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SECONDARY METABOLITES FROM NUDIBRANCHS Tambja stegosauriformis, Hypselodoris lajenis AND Okenia zoobotryon
AND FROM BRYOZOANS Zoobotryon verticillatum AND Bugula dentata FROM THE BRAZILIAN COASTLINE. The chemical
investigation of the MeOH extract from the bryozoan B. dentata MeOH yielded tambjamines A (1), C (3), D (4), K (6), aldehyde 8
and the new tambjamine J1(9), while the extract of its predator, the nudibranch Tambja stegosauriformis, yielded tambjamines C and

K, along with aldehyde 8. Furodisinin lactone (11) was isolated from the nudibranch Hypselodoris lajensis, a compound previously
isolated from Dysidea sponges. The alkaloid 2,5,6-tribromo-N-methylgramine (12) was isolated from the nudibranch Okenia

zoobotryon and from its prey, the bryozoan Zoobotryon verticillatum, the only source of 12 previously known.

Keywords: nudibranch; bryozoan; Tambja.

INTRODUCAO

Moluscos nudibranquios séo predadores de esponjas, ascidias,
briozodrios, octocorais e outros moluscos.' Suas presas produzem
ou acumulam substincias que muitas vezes apresentam atividades
bioldgicas. Nudibranquios terminam por adquirir e acumular estas
substancias para sua propria defesa. Além disso, diversas espécies
de nudibranquios possuem a capacidade de biossintetizar produtos
naturais de novo.?* Tais metabdlitos secunddrios isolados de nu-
dibranquios apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como
antitumoral,* antimicrobiana,’ antifingica® e citotéxica,”® associadas
a agdo defensiva destes produtos naturais.

Nudibranquios do género Tambja apresentam tambjaminas, que
sdo alcaloides pirrdlicos ja isolados de bactérias e outros inverte-
brados marinhos, como briozodrios e ascidias.”'® As tambjaminas
parecem estar relacionadas com o mecanismo de defesa quimica de
nudibranquios do género Tambja." Uma série de derivados sintéticos
de tambjaminas foi avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana
e, também, sua citotoxicidade frente a linhagens de c€lulas tumorais
humanas. A maioria dos derivados de tambjaminas testados apresen-
tou potente atividade antifingica contra Malassezia furfur e ativida-
de antiproliferativa ndo seletiva contra células de cancer e células
normais humanas. Em particular, as tambjaminas I e J apresentaram
efeito indutor de apoptose.'?

Previamente realizamos a investigacio quimica do nudibranquio
Tambja sp. (equivocadamente identificado como Tambja eliora), cole-
tado em Sao Sebastido — SP,"* do qual foram isoladas as tambjaminas
A (1) e D (4). Os efeitos citotdxicos e genotdxicos da tambjamina
D foram analisados em uma linhagem de células de fibroblastos
pulmonares de uma espécie de hamster. A substincia apresentou
atividade citotoxica frente a esta linhagem (V79), com IC,de 1,2
pg/mL."* Todavia, a espécie Tumbja stegosauriformis ainda ndo havia
sido objeto de estudo quimico.

*e-mail: rgsberlinck @igsc.usp.br
#Artigo em homenagem ao Prof. Otto R. Gottlieb (31/8/1920-19/6/2011)

Hypselodoris lajensis (Troncoso, Garcia e Urgorri, 1998) € um
nudibrinquio membro da familia Chromodorididae, um grupo de
moluscos nudibranquios que geralmente apresenta coloragdo apo-
sematica, tipicamente uma estratégia de defesa.'” Estudo quimicos
realizados Hypselodoris mostraram que se utilizam de furanosesqui-
terpenos como defesa quimica.'®!” Como exemplo, a furodisinina foi
isolada a partir do nudibranquio Hypselodoris zebra (Heilprin, 1889)
e da esponja marinha Dysidea etheria (De Laubenfels, 1936), da qual
o molusco se alimenta. O nudibranquio Hypselodoris lajensis também
ndo havia sido objeto de investigacdo quimica.

Zoobotryon verticillatum (Delle Chiaje, 1828) € um briozodrio
considerado cosmopolita e potencialmente invasor' conhecido por
conter alcaloides bromados, como a 2,5,6-tribromo-N-metilgrami-
na,'" que é uma substincia de defesa do animal."” O nudibranquio
Okenia zoobotryon (Smallwood, 1910) encontra-se comumente
associado a Zoobotryon verticillatum, vivendo, se alimentando e até
se reproduzindo sobre o briozodrio.'s Porém, ainda ndo haviam sido
realizados estudos quimicos com O. zoobotryon de forma a verificar
se o nudibranquio captura ou nio substincias de Z. verticillatum.

O objetivo principal deste trabalho foi verificar se os moluscos
Tambja stegosauriformis, Hypselodoris lajensis e Okenia zoobotryon
capturavam e acumulavam substancias de suas presas, o briozodrio
Bugula dentata, a esponja Dysidea sp.* e o briozodrio Zoobotryon
verticillatum, respectivamente. Adicionalmente, verificar se os me-
tabdlitos presentes nas presas sdo assimilados no seu conjunto por
seus predadores. Os resultados deste trabalho permitiram estabelecer
as respostas para tais hipéteses. Este € o primeiro trabalho quimico
focado em espécies de nudibranquios da costa brasileira e o primeiro
a investigar quimicamente as espécies aqui estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Investigacio quimica dos extratos do nudibranquio Tambja
stegosauriformis e do briozoario Bugula dentata

O extrato MeOH do nudibranquio 7. stegosauriformis foi
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submetido a separacdo por CLAE em fase reversa C,;. As fracoes
resultantes da cromatografia foram analisadas por CLAE-UV-EM.
As tambjaminas apresentam espectros no ultravioleta caracterfsti-
cos, com uma banda intensa entre 390 e 410 nm, em decorréncia ao
cromoéforo bispirrélico.?! Dependendo dos substituintes no sistema
bispirrélico, este croméforo pode apresentar ligeiras variagdes dos
comprimentos de onda nos maximos de absor¢do. Por exemplo, no
caso das tambjaminas A (1) e B (2) (Figura 1), nas quais o grupo
enamina ndo apresenta substituintes, os méximos de absorc¢do (A, )
das duas bandas do espectro no UV situam-se entre 250-255 e em
385 nm. Ja no caso de outras tambjaminas, que apresentam o grupo
enamina substituido com diferentes grupos alquila, os maximos de
absor¢do destas duas bandas situam-se acima de 255 nm e acima
de 398 nm. Além disso, diversas tambjaminas apresentam atomos
de bromo em sua estrutura, o que pode auxiliar a andlise de seus
espectros de massas.?
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Figura 1. Estruturas quimicas das tambjaminas A-D (1-4), tambjamina I (5),
tambjamina K (6), 4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (7), 5’-bromo-4-
-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (8), tambjamina J1 (9), tambjamina
J (10) e tambjamina G (11)

A andlise dos dados de UV-EM das fragdes do extrato MeOH
de T. stegosauriformis indicou a presenca das tambjaminas C (3)
e K (6) (Figura 1), além dos aldeidos formados pela hidrélise das
tambjaminas A (1) e B (2), 0 4-met6xi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido
(7) e 5°-bromo-4-metdxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (8) (Figura
1), respectivamente. Adicionalmente, observou-se a presenca de
uma substancia exibindo no seu espectro de massas a presenca de
um atomo de bromo, devido a presenca de dois fons [M+H]* em m/z
324 e 326, com aproximadamente a mesma intensidade. Os dados
observados nas andlises por CLAE-UV-EM poderiam indicar a
presenca ou da tambjamina D (4) ou da tambjamina I (5) (Figura 1),
uma vez que estas substancias sdo isoméricas. A andlise dos dados
de RMN de 'H obtidos para esta fragdo indicou que se tratava da
tambjamina D (4). A principal diferenca entre os espectros de RMN
de 'H das tambjaminas D e I estd nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios ligados aos carbonos dos anéis pirrélicos. Observou-se

Metabdlitos secunddrios dos nudibranquios 2195

no espectro de RMN de 'H da substéncia analisada sinais em 8 7,02;
6,71 e 6,34, concordando dados da literatura que mostram estes
sinais em & 7,00; 6,64 ¢ 6,33 para a tambjamina D,*' enquanto que
para a tambjamina I os hidrogénios pirrélicos aparecem em 0 6,55;
6,15 e 5,86.2 A identificagdo das substéncias 3, 4, 6-8 foi realizada
por comparagdo dos dados obtidos nas andlises por CLAE-UV-
EM com informacgdes dos bancos de dados MarinLit e Scifinder e,
também, de seus espectros de RMN de 'H com dados da literatura.
Considerando-se a pouca massa das fragdes obtidas, em decorréncia
de limitado volume de material disponivel para investigacdo, nio
foi possivel isolar as substancias puras em quantidades suficientes
para realizar sua andlise completa por RMN mono e bidimensional.
Todavia, a andlise dos espectros de massas obtidos por fragmentagdes
de {ons precursores (EM/EM) das fracdes isoladas de 7. stegosau-
riformis indicou que as estruturas analisadas seguem um padrdo de
fragmentacdo que € condizente com as caracteristicas estruturais das
tambjaminas. No caso da tambjamina D (4), a identidade desta pode
ser inequivocamente estabelecida por comparagdo de seus espectro
de RMN de 'H com dados da literatura, que concordam com os dados
da tambjamina D, mas ndo com os dados da tambjamina I (5).>* No
que se refere a tambjamina K, sua identificacio foi realizada a partir
das andlises dos dados obtidos por CLAE-UV-EM e por EM/EM, ja
que néo foi possivel a obten¢do de um espectro de RMN de 'H de
boa qualidade, devido a quantidade de massa disponivel da frag@o.
Subsequentemente, a investigagdo quimica do extrato do briozodrio
Bugula dentata levou ao isolamento das tambjaminas A (1), C (3),
D (4), K (6) e J1 (9) em quantidades suficientes para a obtencdo de
seus dados espectroscopicos e comparacdo dos alcaloides isolados
a partir de T. stegosauriformis com aqueles isolados de B. dentata
por CLAE-UV-EM.

A andlise da tambjamina C (3) por EM/EM possibilitou propor
uma rota de fragmentagdo para esta substincia (Figura 2 e Esquema
1). Utilizaram-se dados de fragmentac@o do fon precursor m/z 246,
obtidos da fragdo contendo esta substincia. O espectro de fons pro-
dutos de m/z 246 contém fons com m/z pares (oriundos da eliminag¢do
de grupos neutros ndo nitrogenados), sendo alguns deles rapidamente
associados a eliminacéo de formaldeido (30 Da), indicando a pre-
senca do grupo metoxi (por exemplo, m/z 216). A presenca do grupo
isobutilamina € constatada pela eliminagao de isobutano (C,H,,, 58
Da) a partir do precursor m/z 246, levando ao pico base m/z 188, e
pela eliminacdo de isobutileno (C,Hg , 56 Da) a partir do cétion-
-radical [M+H-CH;]* (m/z 231) resultando no pico intenso em m/z
175. Outros fons originados possivelmente através de rearranjos mais
complexos, acompanhados de eliminag@o de fragmentos tipicos de
substancias nitrogenadas (por exemplo, HCN, NH;, pirrol), também
compdem o espectro e contribuem para um fingerprinting Util para o
diagndstico estrutural desses alcaloides. Este padrao de fragmentacao
também foi observado nos espectros de fons obtidos dos fons pre-
cursores relativos as outras tambjaminas identificadas neste trabalho
(Material Suplementar). Este € o primeiro estudo de fragmentagao
realizado com tambjaminas e o primeiro estudo quimico realizado
com Tambja stegosauriformis, espécie conhecida apenas para o Brasil
e recentemente descrita.>

O extrato MeOH do briozodrio Bugula dentata foi fracionado e
analisado por CLAE-UV-EM. Observacdes de campo indicaram que
este briozodrio € uma presa de 7. stegosauriformis e de Tambja sp.
(previamente identificada erroneamente como 7. eliora'®). Diferentes
tambjaminas foram isoladas de B. dentata da Australia.”> O processo
de fracionamento e purificagio do extrato de Bugula dentata levou ao
isolamento das tambjaminas A (1), C (3), D (4), K (6), do 5°-bromo-4-
-met6xi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (8) (aldeido da tambjamina
B) e de uma nova tambjamina (9), isomérica da tambjamina J (10).
Todos os alcaloides bromopirrdlicos isolados a partir de B. dentata
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Esquema 1. Rota de fragmentagdo proposta para a tambjamina C (3), segundo andlise de seu espectro de massas do tipo EM/EM
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foram identificados pela andlise de seus dados espectroscopicos e por
comparagdo com dados da literatura.?’**% O alcaloide 9 apresentou,
no espectro de massas obtido nas andlises por LC-UV-EM (modo
ESI*), dois sinais de mesma intensidade em m/z 338 e 340 indicando
a presenca de um atomo de bromo em sua estrutura. A desreplicacdo
com informagdes obtidas nos bancos de dados MarinLit e SciFinder
utilizando dados de UV e de massas para 9 inicialmente levaram a
tambjamina J (10), originalmente isolado de Bugula dentata coletado
na Tasmania.”® Os dados de RMN de 'H e "*C obtidos para 9 foram
comparados com os dados de 10.% Observou-se uma discrepancia dos
valores de deslocamento quimico dos hidrogénios bis-pirrélicos de 9
com os de 10. As tambjaminas apresentam dois tipos de sistema bis-
-pirrélicos e a diferenciag@o destes € clara e evidente por RMN de 'H.
Em CDCI, o sistema bis-pirrélico substituido com bromo na posicdo
1, presente na tambjamina D (4) e no aldeido da tamjamina B (8),
apresenta deslocamentos quimicos em & 6,89-7,00 (H-1), 6,33 (H-2)
e 6,64-6,74 (H-6). Ja o sistema bis-pirrélico substituido com bromo
na posi¢do 3, observado nas tambjaminas G (11), I (5) e J (10), apre-
senta deslocamentos quimicos em & 6,09-6,23 (H-2), 6,40-6,63 (H-3)
e 5,90-5,97 (H-6)."*#% Como em CDCI, a substincia 9 apresentou
deslocamentos quimicos em & 6,66; 6,34 e 7,01 para os hidrogénios
bis-pirrdlicos, e deslocamentos quimicos idénticos aos observados
para a cadeia lateral da tambjamina J (10) (dados ndo incluidos), tais
resultados indicam que a substancia isolada de B. dentata apresenta
a estrutura 9, inédita na literatura. As atribui¢cdes observadas para os
'H e C do sistema bis-pirrélico da substincia 9 (Tabela 1) puderam
ser confirmadas pela andlise dos espectros HMQC e HMBC (Figura
3). A estereoquimica Z da liga¢do enamina das tambjaminas pode ser
determinada em se observando efeito nOe entre o hidrogénio do carbo-
no C-9 e o grupo metileno CH,-1" da cadeia ligada ao nitrogénio, mas
ndo entre CH,-1" e os hidrogénios do grupo metoxila.’ Desta forma,
realizamos andlises por NOESY, para o estabelecimento da estereoqui-
mica do grupo enamina na tambjamina J1 (9), utilizando a tambjamina
C (3) como “controle”. Para ambos os casos, observamos correlacio
no espectro NOESY entre o dublete do hidrogénio H-9 (~ & 7,28,
CDCL,) e o triplete dos hidrogénios CH,-1" (~ & 3,29), mas néo entre
estes tltimos e os hidrogénios da metoxila em & 3,94. Sendo assim, a
estereoquimica do grupo enamina da tambjamina J1 (9) também € Z.

Tabela 1. Valores de deslocamento quimico dos hidrogénios e carbonos do
sistema bis-pirrélico da tambjamina D (4) e da tambjamina J1 (9) (DMSO-d,,
600 MHz)

9 4
Posi¢do
BC  'H(mult.,JemHz) “C 'H(mult.,Jem Hz)
1 123,7 7,20 (t, 3,1) 124 7,00 (¢, 3,0)
2 113,5 6,41 (t,2,4) 1147 6,33 (t,2,7)
6 93,7 6,56 (d, 2,2) 92,8 6,61 (d, 2,4)
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Figura 3. Correlagdes observadas nos espectros de tipo COSY e HMBC da
tambjamina J1 (9)
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Desta forma, o estudo quimico do nudibranquio 7. stegosauri-

formis e do briozodrio predado por este molusco, Bugula dentata,

levou ao isolamento de uma série de tambjaminas, dentre as quais a
tambjamina J1 (9), inédita na literatura.

Investigacido quimica do extrato do nudibrianquio Hypselodoris
lajensis

O fracionamento do extrato EtOH do nudibranquio Hypselodoris
lajensis resultou no isolamento da lactona da furodisinina (12) (Figura
4), uma substancia originalmente isolada da esponja Dysidea ethe-
ria.”” Este sesquiterpeno teve sua estrutura elucidada apds a anélise
dos dados espectroscépicos (RMN 'H, 1*C, COSY, HSQC e HMBC)
e a comparagio destes com dados da literatura.’ Recentemente, a
lactona da furodisinina foi isolada a partir do extrato hexanico da
esponja marinha Dysidea sp.*® (provavelmente D. etheria). Tal resul-
tado indica que o nudibranquio possivelmente captura a substancia
12 da esponja Dysidea sp., que constitui sua presa. Este € o primeiro
trabalho que mostra o isolamento da lactona da furodisinina a partir
de um nudibranquio.

CH
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N\
HaC Br CHa
\ Br
Br N\

13

Figura 4. Estruturas quimicas da lactona da furodisinina (12) e da 2,5,6-tri-
bromo-N-metilgramina (13)

Investigacdo quimica dos extratos do nudibranquio Okenia
zoobotryon e do briozoario Zoobotryon verticillatum

O fracionamento do extrato metandélico do nudibranquio O.
zoobotryon levou ao isolamento da 2,5,6-tribromo-N-metilgramina
(13)" (Figura 4). Esta foi identificada pela andlise dos seus espectros
de RMN de 'H e massas, e por comparagio com dados da literatura.

Como foi observado que O. zoobotryon vive associado ao brio-
zodrio Zoobotryon verticillatum, espécimens do briozodrio também
foram coletados e extraidos com EtOH e MeOH. O fracionamento
cromatografico do extrato MeOH do briozoario forneceu a mesma
substancia 2,5,6-tribromo-/N-metilgramina encontrada nos espéci-
mens de O. zoobotryon. Fragdes contendo a mesma substancia isolada
do molusco e do briozodrio foram analisadas por CLAE-UV-EM,
comparando-se seus espectros de massas, o tempo de retengio e,
também, seus espectros de RMN de 'H.

A substancia 13 ja havia sido anteriormente isolada do briozoério
Z. verticillatum."” Embora estudos ja tivessem relatado a interacao en-
tre O. zoobotryon e Z. verticillatum, e que o nudibranquio se alimenta
deste briozodrio,'® este € o primeiro estudo que apresenta o isolamento
do derivado indélico tribromado 13 a partir do nudibranquio O. zoo-
botryon e de sua presa, indicando que este molusco realmente assimila
e armazena esta substancia a partir de Z.verticillatum.

CONCLUSAO

O estudo dos extratos de trés espécies de nudibranquios, 7.
stegosauriformis, H. lajensis e O. zoobotryon, levou ao isolamento
de metabdlitos secundarios também encontrados em suas presas:
o briozodrio Bugula dentata, a esponja Dysidea sp. e o briozodrio
Z. verticillatum, respectivamente. A composi¢do de tambjaminas
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observada em T. stegosauriformis (predador) e B. dentata (presa)
apresenta variagdes, sendo que o briozodrio (presa) apresenta uma
maior variedade de alcaloides do que o molusco (predador). Dentre
os alcaloides isolados de B. dentata, a tambjamina J1 (9) € inédita na
literatura. J4 os estudos dos nudibranquios H. lajensis e O. zoobotryon
indicaram que a composi¢do quimica de seus extratos € constituida
pela mesma substancia principal encontrada em suas presas. Os resul-
tados sugerem que as mesmas substincias majoritdrias isoladas, tanto
das presas como dos predadores, podem exercer fun¢des similares
nos moluscos e nos invertebrados sésseis.

Esta € a primeira investigagdo com foco em nudibranquios da
costa brasileira. Além disso, € a primeira investigagdo quimica destas
espécies de nudibranquios e das espécies de briozodrios coletadas
no Brasil. Os resultados indicam a importancia na descoberta de
metabdlitos secunddrios que tomam parte em relacdes entre presa e
predador, envolvendo nudibranquios e outros invertebrados marinhos
pouco conhecidos no Brasil.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo pdf, com acesso livre.

PARTE EXPERIMENTAL
Generalidades

Os espectros de RMN foram obtidos a 25 °C, utilizando-se
TMS como padrao interno, em um aparelho Bruker ARX 9.4 Tesla
operando em 400.35 MHz ('H) e 100.10 MHz (**C). As andlises
por CLAE-UV-EM foram realizados em um equipamento Waters
Alliance 2695 acoplado on-line a um detector de arranjo de fotodio-
dos (PDA) Waters 2996 e um detector de espectrometria de massas
Micromass ZQ2000, utilizando ionizag¢ao por eletrospray, no qual
foram obtidos os espectros de massas de baixa resolug@o. Os espec-
tros de massas EM/EM foram obtidos em um aparelho CLAE-UV-
ESI-EM/EM, com resolugdo cromatografica em um sistema Alliance
2695 (Waters), detecg@o por arranjo de diodos PDA 2996 (Waters) e
acoplado a um espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo,
modelo Micromass QuattroLC (Manchester, U.K), equipado com
uma fonte de fons API Z-spray e uma sonda para ionizagdo elec-
trospray em alto fluxo. A ionizacio foi feita no modo positivo. As
resolucgdes cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters
Spherisorb ODS2 (125 mm x 4.0 mm d.i., 5 um); fluxo: 0,8 mL
min™'; A _deteccdo, 215-600 nm. O gradiente de eluicdo utilizado
foi (A = H,0, B =MeCN, C =MeOH): 60% A + 15% B +25% C
até 40% A + 15% B + 45% C em 8 min, entdo 30% A + 15% B +
55% C em 15 min. No final, a coluna foi lavada com 100% C por
2 min, e entdo recondicionada com 70% A + 10% B + 20% C por
4,5 min, em um fluxo de 0.9 mL min"'. Um divisor de fluxo pds-
-coluna foi utilizado para enviar apenas 0,25 mL min™' do efluente
da coluna para a fonte de ionizagdo. Nitrogénio foi utilizado como
gds nebulizador (34 L/h) e de dessolvatacdo (834 L/h). O capilar
da sonda de ESI foi mantido em uma voltagem de 3,57 kV, com os
cones de amostragem e de extracdo em 46 e 4 V, respectivamente.
Argonio foi utilizado nos experimentos de fragmentacédo e os {ons
precursores foram acelerados usando-se uma rampa de energia de
colisdo de 5-35 eV. Foram utilizados solventes de grau analitico
(P.A.) para a extrag¢do e cromatografia em coluna de baixa pressao
flash. Foram utilizados solventes de grau cromatogréfico (CLAE)
e dgua MilliQ em separagdes semipreparativas por cromatografia
liquida, utilizando-se um equipamento Waters de bomba quaterndria
600 e detector de duplo feixe UV 2487.
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Estudo quimico do nudibranquio Tambja stegosauriformis

Espécimes do nudibranquio Tambja stegosauriformis (3 indi-
viduos, com 5 a 7 cm de comprimento) foram coletados na Ilha do
Papagaio, em Cabo Frio, RJ, Brasil e preservados em EtOH. Um
exemplar de referéncia foi depositado no Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo (MZSP 97621). O processo de extragdo foi
realizado da seguinte forma: ap6s separagdo do EtOH de preservagao,
os animais foram transferidos para 40 mL de EtOH. Os animais em
EtOH foram sonicados em banho de ultrassom por 2 min e deixados
em repouso por mais 30 min. Removeu-se o EtOH e adicionaram-se
mais 40 mL do mesmo solvente, repetindo-se esta operagdo mais
uma vez. Apds a extracdo, todo o EtOH de preservagdo e de extragao,
foi evaporado resultando no extrato etandlico do nudibranquio. Os
animais foram re-extraidos com MeOH (3 x 40 mL). Os extratos
metandlico e etandlico foram reunidos e concentrados até um volume
de 300 mL. A suspensio alcodlica assim obtida foi particionada com
hexano. Apds evaporacio das fragdes polar e apolar obtiveram-se os
extratos brutos metandlico (Tsme, 361,3 mg) e hexanico (Tshx, 143,0
mg), os quais foram analisados por CLAE-UV-EM.

O extrato metandlico (Tsme, 361,3 mg) foi separado por CLAE
[coluna Waters Deltapak C,q, de 300 x 7,8 mm; 15 pym; eluente:
MeOH/H,0 67:33 (0,05% TFA) ; fluxo: 1,2 mL/min; detec¢do: UV
A 254 nm], obtendo-se nove novas fragdes: Tsme-1 (102,9 mg),
Tsme-2 (14,6 mg), Tsme-3 (1,5 mg), Tsme-4 (1,6 mg), Tsme-5 (1,2
mg), Tsme-6 (0,8 mg), Tsme-7 (2,3 mg), Tsme-8 (1,5 mg) e Tsme-
lav (7,2 mg). Todas as fra¢des foram analisadas por CLAE-UV-EM
[coluna: Waters XTerra EM C, de 2,1 x 50 mm; 3,5 pym; eluente:
gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em H,O (0,1% TFA); fluxo: 0,5 mL/
min; UV: espectro obtido entre 200 e 600 nm; EM: ESI*, voltagem do
cone = 20 V]. A fracdo Tsme-2 foi submetida a separagdo posterior
por CLAE [coluna: Inertsil Phenyl (GL Sciences, Inc), de 250 x 4,6
mm; 5 pm; eluente: gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em H,0 (0,1%
TFA); fluxo: 1,0 mL/min; detecgdo: UV A_, 254 nm], obtendo-se
quatro novas fragdes: Tsme-2bl1 (2,7 mg), Tsme-2b2 (2,5 mg), Tsme-
2b3 (0,8 mg) e Tsme-2b4 (0,7 mg), as quais foram analisadas por
CLAE-UV-EM nas mesmas condi¢des citadas acima. As substancias
identificadas foram observadas nas seguintes fragdes: Tsme-2bl
(aldeido da tambjamina A (7), t, = 5,8 min), Tsme-4 (tambjamina C
(3), ty =2,02 min), Tsme-6 (tambjamina K (6), t;= 1,39 min), Tsme-7
(tambjamina D (4), t; = 5,12 min) e Tsme-8 (aldeido da tambjamina
B (8), t; = 5,2 min).

Tambjamina C (3)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 246; UV: A 258 ¢ 398 nm;
RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz): 7,27 (d, 19,4 Hz, 1H, H-9), 7,09 (m,
1H, H-1), 6,75 (m, 1H, H-3), 6,28 (m, 1H, H-2), 5,98 (s, 1H, H-6),
3,93 (s, 3H, OMe), 3,28 (t, 6,4 Hz, 2H, CH,-1"), 1,99 (m, 1H, H-2’),
1,00 (d, 6,7 Hz, 6H, CH,-3" e CH;-4").

Tambjamina D (4)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 324 e 326; UV: A, 256 ¢ 399
nm; RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz): 7,40 (d, 15 Hz, 1H, H-9), 7,02
(m, 1H, H-1), 6,71 (d, 2,3 Hz, 1H, H-6), 6,34 (m, 1H, H-2), 3,97 (s,
3H, OMe), 3,30 (m, 2H, CH,-1"), 2,01 (m, 1H, H-2), 1,01 (d, 6,7
Hz, 6H, CH,-3’ e CH,-4").

Tambjamina K (6)
Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 260; UV: A, 258,323 ¢ 403 nm.

4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (7)
Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 191; UV: A 251 e 364 nm;
RMN de 'H (DMSO-d,, 600 MHz): 11,4 (s, NH), 11,23 (s, NH), 9,28
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(s, 1H, H-9), 6,89 (d, 1,4 Hz, 1H, H-1), 6,74 (m, 1H, H-3), 6,26 (d,
2,7Hz, 1H, H-6),6,10 (dd, 2,5 ¢ 5,8 Hz, 1H, H-2), 3,82 (s, 3H, CH,).

5’-bromo-4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (8)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 269 e 271; UV: A, 247 e 359
nm; RMN de 'H (DMSO-d,, 400 MHz): 11,50 (s, NH), 11,28 (s, NH),
9,39 (s, 1H, H-9), 7,01 (t, 3Hz, 1H, H-1), 6,53 (d, 2,3 Hz, 1H, H-6),

6,28 (t,2,7 Hz, 1H, H-2), 3,87 (s, 3H, CH,).
Estudo quimico do briozoario Bugula dentata

Colonias do briozodrio (32 g, peso seco) foram coletadas em
Cabo Frio-RJ, congeladas e liofilizadas. Um exemplar de referén-
cia foi mantido na colecéo de referéncia de coletas do IQSC-USP
(AC11BRY-01). A massa dos espécimes foi triturada em liquidificador
com MeOH. O extrato foi filtrado através de celite sobre papel de
filtro. Apds a filtragdo, a massa triturada foi extraida mais 4 vezes com
MeOH. Todo o MeOH filtrado (2 L) foi concentrado em evaporador
rotativo até um volume de 300 mL. Adicionaram-se 30 mL de H,O
e realizou-se uma particdo com hexano (4 x 300 mL). O extrato
hexanico foi evaporado, seco e guardado.

O extrato MeOH obtido (2,6 g) foi submetido a uma cromatogra-
fia em coluna pré-empacotada de silica gel derivatizada com grupos
C,,. Utilizou-se um gradiente de MeOH e MeCN em H,O (H,0
100%, H,O0/MeOH 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, MeOH 100% e
MeCN 100%) como eluente. As fragdes coletadas foram analisadas
por CCD utilizando-se os reveladores dcido fosfomolibdico e nini-
drina, e reunidas de acordo com seu padrdo cromatogrifico. Foram
obtidas dez fragdes: CF11BRI-2A (1,9 g), CF11BRI-2B (86,5 mg),
CF11BRI-2C (36,5 mg), CF11BRI-2D (40,1 mg), CF11BRI-2E (54,2
mg), CF11BRI-2F (50,3 mg), CF11BRI-2G (27,0 mg), CF11BRI-2H
(34,0 mg), CF11BRI-21 (78,2 mg) e CF11BRI-lav (126,7 mg). Todas
estas fracdes foram analisadas por CLAE-UV-EM, utilizando-se uma
coluna Inertsil ODS-SP, 5 um, 4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc., com
um gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em H,O (0,1% TFA) como eluente
[fluxo: 1,0 mL/min; detec¢do em A, entre 200 e 600 nm e por EM
(modo EST*, voltagem do cone = 20 V]. Este mesmo procedimento
foi utilizado em todas as andlises por CLAE-UV-EM de fragdes do
extrato MeOH de Bugula dentata.

A fragdo CF11BRI-2G (27 mg) foi purificada por HPLC em co-
luna de fase reversa C,, utilizando-se um gradiente de MeOH/MeCN
1:1 em H,0 (inicio com 40% de eluente organico; H,0 com 0,05% de
TFA) em uma coluna semipreparativa de silica gel derivatizada por
grupos C ¢ (CSC-Inertsil 150A/ODS2, 5 um, 250 x 9,4 mm). Foram
obtidas nove fragdes: CF11BRI-2G1 (2,6 mg), -2G2 (2,5 mg), -2G3
(1,3 mg), -2G4 (2,5 mg), -2G5 (2,4 mg), -2G6 (2,0 mg), -2G7 (2,4
mg), -2G8 (1,5 mg) e -2G9 (6,0 mg). As andlises por CLAE-UV-EM
indicaram que a fracdo CF11BRI-2GS5 era constituida pelo aldeido
da tambjamina B (8).

A fracdo CF11BRI-2H (34,6 mg) foi separada nas mesmas
condicdes, fornecendo nove novas fracdes: CF11BRI-2H1 (3,2 mg),
-2H2 (2,9 mg), -2H3 (1,0 mg), -2H4 (1,9 mg), -2HS5 (4,0 mg), -2H6
(1,2 mg), -2H7 (2,0 mg), -2H8 (1,9 mg), -2H9 (2,5 mg) e -2H10 (9,8
mg). As tambjaminas A (1) e C (3) foram identificadas nas fracdes
CF11BRI-2H2 e -2HS, respectivamente, a partir dos dados obtidos
por CLAE-UV-EM e comparagio de seus espectros de RMN de 'H
e '*C com dados da literatura.

A fragdo CF11BRI-2I foi separada por CLAE, nas mesmas con-
dicdes citadas utilizadas para a separacdo da fracio CF11BRI-2G,
fornecendo as fragdes CF11BRI-211 (13,1 mg), -212 (8,4 mg), -2I3
(7,4 mg), -214 (8,3 mg), -215 (4,0 mg), -216 (10,0 mg), -217 (1,7 mg),
e -218 (12,8 mg). A tambjamina D (4) foi identificada na fracdo -216
ap6s comparag@o dos seus espectros de RMN de 'H, "*C e massas
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de baixa resolug@o (modo ESI*) com dados da literatura. Na fracéo
CF11BRI-217 foi identificada a tambjamina J1 (9) a partir da andlise
dos dados obtidos por CLAE-UV-EM e espectros de RMN mono e
bidimensionais. Apds andlise por CLAE-UV-EM, a fracdo CF11BRI-
215 foi purificada por HPLC em fase reversa (coluna Inertsil ODS-SP,
5 um, 4,6 x 250 mm, GL Sciences Inc.) utilizando-se MeOH/MeCN/
H,O 3:2:5 como eluente em modo isocratico. Foram obtidas seis
fracoes: CF11BRI-215a (0,7 mg), CF11BRI-2I5b (0,4 mg), CF11BRI-
215¢ (1,2 mg), CF11BRI-2I5d (0,4 mg), CF11BRI-2I5e (0,7 mg)
e CF11BRI-2I5f (0,4 mg). A tambjamina K (6) foi identificada na
fracdo CF11BRI-2I5c.

Tambjamina A (1)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 190; UV: A, 216, 250 e 392
nm; RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz): 7,52 (m, 1H, H-9), 7,13 (m,
1H, H-1), 6,82 (m, 1H, H-2), 6,32 (m, 1H, H-3), 5,98 (m, 1H, H-6),

3,96 (s, 3H, OMe).

Tambjamina C (3)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 246; UV: A, 217, 258 e 402
nm; RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz): 7,28 (d, 15 Hz, 1H, H-9), 7,10
(m, 1H, H-1), 6,76 (m, 1H, H-3), 6,29 (m, 1H, H-2), 5,98 (m, 1H,
H-6), 3,94 (s, 3H, OMe), 3,29 (t, 6,4 Hz, 2H, CH,-1"), 2,00 (m, 1H,
H-2’), 1,01 (d, 6,7 Hz, 6H, CH;-3" ¢ CH;-4").

Tambjamina D (4)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 324 ¢ 326, UV: A, 256 ¢ 397
nm; RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz): 7,40 (d, 15 Hz, 1H, H-9), 7,03
(m, 1H, H-1), 6,71 (d, 2,3 Hz, 1H, H-6), 6,35 (m, 1H, H-2), 3,97 (s,
3H, OMe), 3,31 (m, 2H, CH,-1"), 2,01 (m, 1H, H-2"), 1,01 (d, 6,7
Hz, 6H, CH,-3’ e CH,-4").

Tambjamina K (6)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 260; UV: A, 258, 323 ¢ 403 nm;
RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz): 7,30 (d, 14,9 Hz, 1H, H-9), 7,09 (m,
1H, H-1), 6,75 (m, 1H, H-3), 6,29 (m, 1H, H-2), 5,98 (s, 1H, H-6),
3,94 (s, 3H, OMe), 3,49 (m, 2H, H-1"), 1,77 (m, 1H, H-3"), 1,63 (m,
2H, H-2"), 1,00 (d, 6,8 Hz, 3H, H-4’) ¢ 0,95 (d, 6,8 Hz, 3H, H-5").

5’-bromo-4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldeido (8)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 269 ¢ 271; UV: A, 220 e 357
nm; RMN de '"H (DMSO-d,, 400 MHz): 11,50 (s, NH), 11,28 (s, NH),
9,39 (s, 1H, H-9), 7,01 (t, 3Hz, 1H, H-1), 6,53 (d, 2,3 Hz, 1H, H-6),

6.28 (t, 2,7 Hz, 1H, H-2), 3,87 (s, 3H, CH,).

Tambjamina J1 (9)

Oleo esverdeado. EM-ESI*: m/z 338 € 340; UV: A, 219 e 398
nm; RMN de 'H (DMSO-d,, 600 MHz): 8,16 (d, 15 Hz, 1H, H-9),
7,20 (t, 3,1 Hz, 1H, H-1), 6,56 (d, 2,2 Hz, 1H, H-6), 6,41 (t, 2,4 Hz,
1H, H-2), 3,97 (s, 3H, OMe), 3,17 (m, 2H, H-1"), 1,24 (m, 3H, H-5"),
0,92 (m, 3H, H-4")

RMN de "*C (DMSO-d,, 150 MHz): 162,6 (C-7), 145,1 (C-9),
138,0 (C-5), 123,7(C-1), 119,6 (C-4), 113,5 (C-2), 109,5 (C-8), 98,5
(C-3), 93,7 (C-6), 58,6 (OMe), 48,5 (C-1"), 16,4 (C-5"), 10,9 (C-4").

Estudo quimico do nudibranquio Hypselodoris lajensis

Espécimes do nudibranquio H. lajensis (3 individuos, com 3 a
5 cm de comprimento) foram coletados em Cabo Frio, RJ, Brasil e
foram preservados em EtOH. A identificagdo do material foi feita por
V. Padula, e exemplares de referéncia foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZSP 97467). O processo
de extragao foi realizado da seguinte forma: apds separagdo do EtOH
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de preservacdo, os animais foram transferidos para 40 mL de EtOH.
Os animais em EtOH foram sonicados em banho de ultrassom por 2
min, deixando-se em repouso por mais 30 min. Removeu-se o EtOH
e adicionaram-se mais 40 mL do mesmo solvente, repetindo-se esta
operagao mais uma vez. Apds a extragao, todo o EtOH, de preservacao
e de extracdo foi reunido e evaporado, resultando no extrato etandlico
(Hyet, 278,5 mg) do nudibranquio. Os animais foram re-extraidos
com MeOH (3 x 40 mL) e CH,Cl, (3 x 40 mL). O extrato etanélico
foi reunido com o extrato metandlico e este extrato alcodlico foi
evaporado, obtendo-se o extrato alcodlico dos animais (HyMe, 12.8
mg). O extrato CH,Cl, também foi evaporado, obtendo-se apenas
1,1 mg deste dltimo.

O extrato alcodlico (Hyet, 278,5 mg) do animal foi submetido a
uma separagdo por cromatografia em coluna pré-empacotada conten-
do silica gel derivatizada com grupos C,; como fase estaciondria (10
g), utilizando-se um gradiente de MeOH e H,O como eluente (H,0O
100%, H,0/MeOH 8:2, 6:4, 4:6 e MeOH 100%). Apds anélises por
CCD (CH,CL/MeOH 9:1 e 7:3 como eluentes e dcido fosfomolibdico,
ninidrina e Dragendorff como reveladores) das diversas fracdes obtidas,
estas foram reunidas em cinco fragdes: Hyet-1 (253,1 mg), Hyet-2
(10,1 mg), Hyet-3 (4,6 mg), Hyet-4 (5,8 mg) e Hyet-5 (18,9 mg). Estas
fracdes foram analisadas por CLAE-UV-EM [coluna: Waters XTerra
EM C,,, de 2,1 x 50 mm; 3,5 um; eluente: gradiente de MeOH/MeCN
1:1em H,0 (0,1% TFA); fluxo: 0,5 mL/min; UV: espectro obtido entre
200 e 400 nm; EM: EST*, voltagem do cone =25 V].

A fraciio Hyet-4 foi submetida a uma purificacdo por CLAE
[coluna: Synergi 4p Fusion-RP 80 C ¢ (Phenomenex), de 250 x 4,6
mm; 4 um; eluente: MeOH/H,O 6:4 (0,1% TFA) ; fluxo: 0,9 mL/min;
detecgdo: UV A 254 nm]. A fracdo obtida Hyet-4c (1,4 mg) foi
identificada como sendo a lactona da furodisinina (12).

Lactona da furodisinina (12)

[o], = + 100 (c= 1,0 mg/mL, MeOH); EM-ESI*: m/z 249;
ESIEM™: m/z 247; UV: A, 226 nm; RMN de 'H (DMSO-d,, 400
MHz): 5,79 (s, H-2), 5,35 (d, 4,7 Hz, H-7), 2,68 (d, 8,5 Hz, H-6), 2,18
(dd, 13,2 ¢ 3,5, H-5a), 1,91 (m, 2H, CH,-9), 1,61 (m, H-11), 1,59 (m,
H-10a), 1,58 (s, 3H, CH,-15), 1,36, (d, 13,0 Hz, H-5b), 1,31 (s, 3H,
CH,-14), 1,16 (s, 3H, CH,-13), 1,10 (m, H-10b).

Estudo quimico do nudibranquio Okenia zoobotryon

Espécimes do nudibranquio O. zoobotryon (50 individuos, com
aproximadamente 7 mm de comprimento cada) foram coletados em
Cabo Frio, RJ, Brasil e preservados em EtOH. A identifica¢do do
material foi feita por V. Padula e exemplares de referéncia foram
depositados no Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo
(MZSP 97093). O processo de extracao para este animal foi realizado
de maneira andloga ao procedimento utilizado na extragdo do H. la-
Jensis, resultando nos extratos etandlico (OKEt, 230 mg), metandlico
(OkMe, 12,8 mg) e diclorometano (OkDM, 1,1 mg), os quais foram
analisados por CLAE-UV-EM.

O extrato OkEt foi submetido a uma separagio por CLAE [colu-
na: CSC-Inertsil 150A/0ODS-2 Cq, de 250 x 9,4 mm; 5 um; eluente:
MeOH/H,O (0,1% TFA) 62:38; fluxo: 1,1 mL/min; deteccido: UV
A, 254 nm]. A separagio forneceu oito fragdes: Oket-1 (117,5 mg),
Oket-2 (11,0 mg), Oket-3 (1,6 mg), Oket-4 (1,0 mg), Oket-5 (1,3 mg),
Oket-6 (1,8 mg), Oket-7 (1,1 mg) e Oket-lav (13,3 mg), que foram
analisadas por CLAE-UV-EM [coluna: Waters XTerra EM C, de
2,1 x 50 mm; 3,5 pm; eluente: gradiente de MeOH/MeCN 1:1 em
H,O (0,1% TFA); fluxo: 0,5 mL/min; UV: espectro obtido entre 200
e 400 nm; EM: ESI*, voltagem do cone =25 V].

As fragdes Oket-5, -6 e -7 foram reunidas devido a semelhanga
de seus perfis cromatogréficos observados para estas amostras em

Quim. Nova

CLAE-UV-EM. A fracdo Oket-5 (4,2 mg), foi submetida a uma
purificagcdo por CLAE [coluna: Inertsil Phenyl (GL Sciences, Inc),
de 250 x 4,6 mm; 5 pm; eluente: MeOH/H,O (0,1% TFA) 6:4; fluxo:
0,8 mL/min; detecgdo: UV A, 254 nm]. A fragdo Oket-5b (1,0 mg)
foi identificada por CLAE-UV-EM e por RMN de 'H como sendo a
substancia 2,5,6-tribromo-N-metilgramina (13).

2,5,6-tribromo-N-metilgramina (13)
EM-ESI*: m/z 422, 424,426 ¢ 428, UV: A 230, 296 e 301 nm;

RMN de 'H (DMSO-d,, 400 MHz): 8,29 (s, H-4), 8,13 (s, H-7), 4,39
(s, 3H, CH;-8), 3,81 (s, 2H, CH,-9), 2,78 (s, 6H, (CH,),-9).

Estudo quimico do briozoario Zoobotryon verticillatum

Coldnias do briozodrio Z. verticillatum (17 g, peso imido) foram
coletadas em Cabo Frio, RJ, Brasil e preservadas em EtOH. Apds
remocao do EtOH de preservacdo, o briozodrio foi re-extraido com
100 mL de MeOH em banho de ultrassom por 2 min, e deixado em
repouso durante 1 h. Repetiu-se este procedimento mais duas vezes.
A seguir, os 300 mL de MeOH utilizados na extra¢do foram reunidos
com o EtOH de preservacdo do animal e o solvente foi evaporado
até reducdo do volume para aproximadamente 200 mL. A suspensdo
hidroalcodlica foi submetida a uma parti¢ao liquido-liquido com
hexano (4 x 200 mL), resultando nos extratos metandlico (Zvme,
1,15 g) e hexanico (Zvhx, 93,7 mg).

O extrato Zvme foi submetido a uma separagdo por cromatografia
em coluna pré-empacotada contendo silica gel derivatizada com gru-
pos C,; como fase estaciondria (10 g) e utilizando-se um gradiente de
MeOH em H,O como eluente (H,O 100%, H,O/MeOH 8:2, 6:4, 4:6
e MeOH 100%). Andlises por CCD (CH,C1,/MeOH 9:1 e 7:3 como
eluentes; dcido fosfomolibdico, ninidrina e Dragendorff como reve-
ladores) das diversas fracdes obtidas permitiram que fossem reunidas
em seis novas fragdes: Zvme-1 (930 mg), Zvme-2 (14,3 mg), Zvme-3
(8,0 mg), Zvme-4 (3,8 mg), Zvme-5 (42,3 mg) e Zvme-6 (52,2 mg),
as quais foram analisadas por CLAE-UV-EM [coluna: Waters XTerra
C de 2,1 x 50 mm; 3,5 um; eluente: gradiente de MeOH/MeCN 1:1
em H,0 (0,1% TFA); fluxo: 0,5 mL/min; UV: espectro obtido entre
200 e 400 nm; EM: ESI*, voltagem do cone = 25 V].

Ap06s a andlise por CLAE-UV-EM, a fragido Zvme-5 foi submetida
auma purifica¢do por CLAE [coluna: Waters Phenyl uBondapak, de
300 x 3,9 mm; 10 um; eluente: gradiente de MeOH em H,O (0,1%
TFA) ; fluxo: 1,0 mL/min; detecgdo: UV A, 254 nm] obtendo-se
cinco novas fracdes, Zvme-5a (5,4 mg), Zvme-5b (2,5 mg), Zvme-
5c¢ (18,3 mg), Zvme-5d (18 mg) e Zvme-5e (2,3 mg). Estas fracoes
foram novamente analisadas em sistema CLAE-UV-EM, nas mesmas
condicdes citadas acima.

A fracdo Zvme-5b foi submetida a uma nova purificagdo por
CLAE (coluna: Waters Symmetry C,,, de 75 x 4,6 mm; 3,5 um; eluen-
te: MeOH/H,0 57:43 (0,1% TFA); fluxo: 0,7 mL/min; detec¢ao: UV
A 254 nm), obtendo-se o alcaloide 2,3,5-tribromo-N-metilgramina

‘max

(13) na fragdo Zvme-5b2 (1,7 mg).
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