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NATURAL PRODUCTS FROM THE ASCIDIAN Botrylloides giganteum, FROM THE SPONGES Verongula gigantea, Ircinia
felix, Cliona delitrix AND FROM THE NUDIBRANCH Tambja eliora, FROM THE BRAZILIAN COASTLINE. Two new marine
metabolites, 3Z, 6Z, 9Z-dodecatrien-1-ol (1) from the ascidian Botrylloides giganteum and 4H-pyran-2ol acetate from the sponge
Ircinia felix (4) are herein reported. The known bromotyrosine compounds, 2-(3,5-dibromo-4-methoxyphenyl)-N,N,N-
dimethylethanammonium (2) and 2,6-dibromo-4-(2-(trimethylammonium)ethyl)phenol (3), have been isolated from the sponge
Verongula gigantea. Serotonin (5) is reported for the first time from the sponge Cliona delitrix, and tambjamines A (15) and D

(16) isolated as their respective salts from the nudibranch Tambja eliora. Only tambjamine D presented cytotoxicity against CEM
(IC,, 12.2 ug/mL) and HL60 (IC,  13.2 ug/mL) human leukemya cells, MCF-7 breast cancer cells (IC, 13.2 ug/mL), colon HCT-8
cancer cells (IC,; 10.1 pg/mL) and murine melanoma B16 cancer cells (IC,; 6.7 ug/mL).

Keywords: marine sponge; nudibranch; ascidian.

INTRODUCAO

O estudo da biodiversidade em todas suas facetas € prioridade
global, como reconhecido na Conferéncia das Nacdes Unidas sobre
Meio Ambiente e Desenvolvimento (UNCED — Rio de Janeiro, 1992).
Devido a sua enorme biodiversidade o Brasil tem papel importante a
desempenhar, e o levantamento dos recursos biolégicos nas 200 mi-
lhas da Zona Econdmica Exclusiva de nossa costa maritima insere-
se de forma marcante neste contexto mais amplo. O levantamento de
recursos brasileiros em espécies marinhas ainda € incipiente, levan-
do-se em conta que outras nagdes aceleram seus programas em qui-
mica e farmacologia de organismos marinhos, almejando a obtencéo
de patentes para moléculas de interesse farmacoldgico derivadas
destes organismos.

A quimica de produtos naturais marinhos constitui um ramo da
quimica de produtos naturais que atingiu exceléncia em pesquisa a
partir dos anos 80. Atualmente, s3o conhecidas mais de 10.000 subs-
tancias do metabolismo secunddrio de invertebrados e microorganismos
marinhos, muito menor do que o nimero de substancias isoladas a
partir de plantas e microorganismos terrestres, cerca de 150.000 no
total'. A diversidade estrutural dessas substincias, associada as suas
atividades bioldgicas, tem atraido continuamente a atencdo de diver-
sos grupos de pesquisa do mundo inteiro®. Todavia, no Brasil, a pes-
quisa em produtos naturais de origem marinha € ainda incipiente, ape-
sar de ter sido iniciada hd mais de 30 anos, segundo Kelecom?®*.

Ao longo dos tltimos anos, temos continuamente investigado o

*e-mail: rgsberlinck@iqgsc.usp.br

metabolismo secunddrio de invertebrados e microorganismos mari-
nhos, objetivando ndo somente o isolamento de produtos naturais
biologicamente ativos, mas também estruturalmente inéditos ou
taxonomicamente relevantes™'*, focalizando particularmente produ-
tos naturais de esponjas e ascidias. Esses dois grupos de invertebrados
tém sido continuamente explorados durante os ultimos 25 anos, de-
vido ao potencial de aplicacdo farmacoldgica de vdrias substincias
isoladas desses animais'>. Um levantamento realizado por pesquisa-
dores do “National Cancer Institute” indicou que, dentre as fontes
naturais de substdncias anti-tumorais, os organismos marinhos sao
os que forneceram o maior nimero de extratos organicos com altas
porcentagens de atividade anti-tumoral'®"”. Dentre as substincias anti-
tumorais oriundas de invertebrados marinhos hoje em avaliac¢do cli-
nica I e II, duas t€ém origem em esponjas, um de octocoral, um de
briozodrio, e trés em ascidias'®, o que demonstra o grande potencial
destes animais na produgdo de substancias bioativas.

Neste trabalho apresentamos a investigacdo quimica de diferen-
tes invertebrados marinhos. Relatamos o isolamento de quatro pro-
dutos naturais inéditos na literatura: um dlcool poliinsaturado a par-
tir da ascidia Botrylloides giganteum, de dois compostos aromaticos
biogeneticamente derivados da dibromotirosina, a partir da esponja
Verongula gigantea e o isolamento de um derivado piranico a partir
da esponja Ircinia felix. Também relatamos pela primeira vez o iso-
lamento da serotonina a partir da esponja Cliona delitrix. As
tambjaminas A e D foram aqui isoladas pela primeira vez na forma
de sais, a partir do nudibranquio 7ambja eliora. Também sdo apre-
sentados os resultados de testes de atividade citotoxica realizados
com a tambjamina D, previamente desconhecidos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Investigacio quimica da ascidia Botrylloides giganteum

O extrato metandlico da ascidia Botrylloides giganteum obtida
no costao rochoso da Praia do Cabelo Gordo de Fora (Sao Sebas-
tido, SP) apresentou atividade antibiética moderada contra
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, e foi submetido a uma
série de separagdes cromatograficas (ver Parte Experimental). Obte-
ve-se uma frag¢@o contendo o dlcool 3Z, 6Z, 9Z-dodecatrien-1-ol (1),
na forma de um sélido vitreo. Seu espectro de massas em modo FAB
apresentou um pico de fon molecular [M+H]* em m/z 181. Uma
medida de alta resolucdo neste sinal indicou a férmula C,,H, O para
1 (medido para C ,H, O: 181.15899, Amu —1.39 ppm), a qual apre-
senta indice de deficiéncia de hidrogénios (IDH, ou niimero de nio-
saturagdes) igual a trés. A presenga de trés duplas ligacdes foi facil-
mente observada nos espectros de RMN C (BBD) e HSQC de 1,
além de cinco grupos metileno e um grupo metila. A estereoquimica
Z foi definida para as trés duplas ligagdes presentes em 1, de acordo
com os deslocamentos quimicos abaixo de & 30,0 observados para
os grupos metileno alilicos, bem como por compara¢do com dados
da literatura'®?'. A posi¢do das duplas ligacdes foi estabelecida por
andlise dos espectros COSY 'H-'H e HMBC. O grupo metilénico
carbindlico em & 3.69 mostrou estar adjacente ao grupo metileno em
8 2.30 e este, por sua vez, vizinho ao metino sp*> em & 5.35. J4 o grupo
metila em & 0.93 mostrou estar acoplado com o metileno em & 2.04,
o0 qual por sua vez acopla com o metino sp? em & 5.32. Acoplamentos
'H-"H (COSY) e de longa distancia "H-"*C (HMBC) observados en-
tre os sinais dos metinos sp? e o multipleto em & 2.78, atribuido a
dois grupos metileno, forneceram a estrutura de 1 como sendo a do
37, 6Z, 9Z-dodecatrien-1-ol.

No melhor de nosso conhecimento, o dlcool 1 € conhecido ape-
nas como um produto de sintese'**, mas ndo como produto do me-
tabolismo secunddrio. Se, por um lado, ascidias do género
Botrylloides parecem ser tipicamente produtoras de compostos aro-
maticos biogeneticamente oriundos da tirosina®!, sulfatos de alcanos
e alcenos, estruturalmente relacionados com 1, foram previamente
isolados de ascidias pertencentes as ordens Aplousobranchia
(Polycitor adriaticus, Aplidium conicum), Phlebobranchia (Ascidia
mentula, Ascidia virginea, Phallusia mammilata, Phallusia fumigata)
e Stolidobranchia (Botrylloides schlosseri, Halocynthia roretzi,
Microcosmus vulgaris)™2. A ampla ocorréncia destes compostos em
animais da Classe Ascidiacea sugere que possam talvez apresentar
algum tipo de funcio especifica na biologia dos tunicados e, portan-
to, poderiam ser vistos como metabdlitos primdrios. Todavia, a real
funcdo destes compostos ainda € desconhecida.

Investigacio quimica da esponja Verongula gigantea

Esponjas pertencentes a ordem Verongida sdo tipicamente
bioprodutoras de derivados da dibromotirosina'?. Espécimens de
Verongula gigantea foram obtidos por dragagens ao longo da costa
do estado de Espirito Santo, no ambito do projeto REVIZEE. O
material em etanol foi diretamente enviado ao Museu Nacional, onde
foi catalogado. Parte do material coletado foi enviado para o Institu-
to de Quimica de Sdo Carlos, onde foi separado do etanol de preser-
vagdo, triturado em metanol, e os extratos etandlico e metandlico
reunidos e evaporados. Depois de evaporado, o extrato hidroalcodlico
foi submetido a uma série de partigdes. O extrato aquoso foi entdo
submetido a uma série de separagdes cromatograficas, resultando na
obtencdo de duas fragdes contendo derivados fendlicos. A primeira
fragdo mostrou ser um sélido vitreo, cujo espectro de massas em
modo bombardeamento rdpido de dtomos (FAB) forneceu um sinal
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triplete de fon quase-molecular em m/z 350, 352 e 354, compativel
com a formula C ,H Br,NO, a qual foi confirmada com uma medi-
da de massa exata (medido: 351,97401; calculado para C ,H Br,NO:
351,97347), que indica um IDH de 4, sugerindo a presenga de um
anel aromadtico. Tal fato foi confirmado pela observagio dos sinais
de carbonos arométicos no espectro de RMN-*C em & 133,35,
117,30, 152,19 e 135,92. Considerando-se a observacdo de apenas 4
sinais de *C aromaticos e um tdnico sinal de hidrogénio aromético
em & 7,71 (s, 2H) concluimos que o composto apresenta substitui-
¢do simétrica no anel aromdtico. Além dos sinais de carbonos e hi-
drogénios aromdticos, a andlise dos espectros de RMN-'H, *°C e
HSQC indicou a presenga de um grupo metoxila, dois grupos metileno
e um grupo trimetilamonio. O grupo metoxila, em & 3,78 (**C 60,31)
mostrou estar acoplado ao carbono aromético em & 152,19. J4 os
hidrogénios do grupo trimetilaménio, em & 3,14 (s, 9H; *C 52,23),
apresentaram acoplamento a longa distancia com o carbono do
metileno em & 3,56 (dd, 5,4 € 8,3 Hz; C 65,07), o qual por sua vez
mostrou estar acoplado ao outro grupo metileno em 8 3,01 (dd, 5,4 e
7,6 Hz; *C 26,88). Os hidrogénios deste dltimo grupo metileno de-
monstraram apresentar acoplamento a longa distancia com o carbo-
no aromdtico quaterndrio em 8 135,92. Considerando-se a simetria
molecular indicada pelos 4 sinais de carbonos aromaticos no espec-
tro de RMN-"C e apenas 1 sinal de hidrogénio aromético no espec-
tro de RMN-'H, a estrutura deste composto foi estabelecida como
sendo o 2-(3,5-dibromo-4-metoxifenil)-N,N,N-trimetiletanamonio 2.

O composto aromdtico presente na segunda fragdo obtida a par-
tir do fracionamento cromatografico do extrato aquoso de V. gigantea
também se apresentou como um sélido vitreo. Seu espectro de mas-
sas em modo FAB forneceu um sinal triplete de fon molecular em
mlz 336, 338 e 340, compativel com a férmula C, H, «Br,NO, a qual
foi confirmada com uma medida de massa exata (medido: 337,95813;
calculado para C, H Br,NO: 337,95782). A andlise de seus espec-
tros de RMN-'H, *C, HSQC e HMBC confirmou tal hipétese, indi-
cando a estrutura do 2,6-dibromo-4-(2-(trimetilamonio)etilfenol para
3 (ver Parte Experimental).

O composto 2 havia sido anteriormente isolado da esponja
Verongula sp.”’, enquanto que o composto 3 foi previamente isolado
da esponja Aplysina fistularis®, ambas oriunda do Caribe.

Investigacido quimica da esponja Ircinia felix

Esponjas do género [rcinia constituem um dos grupos mais estu-
dados de poriferos, a partir dos quais foram isolados principalmente
diversos sesterterpenos furinicos e quinonas polipreniladas>?. Em
particular, extratos da esponja [rcinia felix apresentaram atividades
antibidtica e ictiotéxica®. Desta mesma esponja foram isolados dife-
rentes ésteres de dcidos graxos de sesterterpenos furanicos derivados
da variabilina e da strobilinina®'. Esponjas do género [rcinia apresen-
tam um odor pronunciadamente desagradavel, que se deve a presenga
de compostos sulforados voldteis, para os quais foi postulada fungio
de defesa quimica®. Todavia, estudos posteriores rejeitaram esta hip6-
tese, tendo sido comprovada a funcgio antipredatdria de derivados de
sesterterpenos presentes nestes animais®***. No presente estudo, o ex-
trato metandlico de 1. felix coletada na Bafa de Todos os Santos (Sal-
vador, BA) apresentou potente atividade antibidtica contra uma linha-
gem de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, isolada no Hos-
pital Municipal de Piracicaba (SP), além de atividade moderada con-
tra diversas outras linhagens resistentes e ndo resistentes de S. aureus,
contra Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. O isolamento dos
constituintes deste extrato foi dificultado devido a instabilidade dos
mesmos em diferentes solventes e fases estaciondrias. Apds inimeras
tentativas para se isolar os compostos responsaveis pelas atividades
antibidticas observadas, optou-se por acetilar uma das fracdes ativas.



194 Granato et al.

A separacdo cromatografica desta fragdo por HPLC em coluna de silica-
gel levou ao isolamento do acetato do 4H-piran-2-ol (4).

Isolado na forma de um sélido amorfo, o acetato do 4H-piran-2-ol
apresentou um pico de fon molecular em m/z 81 em seu espectro de
massas em modo impacto eletrdnico, que corresponde ao fon [M-
HOAC]™. A andlise de seus espectros de RMN-'"H e RMN-"C (BBD e
DEPT) indicou a presenga de trés metinos sp* em & 5,45 (d, 7,5 Hz;
C 76,0), 6,45 (dd, 6,4 e 7,6 Hz; °C 86,3) e 8,07 (s; *C 146,7), um
metileno sp? em & 3,05 (ddd, 14,3, 7,5 ¢ 7,6 Hz) e 2,65 (ddd, 14,3, 6,2
e 2,8 Hz; *C 37,9), um grupo metila em & 2,08 (s; *C 20,8) e dois
carbonos sp® quaterndrios em 8 159,6 € 1724, este tltimo atribuido ao
sinal de um carbono de carbonila. Considerando-se o deslocamento
quimico dos carbonos metinicos e do carbono quaternario em & 159,6,
¢ evidente que o composto apresenta duas duplas ligacdes polariza-
das, substituidas por um oxigénio. Conseqiientemente, a formula do
composto pdde ser estabelecida como sendo C H,O,, com um IDH de
4, cujo espectro no ultravioleta apresentou absorgdo em A, 222 nm,
e 0 espectro no infravermelho apresentou banda em 1741 cm, tipica-
mente atribuida a banda de estiramento C=0 de éster. A andlise de seu
espectro COSY 'H-'H indicou o acoplamento do grupo metino em &
6,45 com o grupo metileno em & 2,65 e 3,05, o qual por sua vez mos-
trou estar acoplado com o metino em 5,45. A andlise do espectro HMBC
indicou acoplamentos do metino em & 8,07 com o carbono sp?
quaternério em § 159,6, do metino em & 6,45 com o carbono do metino
sp? em 0 146,7 e dos hidrogénios do metileno em 8 2,65 ¢ 3,05 com os
carbonos dos metinos em 6 86,3 ¢ 76,0. Além disso, observou-se o
acoplamento 2 longa distancia dos hidrogénios da metila em & 2,08
com o carbono da carbonila em & 172,4. Levando-se em conta a ana-
lise dos dados espectroscopicos obtidos, fica claro que a estrutura des-
te composto corresponde a do acetato do 4H-piran-2-ol (4). Pelo fato
deste ter sido obtido a partir de uma frac@o acetilada proveniente do
fracionamento cromatografico do extrato bruto de /. felix, acreditamos
que 4 deve ser um artefato de isolamento, oriundo possivelmente da
ciclizacdo do pentanodial via ataque nucleofilico de um &nion acetato,
cujo intermedidrio sofre desidratagdo e oxidagdo originando 4 (Es-
quema 1). No melhor de nosso conhecimento, tanto 4 quanto o
pentanodial nfio apresentam precedéncia na literatura de produtos na-
turais de organismos marinhos.

Investigacio quimica da esponja Cliona delitrix

Esponjas do género Cliona sdo tipicamente produtoras de di-,
tri-, tetra- e pentapeptideos modificados contendo residuos de
aminodcidos arométicos, tais como 6-bromotriptofano e DOPA®, 6-
bromotriptofano condensado com 1,2-dideidrotriptamina, 2,3-
dideidroDOPA e leucina®, bem como outras variantes de residuos
modificados de tirosina condensados com outros aminodcidos®. O
extrato metandlico da esponja Cliona delitrix oriunda da Baia de
Todos os Santos apresentou atividade antimitdtica contra linhagens
de células MCF-7 (cancer de mama). O fracionamento deste extrato
bruto por cromatografia em coluna de fase reversa (gradiente de
MeOH em H,0) e em coluna de Sephadex LH-20 (MeOH) resultou
no isolamento da serotonina (5-hidroxitriptofano, 5) como o tnico
composto majoritdrio presente no extrato bruto. A identificacdo foi
realizada pela andlise de seus espectros de massas de alta resolugdo
em modo FAB, RMN 'H, *C, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC,
infravermelho e ultravioleta, bem como por compara¢ido com dados
da literatura®*. A serotonina, um neurotransmissor, foi previamente
isolada da holotiria Pentacter crassa® e mais recentemente a partir
da esponja Hyrtios reticulatus®®. Recentemente foi atribuida potente
atividade anti-oxidante e anti-apoptética ao L-5-hidroxitriptofano
isolado da esponja Hymeniacidon heliophila®, o precursor
biossintético da serotonina. Ainda ndo pudemos verificar se a ativi-
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dade antimitdtica observada para o extrato bruto de C. delitrix deve-
se ou ndo a presenca de 5.

Investigacio quimica do nudibranquio Tambja eliora

Moluscos nudibranquios (Classe Gastropoda, Subclasse
Opistobranchia) sdo tipicamente considerados predadores de espon-
jas, ascidias, briozodrios, octocorais, algas e outros moluscos®, a
partir dos quais adquirem os mais diversos produtos naturais. Além
disso, demonstrou-se que vdrias espécies de nudibranquios possuem
a capacidade de biossintetizar produtos naturais de novo®. Dentre os
poucos alcaldides (menos de 30) isolados de nudibranquios, as
tambjaminas constituem uma classe particular de derivados bis-
pirrdlicos originalmente isolados de Tambja abdere, T. eliora e
Roboastra tigris, sendo esta tltima uma espécie carnivora que se
alimenta das duas espécies precedentes. Tanto 7. abdere quanto T
eliora alimentam-se exclusivamente do briozodrio Sessibugula
translucens*'. A primeira investigagéo quimica de T. eliora, T. abdere
e R. tigris levou ao isolamento das tambjaminas A — D (6) — (9)%,
para os quais ndo foram atribuidos os sinais de '"H nem de "*C. Ape-
nas subseqiientemente realizou-se a atribui¢do dos sinais de 'H e *C
para a tambjamina A e C, tendo sido também isoladas as tambjaminas
E (10) e F (11) a partir da ascidia Atapazoa sp. e de nudibranquios
do género Nembrotha®. As tambjaminas G — J (12) — (15) foram
posteriormente isoladas do briozodrio Bugula dentata*. Quando as
tambjaminas A — D sdo secretadas por 7. abdere, inibem o ataque
predatério de R. tigris®. Todavia, pelo fato da concentracao da mis-
tura de tambjaminas em 7. eliora ser muito menor, ndo promovem
defesa contra a predagdo por parte de R. tigris. Roboastra tigris por
sua vez segue a trilha de ambos T. eliora e T. abdere, que contém
menores concentragdes das tambjaminas®. J4 no caso da ascidia
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Atapazoa sp. e de nudibrangios do género Nembrotha, as tambjaminas
exercem fun¢@o de defesa contra a predagdo por parte de peixes car-
nivoros®. A tambjamina E (10) também atua como agente intercalante
de DNA do timo*.

No presente trabalho, 9 individuos do nudibranquio 7. eliora
foram encontrados na Laje da Serraria, face oceanica da Ilha de Sao
Sebastiao (Ilhabela) em maio de 2002. Os animais foram extraidos
com acetona e metanol em ultrassom, os extratos foram reunidos,
evaporados e separados por uma série de cromatografias em coluna
de silica-gel Waters Sep-Pak (10 g), fornecendo a tambjamina A e a
tambjamina D em suas formas protonadas (15) e (16), respectiva-
mente. A protonacdo de ambos alcaldides pode ser observada em
seus respectivos espectros de RMN 'H, os quais apresentaram dados
discordantes com aqueles apresentados para 0s mesmos compostos
isolados na forma de base livre”. A tambjamina A protonada (15)
apresentou sinais de quatro hidrogénios ativos em 6 11,84 (sl), 12,87
(s1), 9,73 (d, 16 Hz) ¢ 9,38 (d, 6,4 Hz). O primeiro apresentou corre-
lagBes a longa distincia com os carbonos em & 111,7 (C-3) e 110,1
(C-5), e pode ser atribuido a NH-1. O segundo hidrogénio ativo apre-
sentou correlagdes a longa distincia com os carbonos em 6 92,1 (C-
8), 110,1 (C-5), 141,18 (C-7) e 163,7 (C-9), sendo atribuido a NH-6.
Os dois ultimos hidrogénios ativos foram atribuidos ao grupo iminio,
sendo que aquele que apresenta maior deslocamento quimico (8 9,73)
estd em relacdo trans com o hidrogénio vinilico H-11 em & 7,82 (dd,
8,7 e 16,2 Hz). De maneira a confirmar a hipdtese estrutural propos-
ta para a tambjamina A protonada (15), decidimos obter seu espectro
de correlagdo direta HMQC 'H-"°N. Neste, observa-se NH-1 (8 11,84)
acoplado com o nitrogénio em & 154,0, NH-6 (8 12,87) acoplado
com o nitrogénio em & 137,5, ¢ 0 par NH_-12 (89,73 ¢ 9,38) acoplado
com o nitrogénio em & 123,0. Pelo fato do par de hidrogénios do
grupo NH, da tambjamina A apresentar acoplamento com o hidro-
génio vinilico em § 7,82, indicamos que a forma protonada da
tambjamina A apresenta a estrutura indicada (15).

No caso da tambjamina D, observamos a presenga de trés hidro-
génios ativos em 8 13,6 (sl), 11,0 (sl) e 9,65 (dtl, 6,5 e 13,0 Hz). O
primeiro apresenta acoplamento a longa distancia com os carbonos
em 8 92,8 (C-8), 110,7 (C-10), 120,5 (C-5), 140,6 (C-7) e 164,1 (C-
9), e foi atribuido ao hidrogénio ativo NH-6. O segundo, em & 10,96,
apresentou acoplamentos com os carbonos em & 101,9 (C-4), 114,7
(C-3) e 120,5 (C-5), e foi abrituido a NH-1. Por fim, o hidrogénio
ativo em § 9,6 apresentou somente um acoplamento a longa distin-
cia com o carbono em & 110,7 (C-10), e foi atribuido ao grupo
NH-12. Foram igualmente obtidos espectros de correlagdo direta
HMQC 'H-"N, bem como de correlagdo a longa distincia HMBC
'H-PN, onde se estabeleceu o deslocamento quimico dos nitrogéni-
os N-1 (8 152,0), N-6 (8 142,0) e N-12 (8 133,0). Como o hidrogé-
nio NH-12 apresenta constante de acoplamento de 13,0 Hz com o
hidrogénio vinilico em & 7,4 (d, 15,1 Hz), a dupla ligacdo apresenta
geometria E, determinando a estrutura da tambjamina D como sen-
do (16). De maneira a verificar uma possivel conformagao preferen-
cial da tambjamina D entre as estruturas (16a) e (16b), foram reali-
zados experimentos de irradiacdo por Efeito Nuclear Overhauser nas
freqiiéncias de ressonancia dos hidrogénios NH-6, CH,-17, CH-11 e
NH-12. Os resultados indicaram que ndo existe uma conformagio
preferencial da tambjamina D em solu¢do de DMSO-d,. A irradia-
¢do do sinal de CH,-16 provoca efeito NOE em H-11, que sofre
também efeito NOE quando o sinal de NH-6 € irradiado. A irradia-
¢do do sinal de NH-12 ndo provoca efeito NOE em nenhum hidrogé-
nio além de CH,-13. Sendo assim, concluimos que a tambjamina D
apresenta um equilibrio conformacional entre as formas (16a) e (16b)
em solugdo. Como mencionado acima, os dados de RMN 'H das
tambjaminas isoladas neste trabalho apresentam discorddncia com
os dados publicados na literatura®>. Além disso, o trabalho original*
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ndo apresenta dados de RMN C, os quais aqui foram atribuidos
sem ambigtiidades.

Enquanto que a tambjamina A nio apresentou qualquer ativida-
de bioldgica em bioensaios de atividade antibacteriana, antifiingica,
antimicobacteriana e citotdxica, a tambjamina D apresentou ativida-
de citotéxica contra células tumorais humanas leucémicas CEM (IC,
12,2 pg/mL) e HL60 (IC ) 13,2 ug/mL), de mama MCF-7 (IC
13,2 ug/mL), de c6lon HCT-8 (IC,; 10,1 pg/mL) e de melanoma
murino B16 (IC, 6,7 ug/mL). No trabalho de isolamento original®,
as tambjaminas A e C apresentaram atividade antibacteriana contra
E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis e Vibrio anguillarum em concen-
tragdes de 50 pg/disco. J4 as tambjaminas B e D apresentaram ativi-
dade antibacteriana contra B. subtilis, S. aureus, V. anguillarum e
antifingica contra Candida albicans em concentracdes de 5 pg/dis-
co. Todas as tambjaminas originalmente obtidas de T. eliora, T. abdere
e R. tigris também inibiram a divisdo celular de ovos fecundados de
ourico-do-mar em concentragdes de 1 pg/mL, um bioensaio bastan-
te utilizado no passado para se detectar atividade citotéxica*’.

CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta o isolamento de um novo dlcool
poliinsaturado da ascidia B. giganteum, de dois novos derivados aro-
maticos biogeneticamente oriundos da dibromotirosina a partir da
esponja V. gigantea, de um novo derivado do pirano a partir da es-
ponja I. felix, da serotonina a partir da esponja C. delitrix e de dois
alcal6ides bis-pirrdlicos a partir do nudibranquio 7. eliora. Além dis-
s0, observamos atividade citotoxica para a tambjamina D contra cin-
co tipos de células tumorais humanas, atividade anteriormente nao
reportada para este alcaldide. Embora de natureza estrutural sim-
ples, os produtos naturais isolados neste trabalho pertencem a clas-
ses estruturais relacionadas com metabdlitos secunddrios tipicos de
cada grupo taxondmico investigado.

PARTE EXPERIMENTAL
Generalidades

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um aparelho
FT-IR Bomem MB102 em pastilha de silica. Os espectros no
ultravioleta foram obtidos em MeOH, em um aparelho Hitachi U-
3210. Os espectros de RMN foram obtidos em DMSO-d,, MeOH-
d, ACN-d3 ou CDCl3, a 25 °C utilizando TMS como padrdo interno,
nos seguintes aparelhos: Bruker AC-4.7 Tesla, operando em 200.1
MHz ('H) e 50.3 MHz (**C); Bruker ARX 9.4 Tesla operando em
400.35 MHz ('H) e 100.10 MHz ("*C); Bruker DRX500 11,7 tesla
operando em 500,13 MHz ('"H) e 125,76 MHz ("*C) equipado com
sonda multinuclear com gradiente de campo no eixo Z. Os espectros
de massas foram obtidos com dois equipamentos: a) espectrometro
de massas VG-7070 operando a uma voltagem de aceleracdo nomi-
nal de 70 eV, no qual espectros obtidos por EI, FAB ou CI foram
calibrados com perfluoroquerosene, dlcool 3-nitrobenzilico ou
polietilenoglicol; b) equipamento Hybrid Kratos Concept ITHQ, em
modo FAB. Os solventes utilizados para a extraciio e cromatografia
em coluna de baixa pressdo “flash” sdo de grau analitico, sem puri-
ficac@o posterior. Solventes de grau cromatogrifico (HPLC) e dgua
MilliQ foram utilizados em separacdes por cromatografia liquida,
utilizando um equipamento Waters de bomba quaterndria 600,
detector de duplo feixe UV 2487 e processador-registrador 746.
Vouchers da espécies de esponjas coletadas foram depositados na
colecdo de poriferos do Museu Nacional, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ.
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Bioensaios

As substancias puras 1, 2, 3, 4, 15 e 16 foram submetidas a testes
de atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Enterobacter sp. e Pseudomonas aeruginosa, bem como
aos testes de atividade citotéxica contra linhagens de células
leucémicas CEM e HL60, de mama MCEF-7, de c6lon HCT-8 e de
melanoma murino B16, de acordo com procedimentos descritos an-
teriormente’®. No caso dos testes de atividade antimicrobiana, ne-
nhuma substincia apresentou atividade em concentragdo menor de
500 pg/disco e halo de inibicdo maior de 5 mm sendo, portanto,
consideradas inativas. No caso dos testes de atividade citotoxica,
somente a substancia 16 apresentou atividade em concentracdo me-
nor de 50 ug/mL para cada linhagem de célular tumoral testada.

Teste de atividade anti-tuberculose contra Mycobacterium
tuberculosis H37Rv

A atividade antimicrobacteriana das substéncias puras 1, 2, 3, 4,
15 e 16 foi testada contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC
27294, utilizando-se a técnica de microplaca com indicador de azul
de Alamar®. Neste procedimento, M. tuberculosis H37Rv cresce em
meio Loweinstein-Jensen mantido a 37 °C, em uma concentragdo
ajustada a densidade celular correspondente a 1x10” células/mL. O
meio celular € diluido de 1:25 em meio Middlebrook 7H9. Solugdes
estoque das substancias foram diluidas em DMSO em concentra-
¢oes variando de 1000 a 80 pg/mL, e estas solucdes foram esteriliza-
das por filtracdo através de filtro PTFE de 0,22 um (Millex-FG,
Millipore) antes de serem diluidas de um fator 1:10 no meio
Middllebrook 7H9, e mantidas a -80 °C até serem utilizadas. Foram
feitas diluicdes seriais em meio Middlebrook 7H9 a partir da solu-
¢do 1:10 em microplacas de 96 orificios, obtendo-se 100 uL. em cada
orificio. A concentra¢do médxima de DMSO na solu¢do de teste foi
de, no mdximo, 2,5%. O meio de crescimento contendo M.
tuberculosis H37Rv foi adicionado em cada orificio das microplacas,
e estas foram incubadas a 37 °C em cidmara umidificada durante 6
dias. Foram feitos controles com meio contendo apenas M.
tuberculosis, apenas o meio de incubag@do e outro, contendo apenas
as solucdes com as substancias. Apds 6 dias, foram adicionados 25
uL de uma mistura 1:1 (v/v) de reagente azul de Alamar e 10% Tween
80, e as placas foram re-incubadas a 37 °C. Ap6s 24 h, foi observada
mudanca da colorag@o de azul para cor-de-rosa nos orificios onde
houve crescimento de M. tuberculosis. A concentracdo de inibigcdo
minima para o crescimento de M. tuberculosis foi determinada visu-
almente como sendo a menor concentra¢ao necessdria para a conver-
sdo da colorag@o de azul para rosa. Utilizou-se rifampicina como
referéncia. Nenhuma das substancias testadas apresentou atividade
inibitéria menor de 1 mg/mL, sendo assim consideradas inativas.

Estudo quimico da ascidia Botrylloides giganteum

Espécimens de Botrylloides giganteum foram coletados por mer-
gulho livre no costio da Praia do Cabelo Gordo de Fora, préximo ao
Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sao Paulo, durante
o verdo de 1997. Os animais coletados foram imediatamente imersos
em EtOH absoluto e mantidos a —20 °C. Um espécimen voucher
(STY30) foi depositado na colecdo de ascidias do Departamento de
Zoologia, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Parand. O animal (360 g, massa liquida) foi separado do EtOH de
estocagem (500 mL) e triturado em MeOH (1 L). Ambos extratos
foram reunidos, filtrados e evaporados até um volume final de 400
mL. A suspensdo hidroalcodlica foi particionada com hexano. A fra-
a0 polar foi evaporada at€ a secura, dissolvida em H,0 (300 mL) e
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particionada com AcOEt. (3 x 200 mL). A fragdo AcOEt (6,5 g) foi
submetida a uma cromatografia em modo “flash” em uma coluna de
fase reversa C,, Waters Sep-Pak (10 g) com um gradiente de MeOH
em H,O. A fragdo eluida com 7:3 H,0-MeOH foi posteriormente
fracionada por cromatografia em Sephadex LH-20 (MeOH) forne-
cendo 5 fragdes. A andlise por RMN 'H das fragdes obtidas indicou
a presenga de compostos poliinsaturados na terceira fragdo. Esta foi
purificada por duas etapas cromatograficas sucessivas utilizando
colunas de fase reversa C, Whatman Partisil 10 ODS-3 com 1:1
MeOH-H,0O e Waters uBondapak C, com 1:1 MeOH-H,O, forne-
cendo 7,9 mg (0,0022%) de 3Z, 6Z, 9Z-dodecatrien-1-ol.

37, 6Z, 9Z-Dodecatrien-1-ol (1)

Sélido vitreo. HRFABMS: m/z 181.15899; UV (MeOH) A, (&):
274 (100); IV (filme liquido): 3246, 2920, 2851, 1656, 1610, 1585,
1567, 1460, 1406, 1218, 1175, 1108 cm'. RMN 'H (DMSO-d,, 400
MHz): 3,69 (t, 7,0; CH,-1); 2.30 (m; CH,-2); 5,35 (m; CH-3); ; 5,34
(m; CH-4); 2,78 (m; CH,-5); 5,30 (m; CH-6); 5,28 (m; CH-7) 2,78
(m; CH_-8); 5,32 (m; CH-9); 5,32 (m; CH-10); 2,04 (dd, 7,0 e 7,3;
H,C-11); 0,93 (t, 7.5; H,C-12); RMN "C (DMSO-d,, 100,1 MHz):
64,9 (CH,-1); 27,2 (CH,-2); 126,0 (CH-3); 129,1 (CH-4); 25,2 (CH -
5); 127,9 (CH-6); 127,6 (CH-7); 25,0 (CH,-8); 126,8 (CH-9); 131,4
(CH-10); 19,9 (CH,-11); 14,0 (CH,-12).

Estudo quimico da esponja Verongula gigantea

A esponja V. gigantea, coletada por dragagens ao longo da costa
do estado de Espirito Santo e preservada em etanol (voucher MNRJ
4734 do Museu Nacional, UFRJ) (205,8 g), foi filtrada e triturada em
liquidificador com metanol. Ambos extratos MeOH e EtOH foram
reunidos e evaporados até se obter uma suspensdo aquosa. Em segui-
da, realizou-se uma parti¢do da fase aquosa com acetato de etila. O
extrato aquoso submetido a uma cromatografia em uma coluna de fase
reversa C ;. Sep-Pak (10 g) com um gradiente de MeOH em H,O. Fo-
ram obtidas 3 fracdes desta separagdo. A primeira fracdo obtida,
VG.AQ.1, foi submetida a uma cromatografia em Sephadex LH-20
(MeOH). Desta separac@o foram obtidas 4 fracdes. Destas, a terceira
(VG.AQ.1-C) foi submetida a uma cromatografia em baixa pressao,
utilizando-se uma coluna de fase reversa C,, Lichroprep RP-18 Lobar®
(gradiente de MeOH em H,0). Foram obtidas 6 fragdes, sendo a fra-
¢do VG.AQ.1-C.4 constituida pelo 2-(3,5-dibromo-4-metoxifenil)-
N,N,N-trimetiletanamonio (2) (21,9 mg, 0,01%). A fragdo VG.AQ.1-
C.3 foi purificada por uma cromatografia em coluna de fase reversa
C; Sep-Pak (2 g) com um gradiente de MeOH em H,0, obtendo-se o
2,6-dibromo-4-(2-(trimetilamonio)etilfenol (3) (29,2 mg, 0,014%).

2-(3,5-dibromo-4-metoxifenil)-N,N,N-trimetiletanaménio (2)
Solido vitreo. HRFABMS: m/z 351,97401. UV (MeOH) kmax (€):
282 nm (1.500); IV (filme liquido): 3401, 3022, 2928, 2359 (CO,),
1632, 1545, 1472, 1422, 1260, 1207, 991, 922, 871, 739 cm™'. RMN-
'H (DMSO-d,, 200 MHz): 7,71 (s, 2H, CH-4 ¢ 6); 3,78 (s, 3H, CH,-
10); 3,56 (dd, 5,4 e 8,3 Hz, 2H, CH,-8); 3,14 (s, 9H, (CH,),-9); 3,01
(dd, 5.4 e 7,6 Hz, 2H, CH_-7);. RMN-"C (DMSO-d,, 50 MHz):
152,19 (C-3); 133,35 (CH-1 e 5); 117,30 (C-2 e 4); 135,92 (C-6);
65,07 (CH,-8); 60,31 (CH,-10); 52,23 ((CH,),-9); 26,88 (CH,-7).

2,6-dibromo-4-(2-(trimetilaménio )etilfenol (3)

Sélido vitreo. HREABMS: m/z 337,95813; UV (MeOH) A (e):
282 nm (1.350); IV (filme liquido): 3330, 3015, 2938, 1680, 1635,
1550, 1478, 1411, 1322, 1264, 1237, 1177, 1036, 874, 736, 648 cm™;
RMN-'H (MeOH-d,, 400 MHz): 7,50 (s, 2H, CH-3 e 5); 3,53 (dt,
7.4 e 8,5 Hz; 2H, CH,-7); 3,20 (s, 9H, (CH,),-9); 3,04 (dt, 7.1 ¢ 8,9
Hz; 2H, CH,-8);. RMN-"C (MeOH-d,, 50 MHz): 150,5 (C-1); 132,86
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(CH-3 ¢ 5); 112,35 (C-2 ¢ 6); 129,92 (C-4); 65,74 (CH,-8); 52,51
((CH,),-9); 26,92 (CH,-7).

Estudo da esponja Ircinia felix

A esponja preservada em etanol (1200 g, voucher MNRIJ 2550
do Museu Nacional, UFRJ) foi separada do solvente e triturada em
liquidificador com metanol. Ambos extratos alcodlicos foram reuni-
dos, evaporados até se obter uma suspensao aquosa. A fragdo aquosa
foi particionada com CH,Cl,, obtendo-se assim o extrato dicloro-
metano (2,13 g) e o extrato aquoso, que foi descartado. O extrato
CH,Cl, foi aplicado em uma coluna de silica-gel (70-230 Mesh). A
cromatografia foi realizada no modo “flash” com gradiente de acetato
de etila em hexano, tendo sido obtidas 6 fracdes. A quinta fracdo foi
separada em uma coluna de fase reversa C,, Waters Sep-Pak (10 g),
utilizando-se um gradiente de MeOH em H, 0, como eluente. Foram
obtidas 4 fragdes. Destas, a primeira foi acetilada com 1 mL de
anidrido acético e 1 mL de piridina, sob agita¢do durante 12 h. Ap6s
a acetilaclo, a amostra foi evaporada e purificada por cromatografia
em coluna de silica gel 230-400 Mesh, em modo “flash” com um
gradiente de MeOH em CH,Cl, e, em seguida, por HPLC utilizando-
se uma coluna Waters p-Porasil (silica gel) com uma mistura i-PrOH/
MeOH/ACN 15:80:5 e a separagdo foi monitorada em 254 nm, ob-
tendo-se o acetato de 4H-piran-2-ol (4) (5,8 mg, 0,0004%).

Acetato de 4H-piran-2-ol (4)

EIMS: m/z 81 [M-HOAc]*; UV (MeOH) A (¢): 222 (1200);
IV (filme liquido): 2928, 2850, 1741, 1370, 1235, 1059 cm™. RMN 'H
(DMSO-d,, 400 MHz): 8,07 (s, CH-6); 6,45 (dd, 6,4 ¢ 7,6 Hz, CH-
5); 5,45 (d, 7,5 Hz, CH-3); 3,05 (ddd, 14,3, 7,5 ¢ 7,6 Hz, CH,-4);
2,65 (ddd, 2,8, 6,2 ¢ 14,3 Hz,CH,-4'); 2,08 (s, CH,-8). RMN "C
(DMSO-d,, 500 MHz): 172,4 (C-7); 159,6 (C-2); 146,8 (CH-6); 86,3
(CH-5); 75,98 (CH-3); 37,92 (CH,-4); 20,82 (CH,-8).

Estudo quimico da esponja Cliona delitrix

A esponja (voucher MNRJ 2551 do Museu Nacional, UFRJ)
congelada (200,6 g) foi liofilizada e mantida em MeOH (1L) por
uma noite. Apds a filtracdo do material sélido, repetiu-se esse pro-
cesso 6 vezes. Em seguida, o extrato foi concentrado e realizou-se
uma particdo com hexano, obtendo-se assim dois extratos: hexanico
(1,2609 g) e MeOH (1,8072 g). O extrato MeOH foi separado por
cromatografia em coluna de fase reversa C , Waters Sep-Pak (10 g),
utilizando-se como eluente um gradiente de metanol em dgua. Fo-
ram obtidas cinco fracdes. A segunda fracdo foi purificada por
cromatografia em coluna de permeacdo em gel Sephadex LH-20
(MeOH), fornecendo a serotonina (26,5 mg, 0,013%). A identifica-
¢do da serotonina foi feita por comparacdo com dados da literatura®.

Estudo quimico do nudibranquio Tambja eliora

Nove individuos do nudibranquio 7. eliora foram coletados em
abril-maio de 2002, na Laje da Serraria, face oceanica da Ilha de Sao
Sebastido, e preservados em dgua do mar, na qual foram congelados.
Uma fotografia dos animais coletados pode ser solicitada ao autor prin-
cipal. Apds seu descongelamento, a dgua na qual foram preservados
foi extraida com CH,ClL/AcOEt 1:1. Os nove individuos foram extra-
idos com CH,Cl /acetona 1:1 (extrato A), CH,C1,/MeOH 1:1 (extrato
B), e com MeOH 100% (extrato C) sob ultrassom. Apds comparagio
por CCD (CH,C1/MeOH 9:1), reuniu-se os extratos A e B. O extrato
C (448 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de silica-gel
derivatizada com grupos cianopropila Waters Sep-Pak (10 g), com um
gradiente de acetona em hexano, seguido de um gradiente de acetona
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em CH,CL,, outro gradiente de MeOH em CH,CI, e MeOH 100%. A
quarta fracdo proveniente desta separacdo (13,5 mg) foi submetida a
uma cromatografia em coluna de silica-gel Waters Sep-Pak (2 g), com
um gradiente de acetona e MeOH 9:1 em CH,Cl,, em seguida acetona/
MeOH 9:1, 1:1 e MeOH 100%. Obteve-se assim 7,0 mg da tambjamina
A. Os extratos A e B reunidos foram submetidos a uma cromatografia
em coluna de silica-gel derivatizada com grupos cianopropila Waters
Sep-Pak (10 g), utilizando-se 0 mesmo gradiente utilizado na separa-
¢do do extrato C. A segunda e terceira fracdes desta separa¢do foram
submetidas a uma série de fracionamentos por cromatografia em colu-
na de silica-gel Waters Sep-Pak (2 g), resultando na obtengdo da for-
ma protonada da tambjamina A (12 mg) e da tambjamina D (20 mg).

Tambjamina A (15)

Solido vitreo verde escuro. UV (MeOH) A (g): 255 (2400),
275 (1700), 330 (1650), 400 (6100); IV (filme liquido): 3205, 3126,
2925, 2850, 1675, 1595, 1537, 1456, 1313, 733 cm'. RMN 'H
(DMSO-d,, 500 MHz): 12,87 (sl, NH-6), 11,84 (s, NH-1), 9,73 (d,
16 Hz, NH-12a), 9,38 (d, 6,4 Hz, NH-12b), 7,82 (dd, 8,7 ¢ 16 Hz, H-
11), 7,14 (dd, 2,6 e 4 Hz, H-4), 7,07 (m, H-2), 6,5 (d, 2,2 Hz, H-8),
6,28 (dt, 2,3 e 3,6 Hz, H-3), 3,69 (s, CH,-13); RMN "C (DMSO-d6,
125 MHz): 163,76 (C-9), 141,76 (C-11), 141,18 (C-7), 124,08 (C-
4), 121,77 (C-10), 111,66 (C-2), 110,53 (C-3), 110,1 (C-5), 92,11
(C-8), 58,97 (C-13).

Tambjamina D (16)

Solido vitreo verde escuro. HRFABMS: m/z 324,07048 ¢ m/z
326,06889; UV (MeOH) A, (e): 257 (2350), 280 (1770), 345 (1800),
390 (5950); IV (filme liquido): 3446, 3223, 2960, 1661, 1601, 1520,
1460, 1362, 1302, 1237, 1161, 1009, 886, 782, 742 cm™'. RMN 'H
(DMSO-d,, 500 MHz): 13,6 sl, H-6), 11,0 (sl, H-1), 9,65 (dtl, 6,7 e
15 Hz), 7,40 (d, 15 Hz, H-11), 7,00 (t, 3 Hz, H-2), 6,61 (d, 2,4 Hz,
H-8), 6,33 (t, 2,7 Hz, H-3), 3,95 (s, CH,-16), 3,35 (t, 6,5 Hz, H-13),
2,05 (sept, 6,7 Hz, H-14), 1,03 (d, 6,7 Hz, CH,-15 ¢ 15°); RMN "C
(DMSO-d6, 100 MHz): 164,10 (C-9), 142,09 (C-11), 140,64 (C-7),
124,05 (C-2), 120,55 (C-5), 114,72 (C-3), 110,75 (C-10), 101,95
(C-4), 92,80 (C-8), 59,27 (C-13), 58,97 (C-16), 29,89 (C-14), 20,23
(C-15¢e 15°).
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