando mais uma vez uma coluna de silica-gel derivatizada com
grupos Cig (Phenomenex RP18, 44, 250 x 4,6 mm), MeOH e H,O 6:4 em modo isocratico
como eluente, com fluxo de 0,9 mL/min. A separacédo forneceu quatro novas fragoes: HyEt-
4a (2,8 mg), -4b (1,8 mg), -4c (1,4 mg) e -4d (1,1 mg), obtendo-se 1,4 mg do composto

conhecido como lactona da furodisinina (171) na amostra Hyet-4c.

144



HyEt
(278,5 mqg)
Cromatografia em silica-gel
89,9 % de rendimento derivatizada C,g (Sep Pak)

HyEt-1 HyEt-2 HyEt-3 HyEt-4 HyEt-5
(199,1 mg) (20,1 mg) (4,6 mg) (7,8 mqg) (18,9 mg)

91,0 % de rendimento HPLC / coluna Cyg

HyEt-4a HyEt-4b HyEt-4c HyEt-4d
(2,8 mg) (1,8 mg) (1,4 mg) (1,1 mg)

Lactona da furodisinina

Figura 131 : Fracionamento e purificacdo do extrato etandlico do nudibranquio Hypselodoris

picta lajensis.

7.1.3. Resultados: composto isolado no extrato etan  Olico do nudibranquio

Hypselodoris picta lajensis

O fracionamento do extrato etandlico do nudibranquio Hypselodoris lajensis por
diversas separacdes cromatograficas resultou no isolamento da lactona da furodisinina
(171), um composto originalmente isolado da esponja Dysidea etheria. Este sesquiterpeno
teve sua estrutura elucidada ap6s a andlise de seus dados espectroscépicos (RMN *H, *C,
COSY, HSQC e HMBC, Figuras 7.1 a 7.6, anexo) e a comparacdo destes com dados da
literatura, com 0s quais apresentou total concordancia. As Figuras 132 e 133 mostram as
correlagdes observadas nos espectros do tipo COSY e HMBC, respectivamente, para a
lactona da furodisinina.

O espectro de RMN-'H (400 MHz) (Figura 7.1, anexo) obtido da fracdo Hyet-4c em
DMSO-ds apresentou os seguintes sinais:

- singleto em 5,79 e dubleto em & 5,35 referentes a hidrogénios ligados a carbonos sp?;
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- dubletos em & 2,68 e & 1,91, duplo-dubleto em & 2,18, multipleto em & 1,1 referentes a
hidrogénios metilénicos;
- singletos em 6 1,58; & 1,31 e 6 1,16 referentes a hidrogénios de grupos metila.

No espectro de RMN-C (DMSO-ds, 100 MHz) (Figura 7.2 , anexo) pode-se observar
sinais de carbonos sp2 em 0 114,4; 5 124,0; 6 133,3; 4 169,7 e 0 174,3. Os outros sinais em
0 46,6; 40,8; 37,9; 30,5; 30,1; 26,5; 25,0; 22,9 e 18,1 séo referentes a carbonos do tipo sp3.
O sinal em & 104,9 provavelmente se refere a um carbono sp® funcionalizado com dois

oxigénios.

Q] ==

H
H H
\\A HHsC  CH, H

aulli==

Figura 133 : Correlacdes *C-'H observadas para a lactona da furodisinina (HMBC).
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Figura 134 : Estrutura da lactona da furodisinina (171) e os deslocamentos quimicos

observados no RMN-3C e 'H.

Tabela 21: Comparacéo dos valores de deslocamentos quimicos de 'H e *C da fracdo

Hyet-4c¢, do composto isolado da esponja Dysidea sp. e dados da literatura.

Hyet-4c (DMSO-dg) Dysidea sp.* (DMSO-dg) Literatura** (CDCls)

dBC d'H d8c 3™ d%c & 'H (mult, J/Hz)
1 1743 175,0 174,7
2 1145 5,79 (s) 114,5 5,78 (s) 115,2 5,67 ()
3 1697 169,7 169,8
4 1049 n.o. 104,9
5 40,8 2,18(dd,13,2e3,5) 408 217(dd,13,2e36)e 41,2  2,28(dd,14,0e3,8) e

e 1,36 (d, 13,0) 1,35 (dd, 13,2 e 13,2) 1,57 (dd, 14,0 e 13,0)
6 301 2,68 (d, 8,5) 30,1 2,67 (d, 8,9) 30,3 2,8(m, 13,0e5,7)
7 1240 5,35 (d, 4,7) 123,9 5,34 (d, 4,9) 123,5 5,36 (dd, 5,7 e 1,4)
8 1333 133,4 134,5
9 305 1,91 (m, 4,9) 305  1,87(dd, 6,5¢€ 18,1) 30,9 1,96 (m, 9,5 e 1,4)
e 1,92 (m)
1,12 (ddd, 12,6; 12,6 €
10 181 1,00(m)e1,59(m) 181 1,07 (m) e 1,58 (m) 186  9,5)e 1,70 (ddd, 12,6;
3,7e3,1)

11 46,6 1,61 (m) 46,7 1,59 (m) 473 1,63 (m, 12,6; 3,1 e 2,5)
12 37,9 447 38,5
13 251 1,16 (s) 25,1 1,14 (s) 25,3 1,21 (s)
14 265 1,31 (s) 26,5 1,58 (s) 26,8 1,38 (s)
15 22,9 1,58 (s) 22,9 1,58 (s) 23,0 1,61 (s)

* Gandolfi, R., 2010; ** Grode, S., 1984
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A fracdo contendo o composto puro foi ainda analisada em um sistema LC-UV-MS,
obtendo-se assim 0 espectro de massas para 0 composto em modo de ionizacdo por
eletrospray positivo e também negativo, onde foi observado o sinal do pico do ion quasi-
molecular M+1 em m/z 249, e o sinal M-1 em m/z 247, indicando entdo que a massa
molecular do composto € de 248 Da, que corresponde ao composto citado. No espectro de

ultravioleta observa-se uma unica banda em 226 nm, sendo que na literatura o resultado

mostra absorcdo maxima em 221 nm (Grode e Cardellina, 1984).
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Figura 135 : Espectros de UV e de massas (ESI* e ESI) da lactona da furodisinina (171).

A lactona da furodisinina ja havia sido recentemente isolada em nosso grupo de
pesquisa, em um estudo com a esponja marinha Dysidea sp. (Gandolfi et al., 2010). Desta
forma, os dados de RMN-'H e **C obtidos foram comparados com os dados do composto
isolado da esponja e também com os dados da literatura, como visto na Tabela 21. Além

disso, foram realizados medidas de rotacdo especifica para o composto isolado, obtendo-se

o valor de [a]p*°= + 100 (c= 1,0 mg/mL, MeOH). O isolamento deste composto neste
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trabalho indica que o nudibranquio possivelmente capturou o metabdlito a partir da mesma
esponja Dysidea sp. Embora isolado previamente de esponjas do género Dysidea, este é o
primeiro trabalho que mostra o isolamento da lactona da furodisinina a partir de um

nudibranquio.

7.2. Nudibranquio Okenia zoobotryon (Smallwood, 1910)

7.2.1 Introdugéo e Procedimento Experimental

A espécie Okenia zoobotryon (com 7 a 8 mm de comprimento) € conhecida por
interagir com o briozoario Zoobotryon sp., vivendo, se alimentando e até se reproduzindo
sempre fixado neste animal (Robinson, 2000). Este briozoario é conhecido por apresentar
compostos bromados bioativos, como o 2,5,6-tribromo-N-metilgramina (172) (Sato e Fenical,

1983) ou o0 2,5,6-tribromo-N-metilindol-3-carbaldeido (173) (Fig. 137) (Ortega et al., 1993).

Figura 136 : Fotografias do nudibranquio Okenia zoobotryon

(fonte: http://www.seaslugforum.net/factsheet.cfm?base=okenzoob)

CHs )
N, H
Br CHs Br
N Br N Br
Br N\ Br N\
CHj CHj
(172) (173)

Figura 137 : Estruturas dos compostos 172 e 173.
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Os espécimes do nudibranquio Okenia zoobotryon (50 individuos) foram coletados
na llha do Papagaio, em Cabo Frio-RJ por Vinicius Padula (Museu Nacional da
Universidade Federal do Rio de Janeiro) e preservados em EtOH.

O processo de extracdo para este animal foi realizado de maneira analoga ao
procedimento utilizado na extracdo do Hypselodoris picta lajensis, resultando nos extratos
etandlico (OKEt, 190 mg), metandlico (OkMe, 12,8 mg) e diclorometano (OkDM, 1,1 mg), os
quais foram analisados por LC-UV-MS com o objetivo de se observar o perfil quimico das
amostras. A partir dos dados obtidos, pbde-se identificar a presenca de compostos
bromados no extrato etandlico do animal. Este extrato (OkEt, 190 mg) foi submetido a uma
separacao por HPLC, utilizando-se uma coluna semi-preparativa com fase estacionaria Cg
(MeOH e H,O contendo 0,1% de TFA; fluxo 1,1 mL/min; coluna Waters Delta Pak Cig,
15 gm, 300 x 7,8 mm). A separagdo forneceu oito novas fragdes: OkEt-1 (117,5 mg), -2
(11,0 mg), -3 (1,6 mg), -4 (1,0 mg), -5 (1,3 mg), -6 (1,8 mg), -7 (1,1 mg) e —lav (18,3 mg),
que foram novamente analisadas em sistema LC-UV-MS. Os dados obtidos foram
analisados com informacdes dos bancos de dados MarinLit e SciFinder com o objetivo de se

tentar identificar os compostos presentes nas fragdes.

[ Okenia zoobotryon ]

(aprox. 40 animais)

* Extracdo (ultrassom, por 2 min):

- EtOH (2 x 40 mL)
- MeOH (3 x 40 mL)
- CH,Cl, (3 x 40 mL)

OKEt OkMe OkDM
(190,0 mg) (12,8 mg) (1,1 mg)

& J
Y

[ Analise em sistema LC-UV-MS ]

Figura 138 : Processo de extracdo do nudibranquio Okenia zoobotryon.
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Com base nos dados obtidos no sistema LC-UV-MS, decidiu-se reunir as fracdes
Oket-5, -6 e -7 devido a semelhanca dos perfis cromatograficos observados para estas
amostras. A andlise dos dados de massas e ultravioleta destas fracGes indicou a presenca
de um composto contendo trés atomos de bromo com sinais em m/z 422, 424, 426 e 428 e
duas bandas de absor¢cdo em A 229 e 295 nm nas trés amostras. Assim, a fragdo Oket-5
(4,2 mg) foi submetida a uma separacdo por HPLC em fase reversa, utilizando uma coluna
analitica de silica-gel derivatizada com grupos fenila (MeOH e H,O contendo 0,1% de TFA;
fluxo 0,8 mL/min), gerando trés novas fracdes: OkEt-5a (2,0 mg), -5b (1,0 mg) e -5¢ (0,5
mg). O processo resultou no isolamento de 1,0 mg do composto conhecido 2,5,6-tribromo-N-
metilgramina (172), identificado a partir da comparacdo do seu espectro de massas obtido,
com dados dos bancos de dados MarinLit e SciFinder, além da comparacao do seu espectro

de RMN-'H com dados da literatura.

OKEt l
(190,0 mg)

80,9% derendimento  |* HPLC /coluna Cyg

OkEt-1 OKEt-2 OKEt-3 OkEt-4 OKEt-5 OKELt-6 OKEt-7 OkEt-lav
(117,5mq) (11,0 mg) (1,6 mg) (1,0 mg) (1,3 mg) (1,8 mg) (1,2 mg) (18,3 mg)
OKELt-2 OKEt-5
(13,6 mg) (4,2 mg)
—

83,3% de rendimento  |* HPLC / coluna fenil

OkEt-5a OKEt-5b OKEt-5¢
(2,0 mg) (1,0 mg) (0,5 mg)

2,5,6-tribromo- N-metilgramina

Figura 139 : Fracionamento do extrato etandlico do nudibranquio Okenia zoobotryon.

151



As fracdes OKEt-2, -3 e -4 também foram reunidas seguindo o0 mesmo processo
realizado com as fracdes OKEt-5, -6 e -7 citadas anteriormente. A nova fragdo mostrou a
presenca de um composto bromado minoritario com sinais em m/z 300, 302 e 304, que nao
foi encontrado apds busca nos bancos de dados utilizados. A fragdo OkEt-2 (13,6 mg) foi
submetida a uma separac¢éo cromatografica em HPLC, utilizando-se uma coluna analitica de
silica-gel derivatizada com grupos fenila (MeOH e H,O com 0,1% de TFA 45:55; fluxo de 1,0
mL/min) resultando em seis novas fracdes. Apds realizar a analise destas seis amostras por
LC-UV-MS, observou-se a presenca do composto nas fracbes OkEt-2d e -2e, que ainda ndo
se encontravam totalmente puras. Deste modo, estas fracdes foram reunidas e submetidas
a uma nova purificagdo por HPLC, com uma coluna de silica-gel derivatizada com grupos
Cis, Utilizando-se MeOH/MeCN/H,0O 52:24:24 como eluente, e fluxo de 0,7 mL/min, obtendo-
se quatro novas fragBes. Porém, devido a pouca quantidade de massa obtida das fracdes

purificadas (0,3 mg), ndo foi possivel determinar a estrutura do composto bromado de

OKEt-2
(13,6 mg)

99,2 % de rendimento

interesse.

¢ HPLC / coluna fenil

OkEt-2a OkEt-2b OkEt-2¢ OkEt-2d OkEt-2e OkEt-2f
(6,7 mq) (2,3 mg) (0,9 mg) (0,8 mq) (1,4 mq) (1,4 mq)

OkEt-2d
(2,2 mg)

81,8 % de rendimento

* HPLC / coluna C,4

OkEt-2d1 OkEt-2d2 OkEt-2d3 OkEt-2d4
(0,5 mg) (0,3 mg) (0,4 mq) (0,4 mq)

Figura 140 : Purificacao da fracdo Oket-2 do nudibranquio Okenia zoobotryon.
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7.3. Briozoério Zoobotryon verticillatum

7.3.1 Introducao e Procedimento Experimental

Zoobotryon verticillatum (Delle Chiaje, 1828) € um briozoario distribuido em aguas
temperadas e tropicais no oeste do Atlantico e no Caribe, frequentemente encontrado em
regides de portos e fazendas de peixes. O Zoobotryon verticillatum € conhecido por conter
alcaléides bromados como o 2,5,6-tribromo-N-metilgramina (172), que é uma substancia de

defesa do animal (Robinson, 2004).

Figura 141 : Fotografia do briozodrio Zoobotryon verticillatum

(fonte: http://www.sms.si.edu/irlfieldguide/Bryozoans.htm)

Espécimes do briozoario Zoobotryon verticillatum, também foram coletados na llha
do Papagaio, em Cabo Frio-RJ e preservados em EtOH. Ap6s remocdo do EtOH de
preservacao, o briozoario foi re-extraido com 100 mL de MeOH em banho de ultrassom por
2 minutos, e sob repouso durante uma hora. Repetiu-se este procedimento mais duas
vezes. A seguir, 0os 300 mL de MeOH utilizados na extragao foram reunidos com o EtOH de
preservacdo do animal e o solvente foi evaporado até reducdo do volume para
aproximadamente 200 mL. A suspenséo hidroalcodlica foi submetida a uma parti¢cao liquido-
liguido com hexano (4 x 200 mL), resultando nos extratos metandlico (1,15 g) e hexanico

(93,7 mg).
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O extrato metandlico foi submetido a uma separagdo por cromatografia em coluna
pré-empacotada contendo silica-gel derivatizada com grupos C,g como fase estacionaria e
utilizando-se um gradiente de H,O e MeOH como eluente (H,O 100%, H,O/MeOH 8:2, 6:4,
4:6 e MeOH 100%). Apds analises por CCD (CH,Cl,/MeOH 9:1 e 7:3 como eluentes e acido
fosfomolibdico, ninidrina e Dragendorff como reveladores) das diversas fracbes obtidas,
estas foram reunidas em seis novas fragoes: Zvme-1 (930 mg), -2 (14,3 mg), -3 (8,0 mg), -4

(3,8 mg), -5 (43,2 mg) e -6 (52,2 mg), as quais foram analisadas por LC-UV-MS.

Zoobotryon verticillatum
(26,0 g)

* Extracdo (ultrassom, por 2 min):
- MeOH (3 x 200 mL, 1h em repouso)

* Particdo
- Hexano (4 x 200 mL)

ZvMe ZVHX
(1,159) (93,7 mqg)

 Cromatografia em silica-gel
91,4 %derendmento | derivatizada C,; (Sep Pak)

ZvMe-2 ZvMe-4 ZvMe-6
(14,3 mg) (3,8 mg) (52,2 mg)
ZvMe-1 ZvMe-3 ZvMe-5
(930,0 mg) (8,0 mg) (43,2 mg)

Figura 142 : Processo de extracao do briozoario Zoobotryon verticillatum e fracionamento de

seu extrato metanolico.

Observando os dados obtidos das injecbes realizadas no sistema LC-UV-MS, notou-
se que a fracdo Zvme-5 continha um composto bromado com sinais em m/z 422, 424, 426 e
428 em seu espectro de massas, semelhante ao composto isolado do extrato do

nudibranquio Okenia zoobotryon. A fracdo Zvme-5 (43,2 mg) foi entdo separada por HPLC
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em fase reversa, utilizando uma coluna analitica com fase estacionaria de silica-gel
derivatizada com grupos fenila (Waters yBondapak Phenyl, 10 gm, 3,9 x 300 mm), um
gradiente de MeOH e H,O como eluente e fluxo de 1,0 mL/min. A separacao forneceu 5
novas fragdes: Zvme-5a (5,4 mg), -5b (3,7 mg), -5¢ (14,3 mg), -5d (15,0 mg) e -5e (2,3 mg).
Pdde-se identificar na fracdo Zvme-5b 0 mesmo composto isolado do nudibranquio Okenia
zoobotryon, a 2,5,6-tribromo-N-metilgramina (172). A identidade do composto isolado foi
confirmada por comparacéo do espectro de RMN-'H desta fracdo, com 0 mesmo espectro
da fracdo OKEt-5b de O. zoobotryon, além da comparacao do espectro de massas obtido no

sistema LC-UV-MS.

(42,3 mg)

96,2% de rendimento HPLC / coluna Fenil

Zvme-5c¢ Zvme-5d Zvme-5e
(14,3 mg) (15,0 mg) (2,3 mg)

HPLC / coluna Cyg

Zvme-5a
(5,4 mg)

100% de rendimento

Zvme-5bl Zvme-5b2 Zvme-5b3 Zvme-5b4
(1,2 mg) (1,5 mg) (0,6 mq) (0,4 mg)

2,5,6-triboromo- N-metilgramina

Figura 143 : Separacao da fragdo Zvme-5 do briozoario Zoobotryon verticillatum.
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7.4 Determinacdo estrutural do composto isolado do extrato etandlico do
nudibranquio Okenia zoobotryon e do extrato metandlico do briozoério Zoobotryon

verticillatum

A purificacdo da fracdo Oket-5 por HPLC em resultou no isolamento da 2,5,6-
tribromo-N-metilgramina (172). A identificacdo do composto foi realizada a partir da
obtencdo do espectro de massas em um sistema LC-UV-MS e por comparacdo do seu
espectro de RMN-'H com dados da literatura (Sato e Fenical, 1983).

Sabendo-se que o nudibranquio Okenia zoobotryon é conhecido por se alimentar do
briozoério Zoobotryon verticillatum, e que este contém compostos bromados como
metabalitos, analisou-se o extrato desse animal em um sistema LC-UV-MS em busca de
sinais caracteristicos de compostos que contém bromo nos espectros de massas obtidos.
Nas fracdes Oket-5, -6 e -7 foi observado um sinal no cromatograma que apresentava em
seu espectro de massas o pico do ion quasi-molecular em m/z 424 com 4 sinais separados
por 2 unidades de massa com proporgdo 1:3:3:1, indicando um composto com trés atomos
de bromo. Ao realizar uma busca no banco de dados MarinLit, procurando por um composto
com essas caracteristicas, o Unico composto encontrado foi justamente a 2,5,6-tribromo-N-
metilgramina. Desta forma realizou-se a purificacdo da fracdo Oket-5, obtendo-se novas
fragbes que foram mais uma vez analisadas no sistema LC-UV-MS, observando-se o
composto na fragdo Oket-5b. O cromatograma de massas e 0 espectro de massas obtido

para a fracdo estao ilustrados a seguir.
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Figura 144 : Cromatograma e espectro de massas da fracdo Oket-5b (ESI*). Condigdes:
coluna Waters X-Terra MS Cyg, 3,5 um, 2,1 x 50 mm; gradiente de MeOH em H,O (inicio em
MeOH/H,0 2:8, curva linear) e fluxo de 0,5 mL/min.; MS: 25 V de voltagem do cone;
modo ESI".

O espectro de RMN-'H da fracdo Oket-5b foi obtido (Figura 7.7, anexo) (DMSO-ds,
400 MHz) e comparado com a literatura (Sato, 1983).

O extrato metandlico do briozo&rio Zoobotryon verticillatum também foi analisado no
mesmo sistema LC-UV-MS buscando identificar a presenca do composto bromado. Apdos
uma primeira etapa de separagado do extrato, as fracdes resultantes foram analisadas, sendo
observada a possivel presenca de um composto bromado na fragdo Zvme-5, que foi entdo
purificada por HPLC em fase reversa. As novas fragdes foram analisadas, observando-se a
possivel presenca do composto 2,5,6-tribromo-N-metilgramina na fracdo Zvme-5b2.
Comparando-se o espectro de massas obtido para esta fracdo com o outro obtido da fracéo

do nudibranquio pbéde-se atestar que se tratava do mesmo composto. O espectro de RMN-
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'H (Figura 7.8, anexo) (DMSO-ds, 400 MHz) da fracdo Zvme-5b2 foi também obtido e

comparado com aquele do composto isolado do Okenia zoobotryon, e estdo ilustrados a

seqguir.
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Figura 145 : Cromatograma e espectro de massas da fracdo Zvme-5b2 (ESI"). Condicdes:

coluna Waters X-Terra MS Cyg, 3,5 um, 2,1 x 50 mm; gradiente de MeOH em H,O (inicio em

MeOH/H,0O 2:8, curva linear) e fluxo de 0,5 mL/min.; MS: 25 V de voltagem do cone;

modo ESI".
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Figura 146 : Espectros de RMN-'H (DMSO-ds, 400 MHz) das fracbes Oket-5b (Okenia

zoobotryon) e Zvme-5b2 (Zoobotryon verticillatum).
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Analisando-se os espectros de RMN-'H pdde-se notar que s&o idénticos. Nota-se
gque a fracdo que contém o composto isolado do briozoario encontra-se ligeiramente mais
impura que a fracdo do nudibranquio, porém néao interferindo na comparacao dos dois.

Desta forma, com base nos espectros de massas e espectros de RMN-'H obtidos,
pdde-se afirmar que o composto isolado nestas fracdes é o 2,5,6-tribromo-N-metilgramina.
Embora outros estudos ja tivessem relatado a interagdo entre esses animais, e até mesmo
observacdes de que o nudibranquio se alimentasse do briozoario, este € o primeiro estudo
que mostra o isolamento deste composto a partir do nudibranquio Okenia zoobotryon,
indicando que o animal assimila e armazena este composto como uma possivel fonte de

defesa quimica.

/CH3
N\ 10
9 CH3

Br
@ A Br
Br N
CH
g 3
2,5,6-tribromo-N-metilgramina

Figura 147 : Estrutura da 2,5,6-tribromo-N-metilgramina.

A Tabela 21 mostra uma comparacdo direta dos dados de RMN-'H do composto
isolado tanto do nudibranquio quanto do briozo&rio (ambos obtidos em DMSO-dg) com 0s

dados da literatura (obtidos em CDCls) (Sato, 1983).
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Tabela 22: Comparacao dos valores de deslocamentos quimicos de *H das fraces Oket-5b

e Zvme-5b2 com dados da literatura.

Oket-5b Zvme-5b2 Literatura*
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (CDCly)

Posigéo & 'H (mult.) & 'H (mult.) 3 'H (mult.)
5 8,29 (s) 8,28 (s) 7,94 (s)
8 8,13 (s) 8,12 (s) 7,58 (s)
10 4,39 (s) 4,41 (s) 3,51 (s)
11 3,81 (s) 3,81 (s) 3,71 (s)
12 2,78 (s) 2,79 (s) 2,25 (s)

*Sato, A., 1983

Na fragcdo Oket-2 de O. zoobotryon pdde ser observada a presenca de outro
composto bromado, de acordo com as andlises realizadas por LC-UV-MS. O composto
apresentou o pico do ion quasi-molecular em m/z 302 com 3 sinais separados por 2
unidades de massa com propor¢cdo 1:2:1, indicando um composto com dois atomos de
bromo. A busca realizada nos bancos de dados MarinLit e SciFinder ndo forneceu nenhum
composto com estas caracteristicas. Sendo assim, a fragdo Oket-2 foi separada por HPLC
em fase reversa e enviada a colaboradores no Canada. Porém, devido a pouca quantidade
de massa obtida das frag6es purificadas (0,3 mg), ndo foi possivel determinar a estrutura do
composto bromado de interesse. O espectro de massas do composto desconhecido

presente na fragdo Oket-2d, obtido no sistema LC-UV-MS, esté ilustrado a seguir.
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Figura 148 : Espectro de massas do composto n&o identificado da fragdo Oket-2d (ESI").
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Os resultados obtidos no estudo quimico do nudibranquio Okenia zoobotryon,
mostram que este acumula substancias bromadas em seu organismo. A observacdo do
composto com massa molecular de 301 Da, que nao foi identificado, apenas no extrato do
nudibranquio (e ndo no briozoério Z. verticillatum) pode levar a discussdo se 0 molusco
adquiriu este composto a partir de outra fonte, ou se este € capaz de realizar biossintese de

novo produzindo assim outros metabdlitos.
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Capitulo 8

Conclusodes

Neste trabalho foi apresentada a investigacdo quimica de extratos de 8 animais
marinhos, sendo uma esponja (Agelas sventres), uma ascidia (Didemnum sp.), dois
briozoarios (Bugula sp. e Zoobotryon verticillatum) e quatro nudibranquios (Pleurobranchus
areolatus, Okenia zoobotryon, Tambja stegosauriformis e Hypselodoris picta lajensis), todos
coletados na costa brasileira. O estudo dos extratos dos nudibranquios foi realizado sempre
com o objetivo de também se comparar seu perfil de metabdlitos, com aquele observado
para sua respectiva presa.

O estudo realizado com os extratos AcCOEt, MeOH e CH,Cl, da esponja A. sventres
resultou na identificacdo de uma série de alcaldides bromopirrélicos, sendo a maioria
identificados apenas através de analises por LC-UV-MS, MS/MS e comparacédo dos dados
com informacgdes nos bancos de dados SciFinder e Marinlit. O composto oroidina
apresentou atividade inibitoria frente a enzima Pdr5p de levedura, um resultado ainda ndo
descrito na literatura.

O estudo dos extratos metandlicos do nudibranquio Tambja stegosauriformis e de
sua presa, o briozoario Bugula sp., resultou no isolamento de seis compostos da classe da
tambjaminas, todos eles j& descritos na literatura. Destes, as tambjaminas C, D, K e ainda o
composto de hidrélise da tambjamina B, foram identificados nos extratos dos dois animais,
indicando que provavelmente o nudibranquio acumula estas substancias a partir de sua
presa.

A partir do extrato metandlico do nudibranquio Pleurobranchus areolatus foram
isolados duas dicetopiperazinas modificadas inéditas na literatura, estruturalmente muito
similares a outras duas dicetopiperazinas isoladas de uma ascidia Didemnum, as
rodriguesinas A e B. A mistura destes compostos apresentou moderada atividade

leishmanicida e tripanomicida, porém néo seletiva.
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A partir do extrato etandlico do nudibranquio O. zoobotryon foi isolado o 2,3,5-
tribromo-N-metilgramina, um composto conhecido e previamente isolado do briozoario
Zoobotryon verticillatum. O extrato metandlico deste briozoario, que conhecidamente serve
de alimento para O. zoobotryon, também foi analisado, de onde obteve-se 0 mesmo
composto. Este é o primeiro estudo de isolamento realizado com o nudibranquio Okenia
zoobotryon.

Do molusco Hypselodoris picta lajensis foi isolado a lactona da furodisinina, um
terpeno ja descrito na litaratura. Este composto foi isolado também em um trabalho com
uma esponja marinha do género Dysidea, realizado anteriormente em nosso grupo de
pesquisa.

Estes resultados, obtidos nos estudos de espécies de nudibranquios e suas
respectivas presas, mostram que estes moluscos sao predadores versateis que podem
acumular ou biotransformar diversos metabolitos secundéarios, pertencentes a classes
estruturais distintas, de acordo com sua dieta alimentar, sendo que muitas vezes essas
substancias encontradas nestes animais apresentam importantes atividades bioldgicas,
sendo geralmente utilizados como uma forma de defesa quimica pelos nudibranquios. Desta
forma, o estudo quimico destes animais, juntamente com um maior entendimento da
guimica e da biologia destes organismos, se mostra importante na busca por novos
produtos naturais bioativos.

Vale ressaltar a utilizacdo de analises por LC-UV-MS e MS/MS neste trabalho, que
auxiliaram na identificacdo de uma série de compostos presentes nos extratos das espécies
de nudibranquios do presente trabalho, mesmo sem realizar o isolamento de todos eles,
fazendo-se comparacgéo de dados com a literatura. Diversos estudos utilizando o método de
desreplicacdo de metabdlitos secundarios podem ser encontrados na literatura, dentre eles
podemos citar a investigacdo por LC-UV-MS de uma série de espécimes de esponjas do
género Aplysina a fim de se detectar derivados da dibromotirosina (Silva et al., 2010), a
desreplicacdo de glicosideos presentes nos extratos da planta Sapindus saponaria
utilizando-se LC-UV-MS/MS (Murgu e Rodrigues-Filho, 2006), ou ainda a desreplicagéo de
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metabdlitos de fungos (Penicilium ochrochloron, P. crateriforme e Stachybotrys chartarum)

por LC-UV-MS (Nielsen e Smedsgaard, 2003). Tendo-se em vista a limitacdo de material

biolégico disponivel, esta pode ser considerada uma abordagem sensivel e confiavel para

se conhecer a quimica de nudibranquios e suas présas.
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