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RESUMO

Dentre os diversos grupos de animais bentbnicos marinhos, os briozoarios séo
extensivamente estudados pela sua producdo de metabdlitos secundarios com
atividade citotoxica, antiplasmodial, antibacteriana, antifungica e genotoxica. Este
projeto objetivou a triagem, deteccdo e isolamento de metabdlitos secundarios
produzidos pela espécie Nellia cf. tenella coletada em S&o Sebastido. Apds a extracédo
do extrato bruto dos quinze briozoarios, foi realizada a separacdo das fracdes
organicas em coluna pré-empacotada de extracdo em fase solida (SPE-CN) obtendo-
se, assim, as fracdes desejadas para estudo. Estas foram submetidas a analises
cromatograficas e espectroscopicas, com o objetivo de selecionar as espécies com
fracdes de perfil quimico interessante. A espécie Nellia cf. tenella e as fracdes
selecionadas, foram purificadas em um sistema cromatografico acoplado a um
detector espectrofotométrico de UV. A andlise de RMN-'H do composto isolado
demonstrou ao menos dois contaminantes além do metabdlito de interesse.
Esperasse que as andlises de RMN-13C e bidimensionais auxiliem na possivel

elucidacao estrutural do composto de interesse.



ABSTRACT

Among the various groups of marine benthic animals, bryozoans are extensively
studied for theis production of secondary metabolites with cytotoxic, antiplasmodial,
antibacterial, antifungal, and genotoxic activities. This project aimed to screen, detect,
and isolate secondary metabolites produced by rthe species Nellia cf. tenella collected
in S&o Sebastido. After extracting the crude extract from the fifteen bryozoans, we
performed the separation of organic fractions using a pre-packed solid-phase
extraction column (SPE-CN), thereby obtaining the desired fractions for study. These
were subjected to chromatographic system coupled with a UV spectrophotometric
detector. The 'H-NMR analysis of the isolated compound revelades at leats two
contaminants along with the metabolite of interest. It is expected taht the 1*C-NMR and
two-dimensional analyses will assist in the possible structural eludication of the

compoéund of interest.
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1. INTRODUCAO
1.1 O Filo Bryozoa

O filo Bryozoa, também designado Ectoprocta (do grego ektos, externo +
proktos, anus), compreende um dos grupos de invertebrados aquaticos marinhos mais
abundantes, diversos, ubiquos ao mar, sendo importantes para comunidades
bentbnicas marinhas.!?

As espécies de briozoarios sdo quase exclusivamente coloniais e sésseis,
podendo desenvolver uma ampla gama de formas e tamanhos, desde estruturas
incrustantes até rigidas, formando estruturas tridimensionais que proporcionam
habitats seguros para pequenos organismos.'* Devido a natureza séssil da coldnia
dos briozoarios, sua distribuicdo em habitats marinhos € vasta, incluindo substratos
naturais como rochas, recifes de corais e areas de seixos a substratos artificiais como
regides portudrias, pilares de pieres e cascos de navios.® Somado a diversidade de
substratos passiveis de colonizacdo, estes animais sdo capazes de estabelecer
colonias tanto em zonas entre marés quanto em zonas abissais, abrangendo todos os
ecossistemas globais marinhos.! Esses invertebrados marinhos sdo considerados
componentes-chave dos ambientes marinhos, abrigando comunidades inteiras de
microrganismos e pequenos invertebrados dentro de suas col6nias.>*®

A colonia de briozoarios é composta de varios individuos interconectados,
denominados zodides.” Estes zoodides consistem, tipicamente, de uma capsula
corporal calcificada e uma regido de tecidos moles chamada polipidio; o polipidio é
formado por uma coroa de tentaculos ciliados (lof6foros), um intestino e alguns nervos
associados a sua musculatura. Todos os briozoarios séo filtradores, o que significa
gue seus loféforos capturam particulas organicas da coluna de agua.®

Em termos de reproducdo, a maioria dos briozoarios € considerada
hermafrodita. Suas colbnias apresentam hermafroditismo zooidal ou gonocorismo
zooidal (zodides masculinos e femininos). O ciclo de vida geralmente inclui tanto
reproducédo sexuada quanto assexuada. Em suma, cada nova colbnia é iniciada por
uma larva plancténica produzida sexualmente, que se fixa e se metamorfoseia no
zooide fundador e este, por sua vez, gera outros zoodides por reproducédo assexuada

formando o arranjo da colbnia. 8
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Historicamente, a taxonomia dos briozoarios tem sido baseada em
caracteristicas morfoldgicas das col6nias e dos zodides.®> Os briozoarios sdo animais
lofotrocozoarios que se dividem, sistematicamente, em trés classes: Phylactolaemata,
Stenolaemata e Gymnolaemata, sendo esta Ultima composta pelas ordens
Ctenostomata e Cheilostomata.>® A menos diversa é a Phylactolaemata, que
compreende cerca de 86 espécies, todas sem calcificacdo e exclusivas de habitats de
agua docel!l; Stenolaemata sdo em geral fésseis, exceto por alguns membros da
ordem Cyclostomata, ambos possuem vida exclusiva em habitats marinhos; e
Gymnolaemata, que sdo predominantemente marinhos.”8 Mais de 6000 espécies de
briozoarios sdo conhecidas, com novos taxons sendo continuamente descritos,
especialmente em regifes que antes eram inacessiveis(e.g. profundezas do mar e a

Antartica).>1?

Figura 1 - llustracdo esquemaética do ciclo de vida da Bugula neritina. Apos a fertilizagcéo, os
embrides séo incubados em ovicelos até serem liberados como larvas. A larva se fixa e se
metamorfoseia no zooide fundador da col6nia (ancestrula), que d& origem ao restante da
colbnia por brotamento assexuado.
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Fonte: Adaptado da referéncia [8].
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1.2 Biossintese de metabdlitos secundarios

E do conhecimento da comunidade cientifica que a maioria dos invertebrados
marinhos produzem compostos naturais ativos para uma variedade de funcodes
ecologicas, por exemplo: defesa contra bioincrustacdo, predadores, parasitas,
infecgGes, competicdo, dentre outras.>3'3 No caso de comunidades bentbnicas,
estudos apontam que a biossintese de produtos naturais é mais influenciada por
interacdes bidticas ao inves de fatores ambientais, favorecendo assim a evolugéo de
uma ampla diversidade de mecanismos de defesa fisicos e quimicos para sua
sobrevivéncia ao longo dos éons.?

Uma discussdo feita por Williams et al. (1989)*° e posteriormente por Carsten
(1991)14, baseada em briozoarios e nos seus metabdlitos conhecidos até entao,
sugere que os metabdlitos primarios e secundarios ndo sao produzidos de forma
estética, como argumenta Williams, mas de maneira dinamica, segundo Carsten, na
luta darwiniana pela sobrevivéncia de uma populacéo ou individuo. Os metabdlitos
sdo expressos como resultado do conjunto imediato de estimulos externos que
interagem com o0s receptores metabolicos especificos dos organismos vivos. Carsten
argumenta que o padrdo de metabdlitos expressos pelo organismo depende, tanto
gualitativa quanto quantitativamente, dos desafios enfrentados ao longo de seu ciclo
de vida. Ou seja, a partir da informacao genética armazenada no genoma, a producao
de metabdlitos busca maximizar o impacto em cada situacdo ecoldgica, visando, de
forma darwiniana, a propagacdo da espécie. Mesmo que 0 custo energético da
producdo seja prejudicial a um individuo isolado.'41°

Do ponto de vista quimiotaxondmico, Carsten conclui que o potencial para a
biossintese de qualguer organismo nunca é totalmente expresso. Sob um conjunto
definido de condicdes, apenas 0s produtos necessarios para a sobrevivéncia imediata
do organismo sao sintetizados. Dessa forma, a existéncia de metabdlitos secundarios
pode ser entendida como uma forma de seguro para a propagacao da espécie. Além
disso, o padrdo de metabolitos expressos por diferentes populacdes pode resultar de
estimulos relacionados com mudangas no ecossistema circundante. Assim,
mudancas aparentemente infinitesimais podem alterar completamente, tanto
guantitativa quanto qualitativamente, o padrdo de metabodlitos secundarios

produzidos.'4
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1.3 Produtos naturais isolados de briozoéarios

Uma revisdo sistematica realizada por Tian et al. (2018)!? evidencia a
versatilidade biossintética desses animais. Nesta revisao, sédo reportados metabdlitos
secundarios com arranjos estruturais que abrangem lactonas macrociclicas,
esterdides, alcaloides, esfingolipidios, terpendides lactdnicos tetraciclicos e
compostos aromaticos contendo enxofre.

Em 1993, Beutler et al. isolaram, a partir do género Catenicella, o composto 1-
vinil-8-hidroxi-B-carbolina, que apresentou atividade citotoxica moderada contra
astrocitoma glioblastoma humano.*® Todavia, ndo se conhecem estudos da quimica
da espécie Catenicella uberrima. Dentre as 8 espécies estudadas neste projeto, 5
delas (Nellia cf. tenella, Schizoporella errata, Catenicella uberrima, Licornia aff.
diadema e Tubulipora sp.) possuem poucos artigos na literatura, apenas retratando
suas caracteristicas biologicas; ndo foram encontrados artigos que descrevam seu
perfil quimico. Das cinco espécies supracitadas, as quatro primeiras pertencem a
classe Gymnolaemata e ordem Cheilostomata; a espécie Tubulipora sp. pertence a
classe Stenolaemata e a ordem Cyclostomata.

As tambjaminas sao alcaldides que possuem uma estrutura principal composta
por um sistema 2-2’-bipirrélico, podendo apresentar 3 anéis pirrdlicos (prodigiosinas)
ou um dimero com 4 anéis. Até o momento séo conhecidos 23 derivados naturais das
tambjaminas (A-O, prodigiosinas, YP1 e MYP1). Estes alcalbides ja foram isolados de
invertebrados marinhos incluindo ascidias, briozoarios, nudibranquios, bactérias
terrestre (Streptomices-BA-1591) e marinhas (Pseudoalteromonas citrea e Paucibiter
aquatile DH-15).14% As tambjaminas A-D foram inicialmente isoladas dos
nudibranquios Tambja abdere, Tambja eliora, Roboastra tigris e do briozoario
Sessibugula transluscens (coletados na Baia da Califérnia);> 17 19.22. 48 g tambjamina
A, também foi encontrada na espécie Bugula longissima coletada na Antartica.?%4®
Subsequentemente, as tambjaminas E-F foram isoladas da ascidia Atapazoa sp. e do
género de nudibranquio Nembrotha.l’-18 48 As tambjaminas G-J foram isoladas do
briozoério Virididentula dentata (aka Bugula dentata), coletado na ilha da Tasméania
na Austrdlia.1’.20. 48

Mais recentemente, a tambjamina J1 foi isolada do nudibranquio do género
Tambja stegosauriformis.'”: 48 A partir do estudo da espécie Tambja ceutae, coletada

no arquipélago de Acores (Portugal), foi isolada a tambjamina K.2 48 A tambjamina L
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foi isolada a partir do nudibranquio Tambja capensis e de seu alimento Viridentula
dentata. Uma amostra de planta coletada no Japéo, levou ao isolamento de uma
espécie de Streptomyces BA-18591 que culminou no isolamento da tambjamina BE-
18591. Anos depois, pesquisadores isolaram, a partir de uma bactéria marinha
(Pseudoalteromonas tunicata), um analogo estrutural da tambjamina BE-18591,
denominada tambjamina YP1. Estudos utilizando métodos metabolémicos realizados
pelo grupo do Prof. R. G. S. Berlinck, levaram ao isolamento das tambjaminas M-0.48

As tambjaminas, prodigiosinas e seus derivados sintéticos apresentam uma
ampla gama de atividades biologicas. O espectro de atividade biolégica engloba
antibacteriana (Gram+ e -), anti-plasmodial, citotéxica, genotoxica e, devido a
possibilidade de atuar como um ligante tri/tetra-dentado, sdo potentes transportadores
transmembranas de anions.>84 Os derivados da prodigiosina estdo sendo testados
em estudos clinicos porque séo capazes de atuar como um antagonista de uma familia
de proteinas apoptéticas.*®

Em geral, briozoarios do género Amathia de diferentes regides geograficas
contém um vasto numero de alcal6ides bromados ja caracterizados.

Através de estudos de briozoarios do género Amathia realizados na Tasmania,
foram detectados alcaléides com esqueleto derivado de [-feniletilamina. As
amathamidas A-F, relacionadas a B-feniletilamina e prolina bromadas, foram isoladas
da espécie A. wilsoni, A. tortuosa e A. convoluta.?2324 Qutro estudo realizado com a
espécie A. convoluta levou ao isolamento da amathamida G.52° Interessantemente,
alcaloides deste tipo isolados de A. convoluta demonstram uma diversidade
geografica de estruturas e diversidade de atividade bioldgica.

Uma série de seis alcal6ides bromados, amathaspiramidas A-F, foi isolada de
A. wilsoni, coletado na Nova Zelandia.>?% A amathaspiramida A, C e F apresentaram
atividade citotéxica contra células tumorais.'?” Este estudo demonstrou que os fatores
estruturais que afetam a atividade biologica destes compostos sdo a presenca do
grupo amina/imina no esqueleto da pirrolidina e a estereoquimica do carbono 8R.*

As convolutamidas A-F sao alcaloides que possuem uma estrutura do tipo N-
acil-y-lactamica com um grupo dibromofenol. Foram isoladas da A. convoluta,
coletada na Flérida (USA), por Zhang e colaboradores. A mistura do derivado A e B
apresentou atividade citotéxica contra células tumorais.'?® As convolutamidinas A-D,

com um anel oxindol, foram detectadas por Kamano et al.?° e posteriormente por
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Zhang e colaboradores. A convolutamidina A apresentou potente atividade citotoxica
com excelente indice de seletividade (ICsp).%2829

As convolutaminas A-G, derivados bromados da pg-feniletilamina, foram
reportadas de um estudo com espécies de A. convoluta coletadas na Florida (EUA).
As convolutaminas A-D e F apresentaram atividade citotoxica contra células tumorais
resistentes a adriamicina e vincristina, bem como atividade antiviral contra o virus da
Pélio Tipo 1.11226:30-32 A convolutamina F também apresentou atividade inibitéria
contra a divisdo celular de ovos fertilizados de ouricos do mar.3? Recentemente foram
isoladas as convolutaminas I-J de uma espécie de A. tortuosa coletada no Oceano do
Sul, sendo esta, ativa como um potencial inibidor competitivo do ATP.112

As alternamidas A-D, derivados inddlicos, isoladas de A. alternata,
apresentaram atividade antibacteriana contra diversas bactérias Gram-positivas
incluindo S. aureus, B. subtilis e E. faecium.533

As briostatinas sado a classe mais conhecida de compostos derivados de
briozoarios marinhos e sdo os candidatos mais promissores isolados de briozoarios
para serem utilizados como agentes anticancerigenos devido a sua potente atividade
citotéxica contra células tumorais.! O interesse no estudo de briozoarios marinhos
iniciou em 1968, quando Pettit et al. descobriram a atividade citotdéxica do extrato
obtido de dois briozoarios coletados na Califérnia, Bugula neritina e Amathia
convoluta.®®

A primeira lactona macrociclica isolada, briostatina 1, foi identificada da espécie
B. neritina por Pettit et al. em 1982.3 Ap6s 14 anos estudando as lactonas
macrociclicas, Pettit et al. identificaram 18 analogos da estrutura (1-18) e avaliaram
sua atividade citotdxica.l*®! Durante a investigacdo de constituintes antineoplasicos de
B. neritina do mar do Sul da China, Lin et al. isolaram a briostatina 19, um novo
macrolideo com alta atividade citotdxica contra células tumorais in vivo.3” Um estudo
realizado com as larvas da B. neritina, conduzido por Lopanik et al., levou ao
isolamento de um novo derivado - briostatina 20 - que é impalatavel para peixes.38
Recentemente, quatro novas lactonas macrociclicas foram identificadas de B. neritina
coletada do mar do Sul da China, séo elas: briostatina 21, 9-O-metilbriostatina 4, 16 e
17.%2

Esta classe de macrolideos altamente oxigenados, sao policetideos complexos
baseados em uma macrolactona de 20 carbonos.3* As briostatinas apresentam trés

aneis pirano funcionalizados separadamente, sendo esses interconectados por um
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alceno (E)-dissubstituido e por um metileno ligado em ponte. Todos os membros da
familia também contém um par de metilas geminais nos carbonos C8 e C18.3* O
estudo da relacéo estrutura-atividade desses policetideos € de grande importancia
para estas moléculas devido ao espectro de atividade destes compostos.! Desta
forma, alguns estudos sugerem que o grupo a-metil no carbono C28 e a a-hidroxila no
carbono C9 séo cruciais para a citotoxicidade destes compostos. A grande diferenca
entre todos os derivados de briostatinas reside nos substituintes dos carbonos C7 e
C20.34

As briostatinas sédo capazes de modular, seletivamente, a funcdo de varias
isoenzimas do grupo das proteinas quinase C (PKC).! Estas enzimas possuem um
papel importante na regulacdo de crescimento e morte celular. Em particular, a
atividade antitumoral destes compostos € uma consequéncia da afinidade quimica
com as enzimas PKC, de todos os derivados conhecidos, as briostatinas 1 e 7 s&o as
estruturas com maior afinidade com este grupo de enzimas.>'?3* Recentemente, foi
descoberto que anomalias no funcionamento e na expressdo das isoenzimas PKC
podem ser correlacionadas a diversas doengcas como cancer, diabetes e doenca de
Alzheimer.343%41 Além de sua afinidade com o grupo PKC, estes compostos sdo
capazes de induzir a diferenciagéo celular e promover apoptose em diversas células
tumorais humanas, apresentam propriedades imunomodulatérias e séo interessantes
em estudos de sinergia de farmacos oncolégicos (vincristina, paclitaxel, gemcitabina)
para o tratamento de diferentes tipos de cancer.14245

Figura 2 — Estruturas selecionadas de produtos naturais isolados de briozoarios.
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Figura 3 — Estruturas selecionadas de produtos naturais isolados de briozoarios.
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Convolutamidina A Convolutamina F Alternamida B

Briostatina 1 R1 = OAc, R2 = OCO(CH)4, R3 =CH3

""'OH Briostatina 7 R1 = OAc, R2 = OAc, R3 = CH3

Fonte: Autoria prépria.

2. OBJETIVOS
Os objetivos do projeto desta monografia de fim de curso sdo aqui apresentados:

a. Realizar a analise por HPLC-UV-MS das fracbes obtidas a partir do
fracionamento inicial do extrato organico das espécies de briozoérios;

b. Selecdo das espécies de interesse para o0 isolamento dos metabdlitos
secundarios de interesse;

C. Purificacdo das fraces de interesse através de HPLC-UV;

d. Andlise espectroscopica completa dos compostos isolados para a completa
elucidacao estrutural;

e. Andlise dos espectros de MS/MS, de forma a estabelecer parametros e
correlagdes, bem como propor mecanismos de fragmentacao dos compostos isolados

e identificados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta

Espécimes de briozoarios foram coletados por mergulho autbnomo, entre 2 e
16 metros de profundidade, nas localidades de S&o Sebastido e llhabela. Foi realizada
a busca ativa dos briozoarios, retirando-os do substrato utilizando uma espatula, e
armazenando todo material em sacos plasticos identificados. Todo material coletado
foi levado in vivo ao laboratério (CEBIMar - USP), para triagem das colbnias em
bandejas plasticas e agua do mar. Cada espécie teve a confirmacéo da identificacéo
realizada sob estereomicroscopio, com cada espécie triada utilizando pingas e pincéis.
Todo o material triado, representado por 1 voucher para dados morfologicos e
moleculares (acondicionado em alcool), e 1 voucher (o0 maximo de volume possivel)
acondicionado em sacos plasticos e congelado para analises bioquimicas. Ao total,
foram obtidas quinze amostras biolégicas para estudos quimicos. A coleta e
identificacdo dos briozoérios coletados foi realizada pelo Professor Leandro Vieira e
seu aluno Everthon de Albuquerque Xavier (do Instituto de Biologia da Universidade

Federal de Pernambuco).

3.2 Extragéo e Fracionamento

Os briozoérios Catenicella uberrima, Virididentula dentata, Amathia alternata,
Licornia aff. diadema, Schizoporella errata, Nellia cf. tenella, Bugula neritina, Amathia
brasiliensis, Tubulipora sp. e uma amostra complexa contendo varias espécies, foram
transportados aos laboratérios do Centro de Biologia Marinha da USP (em S&o
Sebastido), triados e congelados em freezer -80°C. Uma vez nos laboratérios do
QOSBio, a amostra bioldgica foi liofilizada até sua secagem completa, com a
subsequente quantificacdo de sua massa seca.

O material seco de cada espécie biologica foi submerso em MeOH e triturado
em liquidificador de ago inoxidavel. O material particulado foi extraido exaustivamente
com MeOH em banho de ultrassom e filtrado a vacuo em funil de Biichner. O extrato
obtido foi concentrado por rotoevaporacéo e submetido a uma particéo liquido-liquido
com hexano (3%, s do volume do extrato MeOH). A fragdo hexanica foi evaporada,

guantificada e armazenada. A fragdo MeOH remanescente foi completamente
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evaporada e quantificada. Por conseguinte, o extrato foi ressuspendido em

MeOH/H20 (95:5, v/v) e submetido a uma particdo liquido-liquido, realizada em

triplicata, com AcOEt. ApOs esta etapa, ambos os extratos, ACOEt e aquoso, foram

secos, quantificados e armazenados em geladeira a 4°C. Este procedimento esti

sumarizado na Figura 4 e a quantificacao, ilustrada na Tabela 1.

Figura 4 - Metodologia de extracdo e fracionamento dos espécimes de briozoarios coletados

em Sao Sebastido.

§523BRI-01 = Catenicella uberrima (Harmer, 1957) | $523BRI-06 = Catenicella uberrima (Harmer, 1957)

$S23BRI-02 = Virididentula dentata (Lamouroux, 1816). SS23BRI-07 = Schizopo

$S523BRI-03 = Catenicella uberrima (Harmer, 1957) | SS23BRI-08 = Nellia cf.
SS23BRI-04 = Amathia alternata (Lamouroux, 1816) - SS23BRI-09 = Nellia cf.
S523BRI-05 = Licornia aff. diadema (Busk, 1852) | §523BRI-10 = Schizopo

rella errata (Waters, 1878)
tenello (Lamarck, 1816)
tenella (Lamarck, 1816)

rella errata (Waters, 1878)

$$23BRI-11 = Bugula neritina (Linnaeus, 1758)
SS23BRI-12 = Licornia aff. diadema (Busk, 1852)
$523BRI-13 = Mix de vdrios briozodrios
S$S23BRI-14 = Amathia brasiliensis (Busk, 1886)

$523BRI-15 = Tubulipora sp.

2. Liofilizagao

4. Maceragdo em liquidificador com MeQH

6. Quantificacdo do extrato obtido

8. Extragdo com hexano
(3x 0 volume MeOH/H,0)

1. Congelamento em freezer -80°C

3. Quantificagdo da massa seca

5. Filtragdo e evaporagao

7. Suspensdo em MeOH/H,0 (95:5)

Fra¢do Hexanica

'1 Evaporacgdo

i Fragdao MeO
2. Pesagem: ¢

2. Adicao de AcOEt,

H/H,0 (95:5)

1. Concentragdo do extrato aquoso

3. Partigao liquido-liquido

Fracdo Aquosa

1 Evaporacao
2. Pesagem:

Fonte: Autoria prépria.

Fracdo AcOEt

1. Evaporacio

2. Pesagem:

Tabela 1 — Resultado obtido apés o fracionamento inicial das espécies.

CLASSIFICACAO Massa seca (g) Fracao Hexdnica (g) Fracdo Aquosa (g)  Fracao AcEOt (g)

SS23BRI-01 = Catenicella uberrima (Harmer, 1957) -

SS23BRI-02 = Virididentula dentata (Lamouroux, 1816) 10.0 0,1616 1,0518 0.,0466
SS23BRI-03 = Catenicella uberrima (Harmer, 1957) 67.8 1,6271 21,6722 0.8360
SS23BRI-04 = Amathia alternata (Lamouroux, 1816) 2.4 0,0445 0,4769 0,0328
SS23BRI-05 = Licornia aff. diadema (Busk, 1852) 47.8 0,2597 4,6241 0,2798
SS23BRI-06 = Catenicella uberrima (Harmer, 1957) 45.0 0,4360 3,5522 0.1387
SS23BRI-07 = Schizoporella errata (Waters, 1878) 44.8 0,1736 1,3101 0,1449
SS23BRI-08 = Nellia cf- tenella (Lamarck, 1816) 2,1 0,0218 0,0671 0,0079
SS23BRI-09 = Nellia cf. tenella (Lamarck, 1816) 118.4 0,9168 11,7416 0,4519
SS23BRI-10 = Schizoporella errata (Waters, 1878) 140,8 0,2993 3,3939 0.1647
SS23BRI-11 = Bugula neritina (Linnaeus, 1758) 28,0 0,5463 2,9615 03153
SS23BRI-12 = Licornia aff. diadema (Busk, 1852) 52,4 0,3871 4,0428 0,1457
SS23BRI-13 = Mix de vdrios briozodrios -

SS23BRI-14 = Amathia brasiliensis (Busk, 1856) 70,2 0,2780 5,9742 0,4041
SS23BRI-15 = Tubulipora sp. 22.4 0,4642 2,4452 0,2115

Fonte: Autoria propria.
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3.3 Fracionamento do extrato organico por cromatografia em fase normal

Apds o processo de extragdo, evaporacao e secagem dos extratos — Figura 4
e Tabela 1 - os extratos AcOEt das espécies de briozoarios codificadas BRI-02, BRI-
04 e BRI-08 apresentaram massa menor que 50 mg. Para as demais espécies, 0
extrato organico foi ressuspendido em MeOH e, a este, foi adicionado Celite 545
(Synth®) equivalente ao dobro de massa do extrato. Em sequéncia, a amostra foi
completamente seca em SpeedVac.

O extrato adsorvido em celite foi submetido a uma extracdo em fase solida
(SPE, solid phase extraction), utilizando-se uma coluna com fase estacionaria de
silica-gel derivatizada com grupos cianopropila (SPE-CN, Phenomenex®). A coluna foi
condicionada utilizando-se 150 mL de MeOH e 150 mL de CH2Clz2:Hexano. O processo
de fracionamento foi realizado utilizando um gradiente em fase normal de polaridade.
Os eluentes utilizados nesta etapa foram: 1) Hexano/CH2Clz; 2) CH:Clz; 3)
CH2CIl2/AcOEt; 4) AcOEt; 5) AcOEt/MeOH; 6) MeOH.

Foram utilizados 50 mL de cada eluente. Cada uma das fraces eluidas com
cada um dos eluentes foram coletadas em tubos de ensaio de 10 mL. O processo de
separacao forneceu 5 tubos por eluente e totalizou 6 subfracées por espécie. Em
sequéncia, todas as subfracdes foram evaporadas, secas, quantificadas, suspendidas
em MeOH e uma aliquota de cada fracdo foi analisada por HPLC-UV-MS para
obtencdo do seu perfil quimico. Fracbes de interesse foram selecionadas para
isolamento e purificacdo de seus metabdlitos. Este procedimento esta sumarizado na

Figura 5.

Figura 5 - Metodologia de fracionamento do extrato bruto AcOEt.

Fragao AcOEt

1. Ressuspensao e adi¢ao de Celite
2. Evaporacao
3. Fracionamento por SPE-CN
4. Coletados em tubos de ensaio de 10mL
5. Reunidos de 5 em 5
6. Evaporagéao

7. Pesagem
y
SPE-CN
x
pCN1. pCN2. pCN3. pCN4. PCNS. pCNG6.
Hex : CH,Cl, CH,Cl, CH,Cl, : AcOEt AcOEt AcOEt : MeOH MeOH

Fonte: Autoria Propria.
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3.4 Fracionamento do extrato aquoso por cromatografia em fase reversa

A andlise do perfil quimico das sub-fragBes obtidas apds o fracionamento por
SPE-CN forneceu cromatogramas apresentando sinais cromatograficos, associados
a seus respectivos espectros no UV e espectros de massas. Em fun¢éo dos resultados
obtidos a partir das andlises realizadas por HPLC-UV-MS, foram selecionadas duas
espécies de briozoarios para investigacao de seus respectivos extratos aquosos: as
espécies Nellia cf. tenella e Amathia brasiliensis.

O extrato aquoso remanescente da extragdo do material biolégico
originalmente extraido foi ressuspendido em H20 e, a este, foi adicionada a resina
adsortiva HP-20, na propor¢cao 10-20% de massa/volume da fracdo aquosa. A resina
foi mantida na suspensao aquosa durante 24 horas. Em seguida, a mistura resina +
suspensao aquosa foi filtrada em funil de Blchner sobre papel filtro. A resina filtrada
foi recuperada, transferida para um béquer e extraida com MeOH/acetona (1:1, v/v)
em banho de ultrassom. O extrato obtido foi evaporado, seco e quantificado.

O extrato da resina HP-20 foi entdo submetido a uma extracdo em fase soélida
(SPE, solid phase extraction) utilizando-se como fase estacionaria silica-gel
derivatizada com grupos octadecilsilano (SPE-C18, Strata®). A coluna foi
condicionada utilizando-se 150 mL de MeOH, 150 mL de MeOH/H20 (1:1) e 150 mL
de H20. O processo de fracionamento foi realizado utilizando-se um gradiente em fase
reversa de polaridade. Os eluentes utilizados nesta etapa foram: 1) 100% H20 (esta
fracdo foi descartada por conter apenas sais e metabdlitos primarios, como
aminoacidos, acglcares, nucleosideos e outros); 2) 75% H20 + 25% MeOH; 3) 50%
H20 + 50% MeOH; 4) 25% H20 + 75% MeOH; 5) 100% MeOH. Foi utilizado volume
de eluente proporcional a massa da fragdo apo6s o procedimento de adsorgéo-
dessorcdo. As subfracdes obtidas foram coletadas em frascos Schott® de 250 mL,
totalizando 5 fragcdes por extrato da resina HP-20. Todas as subfragcbes foram
evaporadas, secas e analisadas via HPLC-UV-MS para obtencdo de seu perfil

guimico. Este procedimento esta sumarizado na Figura 6.

23



Figura 6 - Metodologia de fracionamento do extrato bruto aquoso dos briozoéarios Nellia cf.

tenella e Amathia brasiliensis.

Fracdo Aquosa

1. Adsorg¢do com HP-20
2. Repouso por 24 horas
3. Dessorgdo de HP-20 com MeOH:Acetona
4. Filtragdo, evaporacgdao e quantificagao
5. Fracionamento por SPE-C18
6. Coletados em frascos de 250 mL
7. Evaporagao
8. Pesagem

v
SPE-C18

pAQ1. pAQ2. pAQ3. pAQ4. pAQS.
100% H,0 75% H,0 : 25% MeOH 50% H,0 : 50% MeOH 25% H,0 : 75% MeOH 100% MeOH

Fonte: Autoria Propria.

3.5 Analises por HPLC-UV-ELSD-MS

As andlises por HPLC-UV-MS foram realizadas utilizando-se um sistema
cromatografico da marca Waters® com sistema de controle Alliance, modelo Waters
2695, acoplado com detector espectrofotométrico UV-visivel, modelo Waters 2996,
com detector de arranjo de fotodiodos (varredura entre Amax 200 a 400 nm) acoplado
em série com um detector de espalhamento de luz (ELSD), modelo Waters 2424,
também acoplado em série com um detector de espectrometria de massas modelo
Waters Micromass ZQ 2000, operado utilizando a plataforma Empower 2.0(Waters®).

O espectrometro de massas (MS) foi ajustado para seguintes condicdes
especificas: voltagem do capilar 3,00 kV; temperatura na fonte 100 °C; temperatura
de dessolvatacdo 350 °C; ionizacdo por eletrospray (ESI) operando nos modos
positivo e negativo; deteccéo na faixa de 100-1000 Da e 400-1400 Da. A aquisicao de
dois cromatogramas de ions totais (TIC) é obtida via 0 modo de detec¢do positivo
(ES+) e negativo (ES-) do espectrometro de massas. O fluxo de gas no cone e na
dessolvatacéo foi de 50 e 350 L/h. As analises foram realizadas utilizando-se uma
coluna de fase reversa RP18 (Waters® X-terra, 250 x 4,6 mm, 5 pm) com fluxo mével
de 1 mL/min. A eluicdo foi realizada com fase mével composta de (A) H20 e (B)
MeOH/MeCN (1:1, v/v). O gradiente utilizado foi: 0 - 1,0 min com 90% de A, gradiente
linear até 90% de B de 1,0 — 22,0 min, de 22,0 — 25,0 min manteve-se 100% de B e

de 25,0 — 34,0 min manteve-se 10% de A para recondicionamento da coluna,
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totalizando 40 minutos de analise. O volume de amostra injetado foi de 15 puL de uma

solucdo de concentracdo de 1,5 a 2,0 mg/mL.

3.9 Purificag&o por HPLC-UV

Para as purificacbes das fragcbes desejadas, utilizou-se um sistema

cromatografico Waters® acoplado a um detector espectrofotométrico de UV (deteccéo

em dois comprimentos de onda entre 200 e 400 nm). Os dados foram processados e

adquiridos pelo software Millenium 1.0 (Waters®). Cada fracédo foi purificada com

coluna e fase movel distintas. Foram realizados 0s seguintes procedimentos para a

purificacdo de cada uma das fracoes:

Fracdo SS23BRI09-pCN5: Isocratico de 0 - 1,0 min com 90% de H20 e 10%

MeOH/MeCN (1:1, v/v), de 1,0 a 22,0 min um gradiente linear de MeOH/MeCN
(2:1, viv) em H20, até 100% MeOH/MeCN (1:1, v/v). De 22,0 a 25,0 min
manteve-se em 100% de MeOH/MeCN (1:1, v/v). De 25,0 a 34,0 min voltou-se
a condicao inicial para recondicionamento da coluna. Cromatogramas no UV
registrados em Amax de 230 e em 250 nm. Coluna analitica XTerra® RP18 (5
pm, 4.6 x 250 mm).

Fracdo BRIO9-pCN5-[b2 e b3]: Isocratico de 0 a 1,0 min com 90% de H20 e

10% MeOH/MeCN (1:1, v/v), de 1,0 a 35,0 min com H20/MeOH/MeCN
(58:29:13, v/ivlv), de 350 a 40,0 min voltou-se a condicdo inicial.
Cromatogramas no UV registrados em Amax de 230 nm e em 345 nm. Coluna
analitica XTerra® RP18 (5 um, 4.6 x 250 mm).

Fracdo BRI09-pCN5-[b2-3 e b3-11]: Isocratico de 0 a 25,0 min com H20/MeCN
(68:32, viv), de 25,0 a 64,0 min com H20/MeCN (40:60, v/v). De 64,0 a 70,0
min manteve-se H.O/MeCN (68:32, v/v). Cromatogramas no UV registrados em
Amax de 230 e em 345 nm. Coluna analitica Inertsil® Ph-3 (5 um, 4.6 x 250 mm).
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3.10 Anaélises por UPLC-ESI-QToF-MS

Para as analises por UPLC-ESI-QToF-MS (Waters®), as fracdes de interesse
foram analisadas em um cromatografo liquido modelo Acquity UPLC H-class,
acoplado a um espectrometro de massas Xevo® G2-XS Q-ToF com uma fonte de
lonizagao por electrospray (ESI) nos modos positivo e negativo.

Para o espectrdbmetro de massas, utilizou-se o modo Data Dependent
Acquisition (DDA) e o modo Data Independent Acquisition (MSe) MS/MS, com as
configuracdes: faixa de deteccao de 500-2000 Da; voltagem de cone 30V e de capilar
1,2kV; temperatura da fonte de 100°C e de dessolvatacao de 450°C; fluxo de gas do
cone de 50L/h e de dessolvatacao de 750 L/h.

Para as analises cromatogréficas, foi utilizada uma coluna de fase reversa C18
(UPLC BEH Waters®, 2,1 mm x 100 mm, 1,7 pm) com fase mdvel constituida de (A)
H20 grau MS com 0,1% de &cido férmico e (B) MeCN grau MS com 0,1% de &cido
férmico. O gradiente utilizado foi de 10 a 100% de B por 9 minutos, e 10% de B por 1

minuto, a fim de se recondicionar a coluna.

3.11 Solventes

Para o preparo e fracionamento do extrato bruto das espécies, utilizou-se 0s
seguintes solventes de grau analitico: MeOH, n-hexano, AcOEt, CH2Cl> , acetona e
EtOH (Exodo® e/ou Synth®). Para detectacdo e separacdo dos metabolitos de
interesse através do sistema cromatografico HPLC-UV-ELSD, utilizou-se os solventes
de grau HPLC: MeOH (J.T.Baker®), MeCN (J.T.Baker®), &cido férmico (Sigma-
Aldrich®) e 4gua purificada em MilliQ (Millipore®). Para andlise via UPLC-ESI-QToF-
MS, utilizou-se os solventes de grau UPLC: MeOH (Merck®), MeCN (Merck®), acido
formico (Sigma-Aldrich®) e agua purificada em MilliQ (Millipore®).

3.12 Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN-'H e RMN-3C foram realizadas no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear (DQ/UFSCar), sob coordenacéo do prof. Dr. Antonio
Gilberto Ferreira, num espectrometro de 14,1 Tesla (600 MHz na frequéncia do H,
modelo AVANCE IlI, Bruker®). Os dados obtidos foram processados utilizando-se o
software TopSpin 4.1.4. Para estas andlises, as amostras foram secas em dessecador
por 10 h e posteriormente solubilizadas em 200 yL de DMSO-ds ou 200 uL de MeOH-
d4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anédlises por HPLC-UV-MS

O processo de fracionamento via SPE-CN (Figura 5) foi realizado para todas
as espeécies de estudo. Apés a obtencao das subfracdes, foram preparadas aliquotas
das fracdes com massa suficiente para analises por HPLC-UV-MS. O perfil quimico
obtido destes cromatogramas possibilitou uma andlise da literatura e em bancos de
dados (CHEMnetBASE) utilizando o género e a espécie dos briozoarios, padrbes de
fragmentacao por espectrometria de massas e perfil de absorcédo no UV com o intuito
de averiguar dados quimicos pré-existentes na literatura destas espécies de
briozoarios. Apos esta andlise, selecionamos as subfragfes mais interessantes do
ponto de vista quimico para dar prosseguimento ao trabalho.

Apoés uma busca exaustiva sobre artigos de metabdlitos isolados de espécies
de briozoérios relacionados as espécies por nos coletadas, apenas as espécies
Virididentula dentatal’ e Catenicella cribaria'® apresentaram artigos de investigacédo
guimica. As outras cinco espécies restantes (Catenicella uberrima, Licornia aff.
diadema, Schizoporella errata, Nellia cf. tenella, Tubulipora sp.) apresentam, até a
elaboracao deste documento, apenas artigos retratando as caracteristicas biologicas
desses animais. Desta forma, ap6s analise dos cromatogramas das analises HPLC-
UV-MS obtidos para as espécies de briozoérios, foi selecionada a espécie Nellia cf.
tenella (SS23BRI0O8 e 09), Tabela 2, para um estudo mais aprofundado de seus

metabdlitos secundarios.

Tabela 2 — Resultado obtido ap6és o fracionamento inicial da espécie Nellia cf. tenella.

Espécies selecionadas | Massa inicial (mg) i SPE-CN | Massa das subfragdes (mg) |  Total (mg)

BRI09 0.4519

BRIOS-AcOEFEt : 0.0079 : Insuficiente : 7.9

Fonte: Autoria Propria.

27



4.2 Nellia cf. tenella

4.2.1 Fracao organica SS23BRIOBACcOEt

A andlise por HPLC-UV da amostra SS23BRIOSAcOEt forneceu o0 seguinte

cromatograma (Figura 7).

Figuras 7 — Cromatograma monitorado em 263 nm do extrato organico de SS23BRI08.
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O cromatograma da amostra SS23BRIOSACOEt utilizando deteccéo por
espectrometria de massas em modo positivo de ionizagdo (MS+) é ilustrado na Figura
8. Espectros de massas de picos cromatograficos selecionados séo apresentados na

Tabela 3.

Figuras 8 — Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo
(MS+) do extrato do briozoario Nellia cf. tenella (SS23BRIOSACOEL).
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Tabela 3 - Espectros de massas de picos selecionados do cromatograma HPLC-UV-MS do extrato organico de Nellia cf. tenella (SS23BRI08).

. Tempo .
. Pico de Absorcao
Fracado . de Espectro de massas MS+
referéncia . no UV
retengao
9.738 Extracted -0O8 ACOEt - ZO F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, ©\Vv =30
209.3
S0O0000.0—
= 4a0000.0—
BRI08 9,738 = {ro7.2p10-3
20000.0— 371L.7
260.1
as=2.2 624a.4 750.0 o=3.2027.8
bl | | sie=, [ 2eees
o.0—! \HMH\ | \\\w‘h‘\\\.\‘ I \‘.\‘MH“\“M\MH It \m Ll M“m‘ , A ‘!m‘\ R T i - L
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
nvz=
Figura 9. Espectro de massas do pico detectado em 9,738 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em
modo positivo de ionizagdo (MS+).
10.748 EXtracted -08__ ACOEt - ZOQ F1L Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, C\Vv/ =30
SOOOOOi 197.2
400000{
= 300000{
T 200000{
BRI108 2 10,748 - . 219.2
1000OOi ”“260' 1
n 415.1
e FQ?-Z. Sttasaaasrs _ eoma
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
vz

Figura 10. Espectro de massas do pico detectado em 10,748 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em

modo positivo de ionizagdo (MS+).
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A analise por HPLC-UV-MS do extrato organico do briozoario Nellia cf. tenella
(espécime SS23BRI08) apresentou pequena diversidade de metabdlitos secundarios.
Os espectros de massas das figuras 9 e 10 exemplificam a presenca de metabdlitos

pouco interessantes (m/z < 300 Da) nesta fracao.

4.2.2 Nellia cf. tenella (amostra SS23BRI09)

4.2.2.1 Fragdo SS23BRI09-pCN4

A anadlise por HPLC-UV da subfragcdo pCN4 do extrato bruto do briozoario Nellia cf.

tenella (amostra SS23BRI09) forneceu o seguinte cromatograma (Figura 11).

Figuras 11 — Cromatograma monitorado por UV (Amax 263 nm) da fracdo SS23BRI09-pCN4 do
extrato do briozoario Nellia cf. tenella (amostra SS23BRI09).
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O cromatograma da mesma fracdo utilizando deteccdo por espectrometria de
massas em modo positivo de ionizacdo (MS+) € ilustrado na Figura 12. Espectros de

massas de picos cromatograficos selecionados sédo apresentados na Tabela 5.

Figuras 12 — Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de
ionizagdo (MS+) da fracdo SS23BRI09-pCN4.
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Tabela 4 - Espectros de massas de picos selecionados do cromatograma HPLC-UV-MS da fragcdo SS23BRI09-pCN4 de Nellia cf. tenella (amostra
SS23BRI09)

. Tempo .
B Pico de Absorgao
Fracdo . de Espectro de massas MS+
referéncia . no UV
retencao
600000 13.472 Extra;;_eg- ;LogipCN4 - ZQ F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, CVv =30
i 2a8.1 401
400000—
= —
B 1169.2
KT}
BRI09pCN4 1 13,472 = T 200000
_ B341.0356.1
_ 58.9 657.3
oLl bl L‘ 3 ‘5‘5?'4‘ .“L‘h‘/figéw‘OL‘E' ‘99?-7 :
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
nmz
Figura 13. Espectro de massas do pico detectado em 13,373 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em
modo positivo de ionizagdo (MS+).
14.562 Extracted -09_p CN4 - ZO F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, ©Vv =30
n 332.1
- 24a8.1
GOOOOOi 8354.1
= N 70.2
% 400000i
= —-1169.2
BRIO9pCN4 2 14,562 - 000001
T 55.1370.0 685 4
- L L ‘{ p95.2448.1 663.3_ l'/686-§793._9847.2 1090.3
o bodiplLallaflod e g T T T - T T T T T
ZOd.OO 400.00 600.00 80(}‘0.00 100(‘).00

nvz

Figura 14. Espectro de massas do pico detectado em 14,562 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em
modo positivo de ionizacdo (MS+).
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A analise por HPLC-UV-MS das subfracdes [pPCN1->pCN6] da espécie Nellia
cf. tenella (amostra SS23BRI09) indicou que as subfracdes pCN1, pCN2, pCN3 e
pPCNG6 apresentavam baixa diversidade de metabodlitos com razdo massa carga de

interesse. Por isso, foram selecionadas as subfracoes pCN4 e pCN5 para purificagao.

4222 SS23BRI09-pCN5S

A andlise por HPLC-UV da subfracdo SS23BRI0O9-pCN5 forneceu o seguinte

cromatograma (Figura 15).

Figuras 15 — Cromatograma monitorado em 263 nm da fracdo SS23BRI09-pCNS5.
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O cromatograma da subfracdo SS23BRI09-pCN5 utilizando deteccéo por
espectrometria de massas em modo positivo de ionizagdo (MS+) é ilustrado na Figura
16. Espectros de massas de picos cromatograficos selecionados sdo apresentados
na Tabela 6. Os picos referentes aos tempos de retencdo de 13,504 e 14,424 séao

analogos aos demonstrados na subfracao anterior.

Figuras 16 — Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de
ionizacdo (MS+) da fracdo do briozoario Nellia cf. tenella (SS23BRI09-pCN5).
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Tabela 5 — Espectros de massas de picos selecionados do cromatograma HPLC-UV-MS da fracdo SS23BRI09-pCN5

_ Tempo 3
3 Pico de Absorcao
Fracao . de Espectro de massas MS+
referéncia . no UV
retencao
12.120 Extracted -09_ p CNS5 - ZO F1L Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, ©Vv =30
303.0
400000—
— B05.0
1 239.2
= ]
é 200000—]
BRI09pCN5 1 12,120 200-380 = |
— 38306.0
73_5‘7-2 877.5379.7493.3537.6715.2 854.0891.2
o bttt gttt gl = = = T — \ \ \ \
vz
Figura 17. Espectro de massas do pico detectado em 12,120 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em
modo positivo de ionizagdo (MS+).
13.371 Extracted -09_pCNS5 - ZQ F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, CV=30 14.542 Extrac;e;i?>09jCN5 - ZQF1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, CV=30
] 318.1 . 2.1
1 _1169.1
100000 8401 10000077 "248.1
2 13,371 z ] E.
5 1 3 i 63.1
£ 50000 £ 50000
BRI09pCN5 e e - 1 |
. 6 . 445.1493.0509.6602.07(; 5
il 680.6712.6 942.2 ] r191.5706.6821.2
3 14,542 . C ol

200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
mz mz

Figura 18 e 19. Espectro de massas dos picos detectados em 13,371 e 14,542 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria
de massas em modo positivo de ionizagdo (MS+).
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A andlise comparativa entre as subfra¢gdes indicou a presencga do ion molecular
“duplicado” de m/z 303,05 e m/z 305,05 nas subfracdes SS23BRI09-pCN4 com menor
e em SS23BRI09-pCN5 em maior intensidade. Este padréo isotopico € caracteristico
de ions moleculares com 1 atomo de bromo. Além disso, observa-se a presenca de
ions protonados em m/z 318,1 [M+H]* e 340,1 referentes ao ion [M+ Na]*; em m/z
636,6 referente ao dimero protonado do ion molecular protonado em m/z 318,1, e em
m/z 680,6 referente ao dimero sodiado do ion molecular sodiado em m/z 340,1 de um
dos metabdlitos de interesse. Observa-se também a presenca de um anélogo
estrutural com um grupo -CH2 extra em m/z 332,1, com 0 mesmo padrao de
fragmentacao dos demais. Os dois ions moleculares protonados em m/z 318,1 e 332,1
nao apresentam absorcéo no UV na faixa de comprimento de onda entre 200-400 nm.
A presenca de ions moleculares protonados [M+H]* e/ou sodiado [M+Na]* de massa
par implica em uma massa molecular impar desses compostos, o que indica que estes
sdo nitrogenados. Também é possivel se observar um “agregado” de ions moleculares
protonados de baixa intensidade com m/z 377,5, 379,5, 381,5 e 383,5 respectivo ao
sinal cromatografico com tempo de retencdo de 12,120 minutos. Este metabdlito esta
presente nos espectros de massas de outros espécimes de estudo neste projeto.
Considerando-se os resultados obtidos, foram selecionados estes 4 metabdlitos para
o possivel isolamento e elucidacao estrutural.

Duas teses de doutorado realizadas no grupo QOSBIo reportaram o isolamento
da 2,4,5-triboromo-1-metilgramina, que apresenta ion molecular protonado em m/z
377,5, 379,5 381,5 e 383,5. Este composto foi isolado a partir do briozoario Amathia
verticillata e do nudibranquio Okenia zoobrotyon 4647, A andlise comparativa dos
espectros de massas por nés obtido e destes trabalhos anteriores sugere fortemente
a presenca da 2,4,5-tribromo-1-metilgramina nos extratos do briozoario Nellia cf.
tenella.

Figura 20 — Estrutura do composto 2,4,5-tribromo-1-metilgramina.*6:47

/

N
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Br N\

Br

2,4,5-tribromo-1-metilgramina

Fonte: Autoria Propria.
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4.3 Purificacdo de fragdes obtidas do extrato do briozoéario Nellia cf.

tenella (amostra SS23BRI09)

4.3.1 Separacéo e purificacdo da fracdo SS23BRI09-pCN5

A fracdo SS23BRI09-pCN5 foi separada por HPLC utilizando-se coluna

analitica XTerra® RP18 (5 um, 4.6 x 250 mm), com método de eluicdo gradiente de 0
- 1,0 min com 90% de H20 + 10% MeOH/MeCN (1:1, v/v), de 1,0 a 22,0 min um
gradiente linear de MeOH/MeCN (1:1, v/v) em Hz20, até 100% MeOH/MeCN (1:1, v/v).
De 22,0 a 25,0 min manteve-se em 100% de MeOH/MeCN (1:1, v/v). De 25,0 a 34,0
min voltou-se a condicdo de 90% de H20 para recondicionamento da coluna. O

fracionamento foi monitorado por detec¢cdo em Amax de 230 nm e em 250 nm (Figura

21).

Figura 21 - Comparacao dos cromatogramas monitorados no UV para a fracdo SS23BRI09-
PCN5. (A) Azul: Cromatograma registrado em 230 nm; (B) Rosa: Cromatograma registrado
em 250 nm.

3,201
3,004
2,804
2,60
2,404
2,20
2,004
1,804

2 1 50
1,404
1,204
1,004
0,80
0,60
0,404
0,204

0,004
2,00

M

T T T T T T T T T T T T T
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,0 28,00
Mirutes

A coleta das frac6es cromatogréficas foi realizada em quatro faixas de tempo

de retencéo (tr), onde cada numero representa uma faixa de tr para a qual as fracoes

correspondentes foram coletadas (Figura 22).
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Figura 22 - Método desenvolvido para a separacédo da fracdo SS23BRI09-pCN5 (Amax 230 e
250 nm).
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Fonte: Autoria Prdpria.

A partir deste fracionamento por HPLC, obteve-se as subfragdes:

Figura 23 - FracBes obtidas a partir do fracionamento por HPLC da fracdo SS23BRI09-pCNS5.

Fracdo SS23BRI09-pCN5

Fracionamento com coluna analitica

Método de eluigdo: Gradiente linear de XTerra® RP18 (5 pm, 4,6 x 250 mm)

90% Aquoso até 100% Organico

PCN5-b1 PCN5-b2 PCN5-b3 pCN5-b4
(11,4 mg) (7,2 mg) (8,2 mg) (32,5 mg)

Fonte: Autoria Prdpria.

As subfracdes BRIO9-pCN5[b1->b4] foram reanalisadas por HPLC-UV-MS para
compreensao do perfil quimico resultante. Os resultados nos levaram a selecéo e

purificacdo das subfracdes b2 e b3.
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4.3.2 Purificagdo cromatogréafica da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2

A analise por HPLC-UV da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2 forneceu o seguinte
cromatograma (Figura 24).

Figuras 24 — Cromatograma monitorado em 263 nm da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2.
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O cromatograma utilizando detecc&o por espectrometria de massas em modo
positivo de ionizacdo (MS+) € ilustrado na Figura 25. Espectros de massas dos picos

de interesse sao apresentados na Tabela 7.

Figuras 25 — Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de
ionizacdo (MS+) da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2.
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Tabela 6 - Cromatograma da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2 pela analise por HPLC-UV-MS.

Fracéo

BRI09pCN5-b2

BRI09pCN5-b2

Pico de

referéncia

Tempo .
Absorc¢ao
de Espectro de massas MS+
B no UV
retencao
12.564 Extracted -09__p CN5_b2 - ZO F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, CVv =
-] 303.0305.0
3%106—
= 2x105—
2 7
12,476 200-380 = 7
1x10%—
- 379.7381.7
a 239.3 H395- 1
O T ‘ T ‘ T “ ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
nvz
Figura 26. Espectro de massas do pico detectado em 12,476 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em
modo positivo de ionizagdo (MS+).
13.674 Extracted -09_pCN5_b2 - ZQ F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, CV= 14.663 Extracted -09_pCN5_b2 - ZQ F1 Scan 120.00-1100.00 ES+, Centroid, CV=
800000 318.1 3321 =
600000 840.1 1
13,737 z | 248.42562 . |
T 400000—| g 1x105 B54.1
£ 1 S
] £ 4 2481
e . 1169.2 1
200000
] 4113660 635200 e 55.0 6633 by
] : 4| _673.2 1 °370.0 5~ B86.3
14,673 ool Ul T 62 esaserss ol L0020 e aotos
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
mz mz

Figura 27 e 28. Espectro de massas dos picos detectados em 13,737 e 14,673 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria
de massas em modo positivo de ionizagdo (MS+).
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A fracdo BRIO9-pCN5-b2 foi separada por HPLC, utilizando-se coluna analitica
XTerra® RP18 (5 um, 4.6 x 250 mm), com método de eluicdo isocratico de 0 - 1,0 min
com 90% de H2O e 10% MeOH/MeCN (1:1, v/v). De 1,0 — 35,0 min com
H20/MeOH/MeCN (58:29:13, v/v/v), e entre 35,0 e 40,0 min manteve-se a condi¢ao
inicial. A separacdo cromatogréafica foi monitorada em 236 nm e em 296 nm. As

fracOes foram coletadas como indicado na figura 30.

Figura 29 - Comparagéo dos cromatogramas no UV para a fracdo SS23BRI09-pCN5-b2. (A)
Azul: Cromatograma registrado em 296 nm; (B) Preto: Cromatograma registrado em 236 nm.
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A coleta das fracGes cromatogréaficas foi realizada de acordo com o interesse
em cada faixa de tempo de retencéo, onde cada numero representa uma faixa tr para

a qual as fragbes correspondentes foram coletadas (Figura 30).
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Figura 30 - Método desenvolvido para a separacdo da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2 (296 e

236 nm).
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Foram obtidas as seguintes fracGes (Figura 31).

Figura 31 - Fracdes obtidas a partir do fracionamento por HPLC da fracdo SS23BRI09-pCN5-

b2.

Fragdo SS23BRI09-pCN5-b2

Fracionamento com coluna analitica
Método de eluicio: XTerra® RP18 (5 pm, 4,6 x 250 mm)

H20/MeOH/MeCN (58:29:13, v/v/v)

b2-1
(1,1 mg)

b2-2 b2-3 b2-4/4' b2-5 b2-6
(1,2 mg) (1,0 mg) (2,7 mg) (0,7 mg) (0,5mg)

Fonte: Autoria Prdpria.
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4.3.3 Purificacdo da fracdo SS23BRI09-pCN5-b2-3

A fracdo SS23BRI09-pCN5-b2-3 foi separada por HPLC-UV, utilizando-se
coluna analitica Inertsil® Ph-3 (5 um, 4.6 x 250 mm), com método de elui¢éo isocratico
de 0 a 25,0 min com H20/MeCN (68:32, v/v), e entre 25,0 a 64,0 min com H.O/MeCN
(40:60, v/v), e entre 64,0 a 70,0 min manteve-se H2O/MeCN (68:32, v/v) para

recondicionamento da coluna. A separacdo cromatografica foi monitorada em 230 nm

e em 345 nm.

Figura 32 - Comparacdo dos cromatogramas de HPLC no UV para a fracdo SS23BRI09-
PCN5-b2-3. (A) Azul: Cromatograma registrado em 230 nm; (B) Preto: Cromatograma

registrado em 345 nm.
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A partir do cromatograma obtido, desenvolveu-se um método de purificacdo

dessa amostra (Figura 33).
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Figura 33 - Método desenvolvido para a separacgéo da fragdo SS23BRI09-pCN5-b2-3.

0,120+
0,104

0,100

1I{A B D E

0,050+

00401

0,030+

0,020

0,000

G

500

Fonte: Autoria Prdpria.

Bofiru B

1000 150 am 2500 3000 3500 w0 45w s

BRI09-pCN5-b2-3

—_—

5,00 0,00 £5,00 70,00

A separagdo da fragdo SS23BRI09-pCN5-b2-3 utilizando-se as condigdes

estabelecidas forneceu as seguintes fracdes correspondentes (Figura 34).

Infelizmente, apds a quantificagdo total dos componentes desta fracdo, ndo havia

massa suficiente para a realizacdo das analises espectroscépicas. Por isso, 0s

esforcos foram direcionados para a purificacdo da subfracao b3.

Figura 34 - Fracdes extraidas a partir da fragdo SS23BRI09-pCN5-b2.

Método de eluigao: Isocratico de

H20/MeCN (68:32) e H20/MeCN (40:60)

Fragdo SS23BRI09-pCN5-b2-3

Fracionamento com coluna analitica
Inertsil® Ph-3 (5 pm, 4,6 x 250 mm)

3A 3B 3C 3D 3E 3F
(0,1 mg) (0,1mg) (0,1 mg) (0,1 mg) (0,1 mg) (<0,1 mg)

3G 3H 3l 3) 3K 3L
(<0,1 mg) (0,1 mg) (0,1 mg) (0,1 mg) (0,1 mg) (0,1 mg)

Fonte: Autoria Propria.
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4.3.4 Purificagdo cromatografica da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3

A analise por HPLC-UV-MS da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3 forneceu o

seguinte cromatograma (Figura 35).

Figuras 35 — Cromatograma monitorado em 263 nm da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3.
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O cromatograma utilizando deteccéo por espectrometria de massas em modo

positivo de ionizacdo (MS+) é ilustrado na Figura 36. O espectro de massa do pico

cromatografico selecionado é apresentado na Figura 37.

Figuras 36 — Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de
ionizagcdo (MS+) da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3.
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Figura 37. Espectro de massas do pico detectado em 12,476 minutos no cromatograma
monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de ionizagdo(MS+).
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A fracdo SS23BRI09-pCN5-b3 apresentava um perfil cromatografico similar ao
obtido para a subfracédo vizinha (b2). Por isso, 0 método de fracionamento por HPLC-
UV foi analogo ao utilizado para a subfracdo b2. A fragdo SS23BRI09-pCN5-b3 foi
separada por HPLC, utilizando-se coluna analitica XTerra® RP18 (5 ym, 4.6 x 250
mm), com meétodo de eluicdo isocratico de 0 - 1,0 min com 90% de H20 e 10%
MeOH/MeCN (1:1, v/v), de 1,0 a 35,0 min com H20/MeOH/MeCN (58:29:13, v/v/v), e
entre 35,0 a 40,0 min manteve-se 90% de H20 e 10% MeOH/MeCN (1:1, v/v) para
recondicionamento da coluna. A separacao cromatogréfica foi monitorada em 229 nm

e em 345 nm.

Figura 38 - Comparacédo dos cromatogramas de HPLC no UV para a fracdo SS23BRI09-
PCN5-b3. (A) Azul: Cromatograma registrado em 229 nm; (B) Preto: Cromatograma registrado
em 345 nm.
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A partir do cromatograma obtido, desenvolveu-se um método de fracionamento

dessa amostra (Figura 39).

Figura 39 - Método desenvolvido para a separagcdo da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3.
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Fonte: Autoria Propria.

A separacdo da fragdo SS23BRI09-pCN5-b3 utilizando-se as condigbes

estabelecidas forneceu as seguintes fragcdes correspondentes (Figura 40).

Figura 40 - FracGes extraidas a partir da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3.

Fracdo SS23BRI09-pCN5-b3

Fracionamento com coluna analitica
Método de eluicao: Isocratico de XTerra® RP18 (5 pm, 4,6 x 250 mm)
H20/MeOH/MeCN (58:29:13, v/v/v)

b3-I b3-1l b3-11I b3-IvV b3-v
(1,4 mg) (1,1 mg) (1,1 mg) (2,2 mg) (2,4 mg)

Fonte: Autoria Prépria.
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4.3.5 Purificacdo cromatogréafica da fragdo SS23BRI09-pCN5-b3-II

A fragdo SS23BRI09-pCN5-b3-II foi separada por HPLC-UV, utilizando-se
coluna analitica Inertsil® Ph-3 (5 ym, 4.6 x 250 mm), com método de elui¢éo isocratico
de 0 a 25,0 min com H20/MeCN (68:32, v/v). De 25,0 a 64,0 min com H20/MeCN
(40:60, v/v), de 64,0 a 70,0 min manteve-se com H20/MeCN (68:32, v/v) para
recondicionamento da coluna. A separacao cromatogréfica foi monitorada em 230 nm

e em 345 nm.

Figura 41 - Comparac¢do dos cromatogramas de HPLC no UV para a fracdo BRI09-pCN5-b3-
Il. (A) Azul: Cromatograma registrado em 230 nm; (B) Preto: Cromatograma registrado em
345 nm.
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Fonte: Autoria Prépria.

Assim, desenvolveu-se um método de purificacdo por HPLC dessa amostra
(Figura 42).
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Figura 42 - Método de separagcdo por HPLC desenvolvido para a purificacdo da fragédo
SS23BRI09-pCN5-b3-Il.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A separacéo da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-II forneceu as seguintes fragdes
correspondentes (Figura 43).

Figura 43 - Fra¢cOes obtidas por separacéo por HPLC a partir da fragdo SS23BRI09-pCN5-b3-
1.

Fragao SS23BRI109-pCN5-b3-11

Fracionamento com coluna analitica
Método de eluigdo: Isocratico de Inertsil® Ph-3 (5 pm, 4,6 x 250 mm)
H20/MeCN (68:32) e H20/MeCN (40:60)

lI-R 1-X
(0,6 mg) (0,5 mg)

Fonte: Autoria Propria.

Assim, obteve-se amostra representada pelo cédigo da fragdo BRIO9-pCN5-b3-11-X.
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4.4 Analise Espectroscopica da Amostra BRIO9-pCN5-b3-11-X

A fracdo SS23BRI0O9pCN5-b3-1I-X foi submetida a analise por RMN-*H, em 600
MHz.

-
s
>
:

ﬁ.wm‘ [
@1ia1s }

AAJ\L

157277

2.1629
%_ 0.9495

12.4518

0.7203
£6.3505
0.5021

115564
7.0162

T
[ppm]

A andlise do espectro de RMN-'H do composto da fracdo SS23BRI09-pCN5-
b3-II-X indicou a presenca de impurezas na amostra.

A expansdo 1 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-11-X
(Figura 45) indicou sinais em ¢ 8,53 e 8,52 (2,45 H) que podem estar associados a um
grupo amina do composto de interesse. Os demais sinais, dubleto com & 8,26 (0,12
H), duplo dubleto com 6 8,17 e 8,16 (0,13 H), dubleto com & 7,96 (0,14 H), multipleto
comd 7,75 a 7,70 (0,72 H), multipleto com ¢ 7,62 a 7,60 (0,35 H) e multipleto com &
7,21a7,17 (0,50 H) possivelmente indicam um contaminante ou composto minoritario.

A expansdo 2 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-11-X
(Figura 46) indicou um singleto com & 5,48 (1,5 H) que pode pertencer ao composto
de interesse ou ao contaminante minoritario. O pico em & 4,92 indica o sinal de
supressao da agua.

A expansédo 3 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-11-X
(Figura 47) indicou dois duplos dubletos com 6 4,14 a 4,12 (1,0 H) e 56 4,06 a 4,03 (1,0
H) que suspeitamos fazerem parte da molécula de interesse. Os sinais com & 4,06
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(0,17 H) e 4,05 (0,18 H) pertencem a um dubleto que n&o constitui parte da mesma
molécula. O multipleto com § 3,83 a 3,78 (0,88 H) pode ser respectivo a molécula de
interesse. Os sinais com & 3,68 a 3,57, apresentam integrais de menor valor e
suspeitamos pertencer ao contaminante (ou composto) minoritario. Os dois dubletos
com & 3,54 (0,90 H) e 3,53 (0,83 H) podem ser respectivos a molécula de interesse.
O quinteto com 6 3,42 a 3,40 (0,43 H) esta associado a um composto minoritario ou
contaminante. O singleto com & 3,33 (3,89 H) parece pertencer a um grupo metoxila
(OMe) do composto de interesse. O quinteto com 6 3,18 a 3,17 (0,94 H) pode estar
associado a um hidrogénio da molécula que nos interessa. O dubleto com & 3,16 e
3,14 (0,40 H) aparenta pertencer ao composto minoritario ou impureza.

A expanséo 4 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-1I-X
(Figura 48) indicou um tripleto com ¢ 2,35 a 2,33 (3,14 H) que pode ser um grupo
metila (CHs) acoplado a um CH2. O dubleto vizinho, com & 2,27 a 2,24 (0,47 H)
possivelmente esta associado ao contaminante minoritario ou impureza. O multipleto
de 6 2,19 a 2,17 (1,49 H) com singleto de ¢ 2,15 (0,98 H) e o singleto de & 2,03 (0,97
H) com multipleto de 6 2,02 a 2,00 (0,66 H) aparentam pertencer a molécula de
interesse. A regido abaixo de 1,8 ppm evidencia a presenca majoritaria de um
contaminante lipidico com multipleto em & 1,62 a 1,58 (7,01 H), multipleto em 5 1,32 a
1,27 (75,72 H) e tripleto em & 0,90 a 0,84 (10,94 H). Porém, suspeitamos que o tripleto
com 1,18 a 1,15 (2,16 H) e o duplo dubleto com 6 0,99 a 0,98 (2,19 H) nao esteja

associado ao acido graxo e sim ao composto de interesse.
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5 CONCLUSAO

O projeto desta monografia incluiu todas as etapas de biodescoberta de
metabdlitos secundarios. Foi realizada coleta em dezembro de 2023 na regido de Séo
Sebastido (SP). Foram coletadas as 15 amostras de briozoarios, objeto de estudo
neste trabalho. As amostras foram liofilizadas, maceradas e extraidas com MeOH para
obtencdo do extrato bioldgico inicial. Os extratos obtidos foram particionados com
hexano e, em uma etapa posterior, com AcOEt. O extrato organico (AcOEt) foi
fracionado por SPE-CN para obtencdo de 6 subfracdes de interesse e estas foram
analisadas em HPLC-UV-MS.

A analise bibliogréafica de dados espécies de briozoarios relacionados as espécies
por nés coletadas indicou que as espécies Catenicella uberrima, Licornia aff. diadema,
Schizoporella errata, Nellia cf. tenella, Tubulipora sp. apresentavam apenas
informacdes cientificas retratando as caracteristicas biologicas desses animais.
Assim, a espécie Nellia cf. tenella (amostras SS23BRI-[08 e 09]) foi selecionada a
partir do perfil quimico apresentado na anélise por HPLC-UV-MS.

As analises por HPLC-UV-MS das fragcbes BRIO9-pCN4 e BRIO9-pCN5
apresentaram espectros de massas com sinais caracteristicos de metabdlitos
secundarios bromados e nitrogenados. O fracionamento cromatografico do extrato do
briozoario Nellia cf. tenella (amostra SS23BRI-09) e semi-purificacdo por HPLC-UV
permitiu a obtencdo de uma amostra ainda impura, SS23BRI09-pCN5-B3-1I-X. A
pequena massa obtida para esta amostra impossibilitou a repurificagdo do composto
de interesse isolado. A andlise do espectro de RMN-H da amostra SS23BRI09-pCN5-
B3-II-X demonstrou ainda ndo estar pura, impossibilitando a caracterizagéo estrutural
completa do composto. Verificou-se a presen¢a de um contaminante lipidico e de um
composto minoritario. Andlises adicionais de RMN-13C, COSY, HMBC e HSQC da
amostra SS23BRI09-pCN5-B3-II-X ainda impura deverdo ser realizadas para a
completa identificacdo de composto que acreditamos ser o principal metabdlito

secundario desta fragéo.
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7 ANEXOS

Figura 45 — Expansédo 1 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-1I-X (600
MHz, MeOH-dy).
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Figura 46 — Expanséo 2 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-1I-X (600
MHz, MeOH-da).

5.4899
4.9237

%

15564

56 5.4 52 5.0 [ppm]

55



Figura 47 — Expansdo 3 do espectro de RMN-'H da fragdo SS23BRI09-pCN5-b3-1I-X (600
MHz, MeOH-d,).
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Figura 48 — Expanséo 4 do espectro de RMN-'H da fracdo SS23BRI09-pCN5-b3-1I-X (600
MHz, MeOH-da).
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