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RESUMO 

 

Dentre os diversos grupos de animais bentônicos marinhos, os briozoários são 

extensivamente estudados pela sua produção de metabólitos secundários com 

atividade citotóxica, antiplasmodial, antibacteriana, antifungica e genotóxica. Este 

projeto objetivou a triagem, detecção e isolamento de metabólitos secundários 

produzidos pela espécie Nellia cf. tenella coletada em São Sebastião. Após a extração 

do extrato bruto dos quinze briozoários, foi realizada a separação das frações 

orgânicas em coluna pré-empacotada de extração em fase sólida (SPE-CN) obtendo-

se, assim, as frações desejadas para estudo. Estas foram submetidas a análises 

cromatográficas e espectroscópicas, com o objetivo de selecionar as espécies com 

frações de perfil químico interessante. A espécie Nellia cf. tenella e as frações 

selecionadas, foram purificadas em um sistema cromatográfico acoplado a um 

detector espectrofotométrico de UV. A análise de RMN-1H do composto isolado 

demonstrou ao menos dois contaminantes além do metabólito de interesse. 

Esperasse que as análises de RMN-13C e bidimensionais auxiliem na possível 

elucidação estrutural do composto de interesse. 
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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 São Sebastião. 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 1H-NMR analysis of the isolated compound revelades at leats two 

contaminants along with the metabolite of interest. It is expected taht the 13C-NMR and 

two-dimensional analyses will assist in the possible structural eludication of the 

compóund of interest. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 O Filo Bryozoa 

 
O filo Bryozoa, também designado Ectoprocta (do grego ektos, externo + 

proktos, ânus), compreende um dos grupos de invertebrados aquáticos marinhos mais 

abundantes, diversos, ubíquos ao mar, sendo importantes para comunidades 

bentônicas marinhas.1,2 

As espécies de briozoários são quase exclusivamente coloniais e sésseis, 

podendo desenvolver uma ampla gama de formas e tamanhos, desde estruturas 

incrustantes até rígidas, formando estruturas tridimensionais que proporcionam 

habitats seguros para pequenos organismos.1-4 Devido à natureza séssil da colônia 

dos briozoários, sua distribuição em habitats marinhos é vasta, incluindo substratos 

naturais como rochas, recifes de corais e áreas de seixos à substratos artificiais como 

regiões portuárias, pilares de píeres e cascos de navios.5 Somado à diversidade de 

substratos passíveis de colonização, estes animais são capazes de estabelecer  

colônias tanto em zonas entre marés quanto em zonas abissais, abrangendo todos os 

ecossistemas globais marinhos.1 Esses invertebrados marinhos são considerados 

componentes-chave dos ambientes marinhos, abrigando comunidades inteiras de 

microrganismos e pequenos invertebrados dentro de suas colônias.5,6 

 A colônia de briozoários é composta de vários indivíduos interconectados, 

denominados zoóides.7 Estes zoóides consistem, tipicamente, de uma cápsula 

corporal calcificada e uma região de tecidos moles chamada polipídio; o polipídio é 

formado por uma coroa de tentáculos ciliados (lofóforos), um intestino e alguns nervos 

associados à sua musculatura. Todos os briozoários são filtradores, o que significa 

que seus lofóforos capturam partículas orgânicas da coluna de água.8 

Em termos de reprodução, a maioria dos briozoários é considerada 

hermafrodita. Suas colônias apresentam hermafroditismo zooidal ou gonocorismo 

zooidal (zoóides masculinos e femininos). O ciclo de vida geralmente inclui tanto 

reprodução sexuada quanto assexuada. Em suma, cada nova colônia é iniciada por 

uma larva planctônica produzida sexualmente, que se fixa e se metamorfoseia no 

zooide fundador e este, por sua vez, gera outros zoóides por reprodução assexuada 

formando o arranjo da colônia. 8 
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Historicamente, a taxonomia dos briozoários tem sido baseada em 

características morfológicas das colônias e dos zoóides.5 Os briozoários são animais 

lofotrocozoários que se dividem, sistematicamente, em três classes: Phylactolaemata, 

Stenolaemata e Gymnolaemata, sendo esta última composta pelas ordens 

Ctenostomata e Cheilostomata.9,10 A menos diversa é a Phylactolaemata, que 

compreende cerca de 86 espécies, todas sem calcificação e exclusivas de habitats de 

água doce11; Stenolaemata são em geral fósseis, exceto por alguns membros da 

ordem Cyclostomata, ambos possuem vida exclusiva em habitats marinhos; e 

Gymnolaemata, que são predominantemente marinhos.7,8 Mais de 6000 espécies de 

briozoários são conhecidas, com novos táxons sendo continuamente descritos, 

especialmente em regiões que antes eram inacessíveis(e.g. profundezas do mar e a 

Antártica).1,5,12 

 

Figura 1 - Ilustração esquemática do ciclo de vida da Bugula neritina. Após a fertilização, os 

embriões são incubados em ovicelos até serem liberados como larvas. A larva se fixa e se 

metamorfoseia no zooide fundador da colônia (ancestrula), que dá origem ao restante da 

colônia por brotamento assexuado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado da referência [8]. 
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1.2 Biossíntese de metabólitos secundários 

 
 É do conhecimento da comunidade científica que a maioria dos invertebrados 

marinhos produzem compostos naturais ativos para uma variedade de funções 

ecológicas, por exemplo: defesa contra bioincrustação, predadores, parasitas, 

infecções, competição, dentre outras.1,3,13 No caso de comunidades bentônicas, 

estudos apontam que a biossíntese de produtos naturais é mais influenciada por 

interações bióticas ao invés de fatores ambientais, favorecendo assim a evolução de 

uma ampla diversidade de mecanismos de defesa físicos e químicos para sua 

sobrevivência ao longo dos éons.3 

 Uma discussão feita por Williams et al. (1989)15 e posteriormente por Carsten 

(1991)14, baseada em briozoários e nos seus metabólitos conhecidos até então, 

sugere que os metabólitos primários e secundários não são produzidos de forma 

estática, como argumenta Williams, mas de maneira dinâmica, segundo Carsten, na 

luta darwiniana pela sobrevivência de uma população ou indivíduo. Os metabólitos 

são expressos como resultado do conjunto imediato de estímulos externos que 

interagem com os receptores metabólicos específicos dos organismos vivos. Carsten 

argumenta que o padrão de metabólitos expressos pelo organismo depende, tanto 

qualitativa quanto quantitativamente, dos desafios enfrentados ao longo de seu ciclo 

de vida. Ou seja, a partir da informação genética armazenada no genoma, a produção 

de metabólitos busca maximizar o impacto em cada situação ecológica, visando, de 

forma darwiniana, a propagação da espécie. Mesmo que o custo energético da 

produção seja prejudicial a um indivíduo isolado.14,15 

 Do ponto de vista quimiotaxonômico, Carsten conclui que o potencial para a 

biossíntese de qualquer organismo nunca é totalmente expresso. Sob um conjunto 

definido de condições, apenas os produtos necessários para a sobrevivência imediata 

do organismo são sintetizados. Dessa forma, a existência de metabólitos secundários 

pode ser entendida como uma forma de seguro para a propagação da espécie. Além 

disso, o padrão de metabólitos expressos por diferentes populações pode resultar de 

estímulos relacionados com mudanças no ecossistema circundante. Assim, 

mudanças aparentemente infinitesimais podem alterar completamente, tanto 

quantitativa quanto qualitativamente, o padrão de metabólitos secundários 

produzidos.14 
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1.3 Produtos naturais isolados de briozoários 

 
Uma revisão sistemática realizada por Tian et al. (2018)12 evidencia a 

versatilidade biossintética desses animais. Nesta revisão, são reportados metabólitos 

secundários com arranjos estruturais que abrangem lactonas macrocíclicas, 

esteróides, alcalóides, esfingolipídios, terpenóides lactônicos tetracíclicos e 

compostos aromáticos contendo enxofre. 

Em 1993, Beutler et al. isolaram, a partir do gênero Catenicella, o composto 1-

vinil-8-hidroxi-β-carbolina, que apresentou atividade citotóxica moderada contra 

astrocitoma glioblastoma humano.16 Todavia, não se conhecem estudos da química 

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 características biológicas; não foram encontrados artigos que descrevam seu 

perfil químico. Das cinco espécies supracitadas, as quatro primeiras pertencem à 

classe Gymnolaemata e ordem Cheilostomata; a espécie Tubulipora sp. pertence à 

classe Stenolaemata e à ordem Cyclostomata. 

As tambjaminas são alcalóides que possuem uma estrutura principal composta 

por um sistema 2-2’-bipirrólico, podendo apresentar 3 anéis pirrólicos (prodigiosinas) 

ou um dímero com 4 anéis. Até o momento são conhecidos 23 derivados naturais das 

tambjaminas (A-O, prodigiosinas, YP1 e MYP1). Estes alcalóides já foram isolados de 

invertebrados marinhos incluindo ascídias, briozoários, nudibrânquios, bactérias 

terrestre (Streptomices-BA-1591) e marinhas (Pseudoalteromonas cítrea e Paucibiter 

aquatile DH-15).1,48 As tambjaminas A-D foram inicialmente isoladas dos 

nudibrânquios Tambja abdere, Tambja eliora, Roboastra tigris e do briozoário 

Sessibugula transluscens (coletados na Baía da Califórnia);5, 17, 19, 22, 48 a tambjamina 

A, também foi encontrada na espécie Bugula longissima coletada na Antártica.20,48 

Subsequentemente, as tambjaminas E-F foram isoladas da ascídia Atapazoa sp. e do 

gênero de nudibrânquio Nembrotha.17-18, 48 As tambjaminas G-J foram isoladas do 

briozoário Virididentula dentata (aka Bugula dentata), coletado na ilha da Tasmânia 

na Austrália.17,20, 48   

Mais recentemente, a tambjamina J1 foi isolada do nudibrânquio do gênero 

Tambja stegosauriformis.17, 48 A partir do estudo da espécie Tambja ceutae, coletada 

no arquipélago de Açores (Portugal), foi isolada a tambjamina K.21, 48 A tambjamina L 
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foi isolada a partir do nudibrânquio Tambja capensis e de seu alimento Viridentula 

dentata. Uma amostra de planta coletada no Japão, 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 análogo estrutural da tambjamina BE-18591, 

denominada tambjamina YP1. Estudos utilizando métodos metabolômicos realizados 

pelo grupo do Prof. R. G. S. Berlinck, levaram ao isolamento das tambjaminas M-O.48 

As tambjaminas, prodigiosinas e seus derivados sintéticos apresentam uma 

ampla gama de atividades biológicas. O espectro de atividade biológica engloba 

antibacteriana (Gram+ e -), anti-plasmodial, citotóxica, genotóxica e, devido a 

possibilidade de atuar como um ligante tri/tetra-dentado, são potentes transportadores 

transmembranas de ânions.5,18,48 Os derivados da prodigiosina estão sendo testados 

em estudos clínicos porque são capazes de atuar como um antagonista de uma família 

de proteínas apoptóticas.48 

Em geral, briozoários do gênero Amathia de diferentes regiões geográficas 

contém um vasto número de alcalóides bromados já caracterizados.  

Através de estudos de briozoários do gênero Amathia realizados na Tasmânia, 

foram detectados alcalóides com esqueleto derivado de β-feniletilamina. As 

amathamidas A-F, relacionadas a β-feniletilamina e prolina bromadas, foram isoladas 

da espécie A. wilsoni, A. tortuosa e A. convoluta.12,23,24 Outro estudo realizado com a 

espécie A. convoluta levou ao isolamento da amathamida G.5,25 Interessantemente, 

alcalóides deste tipo isolados de A. convoluta demonstram uma diversidade 

geográfica de estruturas e diversidade de atividade biológica. 

Uma série de seis alcalóides bromados, amathaspiramidas A-F, foi isolada de 

A. wilsoni, coletado na Nova Zelândia.1,26 A amathaspiramida A, C e F apresentaram 

atividade citotóxica contra células tumorais.1,27 Este estudo demonstrou que os fatores 

estruturais que afetam a atividade biológica destes compostos são a presença do 

grupo amina/imina no esqueleto da pirrolidina e a estereoquímica do carbono 8R.1 

As convolutamidas A-F são alcalóides que possuem uma estrutura do tipo N-

acil-γ-lactâmica com um grupo dibromofenol. Foram isoladas da A. convoluta, 

coletada na Flórida (USA), por Zhang e colaboradores. A mistura do derivado A e B 

apresentou atividade citotóxica contra células tumorais.1,28 As convolutamidinas A-D, 

com um anel oxindol, foram detectadas por Kamano et al.29 e posteriormente por 
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Zhang e colaboradores. A convolutamidina A apresentou potente atividade citotóxica 

com excelente índice de seletividade (IC50).1,28,29 

As convolutaminas A-G, derivados bromados da β-feniletilamina, foram 

reportadas de um estudo com espécies de A. convoluta coletadas na Flórida (EUA). 

As convolutaminas A-D e F apresentaram atividade citotóxica contra células tumorais 

resistentes à adriamicina e vincristina, bem como atividade antiviral contra o vírus da 

Pólio Tipo 1.1,12,26,30-32 A convolutamina F também apresentou atividade inibitória 

contra a divisão celular de ovos fertilizados de ouriços do mar.32 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.1,12 

As alternamidas A-D, derivados indólicos, isoladas de A. alternata, 

apresentaram atividade antibacteriana contra diversas bactérias Gram-positivas 

incluindo S. aureus, B. subtilis e E. faecium.5,33 

As briostatinas são a classe mais conhecida de compostos derivados de 

briozoários marinhos e são os candidatos mais promissores isolados de briozoários 

para serem utilizados como agentes anticancerígenos devido a sua potente atividade 

citotóxica contra células tumorais.1 O interesse no estudo de briozoários marinhos 

iniciou em 1968, quando Pettit et al. descobriram a atividade citotóxica do extrato 

obtido de dois briozoários coletados na Califórnia, Bugula neritina e Amathia 

convoluta.35 

A primeira lactona macrocíclica isolada, briostatina 1, foi identificada da espécie 

B. neritina por Pettit et al. em 1982.35 Após 14 anos estudando as lactonas 

macrocíclicas, Pettit et al. identificaram 18 análogos da estrutura (1-18) e avaliaram 

sua atividade citotóxica.[36] Durante a investigação de constituintes antineoplásicos de 

B. neritina do mar do Sul da China, Lin et al. isolaram a briostatina 19, um novo 

macrolídeo com alta atividade citotóxica contra células tumorais in vivo.37 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 impalatável para peixes.38 

Recentemente, quatro novas lactonas macrocíclicas foram identificadas de B. neritina 

coletada do mar do Sul da China, são elas: briostatina 21, 9-O-metilbriostatina 4, 16 e 

17.12 

Esta classe de macrolídeos altamente oxigenados, são policetídeos complexos 

baseados em uma macrolactona de 20 carbonos.1,34 As briostatinas apresentam três 

anéis pirano funcionalizados separadamente, sendo esses interconectados por um 
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alceno (E)-dissubstituído e por um metileno ligado em ponte. Todos os membros da 

família também contêm um par de metilas geminais nos carbonos C8 e C18.34 O 

estudo da relação estrutura-atividade desses policetídeos é de grande importância 

para estas moléculas devido ao espectro de atividade destes compostos.1 Desta 

forma, alguns estudos sugerem que o grupo α-metil no carbono C28 e a α-hidroxila no 

carbono C9 são cruciais para a citotoxicidade destes compostos. A grande diferença 

entre todos os derivados de briostatinas reside nos substituintes dos carbonos C7 e 

C20.34 

As briostatinas são capazes de modular, seletivamente, a função de várias 

isoenzimas do grupo das proteínas quinase C (PKC).1 Estas enzimas possuem um 

papel importante na regulação de crescimento e morte celular. Em particular, a 

atividade antitumoral destes compostos é uma consequência da afinidade química 

com as enzimas PKC, de todos os derivados conhecidos, as briostatinas 1 e 7 são as 

estruturas com maior afinidade com este grupo de enzimas.1,12,34 Recentemente, foi 

descoberto que anomalias no funcionamento e na expressão das isoenzimas PKC 

podem ser correlacionadas a diversas doenças como câncer, diabetes e doença de 

Alzheimer.34,39-41 Além de sua afinidade com o grupo PKC, estes compostos são 

capazes de induzir a diferenciação celular e promover apoptose em diversas células 

tumorais humanas, apresentam propriedades imunomodulatórias e são interessantes 

em estudos de sinergia de fármacos oncológicos (vincristina, paclitaxel, gemcitabina) 

para o tratamento de diferentes tipos de câncer.1,42-45 

Figura 2 – Estruturas selecionadas de produtos naturais isolados de briozoários. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  

Autoria própria. 
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Figura 3 – Estruturas selecionadas de produtos naturais isolados de briozoários. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

Os objetivos do projeto desta monografia de fim de curso são aqui apresentados: 

 
a. Realizar a análise por HPLC-UV-MS das frações obtidas a partir do 

fracionamento inicial do extrato orgânico das espécies de briozoários; 

b. Seleção das espécies de interesse para o isolamento dos metabólitos 

secundários de interesse; 

c. Purificação das frações de interesse através de HPLC-UV; 

d. Análise espectroscópica completa dos compostos isolados para a completa 

elucidação estrutural; 

e. Análise dos espectros de MS/MS, de forma a estabelecer parâmetros e 

correlações, bem como propor mecanismos de fragmentação dos compostos isolados 

e identificados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Coleta 

 

Espécimes de briozoários foram coletados por mergulho autônomo, entre 2 e 

16 metros de profundidade, nas localidades de São Sebastião e Ilhabela. Foi realizada 

a busca ativa dos briozoários, retirando-os do substrato utilizando uma espátula, e 

armazenando todo material em sacos plásticos identificados. Todo material coletado 

foi levado in vivo ao laboratório (CEBIMar - USP), para triagem das colônias em 

bandejas plásticas e água do mar. Cada espécie teve a confirmação da identificação 

realizada sob estereomicroscópio, com cada espécie triada utilizando pinças e pincéis. 

Todo o material triado, representado por 1 voucher para dados morfológicos e 

moleculares (acondicionado em álcool), e 1 voucher (o máximo de volume possível) 

acondicionado em sacos plásticos e congelado para análises bioquímicas. Ao total, 

foram obtidas quinze amostras biológicas para estudos químicos. A coleta e 

identificação dos briozoários 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  Extração e Fracionamento 

 

 Os briozoários 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 várias espécies, foram 

transportados aos laboratórios do Centro de Biologia Marinha da USP (em São 

Sebastião), triados e congelados em freezer -80°C. Uma vez nos laboratórios do 

QOSBio, a amostra biológica foi liofilizada até sua secagem completa, com a 

subsequente quantificação de sua massa seca. 

O material seco de cada espécie biológica foi submerso em MeOH e triturado 

em liquidificador de aço inoxidável. O material particulado foi extraído exaustivamente 

com MeOH em banho de ultrassom e filtrado a vácuo em funil de Büchner. O extrato 

obtido foi concentrado por rotoevaporação e submetido a uma partição líquido-líquido 

com hexano (3x, ⅓ do volume do extrato MeOH). A fração hexânica foi evaporada, 

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

MeOH/H2O (95:5, v/v) e submetido a uma partição líquido-líquido, realizada em 

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

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

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

  

Figura 4 - Metodologia de extração e fracionamento dos espécimes de briozoários coletados 
em São Sebastião. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 1 – Resultado obtido após o fracionamento inicial das espécies.  

Fonte: Autoria própria. 
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3.3  Fracionamento do extrato orgânico por cromatografia em fase normal  

 
 Após o processo de extração, evaporação e secagem dos extratos – Figura 4 

e Tabela 1 - os extratos AcOEt das espécies de briozoários codificadas BRI-02, BRI-

04 e BRI-08 apresentaram massa menor que 50 mg. Para as demais espécies, o 

extrato orgânico foi ressuspendido em MeOH e, a este, foi adicionado Celite 545 

(Synth®) equivalente ao dobro de massa do extrato. Em sequência, a amostra foi 

completamente seca em SpeedVac.  

O extrato adsorvido em celite foi submetido a uma extração em fase sólida 

(SPE, solid phase extraction), utilizando-se uma coluna com fase estacionária de 

sílica-gel derivatizada com grupos cianopropila (SPE-CN, Phenomenex®). A coluna foi 

condicionada utilizando-se 150 mL de MeOH e 150 mL de CH2Cl2:Hexano. O processo 

de fracionamento foi realizado utilizando um gradiente em fase normal de polaridade. 

Os eluentes utilizados nesta etapa foram: 1) Hexano/CH2Cl2; 2) CH2Cl2; 3) 

CH2Cl2/AcOEt; 4) AcOEt; 5) AcOEt/MeOH; 6) MeOH.  

Foram utilizados 50 mL de cada eluente. Cada uma das frações eluídas com 

cada um dos eluentes foram coletadas em tubos de ensaio de 10 mL. O processo de 

separação forneceu 5 tubos por eluente e totalizou 6 subfrações por espécie. Em 

sequência, todas as subfrações foram evaporadas, secas, quantificadas, suspendidas 

em MeOH e uma alíquota de cada fração foi analisada por HPLC-UV-MS para 

obtenção do seu perfil químico. Frações de interesse foram selecionadas para 

isolamento e purificação de seus metabólitos. Este procedimento está sumarizado na 

Figura 5. 

 

Figura 5 - Metodologia de fracionamento do extrato bruto AcOEt. 

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

 
 A análise do perfil químico das sub-frações obtidas após o fracionamento por 

SPE-CN forneceu cromatogramas apresentando sinais cromatográficos, associados 

a seus respectivos espectros no UV e espectros de massas. Em função dos resultados 

obtidos a partir das análises realizadas por HPLC-UV-MS, foram selecionadas duas 

espécies de briozoários para investigação de seus respectivos extratos aquosos: as 

espécies Nellia cf. tenella e Amathia brasiliensis.  

O extrato aquoso remanescente da extração do material biológico 

originalmente extraído foi ressuspendido em H2O e, a este, foi adicionada a resina 

adsortiva HP-20, na proporção 10-20% de massa/volume da fração aquosa. A resina 

foi mantida na suspensão aquosa durante 24 horas. Em seguida, a mistura resina + 

suspensão aquosa foi filtrada em funil de Büchner sobre papel filtro. A resina filtrada 

foi recuperada, transferida para um béquer e extraída 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 então submetido a uma extração em fase sólida 

(SPE, solid phase extraction) utilizando-se como fase estacionária sílica-gel 

derivatizada com grupos octadecilsilano (SPE-C18, Strata®). A coluna foi 

condicionada utilizando-se 150 mL de MeOH, 150 mL de MeOH/H2O (1:1) e 150 mL 

de H2O. O processo de fracionamento foi realizado utilizando-se um gradiente em fase 

reversa de polaridade. Os eluentes utilizados nesta etapa foram: 1) 100% H2O (esta 

fração foi descartada por conter apenas sais e metabólitos primários, como 

aminoácidos, açúcares, nucleosídeos e outros); 2) 75% H2O + 25% MeOH; 3) 50% 

H2O + 50% MeOH; 4) 25% H2O + 75% MeOH; 5) 100% MeOH. Foi utilizado volume 

de eluente proporcional à massa da fração após o procedimento de adsorção-

dessorção. As subfrações obtidas foram coletadas em frascos Schott® de 250 mL, 

totalizando 5 frações por extrato da resina HP-20. Todas as subfrações foram 

evaporadas, secas e analisadas via HPLC-UV-MS para obtenção de seu perfil 

químico. Este procedimento está sumarizado na Figura 6. 
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Figura 6 - Metodologia de fracionamento do extrato bruto aquoso dos briozoários Nellia cf. 

tenella e Amathia brasiliensis. 

 

Fonte: Autoria Própria. 

 

3.5  Análises por HPLC-UV-ELSD-MS  

 
 As análises por HPLC-UV-MS foram realizadas utilizando-se um sistema 

cromatográfico da marca Waters® com sistema de controle Alliance, modelo Waters 

2695, acoplado com detector espectrofotométrico UV-visível, modelo Waters 2996, 

com detector de arranjo de fotodiodos (varredura entre λmax 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 espectrômetro de massas (MS) foi ajustado para seguintes condições 

específicas: voltagem do capilar 3,00 kV; temperatura na fonte 100 ºC; temperatura 

de dessolvatação 350 ºC; ionização por eletrospray (ESI) operando nos modos 

positivo e negativo; detecção na faixa de 100-1000 Da e 400-1400 Da. A aquisição de 

dois cromatogramas de íons totais (TIC) é obtida via o modo de detecção positivo 

(ES+) e negativo (ES-) do espectrômetro de massas. O fluxo de gás no cone e na 

dessolvatação foi de 50 e 350 L/h. As análises foram realizadas utilizando-se uma 

coluna de fase reversa RP18 (Waters® X-terra, 250 × 4,6 mm, 5 µm) com fluxo móvel 

de 1 mL/min. A eluição foi realizada com fase móvel composta de (A) H2O 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 análise. O volume de amostra injetado foi de 15 µL de uma 

solução de concentração de 1,5 a 2,0 mg/mL. 

 

3.9  Purificação por HPLC-UV 

 
 Para as purificações das frações desejadas, utilizou-se um sistema 

cromatográfico Waters® acoplado a um detector espectrofotométrico de UV (detecção 

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

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

coluna e fase móvel distintas. Foram realizados os seguintes procedimentos para a 

purificação de cada uma das frações: 

 

• Fração SS23BRI09-pCN5: Isocrático de 0 - 1,0 min com 90% de H2O e 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 H2O, 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 

à condição inicial para recondicionamento da coluna. Cromatogramas no UV 

registrados em max de 230 e em 250 nm. Coluna analítica XTerra® RP18 (5 

μm, 4.6 × 250 mm). 

• Fração BRI09-pCN5-[b2 e b3]: Isocrático de 0 a 1,0 min com 90% de H2O e 

10% MeOH/MeCN (1:1, v/v), de 1,0 a 35,0 min com H2O/MeOH/MeCN 

(58:29:13, v/v/v), de 35,0 a 40,0 min voltou-se à condição inicial. 

Cromatogramas no UV registrados em max de 230 nm e em 345 nm. Coluna 

analítica XTerra® RP18 (5 μm, 4.6 × 250 mm). 

• Fração BRI09-pCN5-[b2-3 e b3-II]: Isocrático de 0 a 25,0 min com H2O/MeCN 

(68:32, v/v), de 25,0 a 64,0 min com H2O/MeCN (40:60, v/v). De 64,0 a 70,0 

min manteve-se H2O/MeCN (68:32, v/v). Cromatogramas no UV registrados em 

max de 230 e em 345 nm. Coluna analítica Inertsil® Ph-3 (5 μm, 4.6 × 250 mm). 
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3.10 Análises por UPLC-ESI-QToF-MS 

 Para as análises por UPLC-ESI-QToF-MS (Waters®), as frações de interesse 

foram analisadas em um cromatógrafo líquido modelo Acquity UPLC H-class, 

acoplado a um espectrômetro de massas Xevo® G2-XS Q-ToF com uma fonte de 

ionização por electrospray (ESI) nos modos positivo e negativo.  

 Para o espectrômetro de massas, utilizou-se o modo Data Dependent 

Acquisition (DDA) e o modo Data Independent Acquisition (MSe) MS/MS, com as 

configurações: faixa de detecção de 500-2000 Da; voltagem de cone 30V e de capilar 

1,2kV; temperatura da fonte de 100°C e de dessolvatação de 450°C; fluxo de gás do 

cone de 50L/h e de dessolvatação de 750 L/h. 

 Para as análises cromatográficas, foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 

(UPLC BEH Waters®, 2,1 mm x 100 mm, 1,7 µm) com fase móvel constituída de (A) 

H2O grau MS com 0,1% de ácido fórmico e (B) MeCN grau MS com 0,1% de ácido 

fórmico. 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 os 

seguintes solventes de grau analítico: MeOH, n-hexano, AcOEt, CH2Cl2 , acetona e 

EtOH (Êxodo® e/ou Synth®). Para detectação e separação dos metabólitos de 

interesse através do sistema cromatográfico HPLC-UV-ELSD, utilizou-se os solventes 

de grau HPLC: MeOH (J.T.Baker®), MeCN (J.T.Baker®), ácido fórmico (Sigma-

Aldrich®) e água purificada em MilliQ (Millipore®). Para análise via UPLC-ESI-QToF-

MS, utilizou-se os solventes de grau UPLC: MeOH (Merck®), MeCN (Merck®), ácido 

fórmico (Sigma-Aldrich®) e água purificada em MilliQ (Millipore®). 

 

3.12 Análises de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

As análises de RMN-1H e RMN-13C foram realizadas no Laboratório de 

Ressonância Magnética Nuclear (DQ/UFSCar), sob coordenação do prof. Dr. Antonio 

Gilberto Ferreira, num espectrômetro de 14,1 Tesla (600 MHz na frequência do 1H, 

modelo AVANCE III, Bruker®). Os dados obtidos foram processados utilizando-se o 

software TopSpin 4.1.4. Para estas análises, as amostras foram secas em dessecador 

por 10 h e posteriormente solubilizadas em 200 μL de DMSO-d6 ou 200 μL de MeOH-

d4. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1   Análises por HPLC-UV-MS 

 

O processo de fracionamento via SPE-CN (Figura 5) foi realizado para todas 

as espécies de estudo. Após a obtenção das subfrações, foram preparadas alíquotas 

das frações com massa suficiente para análises por HPLC-UV-MS. O perfil químico 

obtido destes cromatogramas possibilitou uma análise da literatura e em bancos de 

dados (CHEMnetBASE) utilizando o gênero e a espécie dos briozoários, padrões de 

fragmentação por espectrometria de massas e perfil de absorção no UV com o intuito 

de averiguar dados químicos pré-existentes na literatura destas espécies de 

briozoários. Após esta análise, selecionamos as subfrações mais interessantes do 

ponto de vista químico para dar prosseguimento ao trabalho. 

 Após uma busca exaustiva sobre artigos de metabólitos isolados de espécies 

de briozoários relacionados às espécies por nós coletadas, apenas as espécies 

Virididentula dentata17 e Catenicella cribaria16 apresentaram artigos de investigação 

química. As outras cinco espécies restantes (Catenicella uberrima, Licornia aff. 

diadema, Schizoporella errata, Nellia cf. tenella, Tubulipora sp.) apresentam, até a 

elaboração deste documento, apenas artigos retratando as características biológicas 

desses animais. Desta forma, após análise dos cromatogramas das análises HPLC-

UV-MS obtidos para as espécies de briozoários, foi selecionada a espécie Nellia cf. 

tenella (SS23BRI08 e 09), Tabela 2, para um estudo mais aprofundado de seus 

metabólitos secundários. 

 

Tabela 2 – Resultado obtido após o fracionamento inicial da espécie Nellia cf. tenella. 

 

Fonte: Autoria Própria. 
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4.2  Nellia cf. tenella 

 

4.2.1 Fração orgânica SS23BRI08AcOEt 

 

A análise por HPLC-UV da amostra SS23BRI08AcOEt forneceu o seguinte 

cromatograma (Figura 7). 

 

Figuras 7 – Cromatograma monitorado em 263 nm do extrato orgânico de SS23BRI08. 

 
 

O cromatograma da amostra SS23BRI08AcOEt utilizando detecção por 

espectrometria de massas em modo positivo de ionização (MS+) é ilustrado na Figura 

8. Espectros de massas de picos cromatográficos selecionados são apresentados na 

Tabela 3. 

 

Figuras 8 – Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo 

(MS+) do extrato do briozoário Nellia cf. tenella (SS23BRI08AcOEt). 
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Tabela 3 - Espectros de massas de picos selecionados do cromatograma HPLC-UV-MS do extrato orgânico de Nellia cf. tenella (SS23BRI08). 

Fração 
Pico de 

referência 

Tempo 

de 

retenção 

Absorção 

no UV 
Espectro de massas MS+ 

BRI08 1 9,738 - 

Figura 9. Espectro de massas do pico detectado em 9,738 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em 

modo positivo de ionização (MS+). 

BRI08 2 10,748 - 

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

modo positivo de ionização (MS+). 
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A análise por HPLC-UV-MS do extrato orgânico do briozoário Nellia cf. tenella 

(espécime SS23BRI08) apresentou pequena diversidade de metabólitos secundários. 

Os espectros de massas das figuras 9 e 10 exemplificam a presença de metabólitos  

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

 

4.2.2 Nellia cf. tenella (amostra SS23BRI09) 

 

4.2.2.1 Fração SS23BRI09-pCN4 

 

A análise por HPLC-UV da subfração pCN4 do extrato bruto do briozoário Nellia cf. 

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

 

Figuras 11 – Cromatograma monitorado por UV (max 263 nm) da fração SS23BRI09-pCN4 do 

extrato do briozoário Nellia cf. tenella (amostra SS23BRI09). 

 
 

O cromatograma da mesma fração utilizando detecção por espectrometria de 

massas em modo positivo de ionização (MS+) é ilustrado na Figura 12. Espectros de 

massas de picos cromatográficos selecionados são apresentados na Tabela 5. 

 

Figuras 12 – Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de 

ionização (MS+) da fração SS23BRI09-pCN4.  
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Tabela 4 - Espectros de massas de picos selecionados do cromatograma HPLC-UV-MS da fração SS23BRI09-pCN4 de Nellia cf. tenella (amostra 

SS23BRI09) 

Fração 
Pico de 

referência 

Tempo 

de 

retenção 

Absorção 

no UV 
Espectro de massas MS+ 

BRI09pCN4 1 13,472 - 

Figura 13. Espectro de massas do pico detectado em 13,373 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em 

modo positivo de ionização (MS+). 

BRI09pCN4 2 14,562 - 

 

Figura 14. Espectro de massas do pico detectado em 14,562 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em 

modo positivo de ionização (MS+). 
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A análise por HPLC-UV-MS das subfrações [pCN1→pCN6] da espécie Nellia 

cf. tenella  (amostra SS23BRI09) indicou que as subfrações pCN1, pCN2, pCN3 e 

pCN6 apresentavam baixa diversidade de metabólitos com razão massa carga de 

interesse. Por isso, foram selecionadas as subfrações pCN4 e pCN5 para purificação. 

 

4.2.2.2 SS23BRI09-pCN5 

 

A análise por HPLC-UV da subfração SS23BRI09-pCN5 forneceu o seguinte 

cromatograma (Figura 15). 

 

Figuras 15 – Cromatograma monitorado em 263 nm da fração SS23BRI09-pCN5. 

 
O cromatograma da subfração SS23BRI09-pCN5 utilizando detecção por 

espectrometria de massas em modo positivo de ionização (MS+) é ilustrado na Figura 

16. Espectros de massas de picos cromatográficos selecionados são apresentados 

na Tabela 6. Os picos referentes aos tempos de retenção de 13,504 e 14,424 são 

análogos aos demonstrados na subfração anterior. 

 

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

Fração 
Pico de 

referência 

Tempo 

de 

retenção 

Absorção 

no UV 
Espectro de massas MS+ 

BRI09pCN5 1 12,120 200-380 

Figura 17. Espectro de massas do pico detectado em 12,120 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em 

modo positivo de ionização (MS+). 

BRI09pCN5 

2  

e  

3 

13,371  

e  

14,542 

- 

 

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 ionização (MS+). 
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A análise comparativa entre as subfrações indicou a presença do íon molecular 

“duplicado” de m/z 303,05 e m/z 305,05 nas subfrações SS23BRI09-pCN4 com menor 

e em SS23BRI09-pCN5 em maior intensidade. Este padrão isotópico é característico 

de íons moleculares com 1 átomo de bromo. Além disso, observa-se a presença de 

íons protonados em m/z 318,1 [M+H]+ e 340,1 referentes ao íon [M+ Na]+; em m/z 

636,6 referente ao dímero protonado do íon molecular protonado em m/z 318,1, e em 

m/z 680,6 referente ao dímero sodiado do íon molecular sodiado em m/z 340,1 de um 

dos metabólitos de interesse. Observa-se também a presença de um análogo 

estrutural com um grupo -CH2 extra em m/z 332,1, com o mesmo padrão de 

fragmentação dos demais. Os dois íons moleculares protonados em m/z 318,1 e 332,1 

não apresentam absorção no UV na faixa de comprimento de onda entre 200-400 nm. 

A presença de íons moleculares protonados [M+H]+ e/ou sodiado [M+Na]+ de massa 

par implica em uma massa molecular ímpar desses compostos, o que indica que estes 

são nitrogenados. Também é possível se observar um “agregado” de íons moleculares 

protonados de baixa intensidade com m/z 377,5, 379,5, 381,5 e 383,5 respectivo ao 

sinal cromatográfico com tempo de retenção de 12,120 minutos. Este metabólito está 

presente nos espectros de massas de outros espécimes de estudo neste projeto. 

Considerando-se os resultados obtidos, foram selecionados estes 4 metabólitos para 

o possível isolamento e elucidação estrutural. 

 Duas teses de doutorado realizadas no grupo QOSBio reportaram o isolamento 

da 2,4,5-tribromo-1-metilgramina, que apresenta íon molecular protonado em m/z 

377,5, 379,5 381,5 e 383,5. Este composto foi isolado a partir do briozoário Amathia 

verticillata e do nudibrânquio Okenia zoobrotyon 46,47. A análise comparativa dos 

espectros de massas por nós obtido e destes trabalhos anteriores sugere fortemente 

a presença da 2,4,5-tribromo-1-metilgramina nos extratos do briozoário Nellia cf. 

tenella. 

Figura 20 – Estrutura do composto 2,4,5-tribromo-1-metilgramina.46,47   

 

Fonte: Autoria Própria. 
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4.3   Purificação de frações obtidas do extrato do briozoário Nellia cf. 
tenella (amostra SS23BRI09) 

 

4.3.1 Separação e purificação da fração SS23BRI09-pCN5 

 

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

analítica XTerra® RP18 (5 μm, 4.6 × 250 mm), com método de eluição gradiente de 0 

- 1,0 min com 90% de H2O + 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 H2O, 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 à condição de 90% de H2O para recondicionamento da coluna. O 

fracionamento foi monitorado por detecção em max de 230 nm e em 250 nm (Figura 

21). 

 
Figura 21 - Comparação dos cromatogramas monitorados no UV para a fração SS23BRI09-
pCN5. (A) Azul: Cromatograma registrado em 230 nm; (B) Rosa: Cromatograma registrado 
em 250 nm. 

 

 

 

 A coleta das frações cromatográficas foi realizada em quatro faixas de tempo 

de retenção (tR), onde cada número representa uma faixa de tR para a qual as frações 

correspondentes foram coletadas (Figura 22). 
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Figura 22 - Método desenvolvido para a separação da fração SS23BRI09-pCN5 (max 230 e 

250 nm). 

 

Fonte: Autoria Própria.  

 

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

 

Figura 23 - Frações obtidas a partir do fracionamento por HPLC da fração SS23BRI09-pCN5. 

  

Fonte: Autoria Própria.  

 

As subfrações BRI09-pCN5[b1→b4] foram reanalisadas por HPLC-UV-MS para 

compreensão do perfil químico resultante. Os resultados nos levaram à seleção e 

purificação das subfrações b2 e b3. 
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4.3.2 Purificação cromatográfica da fração SS23BRI09-pCN5-b2 

 

A análise por HPLC-UV da fração SS23BRI09-pCN5-b2 forneceu o seguinte 

cromatograma (Figura 24). 

 

Figuras 24 – Cromatograma monitorado em 263 nm da fração SS23BRI09-pCN5-b2. 

 
 

O cromatograma utilizando detecção por espectrometria de massas em modo 

positivo de ionização (MS+) é ilustrado na Figura 25. Espectros de massas dos picos 

de interesse são apresentados na Tabela 7.  

 

Figuras 25 – Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de 

ionização (MS+) da fração SS23BRI09-pCN5-b2. 
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Tabela 6 - Cromatograma da fração SS23BRI09-pCN5-b2 pela análise por HPLC-UV-MS. 

Fração 
Pico de 

referência 

Tempo 

de 

retenção 

Absorção 

no UV 
Espectro de massas MS+ 

BRI09pCN5-b2 1 12,476 200-380 

Figura 26. Espectro de massas do pico detectado em 12,476 minutos no cromatograma monitorado por espectrometria de massas em 

modo positivo de ionização (MS+). 

BRI09pCN5-b2 

2  

e  

3 

13,737  

e  

14,673 

- 

 

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 ionização (MS+). 
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A fração BRI09-pCN5-b2 foi separada por HPLC, utilizando-se coluna analítica 

XTerra® RP18 (5 μm, 4.6 × 250 mm), com método de eluição isocrático de 0 - 1,0 min 

com 90% de H2O e 10% MeOH/MeCN (1:1, v/v). De 1,0 – 35,0 min com 

H2O/MeOH/MeCN (58:29:13, v/v/v), e entre 35,0 e 40,0 min manteve-se a condição 

inicial. A separação cromatográfica foi monitorada em 236 nm e em 296 nm. As 

frações foram coletadas como indicado na figura 30. 

 

Figura 29 - Comparação dos cromatogramas no UV para a fração SS23BRI09-pCN5-b2. (A) 
Azul: Cromatograma registrado em 296 nm; (B) Preto: Cromatograma registrado em 236 nm. 

 

 

A coleta das frações cromatográficas foi realizada de acordo com o interesse 

em cada faixa de tempo de retenção, onde cada número representa uma faixa tR para 

a qual as frações correspondentes foram coletadas (Figura 30). 
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Figura 30 - Método desenvolvido para a separação da fração SS23BRI09-pCN5-b2 (296 e 

236 nm). 

 

 

 Foram obtidas as seguintes frações (Figura 31). 

 

Figura 31 - Frações obtidas a partir do fracionamento por HPLC da fração SS23BRI09-pCN5-

b2. 

 

Fonte: Autoria Própria.  
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4.3.3 Purificação da fração SS23BRI09-pCN5-b2-3 

 

A fração SS23BRI09-pCN5-b2-3 foi separada por HPLC-UV, utilizando-se 

coluna analítica Inertsil® Ph-3 (5 μm, 4.6 × 250 mm), com método de eluição isocrático 

de 0 a 25,0 min com H2O/MeCN (68:32, v/v), e entre 25,0 a 64,0 min com H2O/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 separação cromatográfica foi monitorada em 230 nm 

e em 345 nm.   

 

Figura 32 - Comparação dos cromatogramas de HPLC no UV para a fração SS23BRI09-
pCN5-b2-3. (A) Azul: Cromatograma registrado em 230 nm; (B) Preto: Cromatograma 
registrado em 345 nm. 

 

 

 A partir do cromatograma obtido, desenvolveu-se um método de purificação 

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

 

Fonte: Autoria Própria.  

 

A separação da fração SS23BRI09-pCN5-b2-3 utilizando-se as condições 

estabelecidas forneceu as seguintes frações correspondentes (Figura 34). 

Infelizmente, após a quantificação total dos componentes desta fração, não havia 

massa suficiente para a realização das análises espectroscópicas. Por isso, os 

esforços foram direcionados para a purificação da subfração b3. 

 

 

Figura 34 - Frações extraídas a partir da fração SS23BRI09-pCN5-b2. 

 

 

Fonte: Autoria Própria.  
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4.3.4 Purificação cromatográfica da fração SS23BRI09-pCN5-b3 

 

A análise por HPLC-UV-MS da fração SS23BRI09-pCN5-b3 forneceu o 

seguinte cromatograma (Figura 35). 

 

Figuras 35 – Cromatograma monitorado em 263 nm da fração SS23BRI09-pCN5-b3. 

 
O cromatograma utilizando detecção por espectrometria de massas em modo 

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

cromatográfico selecionado é apresentado na Figura 37.  

 

Figuras 36 – Cromatograma monitorado por espectrometria de massas em modo positivo de 
ionização (MS+) da fração 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 ionização(MS+). 

 

A fração SS23BRI09-pCN5-b3 apresentava um perfil cromatográfico similar ao 

obtido para a subfração vizinha (b2). Por isso, o método de fracionamento por HPLC-

UV foi análogo ao utilizado para a subfração b2. A fração SS23BRI09-pCN5-b3 foi 

separada por HPLC, utilizando-se coluna analítica XTerra® RP18 (5 μm, 4.6 × 250 

mm), com método de eluição isocrático de 0 - 1,0 min com 90% de H2O e 10% 

MeOH/MeCN (1:1, v/v), de 1,0 a 35,0 min com H2O/MeOH/MeCN (58:29:13, v/v/v), e 

entre 35,0 a 40,0 min manteve-se 90% de H2O e 10% MeOH/MeCN (1:1, v/v) para 

recondicionamento da coluna. A separação cromatográfica foi monitorada em 229 nm 

e em 345 nm.  

 

Figura 38 - Comparação dos cromatogramas de HPLC no UV para a fração 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 separação da fração SS23BRI09-pCN5-b3. 

 

Fonte: Autoria Própria.  

 

A separação da fração SS23BRI09-pCN5-b3 utilizando-se as condições 

estabelecidas forneceu as seguintes frações correspondentes (Figura 40).  

 

Figura 40 - Frações extraídas a partir da fração SS23BRI09-pCN5-b3. 

 

Fonte: Autoria Própria.  
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4.3.5 Purificação cromatográfica da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II 

 
 A fração SS23BRI09-pCN5-b3-II foi separada por HPLC-UV, utilizando-se 

coluna analítica Inertsil® Ph-3 (5 μm, 4.6 × 250 mm), com método de eluição isocrático 

de 0 a 25,0 min com H2O/MeCN (68:32, v/v). De 25,0 a 64,0 min com H2O/MeCN 

(40:60, v/v), de 64,0 a 70,0 min manteve-se com H2O/MeCN (68:32, v/v) para 

recondicionamento da coluna. A separação cromatográfica foi monitorada em 230 nm 

e em 345 nm. 

 

Figura 41 - Comparação dos cromatogramas de HPLC no UV para a fração BRI09-pCN5-b3-
II. (A) Azul: Cromatograma registrado em 230 nm; (B) Preto: Cromatograma registrado em 

345 nm. 

 

Fonte: Autoria Própria.  

 

 Assim, desenvolveu-se um método de purificação por HPLC dessa amostra 

(Figura 42). 
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Figura 42 - Método de separação por HPLC desenvolvido para a purificação da fração 
SS23BRI09-pCN5-b3-II. 

 

Fonte: Autoria Própria.  

 

 A separação da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II forneceu as seguintes frações 

correspondentes (Figura 43). 

 

Figura 43 - Frações obtidas por separação por HPLC a partir da fração SS23BRI09-pCN5-b3-

II. 

  

Fonte: Autoria Própria.  

 

  Assim, obteve-se amostra representada pelo código da fração BRI09-pCN5-b3-II-X. 
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4.4   Análise Espectroscópica da Amostra BRI09-pCN5-b3-II-X 

 

A fração SS23BRI09pCN5-b3-II-X foi submetida a análise por RMN-1H, em 600 

MHz.  

 

Figura 44 – Espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X (600 MHz, MeOH-d4). 

 

 

A análise do espectro de RMN-1H do composto da fração SS23BRI09-pCN5-

b3-II-X indicou a presença de impurezas na amostra.  

A expansão 1 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-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  8,17 e 8,16 (0,13 H), dubleto com  7,96 (0,14 H), multipleto 

com  7,75 a 7,70 (0,72 H), multipleto com  7,62 a 7,60 (0,35 H) e multipleto com  

7,21 a 7,17 (0,50 H) possivelmente indicam um contaminante ou composto minoritário. 

 A expansão 2 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X 

(Figura 46) indicou um singleto com  5,48 (1,5 H) que pode pertencer ao composto 

de interesse ou ao contaminante minoritário. O pico em  4,92 indica o sinal de 

supressão da água. 

A expansão 3 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X 

(Figura 47) indicou dois duplos dubletos com  4,14 a 4,12 (1,0 H) e  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 não 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) minoritário. 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  3,42 a 3,40 (0,43 H) está associado a um composto minoritário ou 

contaminante. O singleto com  3,33 (3,89 H) parece pertencer a um grupo metoxila 

(OMe) do composto de interesse. O quinteto com  3,18 a 3,17 (0,94 H) pode estar 

associado a um hidrogênio da molécula que nos interessa. O dubleto com  3,16 e 

3,14 (0,40 H) aparenta pertencer ao composto minoritário ou impureza. 

 A expansão 4 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X 

(Figura 48) indicou um tripleto com  2,35 a 2,33 (3,14 H) que pode ser um grupo 

metila (CH3) acoplado a um CH2. O dubleto vizinho, com  2,27 a 2,24 (0,47 H) 

possivelmente está associado ao contaminante minoritário ou impureza. O multipleto 

de  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  2,02 a 2,00 (0,66 H) aparentam pertencer a molécula de 

interesse. A região abaixo de 1,8 ppm evidencia a presença majoritária de um 

contaminante lipídico com multipleto em  1,62 a 1,58 (7,01 H), multipleto em  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  0,99 a 0,98 (2,19 H) não esteja 

associado ao ácido graxo e sim ao composto de interesse. 
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5 CONCLUSÃO 

 

O projeto desta monografia incluiu todas as etapas de biodescoberta de 

metabólitos secundários. Foi realizada coleta em dezembro de 2023 na região de São 

Sebastião (SP). Foram coletadas as 15 amostras de briozoários, objeto de estudo 

neste trabalho. As amostras foram liofilizadas, maceradas e extraídas com MeOH para 

obtenção do extrato biológico inicial. Os extratos obtidos foram particionados com 

hexano e, em uma etapa posterior, com AcOEt. O extrato orgânico (AcOEt) foi 

fracionado por SPE-CN para obtenção de 6 subfrações de interesse e estas foram 

analisadas em HPLC-UV-MS.   

A análise bibliográfica de dados espécies de briozoários relacionados às espécies 

por nós coletadas indicou que as espécies Catenicella uberrima, Licornia aff. diadema, 

Schizoporella errata, Nellia cf. tenella, Tubulipora sp. apresentavam apenas 

informações científicas retratando as características biológicas desses animais. 

Assim, a espécie Nellia cf. tenella (amostras SS23BRI-[08 e 09]) foi selecionada a 

partir do perfil químico apresentado na análise por HPLC-UV-MS.   

As análises por HPLC-UV-MS das frações BRI09-pCN4 e BRI09-pCN5 

apresentaram espectros de massas com sinais característicos de metabólitos 

secundários bromados e nitrogenados. O fracionamento cromatográfico do extrato do 

briozoário Nellia cf. tenella (amostra SS23BRI-09) e semi-purificação por HPLC-UV 

permitiu a obtenção de uma amostra ainda impura, SS23BRI09-pCN5-B3-II-X. A 

pequena massa obtida para esta amostra impossibilitou a repurificação do composto 

de interesse isolado. A análise do espectro de RMN-1H da amostra SS23BRI09-pCN5-

B3-II-X demonstrou ainda não estar pura, impossibilitando a caracterização estrutural 

completa do composto. Verificou-se a presença de um contaminante lipídico e de um 

composto minoritário. Análises adicionais de RMN-13C, COSY, HMBC e HSQC da 

amostra SS23BRI09-pCN5-B3-II-X ainda impura deverão ser realizadas para a 

completa identificação de composto que acreditamos ser o principal metabólito 

secundário desta fração.  
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7 ANEXOS 

 

Figura 45 – Expansão 1 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X (600 

MHz, MeOH-d4). 

 

 

 

Figura 46 – Expansão 2 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X (600 

MHz, MeOH-d4).  
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Figura 47 – Expansão 3 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X (600 

MHz, MeOH-d4).  

 

 

 

 

 

 

Figura 48 – Expansão 4 do espectro de RMN-1H da fração SS23BRI09-pCN5-b3-II-X (600 

MHz, MeOH-d4).  
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