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ISOLATION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SECONDARY METABOLITES FROM THE SPONGES Monanchora aff. arbuscula,
Aplysina sp. Petromica ciocalyptoides AND Topsentia ophiraphidites, FROM THE ASCIDIAN Didemnum ligulum AND FROM THE
OCTOCORAL Carijoa riisei. The investigation of extracts from six species of marine invertebrates yielded one new and several known

natural products. Isoptilocaulin from the sponge Monanchora aff. arbuscula displayed antimicrobial activity at 1.3 pg/mL against an

oxacillin-resistant strain of Staphylococcus aureus. Five inactive known dibromotyrosine derivatives, 2 — 6, were isolated from a new

species of marine sponge, Aplysina sp. The sponges Petromica ciocalyptoides and Topsentia ophiraphidites yielded the known halistanol
sulfate A (7) as an inhibitor of the antileishmanial target adenosine phosphoribosyl transferase. The ascidian Didemnum ligulum yielded
asterubin (10) and the new N,N-dimethyl-O-methylethanolamine (11). The octocoral Carijoa riisei yielded the known 18-acetoxypregna-
1,4,20-trien-3-one (12), which displayed cytotoxic activity against the cancer cell lines SF295, MDA-MB435, HCT8 and HL60.

Keywords: marine sponge; ascidian; octocoral.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, investigagdes quimicas e farmacoldgicas de
organismos marinhos t&ém contribuido significativamente para a des-
coberta de novas substancias quimicas potencialmente bioativas
para fins terapéuticos'. Embora o litoral brasileiro seja o segundo
mais extenso depois da Austrdlia, o desenvolvimento da quimica
de produtos naturais de organismos marinhos no Brasil foi negli-
genciado por muitos anos, porque o principal foco da quimica de
produtos naturais brasileira foi direcionado ao estudo de plantas.
Desta maneira, a fauna marinha brasileira ainda € pouco explorada
na pesquisa por produtos naturais biologicamente ativos, estrutu-
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ralmente inéditos ou taxonomicamente relevantes?.

No presente trabalho relata-se a investiga¢do quimica dos ex-
tratos brutos bioativos de quatro esponjas, uma ascidia e um
octocoral. Descreve-se o isolamento de um alcaléide guanidinico a
partir da esponja Monanchora aff. arbuscula, de cinco derivados
da dibromotirosina, a partir da esponja Aplysina sp., o isolamento
do mesmo esterol trissulfatado a partir de ambas esponjas Petromica
ciocalyptoides e Topsentia ophiraphidites, o primeiro isolamento
da asterubina, a partir de uma ascidia, Didemnum ligulum, da qual
também foi isolada a N-N-dimetil-O-metiletanoamina, inédito na
literatura, além do 18-acetoxipregna-1,4,20-trien-3-ona a partir do
octocoral Carijoa riisei. Também sdo apresentados os resultados
de testes de atividade bioldgica realizados com estes metabdlitos
secunddrios.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Investigacdo quimica da esponja Monanchora arbuscula

O extrato metanélico da esponja Monanchora arbuscula apre-
sentou potentes atividades antibacteriana, antimicobacteriana con-
tra Mycobacterium tuberculosis H37Rv e citotéxica. O extrato
metanodlico foi entdo submetido a vdrias separagdes cromatograficas
(ver Parte Experimental), resultando na obten¢do do alcaldide
guanidinico isoptilocaulina (1). A andlise do espectro de RMN de
BC e experimento DEPT 135° de 1 (MeOH-d,, 125 MHz) permitiu
observar quinze sinais referentes a dois grupos metila, seis grupos
metileno (dois dos quais com deslocamentos quimicos idénticos),
quatro grupos metino e trés carbonos do tipo sp O sinal em J
156,4 foi atribuido ao carbono da ligacdo dupla carbono-nitroge-
nio guanidinico e os dois sinais em & 136,3 e 132,9 foram atribui-
dos a dois carbonos de uma ligag¢do dupla carbono-carbono. A ané-
lise conjunta dos espectros de RMN de 'H (MeOH-d,, 500 MHz),
de C e bidimensionais (HMQC, HMBC e COSY), espectro de
massas, bem como a comparac¢do com dados da literatura®* permi-
tiram identificar a substincia 1 como sendo a isoptilocaulina.

Estudos quimicos anteriores realizados com esponjas do géne-
ro Monanchora demonstraram que espécies deste género sdo uma
rica fonte de alcaléides guanidinicos®. Recentemente, a isopti-
locaulina foi isolada de uma esponja do género Monanchora (cf.
Monanchora unguifera)*. Todavia, considerando-se que os géne-
ros Ptilocaulis, Monanchora e Crambe possam ser considerados
um udnico género, Crambe®, é possivel que o isolamento da
isoptilocaulina (1) de M. unguifera esteja relacionada a sua ocor-
réncia em diferentes espécies de esponjas de um mesmo género. A
isoptilocaulina (1) foi submetida a avaliagdo de sua atividade
antibacteriana contra linhagens suscetiveis e resistentes a antibid-
ticos de diferentes bactérias (Tabela 1), apresentando concentra-
¢do inibitéria minima (CIM) de 170 pug/mL contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (cloranfenicol: 1,3 pg/mL), 85 ng/mL contra
Escherichia coli ATCC 25922 (cloranfenicol: 20 pug/mL), 170 ng/
mL contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583 (cloranfenicol:
13 pg/mL), e CIM de 1,3, e 85,0 pg/mL contra duas linhagens de S.
aureus resistentes ao antibidtico oxacilina, contra as quais o antibi-
dtico padrao cloranfenicol ndo foi ativo. Sendo assim, a
isoptilocaulina (1) mostrou ser um potente antibiético contra linha-
gens resistentes de S. aureus, causadoras de infec¢des hospitalares
para as quais existem poucos antibidticos efetivos. Este € o primei-
ro estudo da atividade antibacteriana da isoptilocaulina contra li-
nhagens resistentes de bactérias.

Investigaciio quimica da esponja Aplysina sp.

O género Aplysina pertence a ordem Verongida, conhecido
como sendo fonte de substincias bromadas derivadas da tirosina’.
Espécimens de Aplysina sp., recentemente descrita como sendo
uma espécie nova de esponja do litoral baiano®, foram obtidos na
Bafa de Todos os Santos, Salvador (BA) em 1999. A esponja pre-
servada em EtOH foi diretamente enviada ao Museu Nacional
(UFRJ), onde foi identificada. O material bioldgico foi separado
do EtOH, triturado em MeOH, e os extratos etandlico e metandlico
foram reunidos e evaporados. Em seguida, o extrato hidroalcodlico
foi submetido a uma série de particdes. A frag@o solivel em AcOEt
foi entdo submetida a uma série de separagdes cromatograficas,
(ver Parte Experimental), resultando no isolamento de cinco subs-
tancias (2-6). A substancia 2 mostrou ser um sélido vitreo, cujo
espectro de RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz) apresentou sinais cor-
respondentes a um grupo metoxila em & 3,13 (s, 3H), a um grupo
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etoxila em & 3,35 (q, J = 7,0 Hz, 2H) ¢ 6 1,20 (t, 3 H, J = 7,0 Hz,
3H), um sinal em & 6,75 (s, 2H) relativo a dois hidrogénios
olefinicos quimicamente equivalentes e um sinal em § 2,54 (s,
2H) pertencente a um grupo metileno. A andlise conjunta dos
espectros de RMN de 'H, de “C (CDCI,, 100 MHz) e bidimen-
sionais (HMQC, HMBC e COSY) e a comparacdo com dados da
literatura® permitiram identificar a substincia 2 como sendo a
(37,57-dibromo-4"-etoxi-1"-hidroxi-4 -metoxicicloexa-2",5"-
dienila) acetamida, a qual mostrou ser essencialmente inativa em
ensaios de atividade antimicrobiana contra S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans
ATCC 10231 e linhagens resistentes a oxacilina de S. aureus e P.
aeruginosa (Tabela 1).

O espectro de RMN de 'H de 3 (MeCN-d,, 500 MHz) apresen-
tou dois dubletos em & 2,84 e 2,89 (1H cada, J = 17,7 Hz), um
singleto de um hidrogénio olefinico em & 6,46 (1H); um singleto
em & 5,15 (1H) de um hidrogénio ligado a carbono oxigenado e um
singleto em § 3,74 (3H) de um grupo metoxila. O espectro de RMN
de “C da substancia 3 (PND e DEPT 135°, MeCN-d,, 125 MHz)
apresentou 9 dtomos de carbono, sendo CH, em 4 61,5 referente a
um grupo metoxila, CH, em 6 42,2, dois grupos metino, um sp* em
§ 135,5 e um sp® em & 89,1 de carbono metino oxigenado. Além
disso, foram observados sinais de 5 carbonos sp?, sendo um em &
173,7, que foi atribuido a um grupo carbonila de éster, trés sinais
em § 151,2, 119,3, 107,6 atribuidos a carbonos sp? totalmente subs-
tituidos, e um sinal em & 77,0 de carbono quaternério oxigenado.
Ap0s a andlise dos dados acima descritos e comparacdo com dados
da literatura'®, a substincia 3 foi identificada como sendo a
aeroplisinina-2, previamente isolada das esponjas Aplysina
aerophoba, A. fistularis forma fulva e A. archeri'™'?. O composto 3
também demonstrou ser essencialmente inativo contra S. aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, C.
albicans ATCC 10231 e linhagens resistentes a oxacilina de S.
aureus e P. aeruginosa (Tabela 1).

O espectro de RMN de 'H da substincia 4 (MeCN-d,, 500
MHz) apresentou sinais em 0 6,41 (s, 1H, H-5), 4,16 (s, 1H, H-1),
3,70 (s, 3H, MeO), além de um sistema AB em & 3,69 e 3,06 (1H
cada, J = 18,2 Hz) caracteristico de um sistema espirociclo-
exadienilisoxazol, comumente encontrado em muitos outros cons-
tituintes quimicos de esponjas da ordem Verongida. Os outros si-
nais de 'H observados referem-se a um grupo etoxila em 8 4,29 (q,
J=7,1Hz,2H) e § 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H). O espectro de RMN de
PC de 4 (MeCN-d,, 125 MHz) exibiu sinais de dois grupos metila
(8 14,4 e 60,8), dois grupos metileno (8 40,0 e 63,0), dois grupos
metino (8 132,3 e 75,1) e cinco carbonos sp?e um quaternério (8
161,0, 153,3, 149,0, 122,3, 113,8 e 92,6, respectivamente). A and-
lise dos espectros HMQC e HMBC e comparagdo com dados da
literatura'*'* permitiram determinar a estrutura de 4 como sendo a
2,4-dibromo-1-hidroxi-3-metoxi-6-oxa-3-azaspiro[4.5]dec-2,4,8-
trieno-8-carboxilato de etila. Embora esta substancia seja inédita
na literatura, o fato do dcido correspondente ja ter sido isolado de
Pseudoceratina sp."” sugere que esta seja um artefato de isolamen-
to formado pela condensagdo do dcido correspondente com EtOH
durante o processo de armazenamento. O espectro de dicroismo
circular de 4 apresentou efeito Cotton positivo em A 255 e 290
nm, indicando configuragdo absoluta 1(R), 6(S)’.

As substancias 5 e 6 foram identificadas como sendo a [3,5-
dibromo-4-[(2-oxo0-5-oxazolidinila)|metoxifenil]-2-oxazolidinona'
e 0 2-(3,5-dibromo-4-metoxifenil)-N,N,N-trimetiletanamonio'®. O
composto 5 também ndo apresentou atividade antimicrobiana con-
tra 0s mesmos microrganismos patogénicos supra mencionados
(Tabela 1). Este € o primeiro estudo quimico realizado com a es-
ponja Aplysina sp..
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Tabela 1. Resultados da atividade antimicrobiana in vitro das
substancias 1, 2,3 ¢ 5

Substéancias Linhagens Microbianas CIM (pg/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8
1 170 85 170 1,3 8 nt nt nt
2 1250 1250 - - - - - 625
3 - - - - - 250 - -
5 1250 1250 1250 - - - - 625

Linhagens microbianas: 1. Staphylococcus aureus (ATCC 25923) —
Gram positiva; 2. Escherichia coli (ATCC 25922) — Gram negativa;
3. Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) — Gram negativa; 4. Sta-
phylococcus aureus ORSA 8; 5. Staphylococcus aureus ORSA 108;
6. P. aeruginosa 13; 7. P. aeruginosa P1; 8. Candida albicans (ATCC
10231) — levedura. ORSA: cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a oxacilina. (-):auséncia de inibi¢do; (nt): ndo testada.

Investigacdo quimica das esponjas Petromica ciocalyptoides e
Topsentia ophiraphidites

O extrato metan6lico da esponja Petromica ciocalyptoides coleta-
da na Bafa de Todos os Santos (Salvador, BA) apresentou atividade
inibitéria da enzima adenosina fosforribosil transferase isolada de
Leishmania tarantolae (98% de inibig¢do a 50 pug/mL) e foi submetido
a uma série de separagdes cromatograficas biomonitoradas. O espec-
tro de RMN-'H (MeOH-d,, 400 MHz) do constituinte ativo isolado
(7) em MeOH-d, apresentou dois sinais alargados de hidrogénios em
5 4,80 e 4,75 (sl), sugerindo estarem ligados a carbonos substituidos
por grupos sulfato. Outro sinal de hidrogénio oximetinico foi observa-
do em & 4,19 (dt, 4,4 e 10,9 Hz). Sinais de hidrogénios entre & 2,5 ¢
0,5, incluindo sinais de grupos metila em & 0,69, 0,83, 0,95, 0,85 (z-
butila) e 0,83, sugeriram uma estrutura do tipo esteroidal substituida
com grupos hidroxila sulfatados. O espectro de massas em modo FAB*
de 7 apresentou um pico de fon pseudo-molecular [M+Na]* de inten-
sidade muito pequena em m/z 709. A determinac@o estrutural do esterol
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trissulfatado 7 foi completada apds a obtenc@o do espectro de massas
do derivado dessulfatado e peracetilado 9. O composto peracetilado 9
forneceu espectro de massas em modo impacto de elétrons com pico
de fon molecular M* em m/z 574. Uma medida de massa exata deste
forneceu o valor de 574,42324 (calculado: 574,42334, Amu 0,1 ppm),
compativel com a férmula C,H, O,. A andlise dos espectros de RMN-
'H, RMN-"C (BBD e DEPT, MeOH-d,, 100 MHz), HMQC, COSY
'H-'H e HMBC e comparagdo com dados da literatura'” indicaram
tratar-se do trissulfato de halistanol A (7), originalmente isolado da
esponja Halichondria cf. moorei e subseqiientemente de outras espé-
cies de esponjas. O trissulfato de halistanol A (7) isolado da esponja
Halichondria cf. moorei inibiu o crescimento de fungos e de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas ndo especificadas'”'®. Também apre-
sentou atividade hemolitica'®, atividade inibidora de varias enzimas®*
2 ¢ atividade “anti-fouling” contra larvas da craca Balanus amphitrite
com dose de inibigao de 2,9 pg/mL*. O trissulfato de halistanol A (7)
isolado de Petromica ciocalyptoides apresentou atividade inibidora da
enzima adenosina fosforribosil transferase isolada de Leishmania
tarentolae de maneira dose-dependente, com inibicdo de 92% em uma
concentragdo de 25 pg/mL ou IC, de 2,87 pg/mL. O composto 7 ndo
apresentou atividade inibitdria frente outras PRTases, tais como a
hipoxantina-guaniafosforribosil-tranferase (HGPRT), xantina-
fosforribosil-tranferase (XPRT) e H-APRT (adenina-fosforribosil-
transferase de Homo sapiens). Como € bem conhecido o fato de com-
postos sulfatados apresentarem diversas atividades bioldgicas devido
a presenca de seus grupos sulfato®, realizou-se a hidrélise destes gru-
pos do trissulfato de halistanol (H,SO, 10%, refluxo, 3 h), de maneira
a fornecer o correspondente esterol triidroxilado 8. O espectro de RMN-
BC (MeOH-d,, 125 MHz) de 8 indicou que ocorreu a dessulfatagdo
dos grupos hidroxila, uma vez que o deslocamento quimico dos car-
bonos oximetinicos antes observados em & 75,7, 75,8 ¢ 78,8 para o
composto 7 foram subseqiientemente observados em & 69.8, 69,0 e
67,5. O composto 8 obtido mostrou ser inativo como inibidor da L-
APRT. De maneira a verificar se somente os grupos sulfato seriam
responsdveis pela atividade observada, diferentes sais de sulfato de
Na, K e Mg foram submetidos ao bioensaio, ndo apresentando qual-
quer atividade. Sendo assim, apesar dos grupos sulfato do trissulfato
de halistanol A serem essenciais para a atividade de inibicdo da L-
APRT, devem apresentar uma posi¢do espacial necessdria para pro-
mover a inibi¢do enzimdtica. O trissulfato de halistanol A foi subse-
qiientemente testado em promastigotas de Leishmania chagasi, mas
ndo apresentou qualquer atividade antiparasitdria.

Com o objetivo de se avaliar a atividade antifiingica do trissulfato
de halistanol A em cepas de Candida spp. sensivel (C. parapsilosis)
e resistente (C. krusei) a antibidticos pertencentes a classe dos azois,
utilizou-se o ensaio de microdiluicdo em placas de 96 pogos. Neste
bioensaio o trissulfato de halistanol A foi mais efetivo contra C.
krusei resistente aos azéis, apresentando uma CL de 25,81 pg/mL
(intervalo de confianga 95%: 16,61 — 40,10 pg/mL). A anfotericina
B foi utilizada como farmaco padrdo e apresentou uma CI_ de 49,46
ng/mL contra C. krusei e 18,52 ng/mL contra C. parapsilosis. A
linhagem sensivel C. parapsilosis apresentou-se menos suscetivel a
atividade antibidtica do trissulfato de halistanol A, com CI,, de 59,01
ug/mL (intervalo de confianga 95%- 57,53 — 60,52 ug/mL). A ativi-
dade fungicida medida pelo método MTT indicou que o trissulfato
de halistanol A promoveu inibi¢do de 100% das leveduras na con-
centragdes mais elevadas (150 pg/mL).

O mesmo trissulfato de halistanol A (7) foi isolado da esponja
Topsentia ophiraphidites coletada na Bafa de Todos os Santos (2004).
Este foi caracterizado pela andlise de seus espectros de RMN mono-
e bidimensionais, além de ter sido submetido ao procedimento de
hidrdlise dos grupos sulfato e acetilacido de 8, fornecendo 9 com
espectro de massas idéntico ao obtido a partir do mesmo composto
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isolado de P. ciocalyptoides. Este € o primeiro isolamento de um
esterol sulfatado a partir de esponjas coletadas da costa do Brasil e o
primeiro a apresentar inibicdo enzimdtica da L-APRT. Recentemen-
te, dois triterpenos e um sesterterpeno dissulfatados foram isolados
da esponja Callyspongia sp. oriunda de Sdo Sebastido (SP) e tam-
bém apresentaram atividade inibidora da L-APRT?.

H,SO, 10%

THF

Ac,0, piridina
_——

16 h

AcO

AcO™

(:)Ac

Investigacdo quimica da ascidia Didemnum ligulum

Ascidias sdo um grupo de invertebrados exclusivamente mari-
nhos, tipicamente bioprodutores de compostos nitrogenados®. Den-
tre estes, destacam-se uma enorme variedade de peptideos,
alcaldides e derivados nitrogenados. Ascidias pertencentes ao gé-
nero Didemnum (Filo Cordata, Classe Ascidiacea) sdo uma rica
reserva de metabodlitos marinhos estruturalmente diversificados e
biologicamente ativos. A maioria dessas substancias sdo compos-
tos nitrogenados derivados de aminodcidos, como peptideos ciclicos
e aciclicos e alcaldides aromdticos®.

No presente estudo, o extrato metandlico da ascidia Didemnum
ligulum oriunda de Sao Sebastido (SP) apresentou atividade
antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv. O
extrato bruto foi fracionado por cromatografia de permeacéio em gel
em coluna de Sephadex LH-20 (MeOH) e por cromatografia de fase
reversa em coluna de silica-gel derivatizada com 18 dtomos de car-
bono - C; (gradiente de MeOH em H,0). A fragio contendo com-
postos nitrogenados de cardter basico (resposta positiva frente ao
reagente de Dragendorft em CCD) cristalizou e o sobrenadante foi
purificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando-se
uma coluna de silica-gel derivatizada com grupos fenila. O compos-
to cristalino foi identificado como sendo a asterubina (10) por andli-
se por difragdo em raios-X (Tabelas 2 e 3), enquanto que o produto
purificado por HPLC mostrou ser a N,N-dimetil-O-metiletanolamina
(11), identificada pela andlise de seus dados espectroscopicos. Pos-
teriormente foram obtidos os dados de RMN 'H, RMN C e HMQC
da asterubina (10), que possibilitaram a atribuicéio dos seus sinais de
'Hs e BCs, ainda ndo relatada na literatura.
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Figura 1. Representagdo ORTEP da molécula de asterubina (10) com os
dtomos identificados

Tabela 2. Dados cristalograficos da asterubina (10)

Férmula empirica C.H,N.SO,
Dimensoes do cristal 0,2x0,2x0,1
Sistema cristalino Monoclinico
Gl"l.lpO espacial P2 /c
a(A) 6,0852(5)
b (A) 8,7508(8)
¢ (A) 16,553(1)
B © 97,063(6)
V (A% 874,8(1)
Z 4
F(000) 416
Densidade calculada 1,483
w (mm™) 0,345
Difratdmetro CAD4
Radiacdo, A (A) MoKa, 0,71073
Temperatura (K) 293
Intervalo de 0 2,48 — 29,95
Intervalo de hkl -8<h=>20,0<k>12,
23<1>23
Reflexdes medidas 2759
Reflexdes tnicas / Rint 2540/ 0,024
Reflexdes observadas ( I > 26(I)) 1752
Parametros refinados / restrigdes 120/0
R (obs/all) 0,043/ 0,086
wR (obs/all) 0,107 / 0,122

S 1,032
Ap min/max (e A7) -0,354 / 0,461

Tabela 3. Geometria das ligagdes de hidrogénio da asterubina (10)

D-H d(D-H) d(H.A) <DHA d(D..A) A

NI1-HNla 0,84(2) 2,102) 163(2) 2917(2) O3
N1-HN1b 0,84(2) 2,04(2) 163(2) 2.860(2) 02
N3-HN3 0,87(2) 2,03(2) 157(2) 2.855(2) Ol

Operagdes de simetria: (i) x, -y+1/2, z-1/2, (ii) -x, y-1/2, -z+1/2,
(iii) x+1, y, z

Isolada na forma de um sélido vitreo amarelo, a substincia
inédita N,N-dimetil-O-metiletanolamina (11) teve sua estrutura
determinada pela andlise de seus dados espectroscépicos (RMN
'H e C, HMQC, HMBC, COSY 'H-'H) e espectrometria de mas-
sas de alta resolucdo em modo FAB, cujo espectro apresentou pico
de fon pseudo-molecular [M+H]* em m/z 104,10813 (calculado:
104,10754), compativel com a férmula C;H NO. O grupo metoxila,
com sinal no espectro de RMN-'H (MeOH-d,, 100 MHz) em 6 3,2
(8'3C 54,7) mostrou estar acoplado ao grupo metileno em J 3,5
(8"3C 69) o qual, por sua vez, mostrou estar acoplado ao outro gru-
po metileno em & 4,0 (8"*C 57,0), que constitui um sistema do tipo
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AA’BB’ similar ao observado para o composto 6. O itomo de ni-
trogénio demonstrou estar substituido por dois grupos metila, que
apresentaram sinal no espectro de RMN-'H em 6 2,7 (8"C 40,5). A
asterubina j4 havia sido isolada anteriormente de uma estrela do
mar (Asteria rubens)” e mais recentemente da esponja
Phoriospongia sp.*, mas nunca de uma ascidia. Tal fato pode indi-
car que a ocorréncia de compostos estruturalmente relacionados
pode ser ampla, inclusive em organismos com pouca relagdo
filogenética. A etanolamina € na verdade considerada um metabdlito
primdrio, sendo constituinte estrutural da colina e da acetilcolina,
além de vdrios derivados lipidicos polares®. Tanto a asterubina (10)
como a N,N-dimetil-O-metiletanolamina (11) mostraram ser inati-
vas em testes de atividades antimicrobiana e antimicobacteriana.

Investigacdo quimica do octocoral Carijoa riisei

Octocorais do género Carijoa, também conhecido como 7Telesto,
foram objetos de diversas investigagdes quimicas, tendo sido isolados
prostandides, amidas, esterdis glicosilados citotxicos e eicosandides
halogenados com atividade antitumoral e anti-inflamat6ria®-3.

No presente estudo, o extrato MeOH do octocoral Carijoa riisei
coletado em Sao Sebastido (SP) apresentou atividade citotéxica
contra linhagens de células MCF-7 (cancer de mama), melanoma e
colon. Seu extrato bruto também apresentou atividade anti-
microbiana contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp e Proteus spp, todas bactérias resis-
tentes a antibidticos. O fracionamento desse extrato bruto por
cromatografia rdpida em coluna de silica gel e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) resultou no isolamento de um
unico constituinte. A identificagdo deste composto foi realizada
pela andlise dos seus dados espectroscépicos (RMN-'H e "°C,
HMQC, HMBC e COSY 'H-'H), bem como por comparagdo com
dados existentes na literatura, demonstrando tratar-se do esterdide
18-acetoxipregna-1,4,20-trien-3-ona (12), o primeiro metabdlito
secunddrio isolado deste octocoral®. Foi possivel caracterizar ago-
ra completamente este composto, o que ndo foi feito quando de sua
publicagdo original. A 18-acetoxipregna-1,4,20-trien-3-ona (12) iso-
lada do octocoral Carijoa riisei na presente investigaciio apresen-
tou moderada atividade em linhagens de células tumorais SF295
(sistema nervoso central) com IC_ de 14,4 pg/mL, MDA-MB435
(mama) com IC, de 23,1 pg/mL, HCT8 (cdlon) com IC, de 22,0
pg/mL e HL60 (leucemia) com IC, de 12,4 pg/mL.

4
o ) NH ) |
033\/\NJi\N/4' Meo/\/N\4,
1 H | 3 1
10 4 11
CONCLUSAO

Neste trabalho sdo apresentados os resultados da investigagdo
quimica dos extratos brutos de quatro espécies de esponjas, uma
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ascidia e um octocoral, levando ao isolamento de um composto iné-
dito e 9 conhecidos. Dos 10 compostos isolados, 5 apresentaram
atividades antimicrobianas. O alcaléide guanidinico isoptilocaulina,
isolado de Monanchora arbuscula, mostrou ser um potente antibié-
tico contra linhagens de S. aureus resistentes a oxacilina, sendo este
o primeiro estudo da atividade antibacteriana da isoptilocaulina contra
linhagens resistentes de bactérias. De Aplysina sp. foram isolados 5
compostos derivados da dibromotirosina, dos quais 3 demonstraram
ser inativos em testes de atividade antimicrobiana. O composto ja
conhecido trissulfato de halistanol A, isolado das esponjas Petromica
ciocalyptoides e Topsentia ophiraphidites, apresentou atividade ini-
bitéria da enzima adenosina fosforibosil transferase isolada de
Leishmania tarantolae, bem como atividade inibitéria de Candida
krusei resistente a antibidticos. A asterubina e a N,N-dimetil-O-
metiletanolamina, ambas isoladas da ascidia Didemnum ligulum,
mostraram ser inativas nos bioensaios de atividade antimico-
bacteriana. O esterol 18-acetoxipregna-1,4,20-trien-3-ona foi isola-
do a partir do octocoral Carijoa riisei ¢ demonstrou apresentar mo-
derada atividade citotoxica.

PARTE EXPERIMENTAL
Generalidades

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
aparelho FT-IR Bomem MB102 em pastilha de silica. Para as me-
didas de rotacdo especifica foi usado o polarimetro 241 Perkin-
Elmer. Os espectros na regido do ultravioleta foram obtidos em
MeOH, em um aparelho Hitachi U-3210. Os dados de difrag¢do de
raio-X foram coletados em um difratdmetro automdtico CAD4
Enraf-Nonius, a 273 K no modo ®-20. Os espectros de RMN fo-
ram obtidos em DMSO-d,, MeOH-d,, MeCN-d, ou CDCl,, a 25 °C
utilizando TMS como padrdo interno, nos seguintes aparelhos:
Bruker AC-4.7 Tesla, operando em 200,1 MHz (1H) e 50,3 MHz
(13C); Bruker ARX 9.4 Tesla operando em 400,35 MHz ('H) e
100,10 MHz ("*C) e Bruker DRX500 11,7 tesla operando em 500,13
MHz ('H) e 125,76 MHz (C) equipado com sonda multinuclear
com gradiente de campo no eixo Z. Os espectros de massas foram
obtidos utilizando dois equipamentos: espectrometro de massas VG-
7070 operando a uma voltagem de aceleracdo nominal de 70 eV,
no qual os espectros obtidos por EI, FAB ou CI foram calibrados
com perfluoroquerosene, dlcool 3-nitrobenzilico ou polietileno-
glicol; equipamento Hybrid Kratos Concept IIHQ, em modo FAB.
Solventes de grau analitico foram utilizados para a extracdo e
cromatografia em coluna de baixa pressdo “flash”. Solventes de
grau cromatografico (HPLC) e dgua MilliQ foram utilizados em
separagdes por cromatografia liquida, utilizando um equipamento
Waters de bomba quaternaria 600, detector de duplo feixe UV 2487
e processador-registrador 746. Vouchers das espécies de esponjas
coletadas foram depositados na colecéo de poriferos do Museu
Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
RJ. Um voucher da ascidia Didemnum ligulum foi depositado na
colegdo de Ascidiacea do Departamento de Zoologia, Setor de Ci-
éncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. A gorgdnia
C. riisei foi identificada pelo Dr. A. E. Migotto (Centro de Biolo-
gia Marinha, Universidade de Sdo Paulo).

Ensaio da atividade antimicrobiana in vitro

Para a determinagdo da CIM (Concentragdo Inibitéria Mini-
ma) foram utilizadas 8 cepas microbianas (7 bactérias e 1 levedu-
ra, mencionadas na discussao dos resultados e Tabela 1) e a técnica
da microdilui¢do®. O indculo foi preparado transferindo-se quatro
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a seis colOnias de cada bactéria para caldo Mueller-Hinton, incu-
bando-se por 6 h a 37 °C, de modo a se obter uma turbidez de 10°
bactérias/mL. Inéculo de 100 UL de cada suspensdo de células foi
colocado nos orificios da microplaca contendo 100 uL de caldo
Mueller-Hinton acrescido da substancia em diferentes concentra-
¢des (1250, 625, 312, 250, 170, 85, 42,5, 21, 10, 5,2 e 1 ug/mL). A
seguir, incubou-se a 37 °C por 24 h. O crescimento microbiano foi
avaliado pela leitura da densidade Optica (620 nm) em aparelho
ELISA (Multikan MS-Labsystem). Como controles negativos fo-
ram utilizados o caldo Mueller-Hinton esterilizado e culturas
microbianas crescidas sem a adi¢do das substancias. Como contro-
le positivo foram utilizados cloranfenicol, nistatina e cetoconazol.
Todas as amostras foram testadas em duplicata. Nos ensaios onde
se verificou a atividade sobre o crescimento da levedura Candida
albicans, foi utilizado o meio de cultura GYW.

No bioensaio de atividade antiftingica, as leveduras Candida
krusei (ATCC 6248) e Candida parapsilosis (ATCC 22019) foram
mantidas em meio RPMI 1640, com L-glutamina (Gibco, Invitrogen)
e glicose 2% em pH 7,0. O halistanol A foi dissolvido em DMSO e
posteriomente diluido no meio RPMI 1640, utilizando-se microplacas
de 96 pocos. A suspensdo do inéculo de leveduras foi ajustado para
1-5 x 10° cfu/mL, sendo adicionados 100 uL do inéculo da levedura
em cada poco. A placa foi posteriomente incubada por 24 h a 35 °C
na presenca do halistanol A. Apds agitagdo, verificou-se o cresci-
mento das leveduras em leitor de placas automdtico (Multiskan,
Sweden) a 480 nm. A anfotericina B (Fungizone) foi utilizada como
controle positivo (antiftingico). A atividade fungicida ou fungistitica
do halistanol A foi avaliada através da viabilidade das leveduras,
sendo acompanhada pelo método do MTT?". Os célculos de concen-
tragdo efetiva 50% foram realizados através de curvas sigmoidais
dose-resposta e pelo software Graph Pad Prism 3.0, utilizando-se
experimentos realizados em duplicata.

Ensaios de inibicao enzimatica de adenosina fosforribosil
transferase de Leishmania tarentolae

Experimentos de cinética enzimadtica e inibicdo foram realiza-
dos em espectrofotometro. A formacdo de mono-fosfato de
adenosina (AMP) e mono-fosfato de guanosina (GMP) foi acom-
panhada espectrofotometricamente a 245 e 257,5 nm, respectiva-
mente, utilizando como coeficiente de extin¢do os valores de 3020
+ 40 e 5340 = 50 M!' cm™! respectivamente, em volume final de
reagdo de 1 mL.

Para a determinagdo da velocidade inicial de reac@o, adenina,
hipoxantina ou guanina foram usados como substrato em concen-
tragdo fixa contra diferentes concentragdes do complexo de
magnésio do pirofosfato de fosforribosila (Mg,PRPP) e vice-ver-
sa. Para a medic@o da velocidade inicial da reacdo reversa, tanto o
complexo de magnésio do mono-fosfato de adenosina (MgAMP)
como o complexo de magnésio do mono-fosfato de guanosina
(MgGMP) foram usados como substrato em concentrag@o fixa con-
tra diferentes concentracdes de pirofosfato inorganico de magnésio
(MgPPi)ou inibidores e vice-versa.

Teste de atividade antiparasitaria contra Leishmania chagasi

Hamsteres dourados (Mesocricetus auratus) foram fornecidos pelo
biotério do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo e mantidos em caixas
esterilizadas com material absorvente, recebendo dgua e alimento ad
libitum. Os hamsteres foram infectados a cada més com amastigotas
provenientes de baco para manutencdo da cepa de Leishmania chagasi.
Todos os procedimentos realizados nos ensaios foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo

Isolamento e atividades bioldgicas de produtos naturais das esponjas 1199

Lutz. Amastigotas de L. chagasi (MHOM/BR/1972/LD) foram purifi-
cados de baco de hamsteres dourados através de centrifugagio dife-
rencial, sendo a infecg@o avaliada pelo método de Stauber*® em 60-70
dias apds o inéculo. Promastigotas de L. chagasi foram cultivadas em
meio M199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,25% de
hemina e 5% de urina humana, a 24 °C. Com o objetivo de se verificar
a efetividade do halistanol-A em L. chagasi, realizou-se a determina-
¢do da concentragdo efetiva 50% (CE,)) em diferentes concentragdes
(150 20,073 pg/mL), utilizando-se ainda o isotiocianato de pentamidina
(Eurofarma) como farmaco padrdo. O halistanol-A foi previamente
dissolvido em DMSO e posteriormente diluido em meio M199, sendo
incubado por um perfodo de 48 h com 1x10° promastigotas/pogo (pre-
viamente contados em hemocitdmetro-Neubauer) em placas de 96
pocos (triplicata). A viabilidade dos promastigotas foi verificada atra-
vés de microscopia dptica e do ensaio com MTT?. Basicamente, o
MTT (5 mg/mL) foi dissolvido em tampao fosfato-salina (PBS), este-
rilizado em membranas de 0,22 um e adicionado em um volume de 20
uL/pogo. A placa foi novamente incubada por 4 h a 24 °C. A extragdo
da formazana foi realizada através da adi¢do de dodecil sulfato de
sédio (100 uL/pogo) adicionando-se 10% em HCI 0,01M por um pe-
riodo de 18 h. A densidade dptica dos pocos foi verificada em um
espectrofotdmetro Multiskan MS no comprimento de onda de 570
nm. Pocos sem a adi¢do de farmacos (formazana e dodecil sulfato de
s6dio) e com DMSO foram utilizados como controle de viabilidade
do ensaio. A concentragdo efetiva 50% (CESO0) foi analisada pelo
software Graph Pad Prism 3.0, através de uma curva sigméide dose-
resposta, com base em pelo menos dois ensaios distintos.

Ensaio da atividade citotoxica in vitro

O método MTT foi utilizado para a determinagdo da atividade
citotdxica de extratos e compostos puros. Colocou-se em microplacas
de 96 orificios, células aderentes de cancer em uma concentragio de
2 x 10° células/100 pL e células suspensas (HL-60 e CEM) a uma
concentragao de 2 x 10* células/100 uL. As células foram incubadas
durante 24 h. Os extratos foram adicionados em concentragdes de
0,39-25 pg/mL as culturas e, em seguida, as células foram incubadas
por 3 dias. Utilizou-se uma solu¢do de MTT para finalizar o tempo
de incubacdo. A sobrevivéncia das células foi avaliada em um
espectrofotometro de varredura multicanal a 540 nm.

Estudo quimico da esponja Monanchora arbuscula

A esponja Monanchora arbuscula foi coletada em seu habitat
natural, na Bafa de Todos os Santos, Salvador-BA e imediatamente
congelada. Um espécimen padrao (MNRJ 2499) foi depositado no
Museu Nacional, UFRJ. O material congelado foi liofilizado, ex-
traido com MeOH (ligiiidificador), filtrado e o extrato evaporado
até obter-se uma suspensio aquosa, a qual foi diluida com MeOH
de maneira a obter-se uma solu¢do de composi¢cdo aproximada
MeOH-H,O 9:1. Este extrato foi particionado com n-hexano. A
fragdo MeOH-H, O foi entéo evaporada, diluida em H,O e aplicada
a uma resina XAD-2, a qual foi eluida primeiramente com H,O e
depois com MeOH-AcOEt 1:1. A fragdo organica foi evaporada e o
residuo submetido a uma série de separagdes cromatograficas en-
volvendo cromatografias em colunas de silica-gel derivatizada
com grupos cianopropila, colunas de silica-gel e, por fim, purifica-
¢do por HPLC (fase reversa C,), de maneira a fornecer a
isoptilocaulina (1) pura (8,3 mg, 0,005%).

Isoptilocaulina (1)
Goma marrom. HRFABMS: m/z 248,21197; [a] »= + 21,2 (c
0,00335, MeOH); UV (MeOH) A (g): 241 (6025); IV (filme li-

max
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quido): 3246, 2920, 2851, 1656, 1610, 1585, 1567, 1460, 1406,
1218, 1175, 1108 cm'. RMN-'H (MeOH-d,, 400 MHz): 3,89 (m,
IH, CH-3a); 1,83 (m, 2H, CH,-4); 1,96 (m, 2H, CH,-5); 2,20 (m,
1H, CH-5a); 1,37 (sl, 2H, CH-6); 4,01 (d, 54 Hz, 1H, CH-8a);
2,51 (m, 1H, CH-8b); 2,21 (m, 2H, CH,-1'); 1,37 (sl, 2H, CH,-2");
1,37 (sl, 2H, CH,-3"); 0,95 (t, 6,7 Hz; 3H, CH,-4’); 1,78 (s, 3H,
CH,-9); RMN-C (MeOH-d,, 100 MHz): 156,4 (C-2); 50,7 (CH-
3a); 35,3 (CH,-4); 32,8 (CH,-5); 37,5 (CH-5a); 31,9 (CH,-6); 132,9
(C-7); 136,3 (C-8); 54,6 (CH-8a); 41,2 (CH-8b); 19,8 (CH,-9); 37,1
(CH,-1"); 31,9 (CH,-2’); 23,8 (CH,-3"); 14,4 (CH,-4).

Estudo quimico da esponja Aplysina sp.

A esponja Aplysina sp., coletada na Bafa de Todos os Santos,
Salvador-BA (vouchers MNRJ 2578 e 4173 do Museu Nacional,
UFRIJ, Rio de Janeiro, RJ) e preservada em EtOH (696 g) foi filtra-
da e triturada em liquidificador com MeOH. Ambos extratos MeOH
e EtOH foram reunidos e evaporados até se obter uma suspensio
aquosa. Em seguida, realizou-se uma parti¢do da fase aquosa com
AcOEt. O extrato em AcOEt foi submetido a uma cromatografia
em coluna de silica gel Sep-Pak (10 g) com um gradiente de MeOH
em CH,CI,. Foram obtidas 6 fracdes desta separagdo. A primeira
fracdo obtida, AcEA-1, foi submetida a uma cromatografia em
Sephadex LH-20 (MeOH). Desta separagdo foram obtidas 7 fra-
¢oes. Destas fracdes, a segunda (AcEA-1-2) foi submetida a uma
cromatografia em coluna de silica gel Sep-Pak (2 g) com gradiente
de MeOH/AcOEt 1:1 em CH,CI,. Das fragdes obtidas, a fragdo
AcEA-1-2-2 mostrou ser constituida pela (37,5°-dibromo-4"-etoxi-
17-hidroxi-4"-metoxicicloexa-2",5 -dienila)acetamida (2) (245,7
mg, 0,04%). A terceira fracdo (AcEA-1-3) foi submetida a uma
cromatografia em coluna de silica gel Sep-Pak (2 g) e purificada
por HPLC, utilizando-se uma coluna Waters uBondapak Phenyl
(7,8 x 300 mm) com uma mistura de MeOH/H,O 1:1 obtendo-se a
aeroplisinina-2 (3) (1 mg, 0,0001%) e o 7,9-dibromo-6-hidroxi-8-
metoxi-4-oxa-3-azaspiro[4.5]dec-2,7,9-triene-2-carboxilato de etila
(4) (1,4 mg, 0,0002%). A fracdo AcEA-1-5 foi adicionado MeOH a
frio, o que resultou na precipitacdo da [3,5-dibromo-4-[(2-0x0-5-
oxazolidinila)Jmetoxifenil]-2-oxazolidinona (5) (55 mg, 0,008%).
A fracdo AcEA-2 foi submetida a uma cromatografia em Sephadex
LH-20 (MeOH), resultando em 8 fracdes. A segunda (AcEA-2-2) e
a quinta (AcEA-2-5) fragdes desta separacdo foram purificadas por
HPLC, em coluna Waters uBondapak Phenyl (7,8 x 300 mm) com
uma mistura de MeOH/H,O 1:1 e em coluna CSC Inertsil 150A/
ODS 25 pum (25 x 0,94 cm) com uma mistura de ACN/ H,0 65:35,
respectivamente, que resultou no isolamento do 2-(3,5-dibromo-4-
metoxifenil)-NV,N,N-trimetiletanamodnio (6) (7,9 mg, 0,001%) e
novamente na substancia (3) (2,9 mg, 0,0004%).

(37,5 -dibromo-4 "-etoxi-1 -hidroxi-4 "-metoxicicloexa-2",5 -
dienila)acetamida (2)
Sélido vitreo. [o] = + 1,80 (c 0,0167, CHCL,); UV (MeOH)

A, (€): 260 nm (6500) IV (filme liquido): 3415, 3351, 2978, 2896,
1669, 1628, 1440, 1400, 1322, 1061 cm™. RMN-'H (CDCI,, 400
MHz): 6,75 (s, 2H, CH-2 e 6); 2,54 (s, 2H, CH-7); 3,13 (s, 3H,
CH,-9); 3,35 (q, 7.1 Hz, 2H, CH,-10); 1,20 (t, 71Hz 3H, CH,-
11) RMN-"C (CDCIl,, 100 MHZ) 96,7 (C-4); 124,1 (C-3 e 5)
140,3 (CH-2 ¢ 6); 71,3 (C-1); 44,2 (CH,-7); 173,2 (C-8); 51,3 (CH,-
9); 60,2 (CH,-10); 15,4 (CH,-11).

Aeroplisinina-2 (3)

Sélido vitreo. LREI: m/z 339,8; [a] ®= + 57,1 (c 0,0007,
MeOH); UV (MeOH) A__ (g): 283 nm (4056); IV (filme liquido):
3422, 1774, 1320, 1200, 1084 cm''; RMN-'H (MeCN-d,, 500 MHz):
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5,15 (s, 1H, CH-1); 6,46 (s, 1H, CH-5); 2,89 e 2,84 (d, 17,7 Hz,
IH, CH,-7); 3,74 (s, 3H, CH,-9); RMN-“C (MeCN-d,, 125 MHz):
89,1 (CH-1); 77,0 (C-2); 107,6 (C-3); 151,2 (C-4); 119,3 (C-5);
135,5 (CH-6); 42,2 (CH,-7); 173,7 (C-8); 61,5 (CH,-9).

2,4-dibromo- 1-hidroxi-3-metoxi-6-oxa-3-azaspiro[4.5 dec-2,4,8-
trieno-8-carboxilato de etila (4)
Sélido vitreo. [a] »= + 137,9 (c 0,0014, MeOH); UV (MeOH)
A, (€):292 nm (2085) IV (filme liquido): 3422, 1719, 1595, 1262,
1127, 990 cm™; RMN-'H (ACN-d,, 500 MHz): 4,16 (d, 7,3 Hz, 1H,
CH-1); 6,41 (s, 1H, CH-5); 3,69 e 3,06 (d, 18,2 Hz; 1H, CH,-7);
4,29 (q, 7,1 Hz, 2H, CH,-10); 1,30 (t, 7,1 Hz, 3H, CH,-11); 3,70 (s,
3H, CH,-12); RMN- l3C (ACN-d,, 125 MHz): 75,1 (CH-1); 113,8
(C-2); 1490 (C-3); 122,3 (C- 4) 132,3 (CH-5); 92,6 (C-6); 40,0
(CH,-7); 153,3 (C-8); 161,0 (C-9); 63,0 (CH,-10); 14,4 (CH,-11);
60,8 (CH,-12).

Estudo da esponja Petromica ciocalyptoides

A esponja foi coletada na Bafa de Todos os Santos em 1999 e
imediatamente congelada. O material congelado foi liofilizado,
extraido com MeOH (liqiiidificador), filtrado e o extrato evapora-
do até obter-se uma suspensao aquosa, a qual foi diluida com MeOH
de maneira a obter-se uma solu¢do de composi¢do aproximada
MeOH-H,0 9:1. Este extrato foi particionado com n-hexano. A
fracdo polar foi evaporada, dissolvida em MeOH e submetida a
uma separagio por cromatografia de permeagdo em gel de Sephadex
LH-20 (MeOH). A segunda fracdo obtida dessa cromatografia de-
monstrou ser ativa no bioensaio de inibicdo da L-APRT e foi
purificada em uma coluna de fase reversa C, eluida com um gradi-
ente de MeOH em H,O. A quarta fragdo obtida desta separacdo
demonstrou ser ativa contra a L-APRT fornecendo o trissulfato de
halistanol A puro (0,154 g, 0,18%).

Trissulfato de halistanol A (7)

Sélido amorfo bege. [0] **= + 9,97 (c 0,084, MeOH); RMN 'H
(MeOH-d,, 400 MHz): 2,11 (dl, 14,3; CH,-1); 1,46 (m; CH-1); 4,75
(sl; CH-2); 4,80 (sl; CH-3); 2,29 (dl, 14,5; CH,-4); 1,78 (tl, 14,4;
CH,-4); 1,62 (m; CH-5); 4,19 (dt, 4,4 ¢ 10,9; CH-6); 2,36 (dl, 10,2;
CH,-7); 1,04 (m; CH,-7); 1,53 (m; CH-8); 0,73 (m; CH-9); 1,33 (m;
CH,-11); 2,01 (dl, 12,4; CH,-12); 1,15 (m; CH_-12); 1,16 (m; CH-
14); 1,61 (m; CH,-15); 1,11 (d, 6,3; CH,-15); 1,86 (m; CH,-16); 1,64
(m; CH,-16); 113 (m; CH-17); 0,69 (sl CH,-18); 0,83 (sl CH,-19);
1,38 (m CH-20); 0,95 (d, 7,4; CH,-21); 158 (m; CH,-22); 090 (m;
CH,-22); 0,86 (m; CH,-23); 0, 99 (m; CH,-24); 0, 85 (s; CH,-26);
0,85 (s; CH,-27); 0,83 (d; CH,-28); 0,85 (s; CH,-29); RMN BC
(MeOH-d,, 100 MHz): 39,2 (CH,-1); 75,7 (CH-2); 75,8 (CH-3); 25,1
(CH,-4); 45,4 (CH-5); 78,8 (CH-6); 40,1 (CH,-7); 35,2 (CH-8); 55,8
(CH-9); 37,7 (C-10); 21,9 (CH,-11); 41,3 (CH,-12); 43,8 (C-13);
57,6 (CH-14); 25,2 (CH,-15); 29,2 (CH,-16); 57,7 (CH-17); 12,5
(CH,-18); 15,3 (CH,-19); 37,7 (CH-20); 19,6 (CH,-21); 37,7 (CH,-
22); 22,03 (CH,-23); 45,5 (CH,-24); 34,1 (CH- 25); 27,8 (CH,-26);
27,8 (CH,-27); 15,0 (CH,-28); 27,8 (CH,-29).

Hidrolise do trissulfato de halistanol A (7)

O trissulfato de halistanol A (7, 10 mg) foi refluxado em 1 mL
de dioxano e 1 mL de uma solugdo de H,SO, 10% em H,O durante
3 h3. Depois deste periodo, o meio reacional foi neutralizado com
solugdo saturada de NaHCO, e evaporado at€ a secura. O material
obtido foi redissolvido em H,O e submetido & extragdo em fase
s6lida em coluna de silica-gel derivatizada com C , (Waters SepPak®
2 g), eluida com H,0, H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100% As fragdes
obtidas foram evaporadas e analisadas por CCD (revelador: solu-
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¢do de acido fosfomolibdico em EtOH, seguido de aquecimento
em placa a 110 °C durante 2 min). A fragdo eluida em H,0/MeOH
1:1 apresentou o esterol dessulfatado (6,7 mg, 67% de rendimen-
to), com o qual foram realizadas andlises de RMN-"C e EM.
HRESIMS [M - 2.H,O + H]* m/z 413.2675, calc 412.37052. RMN
BC (DMSO-d6, 75 MHz): 69.8, 69.0, 67.5, 56.1, 55.6, 54.5, 45.5,
43.6,42.3,42.1, 36.1, 35.1, 33.5, 33.1, 27.9, 27.7, 27.3, 25.3, 24.0,
20.5, 19.1, 15.3, 14.7, 12.1.

Acetilagdo do trissulfato de halistanol A dessulfatado (8)

O composto 8 (6,7 mg) foi transferido para um reator de 2 mL
com MeOH, o qual foi evaporado. A amostra foi dissolvida em 0,5
mL de piridina e, em seguida, adicionou-se 0,5 mL de anidrido
acético. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por uma noite.
Ap6s a reacdo, os reagentes foram evaporados e o produto purifica-
do por cromatografia em coluna de silica gel (Waters Sep Pak®, 2 g)
com um gradiente de B em A, onde A foi hexano e B foi uma mistura
de CH,Cl,-AcOEt 9:2, fornecendo 3,0 mg (44,7 %) do produto 9.

Estudo da esponja Topsentia ophiraphidites

A esponja foi coletada na Bafa de Todos os Santos em 2004 e
imediatamente congelada. O material congelado (574,7 g) foi
liofilizado, extraido com MeOH (liqiiidificador), filtrado e o extra-
to evaporado até obter-se uma suspensao aquosa, a qual foi diluida
com MeOH de maneira a obter-se uma solu¢do de composi¢io
aproximada MeOH-H,0O 9:1. Este extrato foi particionado com n-
hexano. A fragdo hidroalcodlica foi evaporada e ressuspendida em
H,0, sendo em seguida submetida a outra parti¢io com AcOEt
(300 mL, repetindo-se por trés vezes), obtendo-se duas fragdes: a
fracdo AcOEt e a aquosa. A fracdo aquosa foi evaporada, dissolvi-
da em MeOH e submetida a uma separagdo cromatografica em
coluna de Sephadex LH-20 (MeOH). A segunda frag@o obtida des-
sa cromatografia demonstrou ser ativa no bioensaio de inibi¢do da
enzima L-APRT e foi purificada em uma coluna de fase reversa C
eluida com um gradiente de MeOH em H,O. A quinta fragdo desta
separacdo demonstrou ser ativa contra a L-APRT, fornecendo o
trissulfato de halistanol A puro, o mesmo composto isolado da es-
ponja Petromica ciocalyptoides (22,0 mg, 0,003%).

Estudo quimico da ascidia Didemnum ligulum

A ascidia (204 g) foi coletada em Sdo Sebastiio-SP em 1999 e
conservada em EtOH. O material foi extraido exaustivamente com
MeOH, filtrado e evaporado. O extrato evaporado foi diluido com
MeOH/H,0 9:1 e particionado com n-hexano. A fragdo polar foi eva-
porada, suspendida em H,O e submetida a uma partigdo liquido-liqui-
do com AcOEt. O extrato AcOEt foi fracionado através de cromatografia
de permeagdo em gel Sephadex LH-20 com eluic@o isocratica (MeOH)
e, em seguida, por cromatografia de fase reversa em coluna de silica-
gel derivatizada com grupos octadecil (C) (Waters Sep Pak® 10 g)
utilizando-se gradiente MeOH em H,0. A frag@o contendo compostos
nitrogenados (positiva ao reagente de Dragendorff) foi dissolvida em
MeOH-d, (500 uL), transferida para um tubo de RMN e mantida em
geladeira a 4 °C. Apds 24 h observou-se a formacdo de cristais
monoclinicos, os quais foram cuidadosamente retirados do tubo e ana-
lisados por difragdo por raios-X. Posteriormente, os cristais foram
dissolvidos em DMSO-d, e analisados por RMN-'H, RMN-"*C, COSY
'H-'H e HMQC. O composto cristalino foi identificado como sendo a
asterubina (10) (4,0 mg, 0,002%). O sobrenadante em MeOH-d, foi
purificado por cromatografia liquida em coluna de fase reversa, utili-
zando-se uma coluna Waters LBondapak™ fenil (125 A/10 um 7,8 x
300 mm), com uma mistura de MeOH/H,0 (70:30) como eluente. A
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separagdo foi monitorada em 212 nm, obtendo-se a N,N-dimetil-O-
metiletanolamina (11) (10,4 mg, 0,005%).

Asterubina (10)

Sélido cristalino incolor, HRESIMS: m/z 218,0578, [M + Nal*;
RMN 'H (DMSO-d,, 400 MHz): 7,53 (s, 3NH); 3,44 (dd, 4,7 ¢ 11,7
Hz; 2H, CH,-2); 2,94 (s, 6H, (CH3)2-4 e 4’); 2,72 (t, 4,7 Hz; 2H,
CH.-1); RMN " C (DMSO-d,, 100 MHz): 155,7 (C-3); 39,0 (C-2);
49,1 (C-1)e 37,8 (C-4 e 4).

N,N-dimetil-O-metiletanolamina (11)

Sélido vitreo amarelo, HRFABMS: m/z 104,10813; IV (filme
liquido): 3369, 1668, 1622, 1202 cm™: RMN-'H (MeOH-d,, 400
MHz): 4,0 (m, 2H, CH,-1); 3,5 (m, 2H, CH,-2); 3,2 (s, 3H, CH,-3)
e 2,7 (s, 6H, CH,-4 e 4’); RMN-"C (MeOH-d,, 100 MHz); 57 (C-
1); 69 (C-2); 54,7 (C-3) e 40,5 (C-4 e 4’).

Determinagdo da estrutura cristalina da asterubina (10)

Os dados de difragéio da asterubina (10) foram coletados em um
difratobmetro automatico CAD4 Enraf-Nonius, a 273 K no modo -
20. Os parametros de cela unitdria foram obtidos e refinados usando
22 reflexdes centradas automaticamente. Na Tabela 2 estdo listados
os principais dados cristalograficos e as condigdes de refinamento.
Os dados de intensidade foram corrigidos pelos fatores de absor¢io
usando o Método PSISCAN®. A estrutura foi resolvida através do
SIR92% e refinada pelo método de minimos quadrados com matriz
completa e sucessivas sinteses de Fourier diferenga, usando o siste-
ma WinGX*' Os dtomos de hidrogénio ligados aos dtomos de N fo-
ram localizados em mapas de Fourier diferenca e foram incluidos no
refinamento com pardmetros de deslocamento térmico 1,2 vezes o
Ueq do atomo ao qual se ligam. Os demais atomos de hidrogénio
foram colocados em suas posicdes ideais com pardmetros de deslo-
camento térmico 1,5 vezes o Ueq do dtomo ao qual se ligam para
hidrogénios de metilas e 1,2 para os demais. Todos os dtomos ndo
hidrogénio foram refinados anisotropicamente. Uma representacao
ORTEP* da molécula com os dtomos identificados ¢ apresentada na
Figura 1. No empacotamento cristalino a molécula de asterubina
forma trés ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre N1 e O3,
N1 e O2 e N3 e Ol. A geometria das ligagdes de hidrogénio, com
respectivas operacdes de simetria, € apresentada na Tabela 3.

Estudo do octocoral Carijoa riisei

O animal (89 g) foi coletado em S@o Sebastido (SP) em 1997 e
imediatamente imerso em EtOH e mantido a —20 °C. O octocoral foi
separado do EtOH de estocagem e triturado em MeOH. Ambos extra-
tos EtOH e MeOH foram reunidos, filtrados e evaporados até um volu-
me de aproximadamente 300 mL. A suspensdo hidroalcéolica foi
particionada com n-hexano, resultando em duas fra¢des que foram eva-
poradas, pesadas e avaliadas por CCD utilizando-se como reveladores
lampada de UV (A = 254 nm), Dragendorff, dcido fosfomolibdico e
ninidrina. A frac@o hexanica foi submetida a uma cromatografia rdpida
em coluna de silica gel 230-400 Mesh, utilizando-se um gradiente de
AcOEt em n-hexano. A quarta fracdo resultante desta cromatografia foi
purificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizan-
do-se uma coluna de fase reversa C , CSC-inertsil (150 A/ODS2, 5 wm)
com uma mistura de H,O/acetonitrila/isopropanol (35:15:50) como
eluente e monitorada em 280 nm. Obteve-se assim, a 18-acetoxipregna-
1,4,20-trien-3-ona (12) (5 mg, 0,006%).

18-acetoxipregna-1,4,20-trien-3-ona (12)
Sélido vitreo amarelo, LRESIMS: m/z 377 [M+Na]*; UV
(MeOH) A, __ (g): 245 (15600); [0] ,»= + 36,25 (c 0,0032, MeOH);

‘méax
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IV (filme liquido): 2939, 1740, 1737, 1663, 1239, 1030, 900 cm".

RMN-'H (DMSO-d,, 500 MHz): 7,2 (d, 10,1 Hz; CH-1); 6,11 (dd,
10,1 e 1,85 Hz; CH-2); 6,0 (s; CH-4); 2,50 (ddd, 16,0, 5,0 e 2,0 Hz;
CH,-6); 2,33 (dt, 12,8 Hz; CH,-6); 0,96 (dd, 13,0 e 2,0 Hz; CH,-7);
1,95 (d; 13,0 Hz; CH,-7); 0,73 (m; CH-8); 1,04 (m; CH-9); 1,24 (m:
CH-11); 1,69 (m; CH2 11); 1,55 (ddd, 26,0, 13,0 e 3,5 Hz; CH-12);
1,71 (m; CH-12); 1,22 (m, 12,4; CH-14); 1,80 (m; CH,-15); 1,68 (m;
CH.-15); 2,05 (m: CH,-16); 1,05 (m; CH,-16); 2,08 (m: CH-17); 4,05
(d, 12 Hz; CH-18); 308 (d, 11.8 Hz: CH,-18); 1,20 (sl; CH,-19); 5,79
(ddd, 17.25, 1035 e 7,6 Hz: CH-20): 4,94 d, 10.4 Hz: CH 21); 4,90
(d, 1,96 Hz; CH,-21); 2,0 (s; CH,-23); RMN-“C (DMSO-d, 125 MHz):
156.6 (CH-1); 127.0 (CH-2); 1852 (C-3): 1233 (CH-4): 169.5 (C-5);
32,1 (CH,-6); 33,6 (CH,-7); 35,0 (CH-8); 52,3 (CH-9); 434 (C-10);
24,5 (CH,-11); 22,2 (CH,-12); 46,2 (C-13); 53,7 (CH-14); 26,8 (CH -
15);32,2 (CH,-16); 54,1 (CH-17); 61,5 (CH,-18); 18,7 (CH,-19); 139,32
(CH-20); 114,13 (CH-21); 170,5 (C-22); 21,0 (CH,-23).
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