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Devo trazer-te, antes de tudo,

A roda alegre e livre como esta;

Da vida facil, faze aqui o estudo;

Para este povo, todo dia é festa.

A graga é pouca, mas, havendo quem a aplauda,
Cada um revolve alegre em sua estreita roda,
Como gato, a brincar com a cauda.

Enguanto uma enxaqueca néao os incomoda

E lhes da crédito o patréo,

Ledos e sem cuidado estéo.

Fausto Uma tragédia, Johann Wolfgang von Goethe — Editora 34, 2004



RESUMO

Estudos sobre alcaloides guanidinicos de esponjas marinhas do Brasil ainda sao
limitados, com a maioria dos compostos isolados ja conhecidos. Apenas recentemente
foram isolados os primeiros alcaloides guanidinicos inéditos de uma esponja marinha do
género Monanchora, coletada no litoral do Rio de Janeiro. Estes alcaloides apresentaram
potente atividade antiparasitaria contra Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi.
Todavia, a quantidade limitada das substéncias isoladas n&o permitiu avancar na
investigacéo de atividade antiparasitaria in vivo. Em coleta recente realizada no litoral do
Espirito Santo, foi possivel obter quantidade significativa da esponja Monanchora aff.
arbuscula. O presente projeto tem por objetivos avancar no estudo quimico e biologico
destes alcaloides, tanto no que se refere ao isolamento de alcaloides inéditos quanto no
aprofundamento da investigacdo das atividades biolégicas dos alcaloides inéditos e
conhecidos in vitro e in vivo. Os alcaloides guanidinicos batzelladina L e batzelladina F
apresentaram em estudo anterior, potente atividade in vitro contra a cepa resistente a
cloroquina causadora da maléria, mostrando ser opc¢des interessantes de estudos in vivo.
No presente projeto de mestrado ambos os produtos naturais majoritarios da esponja,
batzelladina L e F, foram isolados em quantidade suficientes e avaliados in vitro contra a
cepa causadora de malaria sensivel a cloroquina e contra as bactérias multirresistentes
a farmacos ESKAPE e apresentaram atividades entre micro e nano molar, a
citotoxicidade contra malaria também foi avaliada in vitro. Testes in vivo em
camundongos infectados foram desenvolvidos com a batzelladina L demonstrando

reduzir a parasitemia e prolongar a sobrevivéncia dos animais frente ao grupo controle.



ABSTRACT

Studies related to the guanidine alkaloids obtained from marine sponges collected
in Brazil are still narrow with the major compounds isolated known. Only recently were
isolated new guanidine alkaloids from a marine sponge of genus Monanchora, collected
from the Brazilian coast of Rio de Janeiro. Those alkaloids showed potent antiparasitic
activity against Leishmania infantum and Trypanosoma cruzi. However, the limited
amount of those isolated compounds was insufficient to evaluate their in vivo bioactivity.
In a recent collect at Brasilian coast of Espirito Santo, significant amount of the
Monanchora aff. arbuscula was obtained. This project has as main objectives to push
forward the chemical and biological studies of the guanidine alkaloids, around the isolation
of new compounds and to investigate its biological activity, both of the already known
alkaloids and eventually of the new ones. The guanidine alkaloids batzelladine L and F
had shown in previous studies potent in vitro bioactivity against the chloroquine-resistant
malarial pathogen, being an interesting option to be evaluated in vivo. In the present
project both majority alkaloids natural products, batzelladine L and F, where isolated from
the sponge in sufficient amounts and have their activity in vitro evaluated against the
chloroquine-sensitive malarial pathogen and multiresistant bacteria ESKAPE resulting in
micro and nano molar activities, the cytotoxicity against malaria where also evaluated in
vitro. In vivo experiments on infected mice where developed with batzelladine L, reducing

the infection and extending the survival rate of the animals in comparison with the control

group.
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1. INTRODUCAO:

FAUSTO

N&o penso em alegrias, ja to disse.

Entrego-me ao delirio, ao mais cruciante gozo,
Ao fértil dissabor como ao 6dio amoroso.

Meu peito, da ansia do saber curado,

A dor nenhuma fugira do mundo,

E o que a toda humanidade é doado,

Quero gozar no proprio Eu, a fundo,

Com a alma lhe colher o vil e 0 mais perfeito,
Juntar-lhe a dor e o bem-estar no peito,

E, destarte, ao seu Ser ampliar meu proprio Ser,
E, com ela, afinal, também eu perecer.

Fausto Uma tragédia, Johann Wolfgang von Goethe — Editora 34, 2004

1.1. Monanchora arbuscula e produtos naturais de organismos marinhos

Os organismos marinhos sao constantemente submetidos a uma ampla variagao
de condigbes ambientais, como temperatura, pressao e disponibilidade de nutrientes
(GUPTA, 2021; TEMPONE, et al., 2021; EL-DEMERDASH, et al., 2018). Por estarem
sujeitos a condi¢cdes de stress, diversos organismos marinhos adquiriram caracteristicas
que favoreceram sua adaptacdo no ambiente em que se encontram, sendo uma das
principais o acumulo de metabdlitos secundarios bioativos. Atualmente se considera que
0s organismos marinhos sédo de grande importancia para a descoberta e prospeccéo de
novos produtos naturais, com excelente atividade biolégica e grande diversidade
molecular. A diversidade quimica e arquitetura molecular destes metabdlitos os faz alvo
ideal para serem objeto de sintese organica (GALLIMORE, KELLY e SCHEUER, 2005;
HUA, et al., 2007; EL-DEMERDASH, et al., 2018).

Uma das classes mais importantes de metabdlitos de organismos marinhos séo
derivados guanidinicos. As esponjas marinhas constituem a principal classe de
organismos marinhos que apresentam derivados guanidinicos, principalmente alcaloides
e derivados peptidicos (BERLINCK, et al., 2021).

Apresentando basicidade elevada (pKa = 13.6), os alcaloides guanidinicos sdo
capazes de se ligarem a grupos fosfato, metais e carboxilatos, em aplicagcbes como

agentes anti-infecciosos, suas estruturas podem acarretar a formacao de ligacbes de
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hidrogénio, estando protonadas no pH fisiolégico, tornando-as atrativas quando se pensa

em interacdo com o alvo biolégico (Kim, S.; Semenya, D.; Castagnolo, D.; 2021).

Os alcaloides guanidinicos podem ser classificados em quatro quimiotipos:
alcaloides monociclicos e biciclicos, alcaloides triciclicos, alcaloides policiclicos e

alcaloides batzelladinicos.

Sao exemplos dos alcaloides guanidinicos monociclicos ou biciclicos as
crambescinas. O mais complexo alcaloide pertencente a esta classe é a urupocidina A
(MAKARIEVA, et al., 2014). No quimiotipo dos alcaloides guanidinicos triciclicos estdo
presentes compostos como as ptilocaulinas, mirabilinas e netaminas. Nos alcaloides
policiclicos a ptilomicalina A, as crambescidinas, as monoanchocidinas e a
monoanchomicalinas, possuem estruturas com cadeias alquilicas polifuncionalizadas
ligadas a um nucleo guanidinico pentaciclico. Enquanto que as batzelladinas, isoladas
pela primeira vez da esponja Caribenha Batzella sp., possuem em suas estruturas dois
ou trés grupos guanidinicos em sub-estruturas triciclicas, usualmente interconectadas
por uma unidade éster alquilico. (SANTOS, M.; et al.; 2015).

O nucleo guanidinico triciclico é frequentemente conservado entre os membros da
classe dos compostos batzelladinicos. Modificacbes na cadeia lateral ligada ao grupo
éster os conferem diferentes propriedades de atividade bioldgica, valores micromolares
ou até submicromolares contra P. falciparum e Tripanossoma cruzi foram observados
para estes compostos. (TEMPONE, et al., 2021).

Sete alcaloides guanidinicos juntamente a batzelladinas A, F, H e L foram isolados
e tiveram suas estruturas elucidadas e suas atividades contra a cepa resistente da
malaria e células humanas avaliadas (Laville, R.; et. al.; 2009). Uma exploracdo mais
ampla das suas atividades biologicas é viavel, mas questdes de toxicidade ainda foram
pouco exploradas. Poucos destes alcaloides foram avaliados em testes de atividade anti-
Leishmania, sendo que os medicamentos utilizados para o tratamento de Leishmaniose
sdo muito antigos (mais de 60 anos) e com severos efeitos colaterais (SANTOS, M.; et
al.; 2015; Tempone, A.; et al.; 2021).

Apesar dos resultados iniciais promissores reportados in vitro, com varios produtos
naturais apresentando atividades contra mais de um tipo de parasitologia, ainda poucos

alcaloides de origem marinha tiveram suas bioatividades avaliadas in vivo, situacdo em
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que outras propriedades necessitam ser analisadas, como solubilidade, estabilidade,

propriedades farmacocinéticas, poténcia e seletividade.

Quimioterdpicos séo a unica forma de tratamento para as doencgas negligenciadas
do hemisfério sul como doenca de Chagas, tripanossomiase humana africana (doenca
do sono), leishmanioses e malaria, com o arsenal de farmacos atuais muito restritos,
frequentemente apresentando efeitos colaterais adversos severos e uma variabilidade
alta na eficacia ou resisténcia parasitoldgica, podendo também ter elevado custo de
aquisicdo. Entre as doencas parasitolégicas causadas por protozoarios, malaria ganha
atencao extra devido a seu amplo espalhamento pelo planeta e impacto social. Malaria é
causada por cinco espécies de parasitas do género Plasmodium, sendo o mais letal o P.
falciparum. O seu ciclo reprodutivo esta associado ao mosquito Anopheles como vetor,
0 parasita multiplica-se rapidamente ocasionando 200 milhdes de casos por ano e
400000 mortes. A malaria recentemente ficou conhecida por outra termologia: doenca da
pobreza; associado ao menor investimento que recebe tanto com relagcdo aos enfermos
quanto a investigacdo da doenca, o que resulta em um perfil inferior da doenca frente a
saulde publica (SANTOS, M.; et al.; 2015; Tempone, A.; et al.; 2021).
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Figura 1. Alcaloides guanidinicos de esponjas marinhas classificados por quimiotipo:

biciclicos, triciclicos, policiclicos e batzelladinicos.
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A batzelladina A (Figura 1) inibe de maneira competitiva a ligacédo da proteina do
envelope HIV gp-120 ao receptor da célula humana CD4+ com afinidade micro molar.
(SANTOS, M.; et al.; 2015; EL-DEMERDASH, et al., 2018)

A ptilomicalina A (Figura 1) apresenta estrutura guanidinica pentaciclica e
atividade antiviral e antifingica, e despertou o interesse pela investigacdo de novos

alcaloides guanidinicos de origem marinha (HUA, et al., 2007).

Esponjas da classe Poecilosclerida, em particular do género Crambe e

Monanchora, séo ricos no acumulo de alcaloides guanidinicos, que apresentam diversas
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atividades biologicas, como por exemplo citotoxica, antiviral, inibidores enzimaticos,
receptor antagonista, bloqueadores de Ca?*, antifiingico e antimicrobiana (SANTOS, M.;
et al.; 2015; EL-DEMERDASH, et al., 2018).

Segundo o World Porifera Database, quatorze espécies de esponjas estao
incluidas no género Monanchora. As espécies ja estudadas do ponto de vista quimico
incluem Monanchora arbuscula, Moanchora pulchra, Monanchora sp. e Monanchora
unguilata. Um total de 23 alcaloides guanidinicos foram isolados de esponjas do género
Monanchora no periodo compreendido entre 2015 e 2020. Este niUmero corresponde a
15,3% dos alcaloides isolados de esponjas marinhas no periodo (EL-DEMERDASH, et
al., 2018; WU, et al., 2020).

Dentre os alcaloides isolados de Monanchora arbuscula (Figuras 1, 2 e 3), a
monalidina A apresentou atividades antiproliferativas e citotoxicas contra células
cancerigenas com ICso micro molar de 82 £ 1 uM. A (+)-ptilocaulina apresentou atividade
antimicrobiana e citotéxica contra cepa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina
com ICso de 1,3 uM. (EL-DEMERDASH, et al., 2018; EL-DEMERDASH, et al., 2016). A
arbusculidina A é o primeiro alcaloide do grupo que apresenta um anel benzénico
(SANTOS, M.; et al.; 2015).

Figura 2. Alcaloides isolados a partir de Monanchora arbuscula (8)-hidroxiptilocaulina e

batzellamida A.

NH

PR

HN NH
H OH

H

(+)-8-hidroxiptilocaulina

Batzellamida A -

De seis alcaloides guanidinicos triciclicos que tiveram sua citotoxicidade avaliada
contra quatro linhagens celulares cancerigenas HL-60, MDA-MB-435, HCT-8 e SF-295,
a (+)-ptilocaulina (Figura 1) e (+)-8-hidroxiptilocaulina (Figura 2) apresentaram
citotoxicidade com ICsp entre 5,8 - 40,0 e 7,9 - 61,5 uM respectivamente. Varios alcaloides
da classe das batzelladinas, como as batzelladinas A (Figura 1), D, E e F, ja foram
sintetizadas (HUA, et al., 2007). Rotas elegantes foram desenvolvidas para sintese de

uma série de compostos da familia das batzelladinas sendo a mais concisa sintese total
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enantioseletiva obtida para o composto (-)-batzelladina D, apresentando 14 etapas

sequenciais com um rendimento total de 10% (TEMPONE, et al., 2021).

Anélogos da batzelladina F (Figura 1) foram sintetizados visando avaliar suas
atividades antivirais contra inibidores do virus HIV-1. Apesar da batzelladina F nao ter
sido avaliada no mesmo batch analitico dos ensaios, dificultando a comparacao do perfil
ativo e do perfil com o produto natural, alguns analogos mostraram boa inibicdo das
enzimas transcriptase reversa do HIV-1 e baixa citotoxicidade (BERLINCK, TRINDADE-
SILVA e SANTOS, 2017).

A batzelladina L apresentou atividade contra Mycobacterium tuberculosis, anti-
HIV, antifingica e antibacterial, anti-malarial, anti-leishmanial além de citotoxicidade
contra variadas linhagens celulares cancerigenas (SANTOS, et al.,, 2015). Outros
alcaloides, dentre eles as batzelladinas F e L, apresentaram atividades antiparasitarias
in vitro contra os agentes etiolégicos da doenca de Chagas e leishmaniose visceral:
Trypanosoma cruzi com ICs05 uM e 2 uM e Leishmania infantum com I1Cs0 4 uM e 2 uM
respectivamente (SANTOS, et al., 2015; BERLINCK, BERTONHA e RODRIGUES, 2017;
EL-DEMERDESH, et al., 2018).

As batzellamida A (Figura 1), hemibatzelladina J, A'°-hemibatzelladina J e A?0-
hemibatzelladina J (Figura 3) foram isoladas da esponja Monanchora arbuscula. Porém,
a quantidade isolada dificultou a avaliacdo das atividades biol6gicas destes compostos
(SANTOS, et al., 2015).

A resisténcia antimicrobiana frente aos antibiéticos utilizados aumenta de forma
alarmante, sendo uma das maiores ameacas para a saude humana e exercendo pressao
de forma crescente nos sistemas de saude, que vislumbram em seu horizonte uma nova
“era pré-antibiotica”, se ndo forem obtidas solugbes e alternativas melhores pelas

comunidades cientificas e medicinais.

A era de ouro das descobertas dos antibidticos em uso até hoje estd compreendida
entre as décadas de 1940 e 1960. Apds a descoberta da penicilina em 1928 as décadas
gue se sucederam apresentaram poucas descobertas, ressurgindo de maneira mais
intensa apenas recentemente e ainda apresentando grandes lacunas relacionadas aos
tipos de estruturas quimicas e aos alvos de acdo dos novos medicamentos. O contexto

ressalta a necessidade de serem realizados esfor¢cos extras para contornar a resisténcia
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e tolerancia dos organismos biologicos patogénicos resistentes a mdltiplas drogas
(PENA, M., A, et al., 2021).

O acrénimo ESKAPE refere-se a seis patdgenos que apresentam resisténcia
multipla contra farmacos: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Acnhetobacter baumani, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae,
responsaveis pela grande maioria das infec¢des de origens hospitalares, sendo capazes
de “escapar” da acado biocida dos medicamentos. Terapias alternativas utilizando
combinacdes de antibidticos ou de antibidticos com adjuvantes, bacteriéfagos, peptideos
antimicrobiais, nanoparticulas de prata, sdo estratégias que tém sido descritas na
literatura como alternativas, mas ha ainda grande necessidade de desenvolvimento ou
descoberta de novos compostos que sejam eficientes em combater as infeccbes
causadas por estes microrganismos (Mulani, M.; et al.; 2019).

Os mecanismos de resisténcia dos microrganismos multirresistentes ESKAPE
mais discutidos sdo a inativacdo do farmaco, comumente por clivagem enzimatica, a
modificacdo do sitio alvo onde o antibiético liga-se ou a redu¢do da acumulacdo do
farmaco seja diminuindo a permeabilidade ou aumentando a efusdo do medicamento da
célula. A capacidade celular de formar biofilmes que bloqueiam fisicamente a resposta
imunoldgica da célula hospedeira ou do antibiético frente ao patégeno € outro agravante
observado, a formacdo de células especializadas dormentes, chamadas de células
persistentes, que sdo tolerantes aos antibidticos, dificultam o tratamento causando

reinfeccdes sucessivas (Mulani, M.; et al.; 2019).

Compostos guanidinicos estdo entre os grupos funcionais preferenciais para
serem utilizados como modelos de projeto e desenvolvimento de novos bactericidas. As
moléculas encontram-se protonadas em pH fisioldgico, o que promove a ligagéo do grupo
guanidinico as células alvo bacterianas (inclusive nas gram-negativas), e induz o
rompimento das membranas e paredes celulares por interagdes eletrostaticas formadas
com os envelopes das células bacterianas carregadas negativamente (Kim, S.; Semenya,
D.; Castagnolo, D.; 2021).
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Figura 3. Estruturas quimicas de alcaloides da classe das batzelladinas, isolados de
esponjas do género Monanchora.
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1.2. Desreplicagao e purificagdo das fragcdes de alcaloides batzelladinas

A separacado de alcaloides guanidinicos de esponjas marinhas é extremamente
dificil pelo fato destas substancias apresentarem carater anfipatico e por ocorrerem na
forma de séries homologas, diferenciando-se muitas vezes pela adicdo ou reducéo de
uma dupla ligacdo ou algumas unidades de CH2 na cadeia alquilica lateral ou central. A
separacdo em bancada é possivel quando a mistura contem alcaloides de diferentes
polaridades como por exemplo, crambescidinas e batzelladinas, que pertencem a

quimiotipos diferentes. A separacao torna-se mais dificil e inviavel por cromatografia em
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bancada quando ocorrem na forma de misturas de séries homélogas ou de alcaloides de
uma mesma classe, sendo necessaria a separacdo por HPLC semi-preparativo ou
preparativo (SANTOS, M.; et al.; 2015; KIM, et al., 2001).

Por exemplo, a batzelladina A foi fracionada do extrato soltvel em diclorometano
por cromatografia em coluna Sephadex LH-20 seguida de cromatografia em silica gel,
resultando em fragdes biologicamente ativas e inativas, as fragbes ativas foram
posteriormente purificadas por cromatografia em camada delgada ou cromatografia em
coluna silica gel. Sua estrutura quimica foi elucidada no artigo com o composto estando
em mistura, com quantidades minoritarias de dois homélogos. A batzelladina B foi isolada
como um pé amorfo branco apresentou pequenas quantidades de dois homodlogos
detectados por espectrometria de massas. O mesmo ocorreu para as batzelladinas C, D
e E, evidenciando a dificuldade de obter estes compostos com bom grau de pureza e de
elucidar suas estruturas (PATIL, et al., 1995). As batzelladinas H e | foram isoladas em
mistura isomérica 43:57, com peso molecular 609 Da (GALLIMORE, KELLY e
SCHEUER, 2005).
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2. OBJETIVOS:

FAUSTO

Em todo traje hei de sentir as penas,
Da vida misera o cortejo.

Sou velho, pra brincar apenas,
Jovem sou, pra ser sem desejo.

Que pode, Fausto, 0 mundo dar-te?

[.]

O Deus, que o ser profundo me emociona

E me agita 0 @amago em que mora,

Que acima de meus brios todos trona,

N&o pode atuar nada por fora.

E da existéncia, assim, o fardo me contrista,
A morte almejo, a vida me é malquista

Fausto Uma tragédia, Johann Wolfgang von Goethe — Editora 34, 2004

Com o intuito de isolar os compostos batzelladinicos bioativos majoritarios e
minoritarios da esponja Monanchora Arbuscula para o desenvolvimento de ensaios
bioldgicos in vitro e in vivo os objetivos do projeto foram definidos em:

Fracionar o extrato MeOH da esponja Monanchora arbuscula, utilizando diferentes
abordagens e técnicas cromatograficas, de maneira a se obter quantidades significativas
dos alcaloides guanidinicos presentes nessas fracdes.

Purificar os alcaloides guanidinicos por HPLC.

Confirmar a identidade dos alcaloides puros obtidos e identificar novos alcaloides
isolados utilizando diferentes técnicas espectroscopicas.

Avaliar os alcaloides puros obtidos em quantidades necessarias nos bioensaios

de atividade antiparasitaria, antibacteriana e antifangica, inclusive em testes in vivo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

22 de maio

Que a vida humana é apenas um sonho outros ja disseram, [...]. Quando penso
nos limites que circunscrevem as altivas e investigativas faculdades humanas; quando
vejo que esgotamos todas as nossas forcas em satisfazer nossas necessidades, que
apenas tendem a prolongar uma existéncia miseravel; quando constato que a
tranquilidade a respeito de certas questfes ndo passa de uma resignacao sonhadora,
como se a gente tivesse pintado as paredes entre as quais jazemos presos com feigdes
coloridas e perspectivas risonhas — tudo isso, [...] me deixa mudo. Meto-me dentro de
mim mesmo e acho ai um mundo! Mas antes em pressentimentos e obscuros desejos
que em realidade e a¢des vivas.

Os Sofrimentos do Jovem Werther, Johann Wolfgang Goethe — L&PM pocket, 2001
3.1. Materiais, equipamentos e técnicas utilizadas
3.1.1. Caracterizacédo por HPLC-DAD-ELSD-MS

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de arranjos de diodos,
espalhamento de luz evaporativa e espectrometria de massas (HPLC-DAD-ELSD-MS)
foram desenvolvidas em um sistema cromatografico Waters®: moédulo controlador
Alliance, modelo Waters 2695, detector de arranjo de fotodiodos (modelo 2696) e
detector de espectrometria de massas (modelo Waters Micromass ZQ 2000), operados

com o software Empower.

O detector de UV foi ajustado para monitoramento na faixa de A entre 200 e 400
nm. O espectrometro de massas foi operado com os seguintes parametros: voltagem do
capilar 3,00 kV, temperatura da fonte 100 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C,
ionizacdo por electrospray (ESI) alternando entre os modos positivo e negativo com
deteccado na faixa de 100 — 1200 Da. O fluxo de gas no cone foi mantido em 50 L/h e o
fluxo de dessolvatacdo em 350 L/h. A separacdo cromatografica nesse equipamento foi
realizada utilizando-se uma coluna analitica X-terra (Waters — C18, 4,6 x 250 mm, 5 um),
vazéo de 1 mL/min em fase reversa, a fase mével utilizada foi H20 (0,1% &acido formico)

e MeOH/MeCN (1:1) contendo de 0,1% acido formico como fase organica.

A eluicdo na forma de gradiente linear foi empregada variando-se o percentual de
solventes organicos de X a 100%, sendo X entre 10% e 50% ajustado de acordo com a
polaridade ou a retencdo dos compostos para cada amostra. As corridas cromatograficas

foram realizadas entre 30 a 50 minutos, mantendo-se por até 10 minutos na composi¢cao
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de 100% de solvente(s) organico(s), com o objetivo de que ocorra a total eluicdo dos
compostos e em seguida retornando a condi¢do inicial de X% de solventes organicos por
até 10 minutos, alcancando o equilibrio entre as fases movel e estacionaria entre cada
injecdo. O volume de injecao padrédo utilizado foi 10 puL, para concentracfes de 1,0 - 2,0
mg/mL em extratos e fragcoes e 0,5 - 1 mg/mL para substancias isoladas, dependendo da

sensibilidade observada ou da quantidade de massa de material disponivel.

Ajustes na concentracdo da amostra ou no volume de injecdo foram adotados
quando necessario, de acordo com a sensibilidade observada para cada amostra, seja
alterando-se o volume de injecao de 3 até 40 uL, ou ajustando-se a concentracao inicial

da amostra injetada.

A sensibilidade dos detectores ELSD e UV para a andlise de alcaloides
guanidinicos foi avaliada e discutida na dissertacdo do Dr. Mario Ferreira Conceigcao
Santos (SANTOS, 2014). O detector de espalhamento de luz evaporativo (ELSD)
apresentou maior sensibilidade para os compostos majoritarios, com a desvantagem de
ser um detector destrutivo: um terco da vazdo de solvente, e consequentemente da
amostra, € dividida e direcionada para passar pelo detector ELSD e o restante é enviado

para o detector UV e tubos coletores no sistema cromatografico.

A estratégia de se desenvolver a desreplicacdo dos compostos a serem separados
em andlises por HPLC-UV-MS de baixa resolucédo foi realizada com a injecdo de
amostras diluidas, adequando-se a condicdo cromatografica obtida em sistema HPLC-
UV semi-preparativo. Uma vez otimizada a condi¢cdo cromatografica de separacéo, foi
realizado o aumento gradual da concentracdo de injecdo das amostras a serem

separadas, para o fracionamento e purificacdo dos alcaloides de Monanchora arbuscula.
3.1.2. Fracionamento por cromatografia por exclusdo por tamanho (CET)

Para o fracionamento dos extratos utilizou-se uma coluna de vidro (215 x 5 cm
d.i.) contendo fase estacionaria Sephadex® LH-20 (Sigma-Aldrich) eluida com MeOH. As
fracbes obtidas foram coletadas em tubos de ensaio numerados, secas e entao
analisadas por HPLC-DAD-ELSD-MS, sendo agrupadas de acordo com suas

caracteristicas cromatograficas.

27



A desreplicacdo para localizar as fragdes contendo as batzelladinas de interesse
foi desenvolvida a partir da analise comparativa dos espectros de massas obtidos, com

os resultados previamente reportados na literatura.
3.1.3. Fracionamento por cromatografia por adsor¢cdo em coluna DIOL

Devido a complexidade das fragcdes contendo as batzelladinas obtidas por
cromatografia por exclusdo por tamanho, foi desenvolvido em pequena escala a
cromatografia em coluna com cartucho contendo fase estacionaria de silica-gel
derivatizada com grupos diol. As fra¢cdes obtidas foram coletadas em tubos de ensaio,
analisadas por HPLC-DAD-ELSD-MS, desreplicadas e comparadas como descrito no
item 3.1.2.

3.1.4. Purificagao por cromatografia preparativa HPLC-UV ou HPLC-UV-ELSD

As fracdes contendo batzelladinas de interesse foram analisadas em sistema
HPLC-UV-ELSD semi-preparativo, e posteriormente fracionadas exaustivamente por
HPLC-UV semi-preparativo. Cada fracdo obtida exigiu o desenvolvimento e/ou
adequacao do método de acordo com a polaridade das substancias presentes,
complexidade da fracéo e tempos de retencdo dos compostos presentes.

As colunas mais utilizadas para os processos de separacao dos alcaloides foram
as colunas: Inertsil (Inertsil - Ph, 4,6 x 250 mm, 5 um); X-terra (Waters — C18, 4,6 x 250
mm, 5 um); X-terra (Waters — C18, 7,8 x 150 mm, 5 um), e; Inertsil (Inertsil — C8, 4,6 x
250 mm, 5 um). Priorizou-se utilizar colunas que fornecessem separacdes comparaveis
sempre que possivel, para dimensdes, diametro de particula e volume interno, visando

facilitar a comparacao entre os dados observados.

O uso do modo gradiente foi preferencial no desenvolvimento dos métodos e a
aplicacado de regibes isocraticas com rampas rapidas de duracdo de um minuto foi
empregado para minimizar o efeito observado de variagdo da linha de base durante o
desenvolvimento dos métodos para fragfes iniciais de alta complexidade e contendo

Muitos compostos.
3.1.5. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises de RMN H, 13C, NOESY-1D e bidimensional 1H-'H-COSY, HSQC,
HMBC foram adquiridas em espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker®
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Avance Il HD 600 (14,1 Tesla) com sonda criogénica de 5 mm, deteccao inversa de trés
canais (*H, 13C e ®N). O solvente utilizado na dissolucdo da amostra para obtencéo dos
espectros foi CD3OD (Cambridge Isotopes Laboratories®) com pureza = 99,9%,
utilizando-se como referéncia o sinal residual do solvente ndo-deuterado. O software Top

Spin verséao 3.5 foi utilizado para processamento e interpretacédo dos espectros de RMN.

3.1.6. Avaliacdo da atividade bioldgica in vitro e in vivo dos compostos batzella-

dinicos majoritarios

3.1.6.1. Atividade biologicain vitro contra cepas bacterianas ESKAPE (realizados
pelo grupo coordenado pelo Dr. André G. Tempone, Instituto Butantan,

Séao Paulo)

Os compostos batzelladinicos majoritarios batzelladina L e batzelladina F tiveram
suas bioatividades avaliadas frente a cepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas
multirresistentes a farmacos ESKAPE, os seis patdgenos que exibem resisténcia multipla
contra farmacos foram testados: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Acnetobacter baumani, Pseudomonas aeruginosa e

Enterobacter cloacae.

3.1.6.2. Atividade bioldgica in vitro e in vivo contra P. falciparum e P. berguei (re-
alizados pelo grupo coordenado pelo Professor Rafael V. C. Guido, IFSC-
USP)

A batzelladina L e a batzelladina F tiveram suas atividades antiplasmodial in vitro
contra um dos patégenos causadores da malaria, cepa de P. falciparum 3D7 (sensivel a
cloroquina), avaliada utilizando a técnica de SYBR Green | e a citotoxicidade frente a
células humanas da linhagem HepG2 pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-dienil-2H-tetrazdlio). No ensaio SYBR green as amostras sao incubadas com
o parasito em diluicbes seriadas de fator 2 por 72h, quando adiciona-se o reagente SYBR
green, que marca o DNA dos parasitos viaveis. A reducéo de parasitemia é calculada em
relacdo aos controles de crescimento positivo (sem adicdo de compostos, 100% de
viabilidade) e negativo (hemécias ndo-parasitadas, 0% de viabilidade), os graficos
concentracéo-resposta desses dados determinam a concentragao inibitéria média (ICso)
de cada composto. No ensaio MTT ap0s incubagdo por 24h, o sal € adicionado aos po¢os
permanecendo por 2 a 4 horas adicionais de incubacdo, quando o sal € reduzido a

formazan, resultando em coloragcéo roxa em células vivas. O meio € descartado e o sal
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de formazan solubilizado em DMSO tendo a absorbancia determinada. As intensidades
obtidas determinam a porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle, sem
adicdo de composto (100% de viabilidade). Os graficos concentracdo-resposta
determinam a concentracdo letal média (MCLso) de cada composto. O indice de
seletividade (IS) de cada composto € calculado pela razdo MCLso/ICso. A atividade
antimalérica da batzelladina L e da batzelladina F verificadas nos testes in vitro foram
avaliadas in vivo, em camundongos infectados com P. berguei, em um d{nico
experimento, o0 uso de animais de laboratorio neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica para Uso de Animais da Fundac&o Oswaldo Cruz Fiocruz (CEUA 3004230222).

Camundongos suicos Webster, fémeas, pesando 20 +/-2 g, provenientes do
biotério de producdo do CPgRR, foram inoculados com hemacias infectadas com P.
berghei, cepa NK65, sensivel a cloroquina, originalmente recebida da Universidade de
Nova lorque (EUA) e mantida em camundongos por passagens sanguineas semanais.
Cada camundongo foi inoculado com 105 hemacias parasitadas (0,2 mL), via
intraperitoneal (1° dia de experimento). Aproximadamente 24 h apés a inoculagédo os
animais foram divididos, aleatoriamente, em grupos de 3 camundongos por gaiola. Em
cada experimento, foram utilizados dois grupos controles: um ndo-tratado, e um tratado
com cloroquina, utilizando 3 a 5 animais por grupo. Nos 2°, 3° e 4° dias, os camundongos
foram tratados por via oral com 0os compostos testes e com o controle cloroquina, a uma
concentracdo de 50 mg/Kg. A parasitemia foi avaliada nos dias 5 °, 8 °© e 10 ° de
experimento pela contagem dos parasitos presentes nos esfregacos sanguineos dos
camundongos, que foram secos ao ar, fixados com metanol e corados com solucéo
recém diluida de Giemsa, na propor¢cdo de duas gotas para cada 1 mL de agua
tamponada (pH 6,8). Apés 10 min, as laminas foram lavadas em agua corrente, secas ao

ar e examinadas ao microscopio 6ptico em objetiva de imersao (1.000x).

A parasitemia foi determinada a partir da contagem das hem@acias infectadas e da
estimativa do numero total de hemacias em cada campo microscopico, sendo
quantificados os parasitos em 50 a 100 campos. A parasitemia foi expressa em
percentagem de hemacias parasitadas e a atividade antimalarica foi determinada pela
percentagem de reducéo da parasitemia dos animais tratados em relacéo aos controles.
Inibicdo de 30% do crescimento dos parasitos, quando comparado o grupo controle com
0 grupo teste, foi considerada como indicador de uma amostra ativa (Andrade-Neto, et
al., 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

22 de maio

[...] Que as criancas ndo sabem o porqué de desejarem algo, todos os
pedagogos estdo de acordo. Mas que também homens feitos se arrastem como
criancas, titubeando sobre a face da terra, e, exatamente como elas, ndo saibam de
onde vém e para onde vao, até mesmo que nao tém um fim determinado para suas
acoes, igualmente governados por biscoitos, balas e chibatas, ninguém faz gosto em
acreditar. [...]

A coisa também vai bem para aqueles que dao um titulo imponente para seus
trabalhos vagabundos, ou até para os seus sofrimentos, e 0os descrevem como obras
gigantescas feitas em prol da salvacdo e da prosperidade do género humano... [...]
Mas aquele que reconhece em sua humildade onde tudo isso vai parar, [...] este,
asseguro, [...] ao construir um mundo dentro de si, € feliz do mesmo jeito por ser
humano. E entdo, por mais limitado que esteja em seus movimentos, ele mantém no
coracdo a doce sensacdo da liberdade, sabendo que podera deixar o seu carcere
quando quiser.

Os Sofrimentos do Jovem Werther, Johann Wolfgang Goethe — L&PM pocket, 2001
4.1. Extracdo da esponja marinha da espécie Monanchora arbuscula

Material seco da esponja marinha Monanchora arbuscula (MA17, 400 g), coletada
em 2017 no litoral do Espirito Santo, foi homogeneizado e extraido com MeOH (5 x 1 L).
O extrato MeOH foi filtrado e concentrado até um volume de 1,8 L, diluido com 200 mL
de H20 e particionado com hexano (3 x 2 L). A fracdo MeOH/H20 (8:2, v/v) foi evaporada
até 200 mL de H20. Esta fracao foi particionada com AcOEt (3 x 200 mL). A fracdo
aquosa foi extraida com uma mistura de resinas XAD-2, XAD-4 e XAD-7 em propor¢des
iguais (1:1:1), utilizando-se 10 g da mistura de resinas/100 mL da fracdo aquosa, sob
agitacdo durante uma noite. A mistura de resinas foi entdo recuperada por filtracdo e
lavada com H20. O material organico adsorvido na mistura de resinas foi dessorvido
utilizando-se MeOH e MeOH/acetona 50:50 (v/v) em banho de ultrassom por 10 minutos,
resultando no extrato aquoso soluvel em MeOH. Todos os extratos foram evaporados,

secos e preservados em freezer -4 °C (Figura 4).

Foram obtidos trés extratos: Aquoso (AqMAL17; 21,8 g), AcOEt (AcMA17; 18,5 g)
e Hexanico (HeMA17; 18 g).
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Figura 4. Fluxograma de extracdo para obtencao dos extratos aquoso e organico da

esponja Monanchora arbuscula.

Monanchora arbuscula
(Material seco, 400 g)

1. Trituragdo e homogenizagao da esponja;
2. Extragdo com MeOH (5x, 1 L);

3. Filtragao a vacuo;

4. Evaporagao rotaevaporador até 1,8 L;

5. Adicionado 200 mL de H,0;

6. Particdo com hexano (3x, 1:1, v:v);

|

Fragao hexanica

7. Secagem por
rotaevaporador.
Extrato hexanico Fragdo MeOH:H,0

(HeMA17; 18 g) 7. Secagem por rotaevaporador;

8. Solubilizado em AcOEt (2 L);
9. Partigdo com H,0 (3x, 1:1, v:v);

l

Fracdao aquosa

10. Extragdo com XAD 2:4:7 (overnight shaker); Fragcdo AcOEt
11. Filtragao;

12. Extragao da resina com MeOH;

13. Extragao da resina com MeOH/acetona 1:1;
14. Filtragao e evaporagao. Extrato AcOEt

(AcMA17; 18,5 g)

10. Secagem por
rotaevaporador.

Extrato aquoso
(AqMA17; 21,8 g)

4.2. Fracionamento da fracdo acetato de etila do extrato MeOH de M. arbuscula
4.2.1. Fracionamento por cromatografia de exclusdo por tamanho

A fracdo AcMA17 (2,9 g) foi solubilizada em MeOH (10,0 mL) com banho de
ultrassom por 5 minutos, sendo entdo centrifugado por 10 minutos. O sobrenadante foi
aplicado em coluna (215 x 5 cm d.i.) contendo Sephadex® LH-20 (Sigma-Aldrich) como

fase estacionaria e MeOH como fase moével.

Fracbes de aproximadamente 13 mL foram coletadas utilizando-se coletor
automatico Redifrac (Pharmacia®), num total de 165 fracGes. Estas fracdes foram
analisadas por HPLC-DAD-ELSD-MS e reunidas por similaridade cromatografica,

resultando em 10 fragOes finais codificadas de AcCMA17_1; AcMA17_43; AcCMA17_61,
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ACMA17_64; AcMA17_68; ACMA17_72; AcMA17_105; AcMA17_121; AcMal7_127 e
AcMal7_137.

O procedimento foi repetido mais duas vezes, utilizando-se um total de 6,0 g da
fracdo AcCMAL17. Cada separacdo cromatografica levou a obtencdo de 172 fracoes, as
quais foram analisadas por HPLC-DAD-ELSD-MS. Apds a analise, as fracbes foram
reunidas em 13 fracdes finais por similaridade cromatografica, codificadas de MA17s2_1;
MA17s2_59; MA17s2_63; MA17s2_66; MA17s2_68; MA17s2_70; MA17s2_71;
MA17s2_72; MA17s2_81; MA17s2_99; MA17s2_113; MA17s2_121 e MA17s2_143.

Figura 5. Fluxograma do 1° fracionamento da fracdo AcMA17 por cromatografia de ex-
cluséo por tamanho (CET).

Extrato AcOEt
(AcMA17; 2,9 g)

1. CET (Sephadex LH-20, eluente MeOH, 13 mL/tubo);

2. As 165 fragoes foram analisadas em 5 em 5 por LCMS;
3. Agrupadas em 10 fragoes finais.

l l l l l

AcMA17_1 AcMA17_61 AcMA17_68 AcMA17_105 | AcMA17_127
223,8 mg 266 mg 41,1 mg 53,6 mg 5 mg
AcMA17_43 AcMA17_64 AcCMA17_72 AcMA17_121 AcMA17_137
1,519 68,8 mg 315,3 mg 7,5 mg 20,2 mg
l 4. HPLC-DAD
Condigoes Figura 37
43P 313_43MN
43 mg 16,4 mg
Batzelladina L Batzelladina F
326_Q05 43M
1,3 mg Catalogo de minoriratios

Nova batzelladina
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Figura 6. Fluxograma do 2° e 3° fracionamento da fracdo AcMA17 por cromatografia de
exclusao por tamanho (CET).
Extrato AcOEt
(AcMA17; 6,0 g)
1. CET (Sephadex LH-20, eluente MeOH, 13 mL/tubo);

2. As 172 fragoes foram analisadas em 5 em 5 por LCMS;
3. Agrupadas em 13 fragoes finais.

MA17s2_1 | MA17s2_63 MA17s2_68 MA17s2_71 MA17s2_81 MA17s2_113 MA17s2_143
1,859 1,139 559,9 mg 421,2 mg 199 mg 67,3 mg 57,2 mg
MA17s2_59 MA17s2_66 MA17s2_70 MA17s2_72 MA17s2_99 MA17s2_121
97,9 mg 429,2 mg 410,9 mg 178,5 mg 336,8 mg 18,2mg
l l 4, HPLC-DAD
(X-Terra RP18)
MA71Dd 71BC313 Condigées Item 4.4.1
3,5 mg 1,4 mg
i Batzelladina F

Batzelladina L MATAE

1,3 mg

Nova Batzelladina

4.2.2. Fracionamento por cromatografia em coluna DIOL

Constatada a complexidade elevada da fragdo AcCMAL17 apresentando alcaloides,
com grande distribuicdo de picos cromatograficos de massas moleculares proximas e
com baixa resolucdo cromatografica, buscou-se condicdes alternativas para a separacao
destes compostos, para que pudessem ser obtidos em maior quantidade (item 4.4.2). O
uso das colunas de silica funcionalizada com grupo diol sdo primariamente empregadas
em aplicacBes que exigem alto desempenho com principio de separacédo de excluséo por
tamanho (SMITH e COOPER, 1987).

Assim, foi realizado um fracionamento da mesma fracdo em coluna contendo fase
estacionaria DIOL de maneira a ser comparada com a separagao realizada em
Sephadex-LH20 anteriormente. A escolha da fase estacionaria DIOL foi embasada por
esta ter sido previamente utilizada no protocolo desenvolvido pelo Dr. Mario Ferreira
Conceicéo Santos durante o seu doutorado (SANTOS, 2014). Para tanto, utilizou-se uma
aliquota de 200 mg da fracdo AcMA17, adsorvida em celite aplicada na coluna DIOL pré-
empacotada.
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A separacéao foi realizada em modo normal, com as fases moveis indicadas na
tabela 1, sendo a Solugédo A: 90% hexano + 10% CH2Clz e a Solugéo B: 90% AcOEt +
10% MeOH. A cromatografia foi desenvolvida coletando-se 10 tubos para cada eluente
contendo aproximadamente 8 mL de volume, totalizando 110 tubos de 8 mL cada. Apoés
a separacao, as fracdes foram evaporadas, aliquotadas e analisadas por HPLC-MS-UV-
ELSD.

Tabela 1. Fases moveis preparadas a partir das solugbes A (Hexano:CH2Clz, 9:1) e B
(AcOEt:MeOH, 9:1).

Proporcdo A.B %A %B Tubos coletados

100% A 100 0 1-10
19:1 A:B 95 5 11-20
18:2 A:B 90 10 21-30
17:3 A:B 85 15 31-40
16:4 A:B 80 20 41-50
15:5 A:B 75 25 51-60
14:6 A:B 70 30 61-70
13:7 A:B 65 35 71-80
12:8 A:B 60 40 81-90
11.9AB 55 45 91-100
1.1 AB 50 50 101-110

Tabela 2. Fracdes agrupadas a partir de seus respectivos perfis cromatogréaficos (Dispo-
niveis no Anexo).

Fracdo obtida Tubos Critério utilizado Proporcéo A:B
DIOH1 1-2 m/z* 672 e tr 22,84’ 100% A
DiOH2 3-10 m/z* 300-350 e tr 15’ 100% A

DIOHF3 11-15 m/z* 300-350 e tr 20° 19:1 A:B
DiOH4A 16-25 m/z* 230-250 e tr 15’ (19:1 + 18:2) AB
DiOH4B 26-30 - 18:2 A:B
DiOH4C 31-40 - 17:3 A:B
DiOH4D 41-52 - (16:4 + 15:5) A:B
DiOH5A 53-65 m/z 181, m/z+ 205 e tr 3 (15:5 + 14:6) A:B
DiOH5B 66-76 m/z 181, m/z* 205 e tr 3’ (15:5 + 14:6) A:B
DiOH5C 77-90 m/z 181, m/z* 205 e tr 3’ (13:7 + 12:8) AB

DIOH5D 91-110 m/z 181, m/z*+ 205 e tr 3 (11:9 + 1:1) AB
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Tabela 3. Balanco de massa das fracdes obtidas, apdés agrupamento por semelhanca.

Fracéo m (Q) Tubos
DIOH1 0,0039 1-2
DIOH2 0,0930 3-10
DIOHF3 0,0235  11-15
DIOHF4 0,0377  16-52
DIOHF5 0,0103 53-110
Recuperacdo 0,1684 84,19 %

4.3. Caracterizacao das fragc6es por HPLC-DAD-ELSD-MS
4.3.1. Fracdes obtidas utilizando CET por Sephadex LH-20

Os cromatogramas e os espectros de massas das fracdes foram registrados por
HPLC-DAD-ELSD-MS e encontram-se na secao ANEXOS.

Apos analisadas e agrupadas por semelhanca, as fracbes foram secas e as

massas determinadas, encontrando-se descritas nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Distribuicdo das massas das fracdes apds a 12 separacdo por CET do extrato
AcMAL17.

Fracoes Agrupamento Massa

AcMA17_1 01-42 223,8 mg
ACMA17_43 43-60 1517,7 mg
AcMA17_61 61-64 266 mg
AcMA17_64 65-67 68,8 mg
AcMA17_68 69-71 41,1 mg
ACMA17_72 72-104 315,3 mg
AcMA17_105 105-120 53,6 mg
AcMA17_121 121-126 7,5 mg
AcCMA17_127 127-136 5 mg
AcCMA17_137 137-165 20,2 mg

Total 2520 mg

Tabela 5. Distribuicdo das massas das fracdes ap0s as 22 e 32 separacgao da fracédo
AcMA17 por CET.

FracOes Agrupamento Massa
MA17s2_1 1-58 1,8564 g
MA17s2_59 59-62 97,9 mg
MA17s2_63 63-65 1,1259 g
MA17s2_66 66-67 429,2 mg
MA17s2_68 68-69 559,9 mg
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MA17s2_70 70 410,9 mg
MA17s2_71 71 421,2 mg
MA17s2_72 72-80 178,5 mg
MA17s2_81 81-98 199 mg
MA17s2_99 99-112 336,8 mg
MA17s2 113 113-120 67,3 mg
MA17s2_121 121-142 18,2 mg
MA17s2_143 143-172 57,2 mg
Total 574 g

As fracdes foram entdo desreplicadas utilizando-se analise comparativa dos dados
analiticos obtidos por HPLC-DAD-MS-ELSD com dados da literatura.

fons moleculares protonados [M+H]*, sodiados [M+Na]* e ions fragmento dos

compostos de interesse (alcaloides guanidinicos) foram localizados e identificados.

Compostos de interesse foram observados nas fracbes Ma71s2_71 (424,2 mg) e

AcMal7_43 (1517,7 mg).

Figura 7. Cromatograma da amostra MA17s2_71 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm. Condi¢cdes cromatogréfi

cas: vide item 3.1.1.
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Figura 8. Cromatograma da amostra MA17s2_71 por HPLC-ELSD. Condi¢des croma-

tograficas: vide item 3.1.1.

anananan

160000]

aaaaaaa

aaaaaaa

aaaaa

aaaaaa

yyyyyyy

37



Figura 9. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_71 por HPLC-MS. Condi-
¢Oes cromatogréficas: vide item 3.1.1.
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Figura 10. Espectro de ESI-MS em modo positivo da amostra MA17s2_71, TR =17,2".
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Figura 11. Cromatograma da amostra AcCMA17_43 por HPLC-DAD monitorado em 254
nm. Condi¢des cromatograficas: vide item 3.1.1.
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Figura 12. Cromatograma da amostra ACMA17_43 por HPLC-ELSD. Condi¢des croma-
tograficas: vide item 3.1.1.
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Figura 13. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43 por HPLC-MS. Condi-
¢Oes cromatogréficas: vide item 3.1.1.
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Figura 14. Espectro de ESI-MS em modo positivo da amostra AcMA17_43, TR =15,5'.
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4.3.2. Fragdes obtidas utilizando cromatografia em coluna com fase estacionaria
DIOL

Observou-se que a fracdo DIOH2 foi a de maior massa e que esta fragcdo contém
uma mistura complexa de varias substancias que apresentam picos nos seus respectivos
espectros de massas na faixa das batzelladinas (300-350, para ions do tipo [M+2H]%*),
mas que apresentam uma separacao cromatografica pouco satisfatoria. Os alcaloides
presentes nestas fracdes apresentaram carater apolar, tendo ficado pouco retidas na

coluna DIOL, uma vez que foram eluidas da coluna com hexano:CH2Cl2 90:10.

Figura 15. Cromatograma da amostra DiOH2_Tubo_3 por HPLC-DAD monitorado em

254 nm. Para condi¢cfes cromatogréficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 16. Cromatograma de ions totais da amostra DIOH2_Tubo_3 por HPLC-MS.
Para condi¢des cromatogréficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 17. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
DiOH2_Tubo 3, TR=174".
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Figura 18. Cromatograma da amostra DiOH2_Tubo_5 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm. Para condi¢cbes cromatogréficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 19. Cromatograma de ions totais da amostra DIOH2_Tubo_5 por HPLC-MS. Para

condi¢cBes cromatograficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 20. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

DIOH2_Tubo_5, TR = 16,9".
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Figura 21. Cromatograma da amostra DiOH2_Tubo_10 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm. Para condi¢cdes cromatograficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 22. Cromatograma de ions totais da amostra DIOH2_Tubo_10 por HPLC-MS.

Para condi¢cbes cromatograficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 23. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

DIOH2_Tubo_10, TR = 16,1’.
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Figura 24. Cromatograma da amostra DiOH2_Tubo_15 por HPLC-DAD monitorado em

254 nm. Para condi¢gBes cromatogréficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 25. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH2_Tubo_15 por HPLC-MS.
Para condi¢des cromatogréficas, ver parte experimental, item 3.1.1.
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Figura 26. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
DiOH2_Tubo_15, TR = 20,8".
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A separacgao por cromatografia em coluna DIOL n&o se mostrou melhor do que a
separacao por cromatografia em coluna de Sephadex LH20, mas bastante semelhante,
com 0s possiveis compostos de interesse presentes em misturas também complexas
(Figura 20, 23 e 26). Desta forma, as purificacbes por HPLC foram realizadas com as
amostras AcMal7_43 e Mal7s2_71, obtidas do fracionamento da fracdo AcCMAL7 por

cromatografia em coluna de Sephadex LH20.
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4.4. Purificacdo dos alcaloides batzelladinicos por HPLC-UV preparativo

4.4.1. Purificagdo do composto majoritario batzelladina L e composto minoritario
(m/z 651) a partir de Mal7s2_71

Para a purificacdo da fracdo Mal7s2_71 por HPLC-UV inicialmente foi utilizada
uma coluna X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 pm), com uma vazao de 2,5 mL/min
de fase movel MeOH/MeCN 1:1 em modo gradiente. O gradiente utilizado foi de 40-70%
da mistura (MeOH/MeCN 1:1):H20 durante 20 minutos, monitorando-se em 215 nm. A
partir deste fracionamento foram obtidas duas fragdes, MA71Dd (3,5 mg) e MA71E (1,3
mg), posteriormente identificadas como a batzelladina L e um composto possivelmente

inédito.

A separacdo cromatografica foi desenvolvida consumindo 200 mg da fracéo
Mal7s2_71 de um total de 421,2 mg e acumulando as substancias MA71Dd (3,5 mg) e
Ma71lE (1,3 mg), que foram analisadas por RMN. O restante da fracdo (220 mg) foi
esgotado apds a identificacdo das substancias e da confirmacdo de suas purezas na
mesma condicdo cromatografica descrita acima, ainda acumulando os compostos de
interesse, mas monitorando os seus tempos de retencéo e recuperando o restante da

amostra, identificada por Mal7s2_71A até o total consumo das amostras (Figura 27).

Com a massa da fracdo recuperada, Mal7s2_71A de 95 mg, foram empregados
20 mg em testes para desenvolver uma condi¢do cromatogréafica otimizada, descrita no
item 4.4.2. Os 75 mg restantes foram consumidos obtendo mais batzelladina L na
condicdo desenvolvida no item 4.42 para verificar sua eficacia. Ao final dos experimentos,

foi acumulado 31 mg da batzelladina L (discutida no item 4.5.1., vide Figura 27).

A amostra do composto MA71E obtida de Mal7s2_71A foi contaminada na etapa
de analise de RMN e perdida em tentativas de repurificardo, onde ocorreu a perda da

sensibilidade do detector UV, em momento anterior a queima da lampada.

A amostra 71BC313 foi obtida da recuperagédo da amostra Mal7s2_71A, sua
analise por RMN e HPLC-UV-MS resultou na identificacdo do composto batzelladina F.
Discutida no item 4.5.3.
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Figura 27. Fluxograma do fracionamento da fracdo Mal7s2_71 e Mal7s2_71A por
HPLC-UV.
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Ma17s2_71A -HPLC-DAD
(95 mg) (Inert.Su~sta|rj GL Sciences - Ph)
Condigoes figura 37
1,4 mgl
71BC313
1,4 mg
Batzelladina F

Este fluxograma ilustra os compostos obtidos/acumulados nos experimentos ex-
ploratérios realizados com a amostra Mal7s2_71 e de sua massa recuperada
Mal7s2_71A.

4.4.2. Desenvolvimento e otimizacdo de método cromatogréafico para obtencao de

batzelladina L em maior quantidade para ensaios in vivo

4.4.2.1. Comparativo entre detectores ELSD vs UV (208 nm), reducao da vazao

de 2.5 mL/min para 1.0 mL/min.

Apos as primeiras analises para separacao e isolamento da batzelladina L a partir
da mistura de alcaloides presentes na fragdo Mal7s2_71, foi realizado um estudo
detalhado das condi¢cbes cromatograficas objetivando desenvolver uma condicdo de

separacao melhorada para o fracionamento de 1,5 g da fragdo AcMal7_43.
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Utilizou-se 20 mg da amostra Mal7S2_71A para estudar o comportamento
cromatografico das substancias da classe de interesse sob diferentes condi¢bes de
separagéo.

Foram avaliados:
a) A utilizacdo dos detectores ELSD e UV (208 nm).

b) Vazéo de eluente de 2,5 mL/min e 1,0 mL/min, e comparativo entre Mal7s2_71
e Mal7s2_71A.

c) Diferentes fases estacionarias, C18, C8 e Ph, em colunas de HPLC.
d) Acidificacdo das fases mdéveis com acido férmico ou &cido trifluoroacético.

Figura 28. Cromatograma de separacdo da fracdo Mal7s2_71A (Recuperacéao).
CondicOes: Gradiente 40 até 70% (MeOH/MeCN 1:1):H20 acidificado com 0,1% acido
formico, coluna Waters X-terra C18 (7,8 x 150 mm, 5 pm); vazdo de 2,5 mL/min;

deteccado: UV 208 nm; tempo de corrida cromatografica: 20 minutos. Ampliacédo na Figura
33.
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Figura 29. Cromatograma de separacdo da fracdo Mal7s2_71A (Recuperacéao).
CondicOes: Gradiente 40 até 70% (MeOH/MeCN 1:1):H20 acidificado com 0,1% &cido
formico, coluna Waters X-terra C18 (7,8 x 150 mm, 5 ym); vazdo de 2,5 mL/min;

deteccdo: ELSD; tempo de corrida cromatografica: 20 minutos.
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Figura 30. Cromatograma de separacdo da fracdo Mal7s2_71A (Recuperacdo).
CondicOes: Gradiente 40 até 60% (MeOH/MeCN 1:1):H20 acidificado com 0,1% acido
formico, coluna Waters X-terra C18 (7,8 x 150 mm, 5 pm); vazdo de 1,0 mL/min;

deteccdo: UV 208 nm; tempo de corrida cromatogréfica: 40 minutos.
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Figura 31. Cromatograma de separacédo da fracdo Mal7s2_71 (Inicial). Condicdes:
Gradiente 40 até 60% (MeOH/MeCN 1:1):H20 acidificado com 0,1% &cido férmico,
coluna Waters X-terra C18 (7,8 x 150 mm, 5 um); vazao de 1,0 mL/min; deteccéo: UV

208 nm; tempo de corrida cromatografica: 40 minutos.
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Figura 32. Cromatograma de separacdo da fragdo Mal7s2_71 (Inicial). Condi¢des:
Gradiente 40 até 60% (MeOH/MeCN 1:1):H20 acidificado com 0,1% &cido férmico,

coluna Waters X-terra C18 (7,8 x 150 mm, 5 um); vazao de 1,0 mL/min; detec¢édo: UV

300 nm; tempo de corrida cromatografica: 40 minutos

0.035]
0.030]
0.0251

0.020]

AU

0.0151
0.010

0.005+

0.0001

000 1000 2000 3000 4000 5000  60.0C
Minutes

A sensibilidade dos detectores ELSD e UV foi avaliada e discutida na dissertacao
do Dr. Mario Ferreira Conceicdo Santos (SANTOS, et al., 2015). O detector de
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espalhamento de luz evaporativo (ELSD) apresentou melhor sensibilidade para os
alcaloides majoritarios, porém com a desvantagem de consumir a amostra, exigindo uso

de espalhador de fluxo no sistema cromatografico.

Os cromatogramas das figuras 28 e 29 ilustram o comportamento cromatografico
dos alcaloides de interesse utilizando detectores de ELSD (figura 28) e UV, com
monitoramento em 208 nm (figura 28). Foi observado e reportado anteriormente que 0s
alcaloides guanidinicos minoritarios desta esponja apresentam baixa sensibilidade em
deteccdo por UV por apresentarem cromoforos de baixa absor¢cdo no UV, ou nenhum
cromoforo. Porém, o detector ELSD também apresentou baixa sensibilidade para a
deteccdo destas amostras, além de ser um detector destrutivo. A utilizacdo da deteccéo
por ELSD consome cerca de 1/3 da amostra, separada por um separador de fluxo (split)
no sistema cromatografico. Por isso, optou-se em utilizar somente o detector de UV para
0 monitorar as separacfes cromatograficas dos alcaloides guanidinicos da esponja

Monanchora sp.

A figura 30, evidencia que foi possivel reduzir o final do gradiente para 60% de
fase organica (MeOH/MeCN 1:1), o que possibilitou a interagdo por mais tempo entre as
fases moveis e estacionarias para cada incremento de 1% do gradiente, sem ocorrer
perda da eluicdo do composto menos polar (Gltimo pico). A eluicdo do ultimo pico da
corrida cromatografica mudou de 18-20 para 38-40 minutos com a reducédo do fluxo de
2,5 mL/min para 1,0 mL/min (comparativamente figuras 28 e 30, ou figuras 30 com 33 -

ampliacao).

Observou-se que o pico cromatogréfico inicial desta fracao, e que eluia entre 1-2
minutos, passou a eluir dentro de um intervalo de 1-10 minutos de corrida cromatografica
(figura 30). Esta mudanca possibilitou observar a complexidade inicialmente da amostra
e também estudar a retencdo dos compostos presentes por analise em coluna de HPLC

com fase estacionéaria C18.

Sob as novas condi¢cdes cromatograficas empregadas, 0s picos referentes aos
compostos Ma71Dd e Ma71E tiveram seus tempos de retencao alterados de 12-13
minutos e 18 minutos, respectivamente, para 32-33 minutos e 37-38 minutos,

respectivamente (figura 33 em comparacao com a figura 30).

Figura 33. Cromatograma ampliado de Mal7s2_71A, Gradiente 40 até 70% solvente
organico (MeOH:MeCN 1:1):H20, fase estacionaria C18, coluna X-terra (Waters — C18,
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7,8 x 150 mm, 5 um), com vazao de 2,5 mL/min, UV 208 nm, duracdo 20 minutos. Zoom

na regiao de eluicdo dos compostos Ma71Dd e Ma71E. Ampliacéo da Figura 28.
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Recuperando os compostos da fracdo Mal7s2_71A que saiam entre 1-10 minutos,
obteve-se uma fragéo bastante enriquecida do composto 71BC313 (figura 27), que foi

avaliada e discutida posteriormente (Item 4.5.3).

A eluicdo da amostra Mal7s2_71A também foi avaliada em outras colunas
preenchidas com outras fases estacionarias (C8 e Ph), com o objetivo de tentar distribuir
melhor os picos presentes ao longo do tempo de corrida cromatografica.

4.4.2.2. Comparativo entre fases estacionarias C18 e C8, sensibilidade no
detector UV em comprimentos de onda 265, 300 e 205, e uso de acido
formico ou acido trifluoroacético 0.1% para acidificagcdo da fase movel
MeCN

Nestas condi¢cdes observou-se que nos comprimentos de onda 265 e 300 nm a
sensibilidade € maior para os compostos que eluem em tempos de retengcdo maiores,

inversamente do observado para 208 nm (Figuras 34 e 35).

Também, verificou-se a pequena influéncia com relacdo a seletividade da
separacdo cromatografica ao alterar de 0,1% acido férmico (pKa = 3,77) para 0,1% acido
trifluoracético (pKa 0,23). (Figuras 35 e 36).

Figura 34. Cromatograma de separac¢ao da fragcdo Mal7s2_71A. Condi¢des: Gradiente

25 até 70% (MeOH/MeCN 1:1) acidificada com 0,1% de acido férmico, fase estacionaria
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C8 coluna InertSustain (GL Sciences Inc — C8, 4,6 x 250 mm, 5 um); com vazao de 1,0

mL/min; deteccdo: UV 300 nm; tempo de corrida cromatografica: 40 minutos

Figura 35. Cromatograma de separacao da fracdo Mal7s2_71A. Condicbes: Gradiente

15 até 50% de MeCN acidificada com 0,1% de acido formico, fase estacionaria C8 coluna

InertSustain (GL Sciences Inc — C8, 4,6 x 250 mm, 5 pm); com vazéao de 1,0 mL/min;

deteccdo: UV 265 nm; tempo de corrida cromatografica: 40 minutos

I

Figura 36. Cromatograma de separacao da fracdo Mal7s2_71A. CondicOes: Gradiente

15 até 50% de MeCN acidificada com 0,1% de acido tricloroacético, fase estacionaria C8

coluna InertSustain (GL Sciences Inc — C8, 4,6 x 250 mm, 5 um); com vazéao de 1,0

mL/min; detec¢do: UV 265 nm; tempo de corrida cromatogréfica: 40 minutos
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Para as comparacdes de separacdo cromatografica utilizando-se colunas C18, C8
e Ph, procurou-se utilizar colunas de mesmas dimensdes. Apesar de a coluna X-terra
C18 utilizada inicialmente possuir diametro maior, seu comprimento é menor, e o volume
interno e diametro de particula é bastante comparavel entre as trés colunas analisadas,
de modo que as colunas apresentam quantidades préoximas de fases estacionarias em
seu interior. As colunas C8 e Ph apresentam didmetro da coluna, didmetro de particula e

comprimento da coluna equivalentes.

Foi observada uma maior retengéo dos alcaloides em coluna C8 do que em coluna
C18. Utilizando-se a coluna C8 os picos cromatogréaficos passaram a eluir com tempos
de retencao proximos a metade da duracdo da corrida cromatografica (20 min), (Figura
34 vs com condicéo inicial em C18). Utilizando-se metade da propor¢cdo de MeCN o
tempo de retencéo e o perfil cromatografico ficou comparavel, demonstrando maior forca
de eluicdo da fase mével MeCN quando comparada a mistura 1:1 MeCN:MeOH (Figura
36), sem apresentar ganhos significativos na resolucdo comparativamente para as
colunas avaliadas. Andlise analoga foi desenvolvida utilizando-se uma coluna com fase

estacionaria contendo silica-gel derivatizada com grupos fenila (Figura 37).

Objetivando-se minimizar o efeito observado da variacdo do gradiente que altera
a linha de base dos cromatogramas, principalmente quando as concentracdes das
amostras e volumes de injecdo foram pequenos, passou-se a adotar um padrédo de
eluicao do tipo “escada”, com periodos de eluicdo sob condi¢des isocraticas, alterando-
se a composicao dos “plateaus” com uma variacao rapida da composicao do eluente, em
modo gradiente, de duracdo de 1 minuto. Desta forma, procurou-se verificar se nos
“plateaus” de condig¢des isocraticas ndo ocorreria variacdo da linha de base, o que
provocava davida se algum alcaloide estaria sendo eluido, ou se apenas ocorria variacdo
da linha de base, isso porque os picos cromatograficos dos alcaloides séo alargados e

pouco definidos.

Os testes realizados indicaram melhora na resolucéo dos picos cromatograficos
adotando-se a estratégia “plateaus” + intervalos de gradientes rapidos (Figura 37). A
melhor separagéo cromatografica dos alcaloides foi observada utilizando-se coluna Ph e

fase mével MeCN/H20, sem a inclusdo de MeOH.

Apoés sucessivos testes variando-se a composicdo da mistura MeCN/H20, a

melhor condic&o de separacdo cromatografica obtida é aquela apresentada na figura 37.
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Um exemplo de separacgao obtida utilizando esta condicdo de separacéo ¢€ ilustrada na

figura 38. O fracionamento detalhado foi discutido e registrado na tabela 8 no item 4.4.3.2.

Figura 37. Condicdo cromatografica melhorada para a separacao doas alcaloides pre-

sentes na fragcdo Mal7s2_71A. Condic¢des: coluna Ph Inertsustain (GL — Sciences Inc
4,6 x 250 mm, 5 ym); composicao do eluente: MeCN/H20 25:75 até 3 min.; MeCN/H20
30:70 de 4 a 7 min; MeCN/H20 35:65 de 8 a 11 min; MeCN/H20 40:60 de 12 a 20 min;
MeCN/H20 60:40 de 21 a 30 min; retorno a condigdo cromatogréfica inicial e recondici-
onamento em MeCN/H20 25:75 entre 31 e 40 min.
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Figura 38. Cromatograma da fracdo Mal7s2_71A. Condi¢cdo cromatografica: Figura 37.
Deteccdo em 208 (azul) e 300 nm (vermelho); Tempo de corrida cromatografica: 40

minutos.
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4.4.2.3. Verificacdo da eficacia da condicdo cromatografica melhorada

A reprodutibilidade da condi¢cdo de separacdo cromatografica descrita na Figura
37 foi verificada para a batzelladina L, utilizando-se o restante da amostra Mal7s2_71A
(75 mg), e posteriormente a fracdo AcMal7_43 (fracdes AcMal7_43K até AcMal7_43T).

O perfil cromatografico do fracionamento no HPLC-UV foi avaliado para as fracdes
AcMal7_43A até AcMal7_43J utilizando-se o mesmo método. O perfil das fracbes
obtidas foi registrado (Tabela 6). Este teste foi desenvolvido em equipamento HPLC-UV
diferente do que o método foi desenvolvido, seguindo as adaptacBes necessérias.
Esperava-se que a batzelladina L fosse obtida em elevada pureza nas subfracdes G, H,
P e Q, de acordo com o tempo de retencdo monitorado para a substancia no teste

realizado com a fragdo Mal7s2_71A.

Entretanto ndo foi observada boa reprodutibilidade do método entre equipamentos

para a separacao das fracfes 43A até 43J objetivando-se isolar a batzelladina L.

A batzelladina L foi observada principalmente na fracdo 43G, porém ainda com
pureza insatisfatéria. Foram utilizados 100 mg da amostra AcMal7_43 nestas andlises e
separacdes. Um perfil do processo de separacéao foi obtido e apresentado na Tabela 6.

Posteriormente, os 1,4 g restantes da amostra AcMal7_43 foi fracionada no
mesmo equipamento em que desenvolveu-se a condi¢cdo cromatogréfica (Figura 37),
resultando nas fracdes de AcMal7_43K até AcMal7_43T. A batzelladina L foi obtida na
fracdo 43P com bom grau de pureza.
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Tabela 6. Comportamento cromatografico das fracbes AcMal7_43A até AcMal7_43J.
As amostras foram preparadas na concentracéo de 1-2 mg/mL; volume de injecdo: 100
uL. Condicdes: coluna Ph Inertsustain (GL — Sciences Inc 4,6 x 250 mm, 5 pum); compo-
sicao do eluente: MeCN/H20 25:75 até 3 min.; MeCN/H20 30:70 de 4 a 7 min; MeCN/H20
35:65 de 8 a 11 min; MeCN/H20 40:60 de 12 a 20 min; MeCN/H20 60:40 de 21 a 30 min;
retorno a condi¢do cromatografica inicial e recondicionamento em MeCN/H20 25:75 entre
31 e 40 min.
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Na tabela 6 encontram-se ilustrados os cromatogramas das fragcdes resultantes da

separacao apos aplicada a condicdo cromatogréafica descrita na Figura 37.

Verifica-se que a medida que o tempo de retencéo da fracdo coletada aumenta,
visualiza-se (de A para J), 0s picos mais intensos sdo em maiores tempos de retencao,
demonstrando que a fracdo resultante (coletada) € mais concentrada nos componentes
mais apolares conforme o tempo de retencao coletado aumenta, sendo também diferente
da frac&o original apresentando menos compostos presentes. Porém, os cromatogramas
indicam ainda grande quantidade de alcaloides presentes em cada fracdo, evidenciando
a dificuldade de se separar estes compostos quando em mistura com uma unica
purificacdo por HPLC preparativo. Sendo assim, necessarias purificacées subsequentes,
até que sejam obtidos composto(s) com elevado grau de pureza. Perdas de massa
ocorrem em cada repurificacdo, exigindo constante desenvolvimento de condi¢des

otimizadas para cada amostra de interesse, tornando o processo laborioso.
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As tabelas abaixo apresentam o balanco de massa obtido para as purificacdes

discutidas acima.

Tabela 7. Balanco de massa do subfracionamento das fracdes AcMal7_43A até
AcMal7_43J, desenvolvido em sistema cromatografico preparativo equivalente: mesma
coluna, marca Waters e detectores equivalentes.

FracOes TR (min) Massa (g)

AcMal7_43 - 0,100
43A 2-9 0,003
43B 9-14 0,016
43C 14-16 0,009
43D 16-17 0,014
43E 17-22 0,037
43F 22-27 0,004
43G 27-29 0,007
43H 29-33 0,006
43I 33-35 0,002
43J 35-38 0,003
Recuperagéo 101 %

0,101 g

Tabela 8. Balanco de massa do subfracionamento das fracdes AcMal7 43K até
AcMal7_43T.

FracOes TR (min) Massa (g)
AcMal7_43 - 1,400
43K 2-9 0,031
43L 9-14 0,116
43M 14-16 0,117
43N 16-17 0,067
430 17-22 0,223
43P 22-27 0,043
43Q 27-29 0,029
43R 29-33 0,059
43S 33-35 0,016
43T 35-38 0,013
AcMal7_43 Rec - 0,199
Recuperacéo 65%
0,913

58



A fracdo AcMal7_43P é a batzelladina L, obtida com éxito no mesmo sistema
cromatografico com a condi¢c&o otimizada e com boa repetibilidade mesmo em condi¢des
de elevada concentracdo da amostra injetada. 40 mg desta batzelladina L foi enviada
para que experimentos in vivo de bioatividade antileishmanial fossem realizados, mas os
resultados dos experimentos ainda ndo foram disponibilizados e os experimentos
encontram-se em andamento sendo realizados pela equipe orientada pelo Pr. Dr. Danilo
Miguel da Unicamp.

O volume e concentragéo de injecdo da amostra AcMal7_43 foi gradualmente
incrementado até atingir 90 mg/mL e 100 uL por injecdo. Foi possivel a recuperacao de
massa de 65% ao final do procedimento. Foram obtidos 42 mg da batzelladina L na fracédo
AcMal7_43P. Dados disponiveis no item 4.5.1.

Figura 39. Fluxograma do fracionamento da fragdo AcMal7_43 por HPLC-UV.

AcMa17_43
1,59 1. HPLC-DAD
’ (GL Science InertSustain Ph)
Condigoes na Figura 37
TR = 2'-9' TR = 14'-16' TR = 17"-22" TR = 27"-29' TR = 33'-35'
43A 3 mg 43C 9 mg 43E 37 mg 43G 7 mg 4312 mg
43K 31 mg 43M 117 mg 430 223 mg 43Q 29 mg 43S 16 mg
TR =914’ TR =16-17" TR = 22'-27" TR =29"-33' TR = 35-38'
43B 16 mg 43D 14 mg 43F 4 mg 43H 6 mg 43J 3 mg
43L 116 mg 43N 67 mg 43P 43 mg 43R 59 mg 43T 13 mg
2. HPLC-DAD 326_Q05
(X-Terra RP18) 1,3 mg
Condigbes 4.4.4 Nova batzelladina
313_43MN 4. HPLC-DAD
16 mg 43P (X-Terra RP18)
Batzelladina F 43 mg Condiges Item
i R BatzelladinaL 4.4.2.4
Catalogo de minoriratios
3. HPLC-DAD

(Inert Sustain Ph)
Condigao Figura 37.

A figura 39 apresenta o fluxograma descritivo das demais fra¢gdes, que purificadas

em etapas posteriores resultaram no acumulo dos compostos de interesse, sendo

utilizadas em ensaios in vivo e in vitro: 43M, 43N, 43P e 43Q.
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4.4.2.4. Purificacdo da fracdo 43Q contendo o alcaloide minoritario (m/z 651)

O composto minoritario obtido na fracdo 43Q demonstrou estar ainda impuro.
Subsequentes purificagbes foram desenvolvidas com o objetivo de obter o composto em
maior pureza e quantidade. Avaliacao detalhada do comportamento cromatografico do
composto Ma71E obtida no item 4.4.1 em C18, utilizando-se a mistura MeOH:MeCN (1:1)
como solvente orgéanico, foi realizada em sistema cromatogréfico analitico LC-MS-UV.
Informacgdes obtidas com o sistema HPLC-UV-MS foram determinantes na definigéo de

uma nova estratégia para seguir com a nova purificacao.

Batzelladinas séo reportadas na literatura apresentando pequenas quantidades de
contaminantes e/ou compostos analogos pelo fato de que estruturas carbdnicas
homélogas muito semelhantes apresentam polaridade caracteristica, que os tornam de
dificil separacéo cromatogréfica. Tais caracteristicas os tornam extremamente dificeis de
serem obtidos em grau elevado de pureza quando presentes em misturas e de terem
suas estruturas elucidadas quando estdo em misturas (PATIL, et al., 1995; GALLIMORE,
KELLY e SCHEUER, 2005).

Figura 40. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ do composto Ma71E.
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Tabela 9. Area, %Area e Altura do composto de interesse (Ma71E) e interferentes vizi-
nhos.

Tempo~de Area % Area Altura
retencéo
1 14.622 29493263 4.27 3255458
2 15.257 640025628 | 92.56 | 47041548
3 15.985 21984023 3.18 1080334
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Figura 41. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ do composto Ma71E, TR = 15,2’
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Pode-se observar ao longo da extensdo do pico cromatografico do composto
Ma71E um interferente com m/z 334 que elui pouco antes do composto m/z 326, o mais
abundante na amostra. Sendo assim, uma condicdo cromatografica que melhor
separasse outros dois compostos foi desenvolvida e reproduzida no cromatdgrafo
preparativo.

Um gradiente mais lento foi utilizado com coluna C18. Mesmo assim ndo foi
possivel se obter uma resolucdo cromatogréafica 6tima para completa separacéo dos dois

compostos; foi necessario coletar parte da area do pico majoritario.

A melhor condigdo cromatogréafica obtida no sistema HPLC-MS-UV analitico foi
um gradiente lento de 57 até 63% (MeOH+MeCN 1:1)/H20, que foi reproduzido em
cromatografo preparativo em um gradiente de 48 até 60% (MeOH+MeCN 1:1)/H20.
Figuras 42, e 43.
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Figura 42. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ do composto Ma71E.
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Figura 43. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ do composto
AcMal7_43Q.
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Figura 44. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ do composto

AcMal7_43Q, eluicdo em gradiente exploratério 20 até 100% orgéanico.
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Figura 45. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ do composto AcMal7_43Q, TR =
15,9
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Como pode-se observar na figura 43 acima, inicialmente a amostra apresentou
mais picos em baixa intensidade no espectro de MS do que o composto inicialmente
obtido Ma71E (Figura 42).

Avaliando as fracOes utilizando-se gradiente lento, o interferente que elui antes
apresenta-se ainda presente no pico principal da amostra Ma71E. Ja na amostra menos
pura AcMal7_43Q, foi possivel inicialmente observar sua elui¢do no inicio da subida do
pico em torno do tempo de retengédo de 15 minutos, os demais picos que eluem antes
também foram observados no HPLC-UV preparativo. (Figura 46).

Figura 46. LC-UV preparativo amostra AcMal7_43Q. Gradiente lento de 48 até 60%
(MeOH+MeCN 1:1)/H20 em 40 minutos.
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Objetivando-se minimizar a presenga do interferente no composto principal e obter
uma amostra no maior grau de pureza possivel, somente a regido em destaque na
descida do pico foi coletada separadamente do resto da eluicdo do pico, o que
correspondeu a cerca de 30% da area do pico. Foi utilizado o total da amostra e das
amostras recuperadas da AcMal743_Q, que resultaram em 1,4 mg da amostra 43Q326,

descrita no item 4.5.2.
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4.4.3. Obtencédo do alcaloide majoritario batzelladina F (m/z 624) a partir das

fracdes 43M e 43N e do catéalogo de alcaloides minoritarios

4.4.3.1. Desenvolvimento da condicdo cromatogréafica para acumular o alcaloide

majoritario batzelladina F (m/z 624) e acumulo do composto 313 _43MN

A fracdo 43M de massa inicial 117 mg apresentava compostos com retencao
menor do que a batzelladina L, sendo menos apolares em condi¢bes cromatograficas
semelhantes em C18 que a amostra que continha a batzelladina L. A amostra 43M
apresentou elevado niumero de picos que coeluem entre si, conferindo a fragdo grande

complexidade para ser purificada.

Apesar destas caracteristicas desfavoraveis a amostra foi selecionada para o
trabalho pelas mesmas razdes que a tornam complexa, pois possibilitaria isolar mais
compostos enquanto era acumulado o composto majoritario ja identificado na fracao
anterior, mas presente em grande quantidade na fracdo 43M e 43N: A batzelladina F,

isolada anteriormente da fracdo Mal7s2_71 (Figura 27).

Outro fator que dificultou foi que a batzelladina F absorve pouco no UV, sua
deteccdo é dificil quando encontra-se em mistura de outros compostos que absorvem
mais do que ela, mesmo que em pequena quantidade, dificultando muito sua deteccéo

em detector UV.

A estratégia de fracionamento inicial descrito a seguir teve como objetivo reduzir
a complexidade da amostra inicial 43M contendo a batzelladina F, baseando-se no que
ficou evidente no decorrer deste projeto, que quando menos compostos estao presentes

na fragdo a separagdo € melhor do que quando a fragdo apresenta muitos compostos.

O espectro de massas ESI em modo positivo (Figura 50) evidencia a quantidade
de compostos na fracdo coeluindo na condicdo de gradiente exploratorio 20 até 100
solvente organico (MeOH:MeCN 1:1) e TR = 9,75; fase estacionaria C18, coluna X-terra
(Waters — C18, 4,6 x 350 mm, 5 pm), com vazéo de 1,0 mL/min, UV 300 nm, duragéo 20

minutos.
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Figura 47. Cromatograma da amostra 43M por HPLC-DAD monitorado em 260 nm.

Condic6es cromatogréficas: gradiente exploratoério. Item 3.1.4.
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Figura 48. Cromatograma da amostra 43M, identificagdo da batzelladina F por HPLC-
DAD monitorado em 305 nm. Condi¢cdes cromatogréficas: gradiente exploratério. Item
3.1.4.
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Figura 49. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M. Condi-
cOes cromatogréficas: gradiente exploratério. Item 3.1.4.
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Figura 50. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M. Batzelladina F,
[M+2H] 313,4, TR =9,8".
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A amostra 43_M (117 mg) foi fracionada em HPLC-UV preparativos, suas fracdes
agrupadas de acordo com as similaridades apds terem sido avaliadas em HPLC-MS-
DAD, resultando nas fracbes 43M_A, 43M_B, 43M_C e 43M_D.

A condigcdo cromatogréfica utilizada, denominada de Gradiente A, encontra-se
descrita na tabela 10, abaixo:

Tabela 10. Condicdo cromatografica: Gradiente A: Coluna X-Terra, Waters — C18, (4,6
mm x 250 mm, 5 ym), vaz&do 1 mL/min, gradiente organico (MeOH:MeCN 1:1):H20
contendo 0,1% de acido formico, descrito abaixo.

% Solvente organico Tempo de corrida
(MeOH:MeCN 1:1) P
2% até 40% 1’ até 15'
40% até 25% 15' até 30'
25% até 60% 30" até 31'
60% (Limpeza) 31' até 40'
60% até 2% 40’ até 45'

Devido a coeluicdo dos compostos da fracdo 43M, buscou-se uma condicdo
cromatografica apenas para fracionar e reduzir a complexidade dos compostos presentes
nas fracdes resultantes, mas sem despender tempo excessivo no desenvolvimento do

método.

O objetivo foi almejado determinando o percentual necessario de fase movel
organica (MeOH:MeCN 1:1) de saida do composto mais retido, (Ultimo pico = 40%), feito
isso um gradiente linear crescente foi utilizado até o tempo de eluicdo do primeiro pico
(15’) até 40%, quando um gradiente linear decrescente (até 25%) foi aplicado para
retardar a saida dos compostos até 30’, tempo em que a eluigdo dos compostos termina.

Com a coleta sendo das fracdes em intervalos de 0,5 minutos entre si.

Por fim, a limpeza da coluna é realizada com 60% de solvente organico
(MeOH:MeCN 1:1), de 31 ate 40’, retornando para a condicao inicial até o equilibrio do

sistema (Figuras 62 e 63).
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Figura 51. Cromatograma da amostra 43M, identificacdo da batzelladina F por HPLC-

DAD monitorado em 208 nm. Condi¢Bes cromatograficas: gradiente A.
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Figura 52. Cromatograma da amostra 43M, identificacdo da batzelladina F por HPLC-

DAD monitorado em 260 nm. Condi¢cdes cromatogréficas: gradiente A.
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Uma vez obtidas amostras mais simples, o desenvolvimento de uma condi¢cao
cromatografica para purificar a batzelladina F foi realizado primeiramente no HPLC-MS-
UV analitico e posteriormente adequando a condi¢cdo ao HPLC preparativo utilizando a
amostra menos complexa disponivel contendo a batzelladina F (71BC313), obtida da
fracdo AcMal7_72 anteriormente.

A seletividade das colunas C8, Ph e C18 foram testadas, mas utilizando a amostra
43M_A por ser a mais complexa, porém a mais parecida com a 71BC313. O melhor

resultado foi obtido utilizando a coluna C18. As colunas C8 e Ph apresentaram maior
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coeluicado de impurezas com a batzelladina F de forma similar entre si (Figuras 53 — 70,

pico extraido m/z 313).

A melhor condicdo cromatogréafica obtida denominada de Gradiente B foi:

Gradiente B: Coluna C18 X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 um),
gradiente organico (MeOH:MeCN 1:1):H2O de 44 até 53% no HPLC analitico,
reproduzido em 34 até 54% no sistema HPLC preparativo 4.

Os comprimentos de onda 313 nm e 265 nm foram selecionados para monitorar o
composto batzelladina F indiretamente: Em 265 nm monitorava-se 0 Composto com pico
mais intenso eluindo antes da batzelladina F e em 313 nm acompanhava-se este mesmo
pico e um segundo pico, que eluia apés a batzelladina F, ambos picos de compostos
minoritarios presentes na fracdo mas que absorviam mais do que a batzelladina F. Deste
modo, foi possivel acumular a batzelladina F entre os dois picos monitorados. Vide
Figuras 47 e 48.

Abaixo apresentam-se 0s cromatogramas comparativos entre as colunas C18, C8
e Ph (Figuras 53 — 70), onde o melhor resultado para o ion extraido m/z 313 foi obtido
em C18 (Figura 58). A condicédo gradiente B reproduzida no cromatografo preparativo
encontra-se na Figura 82 e 83, em coluna C18.

Figura 53. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 305 nm.
Condicbes cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm x
250 mm, 5 pm).
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Figura 54. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 265 nm.
Condicbes cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm x
250 mm, 5 um).
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Figura 55. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M_A.
Condic6es cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm
x 250 mm, 5 pm).
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Figura 56. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M_A, TR =22,2’.
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Figura 57. Cromatograma HPLS-ESI-MS extraido m/z* 313, MS+ da amostra 43M_A.
Condic6es cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm
x 250 mm, 5 pm).
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Figura 58. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ extraido m/z* 313, da amostra
43M_A, TR =23,1’. Condic¢des cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Wa-
ters — C18.
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Figura 59. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 305 nm.

Condic¢des cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain - Ph (4,6 mm x 250 mm, 5

pum).
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Figura 60. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 265 nm.

Condic6es cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain - Ph (4,6 mm x 250 mm, 5

pm).
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Figura 61. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M_A.
Condicbes cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain - Ph (4,6 mm x 250 mm,

5 pm).
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Figura 62. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M_A, TR = 22,3’
Condic6es cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain — Ph.
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Figura 63. Cromatograma HPLS-ESI-MS extraido m/z+ 313, MS+ da amostra 43M_A.

Condic6es cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain - Ph (4,6 mm x 250 mm,
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Figura 64. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ extraido m/z* 313 da amostra
43M_A, TR =20,2’. Condic¢des cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain — Ph.
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Figura 65. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 305 nm.
Condicbes cromatograficas: gradiente B. Coluna InestSustain — C8 (4,6 mm x 250 mm,

5 pm).
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Figura 66. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 265 nm.
Condicbes cromatograficas: gradiente B. Coluna InestSustain — C8 (4,6 mm x 250 mm,
5 um).
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Figura 67. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M_A.
Condicbes cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain — C8 (4,6 mm x 250 mm,

5 um).
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Figura 68. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M_A, TR = 20,5’.

Condic¢des cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain — C8
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Figura 69. Cromatograma HPLS-ESI-MS extraido m/z+ 313, MS+ da amostra 43M_A.
Condic6es cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain — C8 (4,6 mm x 250 mm,
5 um).
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Figura 70. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ extraido m/z* 313 da amostra
43M_A, TR =20,8. Condi¢des cromatogréficas: gradiente B. Coluna InestSustain — C8
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Figura 71. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 305 nm.
Condicbes cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm x
250 mm, 5 pm).
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Figura 72. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 265 nm.
Condicbes cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm x
250 mm, 5 um).
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A condicdo cromatografica foi aplicada nas fracées 43M_A, 43M_B, 43M_C e
43M_D (Figuras 73 - 76), disponiveis no Anexo, abaixo apresenta-se como exemplo 0 0S
dados para a 43M_A.

O composto batzelladina F obtido apo6s purificacdo na condicdo Gradiente B foi
analisado em HPLC-DAD-MS, descritos nas Figuras 77 - 79.

Para efeito comparativo, abaixo encontram-se os cromatogramas obtidos para o
composto batzelladina F (Figuras 79 e 80) com o composto batzelladina L (Figuras 80 e
81) que foi avaliado in vivo, ambos se encontram em pureza comparavel, tal analise foi
feita antes de acumular a batzelladina F das fracbes 43M_A, 43M_B, 43M_C e 43M_D.

Figura 73. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M_A.
CondicOes cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm
x 250 mm, 5 pum).
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Figura 74. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M_A, TR = 23,1’;
26,3’; 28,0’ e 30,5’
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Figura 75. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M_A.
Condic¢des cromatogréficas: gradiente B. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6 mm

x 250 mm, 5 pym).
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Figura 76. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M_A, TR = 15,0’;
15,7’; 16,6’ e 19,1’
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Figura 77. Cromatograma da amostra 43M_A por HPLC-DAD monitorado em 300 nm.
Condic¢des cromatogréficas: Gradiente exploratério. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18,
(4,6 mm x 250 mm, 5 pm).
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Figura 78. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43M_A.
Condic6es cromatogréficas: Gradiente exploratorio. Coluna C18, X-Terra, Waters —
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 pm).

1.2x108—
1.0x108—

8.0x107—|

Intensity

6.0x107—|

4.0x107—]

200107 J
T M — K

0.0 \

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.0C
Minutes

Figura 79. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43M_A, TR = 13,6’.
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Figura 80. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 43P. Condi-
cOes cromatogréficas: Gradiente exploratério. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18, (4,6
mm x 250 mm, 5 um). Batzelladina L.
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Figura 81. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 43MP, TR = 15,5’
Condic6es cromatogréficas: Gradiente exploratorio. Coluna C18, X-Terra, Waters —
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 um). Batzelladina L.
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4.4.3.2. Fracionamento da fracdo 43M contendo alcaloide majoritario

batzelladina F

O fluxo de trabalho desenvolvido para acumular o alcaloide majoritario das fracdes
resultantes da 43M e da fracdo 43N encontra-se descrito na Figura 82. O catalogo
apresentado na Tabela 11 compila o balanco de massa final associado ao fluxo de
trabalho da Figura 83. Recuperacdes exaustivas das amostras foram desenvolvidas,
agrupando os compostos minoritarios & medida que eram sendo coletados a cada
purificacdo e para cada uma das amostras, monitorando no HPLC-DAD-MS analitico.

O fluxograma baixo ilustra o balanco de massa obtido ap6s as sucessivas purifi-
cacoes nas condi¢cdes cromatograficas descritas na parte experimental (4.4.3.1), o cata-

logo encontra-se na tabela 11 e no Anexo.
Figura 82. Fluxograma do fracionamento da fragdo AcMal7_43 por HPLC-UV.

43M Inicio
117 mg

1. HPLC-DAD (X-Terra RP18)
Condigao A parte experimental

l l P l

43M_A 43M_B 43M_C 43M_D 43N
27 mg 13 mg 28 mg 18 mg 67 mg

| | | |

2. HPLC-DAD (X-Terra RP18)
Condigao B parte experimental

l l

313 43MN (_:ata_lo’g_o Compostos minoritarios
- minoritarios (Tabela 11)
16,4 mg
Batzelladina F ~ 4. HPLC-DAD (X-Terra RP18)
Recuperagoes Condigao B parte experimental
T— 43M_ARec, 43M_BRec

43M_CRec, 43M_DRec
~40 mg

3. HPLC-DAD (X-Terra RP18)
Condicao B parte experimental
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Tabela 11. Catalogo e balanco de massa final dos compostos obtidos das fracdes 43M e
43N.

Condigcédo cromatogréfica Numero de

Fragoes gradiente vezes aplicada Massa ()
43M Inicio A 1 0,117
43N B 1 0,067
43M_A B 2 0,027
43M_B B 2 0,013
43M_C B 2 0,028
43M_D B 2 0,018
71BC313 B 1 0,0009
31343M B 1 0,0126
31343N B 1 0,0036
311 _PuroB B 4 0,001
312_puroC B 5 0,0009
325_PuroB B 4 <0,001
329 PuroA B 3 <0,001
329 PuroB B 4 <0,001
328 PuroB B 4 <0,001
321 PuroB B 4 <0,001
343_PuroA B 3 <0,001
335_PuroA B 3 <0,001
43M_Rec Final - - 0,0106
43N_Rec - - 0,042

A elucidacao estrutural dos minoritarios obtidos em quantidade menor do que 1
mg nao é viavel, pois os experimentos de 13C frequentemente apresentam auséncia de
picos nesta quantidade de amostra para os alcaloides batzelladinicos, com seus
experimentos de RMN de 13C e os bidimensionais HMBC e HSQC incompletos.

Devido a isso e ao tempo disponivel para concluir este projeto tais compostos
foram analisados e encontram-se nos Anexos. A prioridade para obtencédo de seus os
dados experimentais foram melhor pureza E maior quantidade em massa, de acordo

com os espectros de massas ESI-quadrupolo MS+ (Vide Item 4 dos Anexos).
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4.4.3.3. Exemplo das purificacdes sucessivas do catalogo de minoritarios

O fluxograma da figura 83 e os dados do sistema cromatografico analitico HPLC-
DAD-MS apresentados nas figuras 84 — 89 exemplificam o processo de purificacao de-
senvolvido apds sucessivas cromatografias das fragGes resultantes, das fracfes iniciais
(43M e 43N) enquanto acumulava-se a batzelladina F.

Como o objetivo primario foi o de acumular o majoritario batzelladina F para os
ensaios in vivo, manteve-se como objetivo secundario agrupar os demais compostos mi-
noritarios, em fragdes distintas entre si, a cada nova replicacdo da condigdo cromatogra-

fica B desenvolvida enquanto acumulava-se a batzelladina F.

O estudo desenvolvido neste projeto com a batzelladina F mostra-se aplicavel e
reprodutivel futuramente com o restante do extrato AcCOEt da esponja (9 g). Objetivando
a otimizacao da condicdo cromatografica para os compostos minoritarios mais interes-

santes catalogados no Anexo item 4.

Mudar a coluna para outra de seletividade diferente na etapa em que as fracdes
estiverem semi puras contendo compostos homélogos coeluindo em C18 é essencial
para minimizar a perda de massa dos minoritarios, néo foi possivel fazer isso simultane-
amente ao acumulo da batzelladina F. Sugere-se fases estacionarias diferentes das uti-
lizadas neste trabalho (Ph-3, PFP) e se necessario condi¢des gradiente MeOH:H20 ou

MeCN:H20 para melhorar a seletividade, acidificados com acido férmico 0,1%.

O composto minoritario m/z 312 foi descrito abaixo como exemplo ilustrativo das
purificacfes sucessivas dos minoritarios, inicialmente o0 composto encontrava-se em mis-
tura de outros compostos (Figuras 85 - 87) e a cada recuperacao passava a ser recupe-
rado em maior pureza, repetindo a condicdo cromatografica B (Figuras 87 — 89) enquanto

acumulava-se o majoritario batzelladina F.

Observa-se que a quantidade de impurezas presente é menor na figura 100, se
comparado com a figura 87, primeira amostra obtida enriquecida no composto minoritario
m/z 312.
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Figura 83. Fluxograma das purificacfes sucessivas do catalogo de minoritarios, por
HPLC-UV.
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Figura 84. Cromatograma da amostra 312_Fonte por HPLC-DAD monitorado em 300
nm. Condicbes cromatograficas: Gradiente exploratério. Coluna C18, X-Terra, Waters —
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 um).
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Figura 85. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 312_Fonte.
Condic¢des cromatograficas: Gradiente exploratorio. Coluna C18, X-Terra, Waters — C18,
(4,6 mm x 250 mm, 5 pm).
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Figura 86. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 312_Fonte, TR =6,3’.
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Figura 87. Cromatograma da amostra 312_PuroC por HPLC-DAD monitorado em 300
nm. Condicbes cromatograficas: Gradiente exploratério. Coluna C18, X-Terra, Waters —
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 um).
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Figura 88. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ da amostra 312_ PuroC.
Condicdes cromatogréficas: Gradiente exploratorio. Coluna C18, X-Terra, Waters —
C18, (4,6 mm x 250 mm, 5 um).
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Figura 89. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ da amostra 312_PuroA, TR =
6,3
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O composto foi obtido no fim da quinta recuperacdo ainda em mistura com um
composto homologo (Figura 89) e até o0 momento sua estrutura ndo foi elucidada pela
complexidade dos seus espectros de RMN. Uma nova repurificagcdo da amostra € inviavel

devido a pequena quantidade de massa.

4.4.3.4. Fluxograma modelo para a purificagdo de compostos batzelladinicos a
partir de extratos de esponjas monanchora arbuscula

A figura 90 apresenta uma proposta de procedimento sequencial de purificacao
para a obtencdo e acumulo de compostos alcaloides batzelladinicos da esponja baseado
nos aprendizados descritos neste projeto, de forma resumida, desde a extragcdao dos com-
postos da esponja, passando pelas purificacbes por cromatografia em coluna por exclu-
sao por tamanho utilizando Sephadex-LH20 como fase estacionaria, seguindo pela des-
replicacéo das fragdes por HPLC-MS-DAD, desenvolvimento analitico de metodologia de
purificacdo em HPLC-MS-UV analitico e purificacbes sequenciais em HPLC-UV prepara-

tivo, com acumulo dos compostos de interesse.

A desreplicacao deve ser feita para cada amostra, analisando as fragbes obtidas
por HPLC-UV preparativo no HPLC-UV-MS analitico, sempre que a amostra for de ele-

vada complexidade e numero de compostos presentes. Agrupando-as por similaridade a
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cada nova purificacdo sequencial. Estando atento a cada nova purificacao para a seleti-
vidade dos compostos presentes, pois nestas ultimas etapas, quando a fragédo ja encon-
tra-se quase pura, sdo necessarios ajustes finos para uma melhor resolu¢éo dos picos e

boa recuperacédo do composto de interesse.

Figura 90. Fluxograma para isolamento de compostos batzelladinicos de extratos de
esponjas monanchora arbuscula utilizados neste trabalho.

Monanchora arbuscula
(Material seco)
Extragcao MeOH

Particao liquido liquido
MeOH:Hexano

l

Fragao hexanica
. Fragdo MeOH:H,0
Evaporagao do hexano
Evaporagao do MeOH:H,0

Extrato hexanico Particao liquido liquido H,0:AcOEt
Fragcao aquosa Fragao AcOEt
Evaporagao do solvente \ Evaporagao AcOEt
Extragcdo com Resinas
XAD 2:4:7 Extrato AcOEt
Dessorgao e Evaporagao do solvente Cromatografia de

Exclusao por tamanho

Extrato aquoso
Sephadex-LH20

—» Fracoes Sephadex-LH20 / fragdes semipuras

HPLC-MS analitico desreplicagao
ESI+ 300-350 massa

HPLC-MS analitico desenvovimento

Repetir até obter Gradiente de 20% a 60%

© composto puro (MeOH:MeCN):H,0

HPLC-UV preparativo
Fracionamento e Purificagoes
Colunas C18, C8 ou Ph
Gradiente ajustado

Frag6es semipuras / compostos puros
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4.5. Caracterizacao e analise dos compostos purificados por RMN e HPLC-MS-
LSD-DAD

4.5.1. ldentificagdo estrutural da batzelladina L

A substancia MA71Dd foi isolada como um 6leo marrom. A desreplicacdo foi
realizada utilizando o dado de espectrometria de massas de baixa resolucdo de MA71Dd
e realizando-se busca na base de dados Dictionary of Natural Products, considerando-
se uma faixa de massa exata de + 2 Da em relacdo ao ion [M+H]* detectado e a fonte
biolégica como sendo esponjas do género Monanchora. Houve coincidéncia para a
batzelladina L. A analise de HPLC-ELSD-MS de MA71Dd mostrou a presenca de um ion
[M+2H]** em m/z 327,3 [M+2H]*" e em m/z 653,4 [M+H]* referente ao pico cromatografico
com TR = 15,4 min (Figura 94 e Figura 95).

A partir dos espectros de RMN de 'H e **C do composto MA71Dd (Figura 91 e

Figura 92) foi possivel a identificacdo da substancia como a batzelladina L (Tabela 12).

A subfracéo 43P obtida no item 4.4.2.3 corresponde a batzelladina L, muito
semelhante a obtida inicialmente MA71Dd (figura 102), obteve-se 43 mg do composto
batzelladina L a partir da fragdo 43P (figura 95).
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Figura 91. Estrutura do composto MA71Dd.
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Figura 92. Espectro de RMN de H (600 MHz, CD30OD) do composto MA71Dd.
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Tabela 12. Comparacéo dos dados de RMN de *H e 3C (14,1 T) para a substancia
MA71Dd com os dados reportado na literatura para a batzelladina L.

MA71Dd batzelladina L
(Hua et al., 2007)
Posicao o (Jin Hz) oc oH (Jin Hz) oc
1 1,27 (d, 6,4) 20,9 1,26 (3H, d, 6,4) 20,8
2 3,54 (m) 47,4 3,54 (m) 47,3
3 2,22 (m) e 1,25 (m) 37,0 2,22 (m) e 1,25 (m) 37,0
4 3,74 (m) 57,8 3,74 (m) 57,5
5 2,22 (m) e 1,68 (m) 31,2 2,22 (m) e 1,67 (m) 31,1
6 2,22 (m) e 1,68 (m) 31,2 2,22 (m) e 1,67 (m) 31,1
7 3,74 (m) 57,7 3,74 (m) 57,4
8 2,26 (m) e 1,24 (m) 34,9 2,24 (m) e 1,23 (m) 34,8
9 3,42 (m) 51,7 3,41 (m) 51,6
10 - 151,3 - 151,1
11 1,62 (m) e 1,53 (m) 35,9 1,60 (m) e 1,48 (m) 35,9
12 1,34 (m) 26,3 1,33 (m) 26,2
13 1,34 (m) 30,5-30,7 1,33 (m) 30,5
14 1,34 (m) 30,5-30,7 1,33 (m) 30,5
15 1,34 (m) 30,5-30,7 1,33 (m) 30,5
16 1,34 (m) 26,7 1,33 (m) 26,5
17 1,39 (m) 37,0 1,33 (m) 36,8
18 4,96 (m) 73,5 4,97 (m) 73,4
19 1,25 (d, 6,3) 20,6 1,24 (3H, d, 6,4) 20,5
20 - 170,4 - 170,4
21 3,07 (m) 46,0 3,08 (t, 4,0) 45,6
22 3,93 (m) 57,8 3,96 (M) 57,9
23 2,23 e 1,62 29,5 2,23 (m) e 1,62 (m) 29,2
24 2,22e 1,64 31,6 2,20 (m) e 1,64 (m) 31,4
25 3,53 53,4 3,54 (m) 57,3
26 2,36 (m) e 1,43 (m) 34,3 2,34 (m) e 1,42 (m) 34,2
27 3,56 (M) 57,6 3,54 (m) 53,2
28 - 151,7 - 151,5
29 3,85 (m) 50,0 3,84 (m) 49,9
30 1,29 (d, 6,7) 18,6 1,28 (3H, d, 6,4) 18,6
31 1,63 (m) e 1,55 (m) 37,1 1,64 (m), 1,54 (m) 37,0
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32 1,34 (m) 26,3 1,33 (m) 26,2

33 1,34 (m) 30,5 - 30,7 1,33 (m) 30,5
34 1,34 (m) 30,5 - 30,7 1,33 (m) 30,5
35 1,34 (m) 30,5 - 30,7 1,33 (m) 30,5
36 1,34 (m) 30,5 - 30,7 1,33 (m) 30,5
37 1,30 (m) 33,2 1,33 (m) 33,0
38 1,32 (m) 23,9 1,33 (m) 23,7
39 0,90 (3H, t, 7,0) 14,6 0,90 (3H, t, 7,0) 14,5

Figura 93. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CD30D) do composto MA71Dd.
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Figura 95. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ do composto MA71Dd,

eluicdo em gradiente exploratério 20-100% organico.
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Figura 96. Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD3OD) comparativo entre 0 composto
MA71Dd obtido da Mal7s2_71A e da subfracdo AcMal7_43P, de acordo com seus
espectros de RMN - 'H, (Figura 92).
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4.5.2. Elucidacao estrutural da substancia minoritaria (m/z 651)

O composto MA71E foi isolado como um éleo marrom. O seu espectro de massas
de HRESIMS em modo positivo de ionizagdo apresentou ion molecular protonado [M+H]*
em m/z 651,5335 (10%), e ion referente a molécula diprotonada [M+2H]** em m/z
326,2676 (100%).

O espectro de RMN de 'H apresentou um sinal de hidrogénio oximetinico em &n
4,99 (1H, m), um sinal de hidrogénio metinico em &u 4,50 (1H, g, J = 6,3 Hz) e sete outros
hidrogénios metinicos entre &1 3,36 e on1 3,86. Também foi possivel observar sinais de
quatro grupos de metilas em 61 0,90 (3H, t, J = 7,0 Hz), 6w 1,25 (3H, d, J = 6,4 Hz), ou
1,26 (3H, d, J = 6,4 Hz) e 6n 1,37 (3H, d, J = 6,3 Hz), além de sinais de hidrogénios

multipletos referentes a grupos metileno entre 64 1,20 e 64 2,85.

Em andlise comparativa dos espectros de massas e de RMN de *H do novo
alcaloide minoritario MA71E e da batzelladina L, foi possivel observar a presenca de um
grau de insaturacdo a mais no esqueleto da molécula do novo alcaloide. A batzelladina
L apresenta 8 hidrogénios metinicos entre o+ 3,08 e 3,96 ppm, enquanto que 0 composto
MA71E apresentou um grupo metinico a menos. Adicionalmente, o espectro de RMN de
13C identificou 4 sinais entre dc 47,4 e 57,7 ppm associados ao sistema guanidinico da
esquerda por meio das analises de HSQC e HMBC. Outros 3 sinais ha mesma regido
estdo associados ao segundo sistema guanidinico da direita, com dois sinais adicionais
em oc 103,3 e 149,5 ppm referentes aos carbonos da dupla ligacéo (C-21 e C-22, Tabela
11). Os deslocamentos quimicos observados para os carbonos C-21 e C-22 sao
caracteristicos de um sistema a,B-insaturado conjugado com uma carbonila. O C-22 em
relacdo ao C-21 esté ligado diretamente ao nitrogénio guanidinico, contribuindo para o
dc de cerca de 150 ppm. O carbono carbonilico do éster 6c 166,1 apresenta diferenca de
4 ppm em comparagao ao carbono carbonilico do éster da batzelladina L, também
associado ao efeito de ressonancia do sistema conjugado da carbonila com a ligacao
dupla em C-21/C-22 (HUA, et al., 2007).

A confirmacao da posi¢ao da dupla ligacao entre os carbonos C-21/C-22 foi obtida
por meio das correlagdes da metila H3-30 com C-21, e das correla¢des dos hidrogénios
diastereotopicos H2-23 com C-21 e dos hidrogénios H2-23 e H2-24 com o C-22 (Figuras

98 e 99), observadas no espectro de HMBC (Figura 97). Além disso, comparacdes dos
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espectros de '*C do novo alcaloide com os deslocamentos quimicos da batzeladina N,
substancia da mesma classe que apresenta a dupla ligacdo em posicao idéntica
disponivel na literatura, corroboram para a posi¢ao da insaturagéo nos carbonos C-21/C-
22 (HUA, et al., 2007).

Figura 97. Espectro de HMBC (600 MHz, CD30D) do composto MA71E.
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Figura 98. Ampliacédo do espectro de RMN HMBC (600 MHz, CD30D) do composto
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Figura 99. Ampliacéo do espectro de HMBC (600 MHz, CD30OD) do composto MA71E.
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Figura 100. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto MA71E.
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Figura 101. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CD30D) do composto MA71E.
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Figura 102. Estrutura do composto MA71E.

MAT71E

Formula molecular: C3gHggNegO2
Massa exata: 650,5247
[M+H]" m/z 651,5320 calculado

[M+2H]*" m/z 326,2699 calculado

A analise do espectro HRESI-MS/MS do composto MA71E possibilitou obter
informacdes de fragmentacdo do ion protonado [M+H]* em m/z 651,5335. A
fragmentacao do ion [M+H]* exibiu ions caracteristicos em m/z 304,2759 (100%) e m/z
348,2651 (23%), resultantes de um rearranjo de McLafferty (Figuras 104 e 105),
confirmando a posi¢éo da dupla ligagdo em C-21/C-22 no sistema guanidinico. Discusséo
semelhante foi apresentada anteriormente para outros compostos batzelladinicos (HUA,
et al., 2007).

As informacbes de HRMS/MS corroboram com a elucidacdo da estrutura,
destacando mais uma vez a importancia do isolamento de quantidades adicionais deste

Novo composto.

A confirmacao da posicdo dos hidrogénios dos carbonos C-3, C-5, C-7, C9 e C25,
C27 foi obtida por meio da verificacao das correlacdes Hi- H1 espaciais RMN-Noesy entre
os protons dos carbonos C-3 e C5 (Figura 112); C7 e C9 (Figura 113) e C25 e C27 (Figura
114).

Apbs as sucessivas purificagfes conforme descrito no item 4.4.2.4, a subfracdo
43Q obtida encontra-se descrita a seguir (Figuras 106 — 111), com resultado comparavel
ao obtido para o composto Ma71E. Ensaios adicionais foram desenvolvidos, para desvio
da luz polarizada obteve-se (a)p?* + 22,4 (C 0,1) MeOH. Dicroismo e UV encontram-se

nas Figuras 115 e 116.
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Tabela 13. Dados de RMN de H e 3C (14,1 T) de Ma71E.

Posicao oH (Jin Hz) oc Posigcao o (Jin Hz) oc
1 1,26 (d, 6,4) 20,9 20 - 166,1
2 3,54 (m) 47,4 21 - 103,3
3 2,23 (m) e 1,25 (m) 36,9 22 - 149,5
4 3,72 (m) 57,6 23 3,36 (m)e2,82(m) 31,6
5 2,23 (m) e 1,68 (m) 31,2 24 233(m)el,73(m) 304
6 2,23 (m) e 1,68 (M) 31,2 25 3,60 (m) 53,7
7 3,74 (m) 57,7 26 241 (m)e 151 (m) 33,2
8 2,28 (m) e 1,25 (m) 34,9 27 3,86 (m) 58,7
9 3,41 (m) 51,7 28 - 149,4
10 - 150,8 29 4,50 (q, 6,3) 48,5
11 1,60 (m) e 1,54 (m) 36,0 30 1,37 (d, 6,3) 247
12 1,41 (m) 26,2 31 1,72(m)e 1,54 (m) 36,0
13 1,34 (m) 30,5- 32 1,41 (m) 26,3
30,8
14 1,34 (m) 30,5- 33 1,34 (m) 30,5-
30,8 30,8
15 1,34 (m) 30,5- 34 1,34 (m) 30,5-
30,8 30,8
16 1,34 (m) 26,7 35 1,34 (m) 30,5-
30,8
17 1,63 (m) e 1,54 (m) 37,2 36 1,34 (m) 30,5-
30,8
18 4,99 (m) 72,8 37 1,28 (m) 33,2
19 1,25 (d, 6,4) 20,6 38 1,32 (m) 23,8
39 0,90 (3H, t, 7,0) 14,6

Figura 103. Proposta de fragmentacéo para o composto MA71E.
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Figura 104. Espectro de MSMS do ion m/z 651,5335 [M+H]* do composto MA71E, TR
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Figura 105. Espectro de HRMS do composto MA71E, TR = 5,1’
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Figura 106. Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ composto 43Q326,

eluicdo em gradiente exploratério 20-100% organico.
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Figura 107. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ do composto 43Q326, TR =
15,4,
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Figura 108. Cromatograma HPLS-UV deteccdo em 300 nm do composto 43Q326,

eluicdo em gradiente exploratério 20-100% organico.
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Figura 109. Absorcdo UV do composto 43Q326.
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Figura 110. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto 43Q326.

(Comparativo com o Ma71E obtido anteriormente).
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Figura 111. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CD30OD) do composto 43Q326.

Figura 112. Espectro de RMN de 'H-Noesy (600 MHz, CD3OD) do composto 43Q326,

acoplamento entre os prétons dos carbonos C-3 e C-5 (Tabela 13).




Figura 113. Espectro de RMN de *H-Noesy (600 MHz, CD30D) do composto 43Q326,

acoplamento entre os prétons dos carbonos C-7 e C-9 (Tabela 13).
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Figura 114. Espectro de RMN de *H-Noesy (600 MHz, CD30D) do composto 43Q326,

acoplamento entre os prétons dos carbonos C-25 e C-27 (Tabela 13).
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Figura 115. Espectro de UV do composto 43Q326.
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Figura 116. Espectro de dicroismo do composto 43Q326.
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4.5.3. Identificacdo estrutural da batzelladina F

A substancia 71BC313 foi isolada como um 6leo marrom. A desreplicacao foi
realizada utilizando o dado de espectrometria de massas de baixa resolugcao de 71BC313
e realizando-se busca na literatura (PATIL, A. D.; et al). A analise de HPLC-ELSD-MS de
71BC313 mostrou a presenca de um ion [M+2H]** em m/z 313,4 [M+H]* e em m/z 625,4

[M+H]* referente ao pico cromatografico com TR = 13,5 min (Figura 120 e Figura 121).

A partir dos espectros de RMN de H e **C do composto 71BC313 (Figura 118 e
Figura 119) foi possivel a identificacdo da substancia batzelladina F (Tabela 14). A
andlise cuidadosa dos espectros de RMN de H e 13C comparativamente com os dados
tabelados dos alcaloides batzeladinicos reportados anteriormente corroboraram para a
sua identificacdo. A presenca do duplo-dupleto no RMN 'H, com valor anotado de
deslocamento quimico 3,08 (dd, 1H, 4,6; 3,3), figura 122, foi determinante para a
diferenciacdo do composto para os demais de sua classe, uma vez que outros compostos
nao apresentaram este sinal tabelado. (PATIL, A. D.; etal; 1997, PATIL, A. D.; etal; 1995,
HUA, H.; et al; 2007).

Ha discordancia entre a tabulacdo do artigo que identificou a batzelladina F em
comparacao ao artigo que discute a batzelladina L em comparacdo a F publicado
posteriormente, quanto ao nimero de carbonos na cadeia alifatica do grupo ester que
une os grupos guanidinicos (PATIL, A. D.; et al; 1997, HUA, H.; et al; 2007).

A subfracdo 43M obtida no item 4.4.2.3 correspondente a batzelladina F ainda
apresentando impurezas associadas a alcaloides minoritarios homélogos, o acimulo da
substéancia foi feito a partir da fracdo 43M e 43N seguindo o procedimento descrito no
item 4.4.4.1.

Figura 117. Estrutura do composto 71BC313 (HUA, H. et al).
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Figura 118. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto 71BC313.
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Tabela 14. Comparacéo dos dados de RMN de *H e 3C (14,1 T) para a substancia

71BC313 com os dados reportado na literatura para a batzelladina F.

31371BC batzelladina F
(Patil et al., 1997)
Posicéo oH (J in Hz) oc oH (Jin Hz) oc
1 1,25 (d, 3H 6,3) 20,7 1,26 (d, 3H, 6,3) 20,7
2 3,55 (m, 1H) 47,3 3,52 (m, 1H) 47,2
3 2,25 (m, 1H) 36,8 2,20 (m, 1H) 36,9
1,25 (m, 1H) 1,25 (m, 1H)

4 3,73 (m, 1H) 57,6 3,72 (m, 1H) 57,5
5 2,22 (m, 1H) 31,1 2,20 (m, 1H) 31,1
1,68 (m, 1H) 1,67 (m, 1H)

6 2,22 (m, 1H) 31,1 2,20 (m, 1H) 31,1
1,68 (m, 1H) 1,67 (m, 1H)

7 3,73 (m, 1H) 57,5 3,72 (m, 1H) 57,4
8 2,26 (m, 1H) 34,8 2,28 (m, 1H) 34,8
1,22 (m, 1H) 1,21 (m, 1H)

9 3,4 (m, 1H) 51,6 3,40 (m, 1H) 51,6
10 - 150,6 - 151,2
11 1,63 (m, 1H) 35,9 1,60 (m, 1H) 35,8
1,55 (m, 1H) 1,54 (m, 1H)

12 1,30 (m, 2H) 26,2 1,30 (m, 2H) 26,2
13 1,30 (m, 2H) 30,7/30,6/30,4/30,3 1,30 (m, 2H) 30,5
14 1,30 (m, 2H) 26,6 1,30 (m, 2H) 26,5
15 1,60 (m, 1H) 36,9 1,60 (m, 1H) 36,9 x
1,54 (m, 1H) 1,54 (m, 1H)

16 4,97 (m, 1H) 73,4 4,97 (m, 1H) 73,3
17 1,25 (d; 3H; 6,1) 20,4 1,24 (d, 3H, 6,5) 20,5
18 - 170,4 - 170,3
19 3,08 (dd, 1H, 4,6; 45,6 3,06 (dd, 1H, 4,6; 45,6
3,3) 3,3)

20 3,95 (m, 1H) 58,0 3,94 (m, 1H) 57,9
21 2,25 (m, 1H) 29,2 2,24 (m, 1H) 29,2
1,62 (m, 1H) 1,62 (m, 1H)

22 2,21 (m, 1H) 31,4 2,18 (m, 1H) 31,4
1,67 (m, 1H) 1,63 (m, 1H)
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23
24

25
26
27
28
29

30
31
32
33
34
35
36
37

3,56 (M, 1H)
2,35 (m, 1H)
1,44 (m, 1H)
3,54 (m, 1H)
3,84 (M, 1H)
1,27 (d,3H 6,7)
1,63 (m, 1H)
1,55 (m, 1H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
0,9 (m, 3H, 7)

57,3
34,2

53,2
151,2
49,9
18,5
37,0

26,2
30,7/30,6/30,4/30,3
30,7/30,6/30,4/30,3
30,7/30,6/30,4/30,3
30,7/30,6/30,4/30,3

32,9

23,7

14,4

3,52 (M, 1H)
2,34 (m, 1H)
1,42 (m, 1H)
3,53 (M, 1H)
3,82 (M, 1H)
1,27 (d, 3H, 6,7)
1,64 (m, 1H)
1,54 (m, 1H)
1,33 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
1,30 (m, 2H)
0,90 (m, 3H, 7)

57,3
34,2

53,2
151,6
49,9
18,5
36,9

26,2
30,5
30,5
30,5
30,5
33,0
23,7
14,5

Figura 119. Espectro de RMN de *3C (150 MHz, CD30D) do composto 71BC313.
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Figura 120. Espectro de massas ESI-quadrupolo MS+ do composto 71BC313.
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Figura 121.

mz

Cromatograma HPLS-ESI-MS em modo TIC MS+ do composto 71BC313,

eluicdo em gradiente exploratério 20-100% organico.

Figura 122.
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4.6. Avaliacado das atividades bioldgicas in vitro e in vivo dos compostos

batzelladinicos da esponja monanchora arbuscula

4.6.1. Atividade in vitro da batzelladina L, batzelladina F e do composto

minoritario Ma71E contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas multirresistentes a farmacos (ESKAPE) (realizados pelo grupo

coordenado pelo Dr. André G. Tempone, Instituto Butantan)

A tabela 15 apresentam os resultados das bioatividades contra as bactérias mul-

tirresistentes de acronimo ESKAPE:

Tabela 15. Atividade antibacterial dos alcaléides contra as cepas de bactérias gram-po-

sitivas e gram-negativas multirresistentes a farmacos.

ESKAPE cepa Gram Marcador de Batzelladina L | Batzelladina F | Ma71E
Bacteria P (+/-) resisténcia MIC (uM) MIC (uM) MIC (uM)
29212 (+) Susceptivel 2200 12,5 NT
Enterococcus Carbapenems
faecalis 5Ai|-2-|;9% aminoglicosideos, 3,12 25 NT
fluoroquinonas
Staphylococcus | 25923 (+) Susceptivel 3,12 6,25 12,5
aureos 33591 oxacilina 1,56 6,25 12,5
700603 ) Susceptivel 25 200 100
Klebsiella Id- Carbapenems,
pneumoniae aminoglicosideos, 12,5 50 100
146/19 )
fluoroquinonas
19606 O] Susceptivel 25 =200 NT
Acnetobacter Id Carbapenems,
baumani . aminoglicosideos, 25 100 NT
261/16 )
fluoroquinonas
27853 O] Susceptivel 50 =200 NT
i
6065/06 amlnogllc93|deos, 25 2200 NT
fluoroquinonas
Enterobacter ) Susceptivel 25 200 NT
cloacae 534/17 Vancomicina 25 200 NT

NT = ndo testado.

Observa-se na Tabela 15 que a batzelladina L apresentou atividade com MIC

(minima concentracdo inibidora) micromolares frente a todos os patégenos, com a

batzelladina L apresentando menor valor de 1,56 frente ao Staphylococcus &aureos

resistente a oxacilina, enquanto a batzelladina F apresentou valores 10 vezes maiores que a
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batzelladina L, comparativamente para um mesmo patégeno, como o Enterobacter cloacae,
sendo, portanto, em comparacdo a seus homologos avaliados a mais bioativa. O
composto Ma71E, apresenta dois prétons a menos e uma ligacao dupla a mais em sua
estrutura, enquanto a batzelladina F apresenta 2 unidades de CH2 a menos na cadeia
alifatica lateral, tais diferencas sdo bons comparativos iniciais para a compreensao da

relacdo entre a estrutura quimica do composto e suas bioatividades.

4.6.2. Atividade in vitro antiplasmodial contra P. falciparum da batzelladina L e da

batzelladina F

Os compostos foram testados in vitro em diluicdo seriada contra o P. falciparum
sincronizados na fase do anel, o valor de ICso foi determinado a partir das curvas con-

centracao-resposta geradas. (Iltem 3.1.6)

O composto foi testado contra células de hepatocarcinoma humanas HepG2, os
compostos foram visualizados em microscoépio Optico apds adicdo na placa com células,
para avaliar se ocorreu sua precipitacdo e validar a concentracao inicial ideal de cada
composto testado. A tabela 16 apresenta o indice de seletividade do composto (IS),

sendo este a razdo entre ICsoP-fal / |CsoHerPG2,

Tabela 16. Avaliacdo da atividade antiplasmodial contra P. falciparum (ICsoP-fac), citotoxi-
cidade em células de hepatocarcinoma humano (ICs0"eP%?) e valor do indice de seletivi-

dade dos compostos.

Composto IC50%P7 (nM) | 1Cs0™ePC2 = (UM) IS
Batzelladina L 118 + 20 6+1 47
Batzelladina F 125+ 13 10,6 + 0,3 85

Artesunato 13+2 nd nd

O composto batzelladina L apresentou atividade contra o P. falciparum (cepa 3D7,
sensivel a cloroquina), na faixa submicromolar (ICs0%P” = 118 nM). Esse dado concorda
com a atividade inibitéria previamente observada para a batzelladina L contra o P.
falciparum (ICso = 0,3 uM, cepa FcB1, resistente a cloroquina, (Laville, R.; et. al.; 2009).
Além disso, o composto apresentou moderada atividade citotoxica em células HepG2
ICs0™ePG2 = 6 uM, contudo devido a sua potente atividade inibitoria contra o parasita, o

indice de seletividade (IS) determinado foi 47, sendo que compostos acima de 10 séo
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promissores para o processo de descoberta de novos candidatos a farmacos
antimalaricos.

O composto batzelladina F apresentou atividade contra o P. Falciparum (cepa
3D7) comparavel com o obtido para a batzelladina L, com valor ICs0%P” = 125 nM e sua
citotoxicidade cerca de duas vezes menor do que a batzelladina L com valor de 1CsoHerG2
= 10,6 = 0,3 uM, resultando em IS duas vezes maior para a batzelladina F em
comparacao com a batzelladina L, sugerindo que o tamanho da cadeia lateral alifatica
ligada ao grupo guanidinico da direita pode estar relacionado com a reducdo da
citotoxicidade do composto.

Os resultados obtidos para as bioatividades e citotoxicidades dos produtos
naturais guanidinicos batzelladinicos apresentados neste trabalho, sdo dados relevantes
para os grupos de quimica medicinal e sintese organica que buscam sintetizar analogos
guanidinicos e modifica-los quimicamente para aumentar sua bioatividade. Pois, estes
apresentam-se ativos in vitro contra as cepas resistentes (Laville, 2009) e sensiveis a
cloroquina.

Os resultados de citotoxicidades e IS obtidos, juntamente aos estudos in vivo
apresentados a seguir sdo um bom ponto de partida para embasar o desenvolvimento

de novos farmacos sintéticos por outros grupos de pesquisa em trabalhos posteriores.

Figura 123. Curva concentracéo-resposta contra cepa 3D7 de P. falciparum.

Artesunate
Batzelladina L Batzelladina F ICsy =u1 4.8 nM
120~ Cso™ =131.4 M 120+ 1Cs0 =1159nM 120
=~ 80+ =~ 80 o 807
T i =
2 40+ 2 404 g 404
> = >
0 T T 1 0 T T T 1 0 ! I ! !
10 100 1000 10000 04 1 10 100 100010000 0.1 1 10 100 1000
Concentragdo (uM) Concentragdo (nM) Concentracao (nM)
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Figura 124. Curva concentracdo-resposta contra células HepG2.
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Atividade in vivo antiplasmodial contra P. falciparum da batzelladina L

(realizados pelo grupo coordenado pelo Professor Rafael V. C. Guido, IFSC-

USP)

A atividade antimalarica da batzelladina L (ICs0°®” = 0,4 + 0,1 uM) foi avaliada in

vivo, em camundongos infectados com P. berguei, em um experimento. O percentual de

reducado de parasitemia foi calculado em relagéo ao grupo controle néao tratado, nos dias
50, 8° e 11° ap6s a infeccdo na dose de 50 mg/Kg (Tabela 17). A substancia foi

considerada ativa in vivo quando apresentou reducdo de 30% ou mais da parasitemia

(Vide 3.1.6).

A batzelladina L apresentou reducdo de 33% da parasitemia, valor proximo ao

limiar estabelecido. A figura 124 apresenta a % reducao da parasitemia frente ao controle.

Tabela 17. Célculo do percentual de reducdo da parasitemia in vivo contra P. berguei:

Composto Dose _% Paras_itemia _ _ % Red_ugéo _
(mg/Kg) | 5°dia | 8°dia | 11°dia | 5°dia | 8°dia | 11°dia
Batzelladina L 50 2+1 4+1 9+1 33 20 18
Cloroquina 50 0 0 0 100 100 100
Controle - 31 5+£1 | 11+1 - - -
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As figuras

125 — 127 apresentam os dados da reducdo da parasitemia dos ca-

mundongos infectados pelo P. berguei (Cepa NK65) tratados com batzelladina L e com

cloroquina, em diferentes dias apés a infeccdo em comparacao ao controle.

Figura 125. Porcentagem de reducado da parasitemia da batzelladina L em relacdo ao

controle.
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Figura 126. Evolucao da parasitemia dos animais tratados e dos controles: Parasitemia

média em camundongos infectados pelo P. berguei (cepa NK65) tratados com

batzelladina L e com cloroquina, avaliada em diferentes dias apos a infeccao.
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Figura 127. Taxa de sobrevivéncia dos animais infectados pelo P. berguei (cepa
NK65), tratados com batzelladina L, com cloroquina e do controle, durante a duracao do
experimento (30 dias).
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Observa-se que no ensaio in vivo contra P. berguei a batzelladina L apresentou
porcentagem de inibicdo de 33% no 5° dia pés-tratamento (Figura 125). O valor obser-
vado para a inibicdo esta proximo do valor minimo considerado para a classificagcao de
um composto com atividade in vivo (> 30%). As porcentagens de parasitemia in vivo entre
o controle e a batzelladina L nos dias avaliados ndo mostraram diferenca estatistica sig-
nificante, tal resultado pode ser justificado pelo nUmero muito baixo de animais utilizados
(n = 3) e pelarealizagao de apenas um experimento (Vide Figura 125, p-valor entre 0,662
e 0,226, ideal <0,05). Mas ficou evidente o efeito da influéncia da atividade do farmaco
na sobrevida dos animais (Figura 127), evidenciando que o composto batzelladina L
apresenta potencial farmacoldgico contra maléria, inclusive contra a cepa resistente a
cloroquina do patogeno, conforme evidenciado nos testes in vitro anteriormente (Laville,
2009).

Portanto, os resultados observados para bioatividade in vivo da batzelladina L fo-
ram de grande importancia para a comunidade cientifica de produtos naturais e de qui-
mica medicinal, uma vez que esta é a primeira avaliagdo in vivo desenvolvida utilizando
produtos naturais da classe dos alcaldides batzelladinicos contra malaria.

Como os experimentos in vivo necessitam de grande quantidade de produto natu-
ral com elevado grau de pureza, um namero maior de experimentos ou de animais seria
ainda mais desafiador e inviavel, tanto pelo comité de ética que aprova o uso de animais
guanto para obtencao e acumulo do composto partindo de uma fonte natural. Sendo as-

sim este objetivo e o de avaliar compostos modificados um préximo passo a ser buscado
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por grupos de sintese e quimica medicinal, embasados pelos resultados aqui apresenta-
dos.

Experimentos de inibigdo da parasitemia in vivo com 15 mg da batzelladina F en-
contram-se em andamento, o0s resultados experimentais e a comparacao de sua inibicao
com a inibicdo apresentada para a batzellaina L sera um tépico a ser discutido e apre-
sentado posteriormente pelo Grupo de Quimica Orgéanica de Sistemas Bioldgicos, pelo
Prof. Dr. Roberto Berlinck e pelo Pr. Dr. Rafael Guido e equipe, em trabalhos futuros.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Aos 08 de janeiro de 1772.

Que homens séo aqueles, cuja alma pende inteira do cerimonial e durante
longos anos encaminham todos seus esforgos no fito de poderem ocupar um lugar
mais perto da cabeceira da mesal! Nao quer dizer que ndo tenham ocupagdes, longe
disso... Esses futeis embates d@o-lhes muitas tarefas, impedindo-os de dar cabo a
coisas bem mais importantes. [...]

Loucos que sdo! Se mostram incapazes de ver que o lugar é a coisa menos
importante e que aquele que ocupa o primeiro, raras vezes desempenha o papel
principal! [...]

Os Sofrimentos do Jovem Werther, Johann Wolfgang Goethe — L&PM pocket, 2001

A compreensdo das propriedades cromatograficas das fracBes resultantes que
apresentavam os compostos batzelladinicos em misturas de homologos foi fundamental
para a obtencdo dos alcaloides majoritarios batzelladina L e batzelladina F em
guantidades suficientes para sua investigacdo in vivo. Para isso diferentes colunas,
diferentes fases estacionarias e diferentes condicbes cromatograficas de eluicdo em
modo gradiente foram estudadas tanto em sistema cromatografico analitico HPLC-UV-
MS quanto sistemas preparativos HPLC-UV, e os protocolos de purificacdo foram

descritos exaustivamente no presente trabalho.

Utilizando as condi¢cdes cromatograficas desenvolvidas, foi possivel a obtencéo
de mais de 70 mg e 15,3 mg dos alcaloides majoritarios batzelladina L e batzelladina F
respectivamente, resultaram em quantidades suficientes do composto batzelladina L para
serem desenvolvidos 0s ensaios in vivo contra malaria e leishmania. Mas, os
experimentos in vivo contra o patdgeno causador da Leishmania, encontram-se em
andamento, e nao foram concluidos a tempo de serem apresentados e discutidos no

presente trabalho.

Foi ainda possivel no tempo de duracéo deste projeto a obtencdo de 5 mg de um
alcaloide minoritario novo, sendo que somente 2 mg encontram-se disponiveis, pois 3

mg foi contaminado e perdido durante uma falha instrumental do HPLC preparativo.

A batzelladina L e a batzelladina F tiveram suas atividades testadas in vitro contra
malaria (P. falciparum) e in vivo em camundongos infectados pelo P. berguei (cepa
NK65), e também contra as cepas de bactérias multirresistentes a farmacos ESKAPE,
apresentando bioatividades com valores na faixa micro e nano molar. Mas, os

experimentos in vivo para a batzelladina F ainda néo foram concluidos.
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Os compostos batzelladina L e batzelladina F apresentaram ICs0%®7 = 118 + 20 e
e 125 £ 13 nM e IS = 45 e 85 respectivamente, in vitro. A batzelladina F apresentou
menor citotoxicidade e portando, maior IS, sugerindo que ha alguma relacdo entre o
tamanho da cadeia alifatica lateral e a citotoxicidade do alcaloide guanidinico. A
batzelladina L in vivo inibiu em 33% a evolugdo da doenca no 5° dia de infeccdo e
prolongou a vida dos animais infectados. Ambos o0s resultados in vivo e in vitro
apresentados contribuiram para a pesquisa de produtos naturais com dados de
toxicidade e indice de seletividade dos compostos estudados, sendo um bom ponto de
partida para os grupos de sintese, derivativagdo e quimica medicinal para trabalhos com

compostos guanidinicos batzelladinicos sintéticos.
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Anexo A: Caracterizacdo por HPLC-ELSD-UV-MS das fracdes do primeiro
fracionamento por Sephadex LH-20 de AcMA17.

Figura 128. Cromatograma da amostra AcCMA17_1 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.

0.021
o}
<

0.00

) I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘
0.00 500 1000 15.00 2000 25.00 3000 3500 40,00
Mnutes

Figura 129. Cromatograma da amostra AcMA17_1 por HPLC-ELSD.
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Figura 130. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_1 por HPLC-MS.
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Figura 131. Cromatograma da amostra ACMA17_43 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 132. Cromatograma da amostra AcCMA17_43 por HPLC-ELSD.

Figura 133. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43 por HPLC-MS.
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Figura 134. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do da amostra ACMA17_43.
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Figura 135. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra ACMA17_43.
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Figura 136. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do da amostra ACMA17_43.
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Figura 137. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do da amostra ACMA17_43.
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Figura 138. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do da amostra ACMA17_43.
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Figura 139. Cromatograma da amostra AcMA17_61 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 140. Espectro de UV representativo dos picos da amostra ACMA17_61.
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Figura 141. Cromatograma da amostra AcCMA17_61 por HPLC-ELSD.

Figura 142. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra ACMA17_61.
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Figura 143. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra ACMA17_61.
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Figura 144. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_61.
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Figura 145. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra ACMA17_61.
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Figura 146. Cromatograma da amostra AcMA17_64 por HPLC-DAD monitorado em 254
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Figura 147. Espectro de UV representativo dos picos da amostra ACMA17_64.
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Figura 149. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_64 por HPLC-MS.
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Figura 150. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do do pico mais intenso da
amostra AcCMA17_64.
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Figura 151. Cromatograma da amostra AcMA17_68 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.

0.020—|
5 0010
2 ]

0.000—

T T
0.00 5.00 10.00 15.00

T ] ] T
20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Minutes

Figura 152. Espectro de UV representativo dos picos da amostra ACMA17_68.
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Figura 153. Cromatograma da amostra AcCMA17_68 por HPLC-ELSD.

MMMMMM

127



Figura 154. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_68 por HPLC-MS.
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Figura 155. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizac&o de alguns picos da amos-

tra AcCMA17_68.
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Figura 156. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_68.
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Figura 157. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_68.
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Figura 158. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢céo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_68.
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Figura 159. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_68.
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Figura 160. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do do pico mais intenso da
amostra AcCMA17_68.
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Figura 161. Cromatograma da amostra AcCMA17_72 por HPLC-DAD monitorado em 254
nm.
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Figura 162. Cromatograma da amostra AcCMA17_72 por HPLC-ELSD.
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Figura 163. Espectro de UV representativo dos picos da amostra ACMAL17_72.
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Figura 164. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢ao de alguns picos da amos-
tra ACMAL17_72.
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Figura 165. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra ACMA17_72.
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Figura 166. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra ACMA17_72.
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Figura 167. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizac&o de alguns picos da amos-

tra ACMA17_72.
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Figura 168. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-

tra ACMA17_72.
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Figura 169. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-

tra ACMA17_72.

15.146 Extracted -104 - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=30

Intensity

3113
B 320.3
5x105—
] 305.3
6]
407 824.3
3x106
1 B36.3
2x109—
] 39.3
1x106+
4 298.2
7 259.6266.2
1153.3 Tl
P e L
! WL

tAS .3
55.0366.2,
\L%L‘.u;.::.m“ S pA1e94322

609.4621.3639.4647.4
ST w
T T

200.00

400.00

600.00
mz

800.00

132

T T
1000.00

1200.



Figura 170. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra ACMAL17_72.
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Figura 171. Cromatograma da amostra ACMA17_105 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 172. Espectro de UV representativo dos picos da amostra AcCMA17_105.

AU

9.806 Extracted

08.7

2216
f
|
|

N
L

1M
04— ||
11
i

Sl !

0.10*‘

0.12-

0.08{
0.05{
0.04{
0.02{

0.00—

S

392.3 432.0446.
VAN A

A

5 475.5

A AN

507.1 537.4 5691 600.7
e

AN A A

6410 §74.0698.572307435  796.4
~t VN QAN AT AARA A A M

T T
300.00

T T T
400.00

T T T
500.00

T T T
600.00

nm

T T T T T T T
700.00 800.00

Figura 173. Cromatograma da amostra AcCMA17_105 por HPLC-ELSD.
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Figura 174. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_72 por HPLC-ELSD.
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Figura 175. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagéo de alguns picos da amos-

tra AcMA17_105.
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Figura 176. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_105.
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Figura 177. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢éo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_105.
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Figura 178. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_105.
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Figura 179. Cromatograma da amostra AcCMA17_121 por HPLC-DAD monitorado em 254
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Figura 180. Espectro de UV representativo dos picos da amostra ACMA17_121.
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Figura 181. Cromatograma da amostra AcCMA17_121 por HPLC-ELSD.

Figura 182. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_121.
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Figura 183. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_121.
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Figura 184. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_121.
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Figura 185. Cromatograma da amostra ACMA17_127 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 186. Espectro de UV representativo dos picos da amostra ACMA17_127.
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Figura 187. Cromatograma da amostra AcCMA17_127 por HPLC-ELSD.
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Figura 188. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizag&o de alguns picos da amos-
tra ACMA17_127.
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Figura 189. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra ACMA17_127.
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Figura 190. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizac&o de alguns picos da amos-
tra ACMAL17_127.
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Figura 191. Cromatograma da amostra AcCMA17_137 por HPLC-DAD monitorado em 254
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Figura 192. Cromatograma da amostra AcCMA17_137 por HPLC-ELSD.
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Figura 193. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_137 por HPLC-ELSD.
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Figura 194. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizac&o de alguns picos da amos-
tra ACMA17_137.
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Figura 195. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_137.
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Figura 196. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra ACMA17_137.
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Figura 197. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacéo de alguns picos da amos-
tra AcCMA17_137.
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Figura 198. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢éo de alguns picos da amos-
tra ACMA17_137.
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Anexo B: Caracterizacdo por HPLC-ELSD-UV-MS das fracdes do segundo
fracionamento por Sephadex LH-20 de AcMA17.

Figura 199. Cromatograma da amostra MA17s2_1 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 200. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_1.
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Figura 201. Cromatograma da amostra MA17s2_1por HPLC-ELSD.
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Figura 202. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_1 por HPLC-MS.
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Figura 203. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_1.
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Figura 204. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_1.
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Figura 205. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_1.

18.678 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60

4x107—|
] 350.2
3x107—|
E ]
5
g ]
£ 2a07
1107 #052 8511
] 2222 302.2 653.4
] 220.2_ ‘320.1 852.1 __654.4
-223.2
v PP ewsetg ™0
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00
mz

Figura 206. Cromatograma da amostra MA17s2_59 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 207. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_59.
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Figura 208. Cromatograma da amostra MA17s2_59 por HPLC-ELSD.
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Figura 209. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_59 por HPLC-MS.
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Figura 210. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_59.
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Figura 211. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_59.
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Figura 212. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_59.
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Figura 213. Cromatograma da amostra MA17s2_63 por HPLC-DAD monitorado em 254
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Figura 214. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_63.
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Figura 215. Cromatograma da amostra MA17s2_63 por HPLC-ELSD.
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Figura 216. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_63 por HPLC-MS.
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Figura 217. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_63.

16.902 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60

304.2
4x107|
3x10'— 346.2
2
7]
g
g 4
£
2x107—
B22.2
1x107—
, 802.2 B47.1
7178.2192.2: 649.4
{02 B48.1350.2
22.1 625.4 050-4
b I u B51.1 623324 g51.4
i u‘l TR 0 L | ; ; ; | 0 ST s ; ; | ; ; ; | ; ;
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00
mz

148



Figura 218. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_63.
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Figura 219. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_63.
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Figura 220. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_63.
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Figura 221. Cromatograma da amostra MA17s2_66 por HPLC-DAD monitorado em 254
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Figura 222. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_66.
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Figura 223. Cromatograma da amostra MA17s2_66 por HPLC-ELSD.
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Figura 224. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_66.
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Figura 225. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_66.
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Figura 226. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_66.
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Figura 227. Cromatograma da amostra MA17s2_68 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 228. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_68.
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Figura 229. Cromatograma da amostra MA17s2_68 por HPLC-ELSD.

Figura 230. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_68 por HPLC-MS.
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Figura 231. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_68.
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Figura 232. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_68.
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Figura 233. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_68.
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Figura 234. Cromatograma da amostra MA17s2_70 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 235. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_70.
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Figura 236. Cromatograma da amostra MA17s2_70 por HPLC-ELSD.
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Figura 237. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_70 por HPLC-MS.

2x108—

Intensity

1x108

T T T [ T T T T ] T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T ] T T T T ] T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.0C

Minutes

Figura 238. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_70.

16.801 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60

304.2
35x107-| B22.2
3.0x107-|
25107
= ]
£ 20a07
= ]
15x107-|
1.0x107
1 B23.2
] 1943 36.2
5.0x100] 625.4
] 302.2
J192.2/220.2 50.2 o
] 51.2 623.5|
o L1 L Ly L h‘F ‘77/3‘66-1 ‘ : ‘,,T,‘,,ﬁz7 ? ‘ ‘
200.00 400.00 600.00 800.00 .0C
mz

154



Figura 239. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_70.
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Figura 240. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_70.
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Figura 241. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_70.
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Figura 242. Cromatograma da amostra MA17s2_71 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 243. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_71.
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Figura 244. Cromatograma da amostra MA17s2_71 por HPLC-ELSD.
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Figura 245. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_71 por HPLC-MS.
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Figura 246. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_71.
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Figura 247. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_71.

17.205 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60

5x10" 304.2
4x107—
336.2
3x107—
N 1
2
g
£
o B850.2
7|
1107 2762 s394
1 220.2
208.3 51.2
B 7 L 623.4640.4651.4
g 52.2366.2 6855
o L.A Il \Lu bl L A ‘ AP L | l L
| | i | T ! ! ! T i ! ! T ! ! T !
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.0C

mz

Figura 248. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_71.
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Figura 249.

Cromatograma da amostra MA17s2_72 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 250. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_72.
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Figura 251. Cromatograma da amostra MA17s2_72 por HPLC-ELSD.

Figura 252. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_72 por HPLC-MS.
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Figura 253. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_72.
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Figura 254. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_72.
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Figura 255. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_72.
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Figura 256. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_72.
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Figura 257. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_72.
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Figura 258. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_72.

23.138 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60

672.5
1.4x107—|
1.2x107—
1.0x107—|
S ]
2 8.0x100-
5 ]
E
B73.4
6.0x10%—]
4.0x106—
2.0x106—| 74.4
] 864 o
0 1733 242.3280.2287.2368.1404.2 467.2468.2 555.1561.3 658.5 k
. T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.0C
mz

160



Figura 259. Cromatograma da amostra MA17s2_81 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 260. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_81.

15.177 Extracted
216.9
M
1
0.25-| |
1
|/
020
] ‘\‘
v |
0.15—
>
2 ]
0.10—
0.05— \ 301.9
] \ =
\ e .
] N S~ 3719 406.7418.8 4550 476.8 4937
o000 — N R
h B e A S B S s B e S e B e |
250.00 300.00 350.00 400.00 450.00

Figura 261. Cromatograma da amostra MA17s2_81 por HPLC-ELSD.
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Figura 262. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_81 por HPLC-MS.
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Figura 263. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_81.
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Figura 264. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_81.
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Figura 265. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢gdo da amostra MA17s2_81.
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Figura 266. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_81.
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Figura 267. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_81.
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Figura 268. Cromatograma da amostra MA17s2_99 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 269. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_99.
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Figura 271. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_99 por HPLC-MS.
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Figura 272. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do da amostra MA17s2_99.
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Figura 273. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_99.
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Figura 274. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_99.
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Figura 275. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra MA17s2_99.

16.910 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60
] 190.2
1.8x107]

1.6x107]
1. 4)(1077
1.2x107]

1.0x107]

Intensity

8.0x105—

6.0x106— b04.2

4 274.2
4.0x106+
4 05.2

6_1
2.0x10 ] 232.2 208.2
1 ‘ I Fea,z,a;gzzzxsz
0.0~y 4 i T T T T T T T T T T T T T T T
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00
mz

165



Figura 276. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra MA17s2_99.
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Figura 277. Cromatograma da amostra MA17s2_113 por HPLC-DAD monitorado em 254
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Figura 278. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_113.
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Figura 279. Cromatograma da amostra MA17s2_113 por HPLC-ELSD.
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Figura 280. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

MA17s2_113.
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Figura 281. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra

MA17s2_113.

Intensity

16.922 Extracted - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=60
204.2

8x100—

] 274.2
6x100—
4x10%—

i 232.2

1622
2x106+

4 p75.2

| n7e.2

33.3
ol L] . P76-2280.43446 543,1547.3583.2
| : : : T : : . : : . : : : T : : :
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00

mz

Figura 282. Cromatograma da amostra MA17s2_121 por HPLC-DAD monitorado em 254

nm.
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Figura 283. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_121.
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Figura 284. Cromatograma da amostra MA17s2_121 por HPLC-ELSD.

Figura 285.

Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_121 por HPLC-MS.
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Figura 286. Espectro de ESI-MS
MA17s2_121.
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Figura 287. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
MA17s2_121.
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Figura 288. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
MA17s2_121.
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Figura 289. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
MA17s2_121.
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Figura 290. Cromatograma da amostra MA17s2_143 por HPLC-DAD monitorado em 254
nm.
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Figura 291. Espectro de UV representativo dos picos da amostra MA17s2_143.
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Figura 292. Cromatograma da amostra MA17s2_143 por HPLC-ELSD.
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Figura 293. Cromatograma de ions totais da amostra MA17s2_143 por HPLC-MS.
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Figura 294. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
MA17s2_143.
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Figura 295. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
MA17s2_143.
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Figura 296. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
MA17s2_143.
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Figura 297. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
MA17s2_143.
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Figura 298. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
MA17s2_143.
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Anexo C: Caracterizacdo por HPLC-ELSD-UV-MS das fracdes do fracionamento

com colunatipo cartucho DiOH.

Figura 299. Cromatograma da amostra DIOH1_Tubo_2 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 300. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH1 _Tubo_2 por HPLC-MS.
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Figura 301. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
DIOH1_Tubo_2.

22.840 Extracted -7 DIOH Monanc - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=30

672.5

1x107
7 673.4

Intensity

] 674.4

5 1167.0179.2203.0 286.2 3281 368.1 413.1419,1444.2473.0509.5568.5 638.6 | -675.4713,9758.5786.6861.6865.2
e e R e .

200.00 30000 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00 1000.00 110000 1200.0C

mz

Figura 302. Cromatograma da amostra DIOH2_Tubo_3 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 303. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH2_Tubo_3 por HPLC-MS.
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Figura 304. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
DiOH2_Tubo_3.
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Figura 305. Cromatograma da amostra DIOH2_Tubo_5 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 306. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH2_Tubo_5 por HPLC-MS.
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Figura 307. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
DIiOH2_Tubo_5.

16.870 Extracted -7 DIOH Monanc - ZQ F1 Scan 150.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=30
7 343.4

6x107—]
. 1
2 ax10'
1] J 320.3
2
2x107
313.3
271.1312.352) || B50-2351.2394. 2439 4 62546394 6855686.5
o R
200.00 300.00 400,00 50000 600.00 700.00 800.00 900.00 1000.00 1100.00 1200.00

mz

174



Figura 308. Cromatograma da amostra DiIOH3_Tubo_15 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 309. Cromatograma de ions totais da amostra DIOH3_Tubo_15 por HPLC-MS.
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Figura 310. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

DIOH3_Tubo_15.
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Figura 311. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH4_Tubo_20 por HPLC-MS.
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Figura 312. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra

DiOH4_Tubo_20.
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Figura 313. Cromatograma da amostra DiOH4_Tubo_25 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 314. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH4_Tubo_25 por HPLC-MS.
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Figura 315. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
DiOH4_Tubo_25.
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Figura 316. Cromatograma da amostra DiOH4_Tubo_30 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 317. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH4_Tubo_30 por HPLC-MS.
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Figura 318. Cromatograma da amostra DiOH5_Tubo_60 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 319. Cromatograma de ions totais da amostra DiOH5_Tubo_60 por HPLC-MS.
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Figura 320. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra

DiOH5_Tubo_60.
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Figura 321. Cromatograma da amostra DiOH5_Tubo_ 60 por HPLC-ELSD.
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Figura 322. Cromatograma da amostra DiOH5_Tubo_90 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 323. Cromatograma de ions totais da amostra DIOH5_Tubo_90 por HPLC-MS.
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Figura 324. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

DIOH2_Tubo_90.
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Figura 325. Cromatograma da amostra DIOH5_Tubo_90 por HPLC-ELSD.
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Figura 326. Cromatograma da amostra DIOH5_Tubo_ 110 por HPLC-DAD monitorado em
254 nm.
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Figura 327. Cromatograma da amostra DiOH5_Tubo_90 por HPLC-ELSD.
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Figura 328. Cromatograma de ions totais da amostra DiIOH5_ Tubo_110 por HPLC-MS.
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Anexo D: Caracterizacdo por HPLC-ELSD-UV-MS das fra¢cdes do fracionamento
por HPLC da fragdo AcMA17_43 em coluna Ph.

Figura 329. Cromatograma da amostra AcCMA17_43A por HPLC-DAD monitorado em 300
nm.
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Figura 330. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43A por HPLC-MS.
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Figura 331. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
ACMAL17_43A.
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Figura 332. Cromatograma da amostra AcCMA17_43A por HPLC-ELSD.
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Figura 333. Cromatograma da amostra AcMA17_43B por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 334. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43B por HPLC-MS.
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Figura 335. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra

AcCMA17_43B.
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Figura 336. Cromatograma da amostra AcCMA17_43B por HPLC-ELSD.
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Figura 337. Cromatograma da amostra AcCMA17_43C por HPLC-DAD monitorado em 300
nm.
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Figura 338. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43C por HPLC-MS.
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Figura 339. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
AcMA17_43C.
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Figura 340. Cromatograma da amostra AcMA17_43C por HPLC-ELSD.
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Figura 341. Cromatograma da amostra AcCMA17_43D por HPLC-DAD monitorado em 300
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Figura 342. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43D por HPLC-MS.
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Figura 343. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

AcCMA17_43D.
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Figura 344. Cromatograma da amostra AcCMA17_43D por HPLC-ELSD.
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Figura 345. Cromatograma da amostra AcCMA17_43E por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 346. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43E por HPLC-MS.
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Figura 347. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcMA17 43E.
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Figura 348. Cromatograma da amostra AcCMA17_43E por HPLC-ELSD.
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Figura 349. Cromatograma da amostra AcCMA17_43F por HPLC-DAD monitorado em 300
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Figura 350. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43F por HPLC-MS.
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Figura 351. Espectro de ESI-MS em
AcMAL17 _43F.

modo positivo de

ionizagcdo da amostra
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Figura 352. Cromatograma da amostra AcCMA17_43F por HPLC-ELSD.
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Figura 353. Cromatograma da amostra AcMA17_43G por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 354. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43G por HPLC-MS.
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Figura 355. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

ACMA17_43G.
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Figura 356. Cromatograma da amostra AcMA17_43G por HPLC-ELSD.
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Figura 357. Cromatograma da amostra AcCMA17_43H por HPLC-DAD monitorado em 300
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Figura 358. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43H por HPLC-MS.
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Figura 359. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

AcMA17_43H.
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Figura 360. Cromatograma da amostra AcCMA17_43H por HPLC-ELSD.
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Figura 361. Cromatograma da amostra AcCMA17_43l por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 362. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43l por HPLC-MS modo

positivo de ionizagéo.
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Figura 363. Espectro de ESI-MS em modo positivo de
ACMA17_43l.
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Figura 364. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43l por HPLC-MS modo

negativo de ionizacao.
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Figura 365. Espectro de ESI-MS em modo negativo de ionizacdo da amostra
AcCMAL17_43l.
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Figura 366. Cromatograma da amostra ACMA17_43l por HPLC-ELSD.
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Figura 367. Cromatograma da amostra AcCMA17_43J por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 368. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43J por HPLC-MS.
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Figura 369. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcMAL17_43J.
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Figura 370. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43l por HPLC-MS modo

negativo de ionizacao.
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Figura 371. Espectro de ESI-MS em modo negativo de ionizacdo da amostra

AcMA17_43l.

17.336 Peak 1 -Diluido - ZQ F2 Scan 120.00-1200.00 ES-, Centroid, V=30
80000.0 358.2

70000.0—
60000.0—|

50000.0—|

Intensity

40000.0—
30000.0
20000.0- B59.3

100000 606.2

360.3

] : 1085.2

4 1571 22237442 3263 714 475.1499.2501.5 27405, | o 882.8916.8 1011 g 220 1100.11160.0

ool i L b e I, D el T "'w‘ X R

200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.0C
mz

674.5711-873
L L1
T

Figura 372. Cromatograma da amostra AcMA17_43J por HPLC-ELSD.
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Figura 373. Cromatograma da amostra AcMA17_43K por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 374. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43K por HPLC-MS.
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Figura 375. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcMA17 43K.
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Figura 376. Cromatograma da amostra AcCMA17_43K por HPLC-ELSD.
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Figura 377. Cromatograma da amostra ACMA17_43L por HPLC-DAD monitorado em 300
nm.
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Figura 378. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43L por HPLC-MS.
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Figura 379. Espectro de ESI-MS em
AcCMAL17 43L.
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Figura 380. Cromatograma da amostra AcMA17_43L por HPLC-ELSD.
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Figura 381. Cromatograma da amostra AcMA17_43M por HPLC-DAD monitorado em

300 nm.
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Figura 382. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43M por HPLC-MS.
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Figura 383. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcCMAL17_43M.

14.562 Peak 1 - ZQ F1 Scan 120.00-1200.00 ES+, Centroid, CV=30

] 313.4
5x107—
4x107
B21.3
5
3x107
=
g 4 B28.3
=3
] B36.3
2x107—|
1x107—
1 311.3 || P42 3343 )
053 bs1a. 625.4
4.3, .
3043 J | ——358-3388.8481.8 6234 (64{;5671 5
T T T " oy T T T A T T T T T T T T
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00

mz

Figura 384. Cromatograma da amostra AcMA17_43M por HPLC-ELSD.
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Figura 385. Cromatograma da amostra AcCMA17_43N por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 386. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43N por HPLC-MS.
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Figura 387. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcMAL17_ 43N.
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Figura 388. Cromatograma da amostra AcMA17_43N por HPLC-ELSD.
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Figura 389. Cromatograma da amostra AcMA17_430 por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 390. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_430 por HPLC-MS.
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Figura 391. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
ACMA17_430.
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Figura 392. Cromatograma da amostra AcCMA17_430 por HPLC-ELSD.
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Figura 393. Cromatograma da amostra AcCMA17_43P por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 394. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43P por HPLC-MS.
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Figura 395. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcMAL17 _43P.
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Figura 396. Cromatograma da amostra AcCMA17_43P por HPLC-ELSD.
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Figura 397. Cromatograma da amostra AcCMA17_43Q por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.
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Figura 398. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43Q por HPLC-MS.
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Figura 399. Espectro de ESI-MS em modo
ACMA17_43Q.
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Figura 400. Cromatograma da amostra AcCMA17_43Q por HPLC-ELSD.
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Figura 401. Cromatograma da amostra AcCMA17_43R por HPLC-DAD monitorado em 300

nm.

0.000—

AU

-0.005—

[ ' I ' I
5.00 10.00 15.00
Minutes

199

T T T
20.00 25.00 30.0C



Figura 402. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43R por HPLC-MS.
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Figura 403. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
AcMA17_43R.
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Figura 404. Cromatograma da amostra AcCMA17_43R por HPLC-ELSD.
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Figura 405. Cromatograma da amostra AcCMA17_43S por HPLC-DAD monitorado em 285

nm.
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Figura 406. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43S por HPLC-MS.
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Figura 407. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra

ACMA17_43S.
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Figura 408. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43S por HPLC-MS modo

negativo de ionizacao.
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Figura 409. Espectro de ESI-MS em modo negativo de ionizacdo da amostra

ACMA17_43S.
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Figura 410. Cromatograma da amostra AcCMA17_43S por HPLC-ELSD.
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Figura 411. Cromatograma da amostra AcCMA17_43T por HPLC-DAD monitorado em 285

nm.
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Figura 412. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43T por HPLC-MS.
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Figura 413. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra

AcMA17_43T.
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Figura 414. Cromatograma da amostra AcMA17_43T por HPLC-ELSD.
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Figura 415. Cromatograma de ions totais da amostra AcMA17_43S por HPLC-MS modo

negativo de ionizagéo.
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Figura 416. Espectro de ESI-MS em modo negativo de ionizacdo da amostra
ACMA17_43S.
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Anexo E: Caracterizacdo por HPLC-ELSD-UV-MS das fracdes de AcMa43_M e do

catalogo dos compostos batzelladinicos minoritarios acumulados.

Figura 417. Cromatograma de ions totais da amostra AcCMA17_43M por HPLC-MS. Con-
dicdo: Gradiente exploratorio, coluna X-Terra RP18, gradiente de 10 até 100% organico

em 20 minutos.
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Figura 418. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra
AcCMAL17 _43M.
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Figura 419. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_A por HPLC-MS. Condic¢é&o:
Gradiente exploratorio, coluna X-Terra RP18, gradiente de 10 até 100% orgéanico em 20

minutos.
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Figura 420. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagéo da amostra 43M_A.
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Figura 421. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_B por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente exploratorio, coluna X-Terra RP18, gradiente de 10 até 100% orgéanico em 20

minutos.
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Figura 422. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 43M_B.
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Figura 423. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_C por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente exploratério, coluna X-Terra RP18, gradiente de 10 até 100% organico em 20

minutos.
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Figura 424. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra 43M_C.
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Figura 425. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_D por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente exploratorio, coluna X-Terra RP18, gradiente de 10 até 100% orgéanico em 20

minutos.
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Figura 426. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 43M_D.
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Figura 427. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_A por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente B.
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Figura 428. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 43M_A.
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Figura 429. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_B por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente B.
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Figura 430. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
ACMAL17_43M.
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Figura 431. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_B por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente B.
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Figura 432. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra
ACMAL17_43M.
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Figura 433. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_C por HPLC-MS. Condicao:
Gradiente B.
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Figura 434. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 43M_C.
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Figura 435. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_D por HPLC-MS.
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Intensity

Figura 436. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 43M_D.
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Figura 437. Cromatograma de ions totais da amostra 43M_D por HPLC-MS. Condicao:

Gradiente B.
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Figura 438. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 43M_D.
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Figura 439. Cromatograma de ions totais da amostra 335 Fonte por HPLC-MS. Condi-

cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 440. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 335_Fonte.
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Figura 441. Cromatograma de ions totais da amostra 335_PA por HPLC-MS. Condicao:

coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 442. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra 335_PA.
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Figura 443. Cromatograma de ions totais da amostra 321_Fonte por HPLC-MS. Condi-

¢do: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 444. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagédo da amostra 43M_D.
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Figura 445. Cromatograma de ions totais da amostra 321 _PuroA por HPLC-MS. Condi-

cao: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 446. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo da amostra 321_PuroA.

8.662 Peak 1 - 321 p - ZQ F1 Scan 100.00-1000.00 ES+, Centroid, CV=30

2.0x107—
15x107]
> ]
5 1ox0™]
g i
o
5.0x10°—
] 306.3°2%%336.3
7 44, .
00 121:5124.5147.7 298.3| ‘ ) 1“ ‘ﬁff”5%5&§37§,.,,8423.2/473.4 611.4641-4642 56717
i e B T R o |
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00 1000.00
mz

216



Figura 447. Cromatograma de ions totais da amostra 312_Fonte por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 448. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 312_Fonte.
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Figura 449. Cromatograma de ions totais da amostra 312_PuroA por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 450. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 312_PuroA.
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Figura 451. Cromatograma de ions totais da amostra 343_Semipuro por HPLC-MS. Con-

dicdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 452. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 343_Semi-

puro.
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Figura 453. Cromatograma de ions totais da amostra 343_PuroA por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 454. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagado da amostra 343_PuroA.
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Figura 455. Cromatograma de ions totais da amostra 311_Semipuro por HPLC-MS. Con-

dicdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 456. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 311 Semi-

puro.
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Figura 457. Cromatograma de ions totais da amostra 311_PuroA por HPLC-MS. Condi-

cao: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 458. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 311 _PuroA
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Figura 459. Cromatograma de ions totais da amostra 325_Semipuro por HPLC-MS. Con-

dicdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 460. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 325_Semi-

puro
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Figura 461. Cromatograma de ions totais da amostra 325 _PuroA por HPLC-MS. Condi-

cao: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 462. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 325 PuroA
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Figura 463. Cromatograma de ions totais da amostra 329 PuroA por HPLC-MS. Condi-

cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 464. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 325 PuroA
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Figura 465. Cromatograma de ions totais da amostra 350 PuroA por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 466. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ioniza¢do da amostra 325 PuroA
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Figura 467. Cromatograma de ions totais da amostra 328 PuroA por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 9 minutos.
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Figura 468. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 328 PuroA
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Figura 469. Cromatograma de ions totais da amostra 312_PuroB por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 470. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagéo da amostra 312_PuroB.
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O composto 312_PuroB apresenta-se em mistura com um composto homaologo

com [m/z]** = 329,3 correspondente a 34 unidades de massa a mais no [m/z]*.
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Figura 471. Cromatograma de ions totais da amostra 311 PuroB por HPLC-MS. Condi-

cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 472. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 311_PuroB.
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Figura 473. Cromatograma de ions totais da amostra 329 PuroB por HPLC-MS. Condi-

céo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 474. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 329 PuroB.
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Figura 475. Cromatograma de ions totais da amostra 328_PuroB por HPLC-MS. Condi-

cao: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 476. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 328 _PuroB.
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Figura 477. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagédo da amostra 325_PuroB.
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Figura 478. Cromatograma de ions totais da amostra 321 _PuroB por HPLC-MS. Condi-

cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 479. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 321_PuroB.
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Figura 480. Cromatograma de ions totais da amostra 335 _PuroB por HPLC-MS. Condi-

cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 481. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 335_PuroB.
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Figura 482. Cromatograma de ions totais da amostra 343_PuroB por HPLC-MS. Condi-
cdo: coluna X-Terra RP18, gradiente de 30 até 100% organico em 20 minutos.
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Figura 483. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo da amostra 343 _PuroB.
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Figura 484. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto 312_PuroB.
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Figura 485. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CDz0D) do composto 312_PuroB.
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Figura 486. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto 311_PuroB.
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Figura 487. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CD30D) do composto 311_PuroB.
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Figura 488. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto 335_PuroB.

pi ppm cre pho = 27.10 p

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4 3 2 1 [ppm]

Figura 489. Espectro de RMN de 3C (150 MHz, CDz0D) do composto 335_PuroB.
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Figura 490. Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD30D) do composto 329 PuroB.
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As amostras mais puras foram enviadas para obtenc&o dos experimentos de RMN,
sendo estas a 335_PuroB e as amostras 312_PuroB e 311 _PuroB. Em caso positivo de
sua elucidacéo estrutural apesar da baixa quantidade de material acumulada, as amos-
tras seguintes serdo analisadas: 329 _PuroB, 321 _PuroB e 325 PuroB por RMN.

As amostras 312 PuroB e 311 PuroB foram enviadas primeiro por estarem dis-
poniveis em maior quantidade (cerca de 1 mg), mas estas encontram-se em misturas
com outros compostos homélogos, o que tem dificultado sua elucidacéo estrutural, prin-
cipalmente ao serem analisados o0s seus espectros bidimensionais (omitidos do Anexo).

As demais amostras obtidas apresentam mais impureza do que as selecionadas
para avaliacdo por RMN, e ndo serdo priorizadas as suas analises.

O composto 335_PuroB obtido em excelente pureza, mas em menor quantidade
que os 312_PuroB, 311_PuroB teve seus espectros de 'H e 3C obtidos para verificar se
seria possivel sua elucidacao estrutural, como modelo para os demais minoritarios obti-
dos em quantidade menor de 1 mg.

Foi verificado em seu RMN 13C que, conforme ja era esperado, houve sinais au-
sentes: Esperava-se a visualizacéo de dois sinais préximos de 150 em seus *3C dos seus
carbonos guanidinicos, que frequentemente séo de dificil visualizagdo para esta quanti-
dade em massa e para este tipo de estrutura.

Isso foi observado para o minoritario 329_PuroB no H, cujas integrais estdo com
valores bem abaixo do esperado, por isso, nao fazia sentido seguir obtendo os espectros
de RMN 3C e bidimensionais para os demais minoritarios obtidos em quantidades menor
do que 1 mg apresentados no catalogo e neste anexo. Pois, para garantir a elucidacao
estrutural desta classe de composto seria necessario mais tempo de dedicacdo ao pro-
jeto desenvolvendo um trabalho semelhante ao que foi realizado com o composto mino-
ritario 43Q-326 discutido no texto principal, onde foi feita a busca do composto em outras
fracOes. Ou ainda, poderia ser necessario partir desde o extrato da fracdo acetato de etila

da esponja.
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