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ALKYLPYRIDINE ALKALOIDS FROM MARINE SPONGES. The chemistry of alkylpyridine al-
kaloids originating from marine sponges is comprehensively reviewed, with emphasis on their
natural occurrence, methods for their isolation, spectroscopic characterization, biological activi-
ties e chemical synthesis. A likely chemotaxonomic role is suggested, as markers for sponges of the

Order Haplosclerida (Demospongiae).
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1. INTRODUCAO

Esponjas (Phylum Porifera) sdo animais aqudticos, marinhos
ou de dgua doce, sésseis na fase adulta, de cores, formas e
dimensdes variadas. Sdo metazodrios primitivos (considera-se
que as esponjas surgiram hd entre 600.000.000 e 450.000.000
anos, no perfodo Cambriano), provavelmente os primeiros ani-
mais pluricelulares a surgirem ao longo da evolugdo. As es-
ponjas nio possuem orgdos ou sistemas diferenciados, suas
células ndo constituem tecidos strictu sensu, e as ligacdes
intercelulares sfo ldbeis e instdveis. Devido a seu cardter pri-
mitivo, as esponjas sdo um dos elementos dominantes em di-
versos ecossistemas marinhos passados e presentes, dentre es-
tes os arrecifes coralinos e os ambientes antdrticos'™.

Mais de 5000 espécies de esponjas jd foram descritas até o
momento presente. O filo Porifera é cosmopolita, podendo ser
encontrado da faixa entremarés ao assoalho dos oceanos, in-
clusive em fossas abissais (abaixo de 8000 metros). A classifi-
cagdo atual dos espongidrios divide o filo Porifera em dois
subfilos: Symplasma com uma tnica Classe, Hexactinellida
(esponjas com esqueleto formado por espiculas com seis pon-
tas, ou hexdctinas, compostas de silicio), também conhecidas
como esponjas-de-vidro; e Cellularia, com duas Classes, Cal-
carea (esponjas com esqueleto formado por espiculas de carbo-
nato de cilcio), e Demospongiae (esponjas com esqueleto de
espiculas de silicio ou de espongina, ou ainda de uma combi-
na¢do de ambas), esta compreendendo 90% do niimero total de
espécies™. Apesar de estudados hd mais de um século e meio,
ainda hd questdes fundamentais a responder acerca dos Poritera
devido, em grande parte, & controvérsias quanto a sua taxono-
mia, 0 acesso A muitas espécies sé ter sido possivel apds o
advento do mergulho autdnomo a partir da 1I Guerra Mundial,
bem como a dificuldade de sua manutencio em aqudrios devi-
do a sua morte precoce ou significativas alteragGes no seu
padrido metabdlico. Dentre os invertebrados, os espongidrios
sfo os menos estudados do ponto de vista biolégico?,

Considera-se que as esponjas foram os primeiros animais
marinhos estudados do ponto de vista quimico'''%. Estudos com
produtos naturais de esponjas marinhas forneceram importantes
informagdes do ponto de vista quimiotaxondmico'”?, ecoldgi-
c0'*¥ ¢ sobre sua quimica ¢ bioquimica****3, Porém, tendo-
se em vista que diversas espécies de esponjas apresentam asso-
ciagdes com cianobactérias ¢ bactérias***’, considera-se que
vdrios produtos naturais isolados de esponjas possam ser origi-
nérios de microorganismos®®,

A toxicidade dos Porifera tem sido constatada desde a
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antiguidade. Em 200 a.C. o poeta grego Oppian relatou o tra-
balho de mergulhadores do Mediterrineo que coletavam es-
ponjas para sua utilizagdo medicinal e cosmética®:

“He [the diver] then makes for the rocks and discovers the
sponges he is secking. They [the sponges] grow on the
underwater rocks and they seem to be part of the submerged
reefs [...]. Without losing a moment, he darts at the sponges,
vigoroulsy wielding his knife, which is something like a sickle.
As soon as he has severed the sponge from the rock, he pulls the
cord to let his companions above know that he must now be
pulled to the surface as quikly as possible. Once cut away from
the rock, the sponge bleeds a nauseating liquid which spreads
around the diver and is sometimes sufficient to kill him, so
offensive is the smell to the nostrils of man. That is the reason
why the diver is eager to depart, and now his companions draw
him up to the surface as rapidly as possible.”*

A toxicidade de extratos de esponjas foi bem documentada
em diversos programas de triagem de atividades biolégicas,
demonstrando suas atividades citotdxicas, ictiotéxicas, antibac-
terianas, antiflingicas, neurotéxicas, e téxicas de uma forma
geral®!. Como consequéncia, nos ltimos 30 anos centenas
de compostos foram isolados de esponjas marinhas, mostrando
que estas possuem um metabolismo secunddrio extremamente
diversiticado e que muitas das substiincias isoladas apresentam
potentes atividades biolégicas e farmacolégicas® .

Esta revisdo tem por objetivo discutir o isolamento e a ca-
racterizagdo espectroscépica de alcaldides alquilpiridinicos iso-
lados de esponjas marinhas. Ainda que esta classe de compos-
tos ndo seja a mais representativa do filo Porifera, poucos com-
postos desta natureza foram isolados de outras fontes natu-
rais®“77% (como, por exemplo, moluscos®®’?, microorganis-
mos” e vertebrados™ 7). Além disso, alcaléides alquilpiridini-
cos isolados de esponjas marinhas tém ocorréncia restrita e

* “Ele [o mergulhador] vai as pedras e descobre a esponja que procu-
ra. Elas [as esponjas] crescem em rochas subaqudticas e parecem
ser parte dos arrecifes submersos [...]. Sem perder tempo, ele as
corta vigorosamente com uma pequena foice. Tio logo arranca a
esponja da rocha, ele puxa a corda & qual estd atado chamando seus
companheiros para ser levado para a superficie. Uma vez arrancada
da rocha, a esponja sangra um liquido nauseante que se espalha ao
redor do mergulhador e é por vezes suficiente para matd-lo, tio
ofensivo é seu cheiro para as narinas do homem. E por esta raziio
que o mergulhador estd ansioso para partir, € agora seus compa-
nheiros o trazem para a superficie tdo rdpido quanto possivel.” (tra-
dugiio dos autores).
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provavelmente uma origem biogenética comum, podendo even-
tualmente ser utilizados como marcadores quimiotaxondmicos.
Aqui também sfo discutidas as rotas sintéticas desenvolvidas
para a obtengiio destes compostos, bem como as atividades
biolégicas e farmacol6gicas dos compostos em questdo. Além
disso, propomos uma rota de biossintese para alcaléides alquil-
piridinicos isolados de esponjas marinhas baseada na proposta
originalmente sugerida para alcaldides do tipo manzamina.

2. OCORRENCIA, ISOLAMENTO, DETERMINACAO
ESTRUTURAL E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Em 1978, Schmitz e colaboradores’””® isolaram a halitoxi-

na (1) da esponja Amphimedon compressa (originalmente como
Haliclona rubens). Os extratos n-butanélico e aquoso desta
esponja apresentaram pronunciada citotoxicidade (em células
da linhagem KB), a¢do hemolitica e toxicidade aguda para
camundongos. Estes extratos foram submetidos a ultra-filtra-
¢do em diferentes membranas de retengdo de compostos de
massa molecular na faixa de 500-1000, 1000-25000 e maior
que 25000 unidades de massa atdmica, fornecendo fracdes idén-
ticas por RMN-'H. O principal componente destas fragdes era
a halitoxina (1). Este composto foi também purificado por cris-
talizacdo de seu sal de picrato, o qual foi posteriormente con-
vertido em cloridrato, bem como por cromatografia em dife-
rentes resinas de troca idnica, cromatografia em adsorventes
inorgénicos, por filtragio em gel, cromatogratia em polipropi-
leno, em celulose 10% acetilada, além de outros métodos. De
todos, a ultra-filtracdo em membranas mostrou ser o mais efi-
ciente. Os produtos obtidos apds purificagiio por todas estas
técnicas apresentaram idénticos espectros de RMN-'H e as
mesmas atividades bioldgicas.
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A andlise por combustdo indicou uma férmula empirica
C,sH,4NCL.2H,0, com porcentagens varidveis de enxofre e
fésforo, os quais foram considerados como sendo impurezas
do tipo fons sulfato e tosfato. O espectro de ultravioleta apre-
sentou bandas caracteristicas de um sal de alquilpiridinio (A
267, 273 e 212 nm), fato confirmado pelas anélises por infra-
vermelho (banda em 1640 cm™!) e RMN-'H. Este tltimo espec-
tro, descrito por Schmitz et al.”’, mostra sinais tipicos de um
grupo N-alquilpiridinio 3-alquil substituido, o qual apresenta
quatro diferentes deslocamentos quimicos: os dois mais
desblindados (8 ~ 9,0) se referem aos hidrogénios ligados aos
carbonos vizinhos ao nitrogénio quaternizado; o sinal aromadti-
co intermedidrio (& ~ 8,5) se refere ao hidrogénio em posi¢io
para com relagiio ao nitrogénio quaternizado, e o sinal aroma-
tico mais blindado (8§ ~ 8,0) se refere ao préton presente na
posicio 5. Schmitz e colaboradores atribuiram os sinais de
RMN-'H da halitoxina (1) tanto por comparagiio com compos-
tos modelo, como por experiéncias de desacoplamento seletivo
a 100 e 360 MHz. Além disso, os autores observaram nestes
espectros a presenca de um dublete em 1,05 ppm, com aproxi-
madamente 1/3 da intensidade do dublete em 0,92 ppm. As-
sim, sugeriram a presenca de duas diferentes cadeias alquila na
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estrutura da halitoxina: uma com um radical metila em posicdo
B com relag@io ao nitrogénio quaternizado, e outra em posigdo
Y com relagdo ao nitrogénio quaternizado. Esta hipdtese foi
confirmada por degradagéio quimica: o aquecimento da halito-
xina (1) a 140-160°C decompds o composto, fornecendo uma
mistura de 3-alquenilpiridinas e de 3-(w-cloroalquil)piridinas.
Os produtos da pirdlise foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada 2 espectrometria de massas, bem como por
RMN-'H e espectrometria de massas apds separagio dos pro-
dutos por cromatografia gasosa em escala preparativa. A and-
lise dos dados obtidos confirmou a presenga de duas diferentes
cadeias ligadas ao anel piridinico. Devido a auséncia de dados
espectroscdpicos que indicassem a presenca de qualquer grupo
metila terminal ou de anéis piridinicos nfio quaternizados, os
autores propuseram uma estrutura ciclica para a halitoxina.

Apesar de fornecer os dados de RMN-!*C, os autores so-
mente atribufram os sinais dos carbonos ligados aos nitrogéni-
os quaternizados nas duas diferentes cadeias alquila. Além dis-
so, sugeriram que, como a maior parte do material isolado
constitui a fragdo com massa molecular na faixa de 500 a 1000
unidades de massa atdmica, a estrutura do componente majori-
tirio da mistura deve conter de 4 a 6 unidades alquilpiridinicas,
com uma distribui¢iio aleatéria dos dois diferentes tipos de
cadeia alquila.

Com o objetivo de estudar a ocorréncia da halitoxina em
esponjas de espécies taxonomicamente préximas, Schmitz et
al.’’’" extrairam outras esponjas do género Amphimedon e
Haliclona e analisaram seus extratos hidroalco6licos por RMN-
'H bem como pelos testes de citotoxicidade e de acdo hemoli-
tica. As esponjas Amphimedon viridis (originalmente Haliclona
viridis), Amphimedon erina (originalmente Haliclona erina),
Haliclona sp. e Haliclona permalis mostraram composigdes va-
ridveis de halitoxina, fato observado principalmente pelas dife-
rengas de atividade citotéxica dos extratos destas esponjas nos
testes acima mencionados.

Recentemente, iniciamos um programa de screening e isola-
mento de substdncias bioativas de esponjas marinhas™®*. De
dez espécies de esponjas coletadas, extraidas e testadas em
testes de atividade citotéxica e hemolitica, os extratos n-
butandlico e aquoso de Amphimedon viridis mostraram ser os
mais ativos. O subsequente fracionamento do extrato n-
butandlico desta esponja em Sephadex LH-20 levou ao isola-
mento da halitoxina (1). O espectro de RMN-'H da halitoxina
por nés isolada de A. viridis®' é idéntico aquele apresentado
por Schmitz et al.”"7®. A andlise espectroscépica da halitoxina
(1) de A. viridis por diferentes técnicas de ressonincia magné-
tica nuclear (COSY 'H-'H, HETCOR 'H-'*C) confirmou as
atribuicdes feitas por Schmitz por desacoplamento seletivo, bem
como possibilitou a atribuigio dos sinais de carbono 13 da
halitoxina (1)¥!. Além disso, os espectros de RMN-!'H da hali-
toxina isolada de Amphimedon compressa”™ e de A. viridis®
indicam sinais de impurezas em 3,7 ppm e na regido entre 5.0
e 5.5 ppm, 0s quais provavelmente se referem a presen?a da
amphitoxina (43, recentemente isolada de A. compressa’®; ver
abaixo) em ambas amostras.

No que se refere a composicio da halitoxina por nés isolada
de A. viridis, realizamos medidas de massa molecular por
cromatografia de permeacdo em gel de alto desempenho (HP-
GPC), as quais indicaram trés picos de massa molecular de
aproximadamente 500, 2000 e 5000 unidades de massa atdmi-
ca. Assim, a composicdo da mistura de halitoxina presente em
A. viridis difere daquela origindria de Haliclona rubens (A.
compressa) no que se refere ao peso molecular de seus compo-
nentes. Em termos estruturais, esta parece ser a Unica diferenca
entre as duas amostras de origem distinta. Testes realizados
com a halitoxina de A. viridis mostraram suas potentes ativida-
des hemolitica (LDsq 2,2 + 0,5 ng), citotéxica, ¢ neurotéxica®’.
Porém, ainda ndo se conhece o mecanismo de agiio deste com-
posto a nivel de membranas, tanto no que se refere 4 formagio
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de poros em membranas de hemdcias como em membranas
neurais. No momento, estudos farmacoldgicos estio sendo re-
alizados para melhor se compreender o mecanismo de agdo
da halitoxina®,

Quase dez anos apds o isolamento da halitoxina por Schmitz
e colaboradores, Quifiod e Crews®? isolaram as nifatinas da
esponja Niphates sp. O extrato metanélico da esponja foi
particionado com hexano, CCly e CH;Cl;, e as duas dltimas
fragdes foram reunidas e purificadas por cromatografia de fase
reversa e HPLC, fornecendo a nifatina A (2) e a nifatina B (3),
esta ultima contaminada com a nifatina A. A determinagio
estrutural dos dois compostos foi realizada por andlises espec-
troscépicas (espectrometria de massas por impacto eletrdnico
de alta resolugio, RMN-'H e -'*C), bem como por comparagio
com os valores de RMN-'H e -13C estabelecidos para o 1-
hexino. A vnica diferenca entre a nifatina A (2) e a nifatina B
(3) € a posigdio da ligagdo tripla na cadeia alifdtica ligada ao
anel piridinico. Apesar de os autores atribuirem o sinal de
RMN-'H entre 1,2 e 1,5 ppm a nove grupos metileno, somente
oito destes grupos da nifatina A sdo passiveis de absorverem
nesta regifo. A nifatina A (2) mostrou atividade citotéxica em
células da linhagem P388 a uma dose de 1Csy = 0,5 pug/mL.
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(3) nifatina B (RMN-11, 300 Mz, RMN-3C, 75 MHz em CDCl )

Kobayashi e colaboradores® isolaram as teoneladinas A (4),
B (5), C (6) e D (7) da esponja Theonella swinhoei por
cromatografia em silica-gel, seguido de purificagao por HPLC.
Os compostos foram identificados pela andlise de suas proprie-
dades espectroscépicas, principalmente espectrometria de mas-
sas por impacto de elétrons e por técnicas de ressonidncia mag-
nética nuclear mono- e bi-dimensionais, porém somente os
dados espectroscépicos da teonelagiina B (5) foram apresenta-
dos e discutidos detalhadamente. E de se notar que os autores
assinalam composi¢do elementar destoante com os valores de
massa exata medidos para as teoneladinas A (4) e B (5): no
caso do primeiro composto, os autores indicam a férmula
Cz0H3;N; para uma massa exata de m/z 289.2575 do fon qua-
se-molecular [M+1]* (por espectrometria de massas de alta
resolugdo de bombardeamento rdpido de dtomos), e no caso do
segundo os autores indicam a férmula C,H3N; para uma
massa exata de m/z 303.2766 do fon quase-molecular [M+1]*.
Em ambos os casos, observa-se que as férmulas corretas cor-
respondem aquelas que possuem um dtomo de carbono a me-
nos. Os autores atribuem uma multiplicidade do tipo quarteto
para o sinal do préton aromético em 8 7,34, bem como para o
préton em & 2,38, quando, na realidade, deveria se designar,
para o primeiro caso uma multiplicidade do tipo duplo dubleto,
e para o segundo uma multiplicidade do tipo duplo tripleto. Os
autores destacam as diferengas espectroscépicas entre os deri-
vados N-metilados (teoneladinas B (5) e D (7)) e seus respec-
tivos derivados demetilados (teoneladinas A (4) e C (6)) como
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sendo: a) o deslocamento quimico do carbono em posigdo o ao
mesmo nitrogénio, e; b) o padrio de fragmentagio em espec-
trometria de massas por impacto eletrnico. Os autores ainda
observaram a presenga de andlogos ramificados com grupos
metila das teoneladinas C e D, os quais ndo foram separados
por HPLC. Os compostos isolados possuem potentes ativida-
des antineoplésticas in vitro em linfomas L1210 [ICsy = 4,7
ug/mL (4), 1,0 pg/mL (5), 3,6 pg/mL(6) e 1,6 pg/mL (7) ] ¢
em células de carcinoma da epiderme KB [ICsy = 4,7 ug/mL
(4), 1,0 pg/mL (5), 3,6 pg/mL (6) ¢ 1,6 pg/mL (7) ]. Estes
compostos também possuem potente atividade estimuladora da
liberagdo de Ca** em reticulo sarcoplasmatico®.
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Carroll e Scheuer®® isolaram quatro alcaléides B-alquilpiri-
dinicos de uma esponja marinha ndo identificada. O extrato
cloroférmico desta esponja apresentou atividade citotéxica em
células da linhagem KB. O isolamento e purificagdo das
ikiminas A (8), B (10), C (12) e D (13), ¢ de dois artefatos,
syn-ikimina A (9) e syn-ikimina B (11), foram realizados por
cromatografia liquida a vdcuo em silica-gel, seguido por HPLC
em fase normal (silica-gel) e em fase normal aminada. A
ikimina A (8) foi isolada em mistura com a syn-ikimina A (9),
o mesmo acontecendo com a ikimina B (10) e a syn-ikimina B
(11). As estruturas de todos os compostos foram elucidadas
pela anédlise de seus dados espectroscépicos, principalmente por
RMN-'H (incluindo experiéncias de desacoplamento homonu-
clear), RMN-'3C e espectrometria de massas por impacto ele-
trénico. A estereoquimica anti-, atribuida a ligagdo dupla do
tipo imina dos produtos originalmente presentes nos extratos,
foi estabelecida com base nos valores de deslocamento quimi-
co dos hidrogénios da imina, bem como do metileno adjacente
no caso da ikimina A (8), e confirmada por experiéncias de
n.O.e. Os autores verificaram que a presenga dos isdmeros syn-
das ikiminas A (8) e B (10) é devido ao fato destes sofrerem
isomerizagdo quando em solugdo em CHClI;, obtendo misturas
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na proporgio de 3:1 anti/syn, caracterizando os isdmeros syn uma particdo entre n-hexano e MeOH/H,0 9:1. A fragio

como artefatos de isolamento. As tinicas atribui¢cdes questiona- metandlico-aquosa foi subsequentemente submetida & separa-
veis apresentadas pelos autores sfio os valores das integragGes ¢do por cromatografia “relampago” em fase reversa, em silica-
das metilas na posigiio 17 da ikimina A (8) e da syn-ikimina A gel, por HPLC em fase reversa e em silica-gel aminada, forne-
(9), as quais ¢ atribufdo o valor de 1 hidrogé€nio. Os compostos cendo o 6xido da cribrochalinamina A (14) e o 6xido da
isolados apresentaram os seguintes valores de inibigio do desen- cribrochalinamina B (15). Suas estruturas foram estabelecidas
volvimento celular de células da linhagem KB (ICs5) em pg/mL): pela andlise de seus dados espectroscdpicos, incluindo espec-
ikimina A (8) = 5; ikimina B (10) = 7; ikimina C (12) = 5. trometria de massas de alta resoluciio de bombardeamento ra-

Matsunaga e colaboradores®’ isolaram os 6xidos das pido de dtomos, bem como experiéncias de ressonincia mag-
cribrochalinaminas da esponja Cribrochalina sp. A fragio nética nuclear em uma e em duas dimensdes. A presenga de
etérea do extrato etandlico da referida esponja foi submetido a um raro grupo funcional, N-éxido azometino, foi proposto com

base na andlise dos dados espectroscépicos dos produtos natu-
rais e por comparagdo com as propriedades espectroscépicas
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$260 N wazeh 0%t st disso, os autores atribufram apenas alguns dos sinais de RMN-
u, 7,1 e 8.0; e
(riesd 'H e RMN-*C (C-18, C-20, C-21, C-22 e C-23). As outras
(8) ikimina A (RMN-{H 300 MHz, RMN43C 75 MHz, CDCl3) atribui¢des indicadas nas férmulas (14), (15) e¢ (16) é por néds
sugerida, baseando-se nas atribui¢des dos dados espectroscpi-
cos dos alcaléides alquilpiridinicos isolados das outras espon-
jas marinhas aqui apresentados.
262078 127(m) 099 68 J 4 p
7, Hs
@, 7.8) / 2,97 (ddq. 7.5, 7,5 ¢ 6,8)
7.28(dd, 1,58 5,0 7 638(d, 7.5 e
M 332 pLE]
84260 8.42¢1) 1\61 1,22 (m) N ;'5(‘!51 2,654, 6,5) . . 2,42 (dt, 6,3 0u 6,4 ¢ 7,2)
s HsCO " (s), 7.6) 1,65 (qui, 7,00 N l BIS
3806 235.(4d, 3.0 ¢ 16/(F | N > ° W I
") _\Iw,.ikjminu A (RM‘N.IH 300 MHz, CDCI 3) N ul:(:,is u]\ x‘::.s]) \ 791,5 -]J:.ES.) ‘51‘7.“! (t, 6,3 ou 5,9) ‘\u ,
3 3 w4 - 14 (m] o g
A ELSITENT BTG N 3,80 (1, 6,3 0u 6,9) 1,57 (1q, 7.2 ¢ 1.4)
183 (qui, 7.0)
138,31 -
32,95 29,73¢ i i inamina - 2 )
36.17] 260078 157 (m 12;;":“) 2»15(“:‘;':‘91‘1_5,56 (14) éxido de cribrochalinamina A (RMN- 'H; RMN-13C CD;0D)
e J / Y L9, 1412 e 66
124,73 J 15531
7.25(dd, 7.8 ¢4.5) - -, - > 146,0
N 734(1,6,6) 140,8 1301 ¢ 132,4 7188, 5,9)
fyries ey s\o-/s P S 138 n3 55 L ™)
. y o ' 19,88 OCH3 61,11 113:;2 2,641, 7,6) 1,65 (qui, 7,0) T 95305 P06 1,57 (1g, 72 ¢ 7.4)
(,7.8¢7,5) 0.88(4, 6.9 378 () 7.5 rd ——— ,"3 “ 14 m l
124,7 —
'y / —
[ 7.35 (dd, 4,9 ¢ 7,5)| s
Al Al 3,6 * 15,5
(19) ikimina B (RMN-'H 300 MHz, RMNA3C 75 Miz, CDCl3) v ... Prr o oo sie
B33 (L, 49 37 ( .31 Son296 7,1 28,2
N™ B376h 2,08 (m)* S(qui, 7.0)  242(dt, 64¢7,2)
FPRERETL 1,65 (qui, 7,0) 42 (dL, 6,4 ¢ 7,
1,83 (m)
260(1.78) 1,27 (m) 2,27(ddd, 14,1,7,5¢ 6,6
7,55 159 (m) 2 1,75 ¢ 6,
amw / / 21215006 (15) 6xido de cribrochalinaming B (RMN- |H; RMN-13C CD;0D)
725 18 ed5) - s 6,6211,6.6)
123 (m) CH,
8420y Xy 842481 Pl N
1,59
WI8eTS) 0,89 (d, 6.9} H3CO/ PR s
383¢s) 381,70 1,58 (m)
1938 48,
(11) syn-ikimina B (RMN-1H 300 MHz, CDCI 3) 1,35 (m) l 7.18(d, 5,8 l
1 NN 1
096 (m) 296 | 303 0,99 (m)
LR (@i T 5 2439, 6,4)
BRI e 1355 1400 100 508 (16}

173:§0l 262(L75) 127 (m) 127 (m) 127(m) 127(m) 2670L69) g3y
(dl: 7.8) 3,56 (s)
OCH.

123,27
7.25(dd, 1.8 ¢ 4.8)

. Dy Duas séries de nifatesinas foram isoladas da esponja

Los7 ’\]w e 2T 2T 12T 4y Niphates sp. por Kobayashi er al.®, O extrato metanélico da
1,59 esponja foi particionado entre acetato de etila e dgua. A tragio
organica foi submetida a separa¢Ges por cromatografia “relam-

(12) ikimina C (RMN-1H 300 MHz, RMN-3C 75 MHz, CDCl 3) pago” em silica-gel, e as fracGes com atividades antineopldsti-
cas foram purificadas por HPLC em coluna de fase reversa,
fornecendo uma primeira série de alcaldides alquilpiridinicos,

146,79
8,42 (sh)

wT5e7.5)

- i nifat'esinas A-D (1:7?-(20). As estr}ltl}ras dos compostos foram

. ‘1,3.’}3_'7‘3, B we | e eluc1d=}das por a?fllse espectlross:oplca [UV,IFAII?MS, EIMS,

o [ B e ey oo RIRCT paMN- C, COSY H. H, HMQC 'H-'C e HMBC

s SR c t ase H-""C]. Porém, algumas atribui¢Ses nfio foram estabelecidas
" ] VoS VN g6 para estes compostos, sendo por nds sugeridas. Por exemplo, o
SN e WD B mav e 269 valor de deslocamento quimico de '3C para o carbono 2 das
WiSens T AR nifatesinas B (18), C (19) ¢ D (20) ndo ¢ indicado, sendo

atribuidos dois valores de deslocamento quimico de '3C para

(13) ikimina D (RMN-1H 300 MHz; RMN43C 75 MHz, CDCl 3) 0 carbono 4 destes compostos. Por analogia aos compostos
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precedentes (2) - (16), supomos que o carbono mais desblinda-
do deve ser o carbono 2 (entre o nitrogénio e a cadeia alquila),
seguido do carbono 6 e subsequentemente o carbono 4, ques-
tionando assim a atribui¢io dos autores para o carbono 4 do
anel piridinico da nifatesina A (17). Deve-se notar o fato de
termos atribuido o valor de 39,1 ppm para o carbono 17 ¢ o
valor de 37,9 ppm para o carbono 18 da nifatesina D (20) por

analogia as atribui¢des da 3-metilbutilamina®,

19,3
2l 16
1,2,3¢ 7,0 -
1430 ! ) 30,80 302*  300% (1,69¢73)
83,9 l 30,2¢ l 30,15 l 27,64 I
148,6 788 l l l NH
853 | 328 2

W@ 81) [3,05,69 C"C \1 7 s
i e L30-146(m) 2950.7.6)
2,63 (1,23 ¢ 69)

128,3
8.01(dd, 5,4¢8,1)

140,7
8,75 (dl, 5,4) 142,5

8,80 (s1)

(17): nifatesina A (RMN- IH 500 MHz; RMN-13C 125 MHz, CD30D)

138,3 17,2*
’ 2,16 (m) __ 26.7*
27,3%

148,1 ou 136,2 l
7,72 31,8 130-150(m) oy 78,6

4,70) [2700,75) — A ‘é’c

30,2¢
2 1,67 (m)

NH,

< —

123,2 38,7
1,30- 1,50 (m) 2,92(1,7,0)

7,39 (m)

30,2¢ T T

1,67 (m)28,4*| 28,141 27,8+
28,2+ 28.0% g3
2,16 (m}

1455
8,34 (s)
136,2 ou 148,1
RA41(sh)

(18): nifatesina B (RMN- |H 500 MHz; RMN-13C 125 MHz, CD30D)

45,1

351 338
140,3 o 148,2 | 2,90 (1, 7.6) 1,70 (m)
4

17,3
278-316 I.lO(ﬁG,S)
1,20 - 1,50 (m) 3

1284 79 NH
8,04 (s1)
46,5
142,1 148,2 ou 140,3 2,71 (m) € 2,88 (m)
8,71 (s) 8,76 (sI) 32,9
1,75 (m)

(19): nifatesina C (RMN- 1H 500 MHz; RMN-13C 125 MHz, CD30D)

A segunda série de nifatesinas E-H (21) - (24), provenientes
da mesma esponja”, foi igualmente isolada (por cromatografia
em silica-gel e por HPLC em fase reversa) da fragio solivel
em acetato de etila proveniente do extrato metandlico. Como
para a série anterior, os compostos foram identificados pela
anilise de suas propriedades espectroscépicas (UV, IV, RMN-
He RMN-”C). Virios sinais de deslocamento quimico de 'H
e '3C ndo foram atribuidos para estes compostos. No caso da
nifatesina E (21), o valor de deslocamento quimico de 3¢ de
um dos carbonos, presumivelmente C-19 (o metileno adjacente
a funcfio metoximina) nédo ¢ indicado. Dois valores de desloca-
mento quimico de '*C foram observados para C-20 (CH=N) e
C-21 (NOCHj3) devido a presenca dos isdbmeros E e Z da fun-
¢do metoximina. No que se refere a nifatesina F (22), trés
valores de deslocamento quimico ndo sdo indicados, os quais
supomos ser aqueles referentes aos metilenos C-17 (adjacente
a ligagdo tripla), C-21 (adjacente a fung¢do metoximino) e pos-
sivelmente um dos metilenos de uma das duas cadeias alifdticas
separadas entre si pela ligacdio tripla. Observa-se novamente
dois valores de deslocamento quimico de '*C e 'H para o siste-
ma metoximina, referentes aos dois isdmeros E ¢ Z. A nifatesina
G (23) é um homoélogo superior da ikimina A (8), e também foi
isolada na forma de uma mistura dos dois isdmeros syn e anti e
identificada por comparagdo com os dados espectroscépicos do
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45,1 a7

3854 1,54 (m)
1403 0u 148,2 | 2,90 (1, 7,6) 28,0 - 31,6 39,1
8.8 120 - 1,50 (m) 171 (mye
5
1284 . 7.5) —————e 1,50 (in) NH,
8,04 (s1) 7
315 2 179
Lt 170 (m) CHy 292 (m)
871 1) 148,2 ou 140,3 19,6
8,76 (s1) 0.97(d, 6,5

(20): nifatesina D (RMN- 1H 500 MHz; RMN-13C 125 MHz, CD;0D)

18,6 61,2¢61,6
2,06 - 2,18%(m) 381 ¢ 3,87 ()
N 839 2,06 - 2,18*(m) l
76,0
444 b l l
829 | 3200 ) NOCH;
1259 (d, 8,1) {299 (t, 6,6) C¢ | N SE— 151,1 ¢ 152,1
¢ 5
7,83 (dd, 5.9 e 8,1) et 297286 6,66 ¢ 7,36 (1, 6,5)
140,5 2,88(1.6.,6) 1,20 - 1,43 (m)
8,79 (d, 5.9) 140,7
8,84 1)
(21): nifatesina E (RMN- {H; RMN-13C, CDCl3)
1429
2,17 (m) 2,94 (n) 61,2¢61,5
3,81 ¢ 3,86
144,7 28,3 -29,4% ¢ -
821 32,9 7’3, 5 79,9 NOCH;
125- 151 m) gy 3 o
(@.8.4) [ 2830,7.0) é;c T =
1263
7,81 - 7,86 (m) . i 28,3 - 294%
30,5 18, 125- 1,51 (m) 1509 ¢ 1519
1395 L\ 1,67 - 1,70 (m) 2,10 (m) 6,66 ¢ 7,36 (1,6.2)

- .
8,73 - 8,75 (sh) 1417
8,73 -8,75* (s1)

(22): nifatesina F (RMN- 'H 500 MHz; RMN-13C 125 MHz, CD3;0D)

1,67 1,69 (m)

817 282 23 m 0@
@81 7.7
177-781m) & Sy
!
8.70-876 (s Xy 8,70 - 8,76 (sh) 125-1.326D) CH; OCH;3.84(s)
105 (d, 6,6)
(23): nifatesina G (RMN- IH, CDCl 3)
1432 176
348
1450 | 282051 27,0-30,5 104d. 6.6)
821 / 125132 (sl) Ha 345
62 230-2.35 (m)
202k 1557
i 6.46(d. 8)
1395 2~ 1416 N
8,86 (sl) ss7(h | 320 “OCH; 614
169 (m) 384(s)
(8) anti-ikimina A (segundo Kobayashi ef alw)
1432 s 182
1450 | 28205, 27,0305 1044, 66)
821 / 125-132(sh) Hages
(@,62) 230235 (m)
126,4
7,82 7,84 (m) - 1571
7,20(d,8)
139,5 s N
8366 SN 867 (sh HaCO™
61,5
3.80(s)
(9) syn-ikimina A (segundo Kobayashi ef al%)
18,4 2nge 61,4
2,08 N 9!
142,0 e (m) | 13y 3,93 (s)
| | 1
1452 760 l
823 31,9+ l i/\/\/\/\/\/NHOCHa
@77 298¢ 66) C%‘: Iy 7 ea
1264 3,26 (s1)
7.86 - 7,89 (m) I ™ 23,6 - 28,7
N 2590 6.0) 120143 (m
8,78-880 (s1) SN~ 1408

8,78- 8,80 (sD)

(24): nifatesina H (RMN- ! H; RMN-3C, CDCl3)

composto previamente isolado por Carroll e Scheuer®. A pre-
senga do grupo metoximina na ikimina A (8) isolada por
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Kobayashi er al.”® foi confirmada pela metanélise em MeOH/
HCl 3M fornecendo o aldeido correspondente. Os autores ndo
indicaram os valores de RMN-13C para a nifatesina G (23), mas
somente aqueles referentes A anti-ikimina A (8), e 2 syn-ikimina
A (9). Observa-se que virios valores de deslocamento quimico
de '3C dos dois isdmeros da ikimina A sdo diferentes daqueles
assinalados por Carroll e Scheuer, inclusive as atribui¢des do
anel piridinico. Carroll e Scheuer®® atribuem valores decrescen-
tes de deslocamento quimico de '*C para os carbonos 2, 6, 3, 4
e 5 (respectivamente), enquanto que Kobayashi et al®® o fazem
para os carbonos 4, 3, 2, 6 ¢ 5 (respectivamente). Acreditamos
que as atribui¢des de Carroll e Scheuer sio corretas, visto que a
ordem decrescente de deslocamento quimico dos carbonos 2, 6,
3, 4 e 5 segue aquela atribuida para a maioria dos outros
alcaléides desta familia, como seria de se esperar: os carbonos 2
e 6 estdo adjacentes ao heterodtomo; o carbono 3 é quaterndrio;
o carbono 4 se situa em posi¢do para com relagdo ao heterodto-
mo, ¢ deve ser desblindado por efeito mesomérico; € o carbono
5, em posiciio meta com relagio ao heterodtomo, deve ser o
menos desblindado de todos os carbonos aromdticos. Finalmen-
te, a nitatesina H (24) mostrou ser o andlogo hidrogenado (na
funciio imina) da nifatesina E (21), pela andlise de seus dados
espectroscopicos como também por comparaciio aqueles da
nifatina A (2). Kobayashi er al.”® atribuem o valor de desloca-
mento quimico de 145,2 ppm para o carbono 4 da nifatesina H
(24); porém, este deve ter sido invertido com a atribuicfio do
carbono 2 (140,8 ppm), via de regra o mais desblindado dos
carbonos nesta familia de compostos. As nifatesinas E-H (21) -
(24) apresentaram atividades citotéxicas em células de linfomas
L1210 e em células KB de carcinomas humanos da epiderme
em doses entre ICsy 1,9 mg/cm3 e 79 mg/cm3.

Também duas séries de xestaminas foram isoladas de duas
esponjas diferentes. A primeira série, xestaminas A (25), B
(26) e C (27), foi isolada de Xestospongia wiedenmayeri®' por
cromatografia a contra-corrente centrifuga, seguida de purifi-
cacdo por HPLC. As estruturas destes compostos foram
elucidadas por vidrias técnicas espectroscépicas (UV, IV, RMN-
'H, RMN-C, 'H-'"H COSY ¢ HETCOR 'H-'*C) bem como
pela hidrogenagio catalitica da xestamina A (25), seguido da
clivagem da ligagio N-metoxi com zinco em &cido acético,
fornecendo a N-metiloctadecanoilpiridina correspondente.

A segunda série de xestaminas, proveniente de Calyx
podatypa‘)z, compreende as xestaminas D (28), E (29), F (30),
G (31) e H (32). As xestaminas A (25) e B (26) também foram
isoladas desta mesma esponja. As xestaminas D, E e F foram
isoladas da fracdo orgénica origindria da parti¢io do extrato
metandlico da esponja entre acetato de etila e dgua, obtendo-se
uma mistura das xestaminas D ¢ E, e separadamente a xestami-
na F. As xestaminas G ¢ H também foram isoladas sob forma
de mistura, mas a partir da fracdo aquosa. Os métodos de iso-
lamento utilizados foram a cromatografia de permeagio em gel
de Sephadex LH-20 e cromatogratia a contra-corrente centrifu-
ga. Como para a série anterior, a determinagio estrutural das
xestaminas D - H (28) - (32) envolveu a utilizagio de diferen-
tes técnicas espectroscdpicas, principalmente a andlise por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, que permitiu a andlise da mistura de xestaminas D e
E, e das xestaminas G ¢ H. A estrutura da xestamina F (30) foi
determinada por comparagio a da xestamina A (25). Esta lti-
ma foi convertida em xestamina F (30) por tratamento com
iodeto de metila. Fato interessante, os derivados com nitrogé-
nio quaternizados, xestaminas F (30), G (31) ¢ H (32), apre-
sentaram atividade antimicrobiana 100 vezes mais potentes do
que as xestaminas A, B, D e E, o que sugere que a carga
positiva no nitrogénio do niicleo piridinico possa ser importan-
te na atividade antimicrobiana observada em Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis e Candida albicans.

As nifatoxinas A (33) e B (34) foram isoladas sob forma de
uma mistura a partir do extrato diclorometinico da esponja
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142,7

1373 5,75 (dL 7,4
19,1 | 60,8 451
- 8% 273 252 -
535 4 4 ’
1356 | 32,4 SISOy aese 1930 125wyl 7m 2906
7,43 2,58 28,1 = CH.
@] 076 157 m 352 -
1137,1” NP S T s 299 295 294 290+ 272 |
A3 220,72 * —— e 4T OeH
(ddl, 7,7e4,7) 30,1 1,2 (s1y 3
LI 233 19 T o e
2 \N 1498 k 34408
83K (s1) B3R (s

(25): xestamina A (RMN- 111, 360 Mllz; RMN-13C, 90 MI1z, CDCl3)

138,6
| 1291 1308
5,35 (m)S5,30 (m)
AT Y ‘ 0,9
757 | 260 212 | ‘ 29,3 26, 2,58 452
1237 WD (LTE 13km) ¥ ¥ LALGh 27,40 31, 7.6)  25509)
713 Y NG NG NN ~CHs
(dd, 7,7 ¢ 4.8) } 3(1:,6 295 27 90 w9 22 b
1459 L3 () 704 1,99 e 182 OCH, 60,1
pas ey SN @L70e70) (46,6660 127l EE R
(26): xestamina B (RMN- 11, 360 MIIz; RMN- 13C, 90 Mllz, CDCl3)
1438 34 452
1357 | 12747 29.6¢ 257(s)
761 ' CH; i . CH,
W79 | o e |
, 7. | ————— " s5 |
113 ¢ 2744 LSSam)
2 AN~ RN
7.32(dd, 7,91 >
‘k i \27,5' 219% 61,1 OCHs
Lasa 201 60,0
A 317 5 5 (s
848 (s1) N/m,« 335t T e 1) w.zs RS
BB e
{27): xestamina C (RMN- 111, 360 Milz; RMN- BC, 90 Mllz CDCl3)
c‘mH3
N
~
= ‘ CH;
X
N (28): xestantina D
CH;

7
[o]
a
&

N (29): xestamina E
1442 ou 1440
1430 5,80 {dt, 7,4 ¢ 10,6)
10,7 ‘ ﬁzl'sxo 454
1286 | 335 A 100y wy w7 AN
8,43 2,87 2,2 N NG N NP N NN Hs
@78 070 1.8 m s e "“
10,7 Y 230 (m) 298 .
7.99 (11, 7,0) Z 303 g " 12-14 40 OCH;,
& 60,1
140 Sr Aragy T 25000 34945)
R,75 (dl, 6,8) l"\l 8,84 (sl)
CHs
488
4,40 (s)
(30): xestamina F (RMN-111, 360 MI1z;RMN-13C, 90 Ml{z, CDCk)
(‘)(:H3
N
= ] cH,
ot
"“ (31): xestamina G
CHs
CH.
= ‘ N~ :
\"f‘ i OCH;
| (32): xestamina 11
CHs

Niphates sp. por uma série de parti¢des com diferentes solven-
tes, seguido por isolamento e purificagio em Sephadex LH-20"%.
As estruturas foram elucidadas pela andlise de seus dados espec-
troscépicos (FABMS, COSY 'H-'H, HMQC 'H-3C, HMBC 'H-
3¢, n.0.e. por diferenca e TOCSY). Apesar dos autores atribu-
frem detathadamente os sinais mais caracteristicos, alguns sinais

de '*C e de 'H das cadeias alquila nfo sdo sequer mencionados.
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34
70 (1, 7,
132,01 1290 H00.7.5) 1384
1,26(m) 5,36(m) 5,36 (m) 7,68 (dt, 2,0 ¢ 7,0)
120 (m) l

1394

1344, 50e70

29,7
29,9 1,88(q,7,5) 2,37(q.7.5)

3.4 1453 1476
8,81 (dqui, 1.5 ¢ 6,0) 890y 133 (M 1502 X 8,34 (dd,2¢e5)
8,36 (s1)
62,8 322 27,8 139,1
456 (1,700 ) 99 ;) 217(@.50e7.0) AR
270 3,43(d, 7,0 7,66 (dt, 2,0c7,0)
1,30 (m 1250
1330 1277 733 (44, 5,0 7,0)
5,55(m) 5,54 (m) 147,8
8,33 (dd, 2,0 ¢ 5,0)
1499
8,36 (s])

(33) nifatoxina A (n = 2) e 34) nifatoxina B (n = 3)
(RMN-!H 500 MHz, RMN-13C 125 MHz, CDCh)

Uma série de alcaldides alquilpiridinicos simétricos foram
isolados da esponja Stelletta maxima®, as ciclostellettaminas
A-F (35)-(40). Os extratos polares desta esponja inibiram a
ligagdo do antagonista seletivo benzilato de metilquinuclidina
ao receptor muscarinico da acetilcolina, que € um receptor re-
lacionado aos processos de meméria e aprendizagem”. O iso-
lamento dos compostos foi realizado por cromatografia de
permeaciio em gel de Sephadex LH-20, cromatografia em 6xi-
do de aluminio e purificagdo por HPLC de fase reversa, forne-
cendo os alcaldides (35)-(40) em quantidades abaixo de 1 mg.
As estruturas das ciclostellettaminas foram elucidadas por and-
lise espectroscOpica, principalmente por espectrometria de
massas de bombardeamento rdpido de dtomos.

26,4

146,2 33,0 29-31 1,23 (m)
46,2 289 29-31 1,20 - 1,40 (sl) 30 i
8456 79) 70 150 0m It K \ 2,00 (qui, 7,0)
my Z e
8,02(dd, 6,1 € 7.9) | 30,8 m asesn
144,5
14,8 1445 173 (
" 6.1)\N 5,87 o) (i 7:2) 30,8 $:87 (s} N 1425

8,81 (4, 6,1)

62,7 1283
4,61(1,6,7) 27 50744, 6.1¢19)
31,9 T w0 931 330 | 1462
2,00 (qui, 7,0) 2931 1,26(m) 280 | 8450, 79)
26,4 1,20 - 1,40 (s1) @, 7,1)146,2
1,23 (m)

(35): ciclostelletamina A m = 1, n = | (RMN- {H, RMN-13C CD;0D)
(36): ciclostelletaminaBm={,n=2
(37): ciclostelletaminaCm=2,n=2
(38): ciclostelletaminaDm =, n=3
(39): ciclostelletaminaEm=2,n=3
(40): ciclostelletamina Fm=3,n=3

Um polimero denominado “inibidor do receptor do fator de
crescimento da epiderme” (inhibitor of the epidermal growth
factor receptor), (41) foi isolado da esponja Callyspongia fi-
brosa® a partir de seu extrato aquoso. Este foi submetido 2
cromatografia em Sephadex LH-20, cromatografia centrifuga
por contra-corrente gota-a-gota, e purificagdo por HPLC. Ape-
nas os valores de RMN-'H foram atribuidos, porém nio os de
RMN-'3C. Como no caso da halitoxina, o maior problema foi
a determinagio do peso molecular de (41). Foram feitas tenta-
tivas no sentido de se formar um derivado que ndo apresentas-
se carga positiva, como por exemplo pela reagdo de hidrogena-
¢io (Hy, PtO;, MeOH), pela redugio com borohidreto de sédio,
ou ainda no sentido de se obter um derivado cristalino, todas
sem sucesso. A andlise por espectrometria de massas por spray
de fons também ndo se mostrou eficaz, sugerindo uma estrutu-
ra dimérica do tipo (42). A Unica forma dos autores sugerirem
a estrutura polimérica de (41) foi pela sintese de vérios anélo-
gos (ver item Sintese, abaixo). O produto natural mostrou ser
o mais ativo no teste aplicado (inibi¢do da atividade da enzima
denominada “fator de crescimento da epiderme”; ICsy 2 ug/
mL) em comparagdo com os andlogos sintetizados.
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Por fim, recentemente Albrizio et al.*® isolaram a amphito-
xina (43) da esponja Amphimedon compressa. Numa expedigao
ao longo das costas das Bahamas, os autores notaram que,
enquanto alguns espécimens desta esponja possufam a halitoxi-
na (1), outros possuiam a amphitoxina (43). Como no caso da
halitoxina (1), a amphitoxina (43) foi isolada sob forma de
uma mistura de polimeros em duas fragdes de diferentes mas-
sas moleculares (1.000-3.000 Da e 3.000-10.000 Da), obtidas
por cromatografia “relampago” em silica-gel (CHCl3-MeOH-
H,0, MeOH e 5% AcOH em MeOH) e filtragio em membra-
nas. O produto foi caracterizado por diversas técnicas espec-
troscépicas, e também por degradagdo quimica: a ozondlise da
amphitoxina (43) seguida de tratamento com perdxido de hi-
drogénio forneceu o didcido (44). A anilise estrutural indicou
uma proporgio relativa de 1:1 das duas cadeias alifdticas,
saturada e insaturada, na estrutura da amphitoxina. A amphito-
xina possui atividade fago-repelente, inibindo a predacdo por
parte do peixe Thalassoma bifasciatum. Os autores discutem o
fato de que ainda ndo se sabe qual a razdo pela qual a mesma
espécie de esponja, A. compressa, quando origindria de dife-
rentes regides, ora possui a halitoxina (1), ori%inalmente isola-
da da mesma esponja por Schmitz et al.””’®, ora possui a
amphitoxina (43). Cabe ressaltar que, tanto a halitoxina isolada
por Schmitz e colaboradores de A. compressa’’ como aquela
por nés isolada de A. viridis®! apresenta, em seu espectro de
RMN-'H, sinais de impurezas entre 5.00 € 5.50 ppm, bem como
em 3.70 ppm, o que provavelmente indica uma contaminagio
das diferentes halitoxinas pela amphitoxina. Estes sinais po-
dem ser atribuidos aos prétons olefinicos (5.00 e 5.50 ppm) ¢
ao metileno ente¢ a ligagdo dupla e o anel piridinico (3.70
ppm), como assinalado na subestrutura de cadeia insaturada da
amphitoxina (43).

3. SINTESE

Virios trabalhos discutem a sintese de alcaléides alquilpiridi-
nicos de esponjas marinhas. As primeiras sinteses desta classe
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de compostos foi apresentada em 1991 por Rao, Reddy e Rao®’
que desenvolveram duas rotas diferentes para a sintese das
teoneladinas A-D (4) - (7). Na primeira delas (Esquemas 1 e
2), os autores utilizam o 3-(3-piridil)-propan-1-ol (45) como
composto de partida, sobre o qual realizaram uma oxidagio de
Swern, seguido da condensagdo de Wittig com o sal de fosfonio
do 1-bromoundecanol protegido por um grupo tetrahidropirano.
O produto (47), obtido de maneira estereosseletiva, teve a con-
figuragdo da llgagao dupla conhrmada por andlise de seus es-
pectros de RMN-'H e RMN-'3C. Apé6s a remogao do grupo de
protecdo tetrahidropirano por hidrélise em meio dcido, o dlco-
ol primdrio (48) foi oxidado ao aldeido correspondente (49)
também pela oxidagio de Swern. O produto obtido foi direta-
mente transformado nas teoneladinas A (4) e B (5) pela con-
densaciio com uma amina adequada, fornecendo a imina cor-
respondente, a qual foi subsequentemente reduzida, fornecendo
os produtos naturais. A sintese das teoneladinas C (6) e D (7)
(Esquema 2) foi realizada de maneira andloga, sendo que o
intermedidrio insaturado (47) foi hidrogenado de maneira a
fornecer a cadeia saturada precursora para a formagfio das
teoneladinas C (6) e D (7). Na segunda rota (Esquema 3), os
dibrometos (52, n = 10 ou 11) foram transformados em seus
respectivos sais de fosfonio (53, n = 10 ou 11) e estes subse-
quentemente em suas respectivas azidas (54, n = 10 ou 11).
Estas, por sua vez, foram condensadas com o aldeido previa-
mente obtido, fornecendo as alquenilpiridinas (55, n = 9 ou
10). Por um lado, o homdlogo inferior (55, n = 9) foi subse-
quentemente transformado (por reducdo da ligagio dupla e da
fun¢fio azida) na teoneladina C (6), da qual parte foi tratada
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com o anidrido mixto dos 4dcidos férmico e acético e posterior-
mente reduzido, de maneira a fornecer a teoneladina D (7). A
obtengdo da teoneladina B (5) é ambigua, sendo indicado tanto
a redugdo com borohidreto de sédio (no esquema indicado na
discussdo dos autores) como por hidreto de litio e aluminio (na
parte experimental) da fung¢do formila apds a acilaglio da
teoneladina A (4). Acreditamos que a redugiio com hidreto de
litio e aluminio deve ter sido empregada para a redugio da
funcdo formila, j4 que o borohidreto de s6dio é um redutor
brando e pouco eficaz para a redugfio de fungdes amida®®
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Esquema 3

Uma sintese convergente das nifatesinas A - D (17) - (20),
bem como a determinagdo de sua configuragdo absoluta, foi
realizada por estes mesmos autores”? (Esquemas 4, 5 e 6). A
piridina-3-carboxaldeido (56) foi submetida & reagio de Wittig
com o ilidio preparado a partir do brometo de metiltrifenil-
fosfonio, fornecendo a 3-vinilpiridina (57). Esta foi subse-
quentemente transformada no brometo (58), o qual foi direta-
mente acoplado com a segunda metade das nifatesinas, obtida
como se segue: o cloreto de tetrahidrofurila (5§9) foi conver-
tido no dlcool acetilénico (60) pelo tratamento com amideto
de litio em amoénia seguido da alquilag¢do do acetilideo obtido
com o brometo de n-heptila. O produto (60) foi entdo subme-
tido A reagdo de Zipper, fornecendo o carbinol acetilénico
terminal (61), o qual foi convertido em sua respectiva azida
(62) via a reagdo de Mitsunobu. A azida (62) foi entfio aco-
plada a bromopiridina (58) previamente obtida, fornecendo a
azidopiridina (63), a qual, ap6s redugdo com hidreto de litio
¢ aluminio, forneceu a nifatesina A (17) (Esquema 4). A
nifatesina B (18) foi sintetizada (Esquema 5) a partir do 4lco-
ol (61), reduzindo-se este com catalizador envenenado de
Lindlar, fornecendo o dlcool insaturado (64). Este foi acopla-
do com a 3-bromopiridina (65) por uma reagiio de acopla-
mento do tipo Heck, a qual passa pela formagdo de um
brometo de piridil palddio intermedidrio, fornecendo seletiva-
mente a olefina E (66). Apés redugiio da ligagdo dupla, o
dlcool (67) foi transformado em seu respectivo brometo (68),
ao qual foi acoplada a azida (62), fornecendo o precursor
direto (69) da nifatesina B (18) (Esquema 5).
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No que se refere a sintese das nifatesinas Gpticamente ati-
vas (19) e (20), o dlcool (67) previamente obtido foi oxidado
a0 seu aldefdo correspondente (70) pela oxidagdo de Swern. O
aldeido (70) foi entdo acoplado por uma reagdo de Wittig ao
ilideo quiral (71), obtido a partir do dcido (R)-(-)-metil-3-
hidroxi-2-metilpropi6énico. A 3-alquilpiridina quiral (72) foi
convertida na nifatesina C (19) através de sua conversio a azida
(73) e subsequente redu¢io de ambas ligagio dupla e grupo
azida por hidrogenagdo catalitica. Alternativamente, a mesma
olefina quiral (72) foi transformada na nifatesina D (20) apds
sua conversfio ao tosilato correspondente, substituicio com
cianureto de sédio fornecendo a nitrila e finalmente hidrogena-
¢do catalitica (Esquema 0).

Recentemente Bracher e Papke desenvolveram uma nova
rota sintética para a sintese enantjoseletiva das nifatesinas'®
(Esquema 7). A acilagdo de Friedel-Crafts do enantidmero (S)
do tiofeno (75) com o cloridrato do cloreto do 4cido 5-(3-
piridil)pentanéico (74) forneceu a tienil cetona (76). Esta foi
simultaneamente reduzida (Huang-Minlon) e o éster hidrolisa-
do, levando a formacdo de (77). A dessulfurizagdo de (77) foi
realizada com Niquel de Raney e hidrogénio a temperatura
ambiente. Os autores justificam o rendimento de 62% desta
reaciio em parte devido a adsor¢do do produto na superficie do
catalizador. O dlcool (78) foi entdo convertido a nifatesina C
(19) através da sua transformag¢io no mesilato (79), seguido da
azida (80) e a reducdo desta levando ao produto desejado (19).
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Com o intuito de confirmar a estrutura proposta para o
alcaléide alquilpiridinio (41) isolado da esponja Callyspongia
fibrosa, Davies-Coleman et al.® realizaram a sintese de deri-
vados com diferentes nimeros de unidades alquilpiridinio. Ini-
cialmente, diferentes homdlogos (84, n = 1-3) dos dlcoois
piridinicos foram sintetizados a partir de diferentes bromocar-
bindis (81, n = 1-3) (Esquema 8). Com o intuito de promover
a oligomerizagdo ciclica das unidades alquilpiridina, o grupo
carbinol de (84) foi convertido em tosilato (85), tendo sido
observada uma pequena porcentagem de formacéo do dipiridi-
lalquiléter (86) durante esta reagfo. Optou-se entdo por ativar
a nucleofilia do grupo piridinio, promovendo-se sua desproto-
nog¢do com diisopropiletilamina, formando a base livre (87).
Esta foi submetida a ciclizagdo oligomérica. Em CH,Cl,, ob-
servou-se a obten¢do de 0,9% do dimero (88), 33% do tosilato
de monoalquilpiridinio (89) e 66% do produto de partida (87).
J4 em N-metilpirrolidinona na presencga de cloreto de césio, a
propor¢do dos produtos obtidos foi de 14% de (88), 23% de
(89) e 63% de (87). Objetivando-se incrementar a formagio de
diferentes oligdmeros, os diferentes homdlogos dos dlcoois
piridinicos (84, n = 1-3) foram transformados em seus respec-
tivos triflatos, e, por simples aquecimento do meio reacional,
nos oligdmeros (90), (91) e (92), com n variando de acordo
com o dlcool piridinico (84) utilizado como substrato (Esque-
ma 9). Para cada série de homdlogos sintetizada os trés produ-
tos obtidos foram eficientemente separados por cromatografia
em silica-gel. Os autores assinalam que, para que ocorra uma
eficiente ciclizag@io oligomérica, a concentragio dos reagentes
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no meio reacional deve ser maior que 0,4M. A comparagio do
comportamento cromatogrifico (por cromatografia em camada
delgada) dos produtos de sintese com o produto natural indi-
cou que nenhum dos produtos obtidos por sintese correspondia
ao composto (41) isolado de Callyspongia fibrosa.

Uma segunda abordagem para a sintese de andlogos de
alcaloides alquilpiridinicos macrociclicos de esponjas marinhas

foi recentemente descrital®! (Esquema 10), e utiliza-se de uma
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estratégia que envolve o controle do grau de polimerizagio de
unidades 3-alquilpiridinicas sob diferentes condi¢des. Assim, o
mondmero (94) foi obtido pela reagdio entre 3-(3-piridil)-
propan-1-ol (45) e 1-bromo-4-clorobutano (93). Observou-se a
dimerizagio do mondmero (94) quando a reac¢dio de polimeri-
zagdo foi realizada sob refluxo em acetonitrila na presenca de
iodeto de potédssio. O dimero formado, (95), foi identificado
por difragio de raios-X. Por outro lado, a rea¢cio do mondmero
(94) sob refluxo em acetonitrila levou a formacio de uma
mistura de polimeros lineares (96), com n variando de 0 a 14
dependendo do tempo da reacdo (entre uma e vdrias semanas).
Sua posterior ciclizagdo, de forma a levar aos respectivos
polimeros ciclicos (97), mostrou resultados varidveis, também
de acordo com o periodo de realizagdo da reacdo. Além disso,
novamente notou-se a formacgio do dimero (95), indicando que
possivelmente os polimeros ciclicos (97) sdo sujeitos a
clivagem por iodeto, seguido da reciclizagiio. Fato interessan-
te, os autores assinalam que, em testes de citotoxicidade em
células de linhagem KB, os polimeros ciclicos de maior massa
molecular (7<n<14) apresentaram a atividade mais potente
dentre os produtos obtidos, com um grau de atividade compa-
rdvel ao da halitoxina (1).

A redugiio do dimero (95) com borohidreto de sédio (Es-
quema 11) levou a formacgdo da tetrahidropirimidina dimérica
(98), a qual foi subsequentemente oxidada e o respectivo N-
6xido quaternizado, de maneira a fornecer o sal de bisdihidro-
piridinio (99). Este ultimo toi tratado com metéxido de sédio
em metanol, de maneira a fornecer regiosseletivamente o
dimero (100). Sob aquecimento em tolueno, este Gltimo foi
transformado na bis 1,4-dihidropiridina (102), possivelmente
via a bis-1,6-dihidropiridina (101), esta dltima considerada um
precursor biogenético potencial de alcaldides do tipo manza-
mina (ver Biossintese ¢ Quimiotaxonomia, a seguir).

4, BIOSSINTESE E QUIMIOTAXONOMIA

As esponjas marinhas foram objeto de intensos estudos no
que se refere a sua composi¢do quimica e bioquimica, com
vistas a utilizacdo de metabdlitos primdrios ou secunddrios
como marcadores quimiotaxondmicos!”!”. Isso se deve princi-
palmente a escassez de caracteres anatdmicos de ficil observa-
¢do por métodos convencionais (microscopia Gptica) em boa
parte das espécies de Porifera, mas também devido a plastici-
dade morfolégica de muitos destes caracteres e & inexisténcia,
até recentemente, de métodos objetivos para o reconhecimento
de determinados grupos de esponjas®!'®’'%  Contudo, poucos
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estudos quimiotaxonémicos foram conclusivos, o que se deve
em parte & grande diversidade estrutural dos compostos origi-
ndrios de esponjas marinhas, bem como a sele¢do pouco
criteriosa das espécies a serem analisadas quimiotaxonomica-
mente. Alguns exemplos de abordagens quimiotaxonémicas em
poriteros se referem 2 ocorréncia de derivados da bromotirosina
em esponjas da Ordem Verongida e esponjas do género
lanthella (ou sin6nimos, como Pseudoceratina e Aiolo-
chroia)! 742103 aicaldides guanidinicos e 2-aminoimidazéli-
cos derivados de bromopirréis em esponjas do Género Age-
las'**° bem como terpenos recorrentes em esponjas das Or-
dens chtyocerauda e Dendroceratida'"*’, Baseando-se nestes

aqudrios, o que constitui uma severa limitagdo para a realizagiio
de experimentos desta natureza''’.

No que se refere aos alcaléides alquilpiridinicos de espon-
jas marinhas, nenhuma proposta foi at¢ entiio levantada sobre
a origem biossintética destes compostos, bem como de sua
ocorréncia em esponjas da Ordem Haplosclerida. Baldwin e
Whitehead''"!'? recentemente sugeriram uma rota de biossin-
tese para alcalGides do tipo manzamina A (103), manzamina B
(104) e manzamina C (105) e anilogos, isolados de espon_pas
do género Haliclona''"'8, Pellina''*, Pachypellina''®, Xestos-
pongta”7 Reniera'!¥12! [p. ex., sarama 1 (106) ¢ sarama A
107)], Ircinia'®, eAmp/umedon [p ex., ircinol B (108)]
na qual a origem biogenética de alcaldides do tipo manzamina
C (105) é postulada como sendo origindria da condensagio de
uma unidade constituida por 10 dtomos de carbono (provenien-
te da condensagdo de unidades acetato), uma unidade com 3
dtomos de carbono andloga a acroleina, amdnia € uma unidade
triptofano, segundo ilustrado no Esquema 12. Ja os alcaléides

IZ

A (105): manzamina C
(103): manzamina

{104): manzamina B

resultados, pode-se, eventualmente, realizar andlises de extra- (106) (107) a0y
tos brutos por espectroscopia no infravermelho, procurando
absor¢des caracteristicas de determinados grupos funcionais HOC
presentes em compostos caracteristicos de esponjas de Ordens, W
Familias ou Géneros especificos'”. Outras abordagens foram NS tHe N
propostas'®, nio sem apresentar limitagdes 2 sua aplicagdo!'®, H gHo H
Deve-se ressaltar, porém, que andlises quimiotaxondmicas de K
esponjas marinhas devem ser realizadas com cautela, visto que => e m’(m
estes animais frequentemente se encontram em associagdo com
uma grande variedade de bactérias e algas verde-azuladas
(cianoficeas), sendo, assim, dificil de se estabelecer a correta
origem biossintética dos compostos isolados. Outro ponto = —
revelante € a dificuldade em se realizar experimentos de biossin- (105)
tese com esponjas marinhas, pois estes animais possuem um me-
tabolismo extremamente lento e sdo de dificil manuten¢do em Esquema 12
Tabela 1. Classificagio taxondmica das espécies de esponjas marinhas fontes de alcaldides 3-alquilpiridinicos.
Subclasse Ordem Familia Género Espécie Alcaléide(s) isolado(s) Ref.
Tetractinomorpha  Astrophorida Stellettidae Stelletta S. maxima 35, 36, 37, 38, 39, 40 94
Lithistida Theonellidae Theonella T. swinhoei 4, 5,6, 7 84
Ceractinomorpha Haplosclerida Petrosidae  Xestospongia  X. wiedenmayeri 25, 26, 27 91
Niphatidae =~ Amphimedon A. viridis 1 81
A. compressa 1, 43 77, 78, 96
Niphates Niphates sp. 2,3 83
Niphates sp. 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 88, 90
Niphates sp. 33,34 93
Cribrochalina  Cribrochalina sp. 14, 15 87
Phloeodictyidae Calyx C. podatypa 28, 29, 30, 31, 32 92
Callyspongidae Callyspongia C. fibrosa 41 95
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do tipo manzamina B (104) seriam provenientes da condensa-
¢do de duas unidades C;y, duas unidades C3, amdnia ¢ uma
unidade triptofano, segundo a rota retrobiossintética proposta
por Baldwin e Whitehead'!"!'2 (Esquema 13). A biogénese de
alcaléides do tipo manzamina A teria origem andloga aos
alcaléides do tipo manzamina B, com algumas etapas adicio-
nais para a formagdo do sistema pentaciclico. Os autores ndo
somente propuseram a origem biossintética destes alcaldides,
como também assinalaram que intermedidrios da rota de bios-
sintese de alcalgides do tipo manzamina A e B, notadamente
(109) (Esquema 13), seriam possivelmente isolados de espéci-
es correlatas de esponjas marinhas. De fato, apesar de nio
mencionadas por Baldwin e Whitehead, as haliclaminas A (110)
e B (111) foram previamente isoladas de uma esponja do géne-
ro Haliclona'®. A proposta destes autores vai de encontro
aquela inicialmente levantada por Cimino et al."!"'?°, que su-
geriram uma origem biogenética comum para diferentes clas-
ses de alcal6ides isolados de esponjas da Ordem Haplosclerida,
incluindo ndo somente aqueles acima mencionados, como tam-
bém alcaléides do tipo petrosinas de esponjas do género
Petrosia'*™'? [p. ex., petrosina A (112)], xestosponginas de
esponjas do género Xestospongia'®® [p. ex., xestospongina A
(113)] e halitoxinas. Além destes, pode-se incluir igualmente a
papuamina (=haliclodiamina) (114) isoladas de dois diferentes
espécimens de Haliclona'*'¥!, Recentemente uma grande vari-
edade de substéncias correlatas foi isolada de uma série de es-
ponjas da ordem Haplosclerida: as xestociclaminas A (115) e B
(116), de Xestospongia sp.'32"34, a ingenamina (117) e ingaminas
A e B andlogas de Xestospongia ingens'*>'%, a madangamina A
(118) igualmente de Xestospongia ingens'*®, a haliciclamina A
(119) de Haliclona sp.'”, duas1,2,3,4-tetrahidro-8-hidroximan-
zaminas isoladas de duas esponjas, Petrosia contignata e
Cribrochalina sp.'*®, e a kauluamina (120), recentemente isola-
da da esponja Prianos sp.'¥. O isolamento da keramafidina C
(121) e da keramamina C (122), junto da keramafidina B (123)
da esponja Amphimedon sp.'*'*! praticamente corrobora a hi-
pétese de biossintese de Baldwin e Whitehead.

Esquema 13

QUIMICA NOVA, 20(2) (1997)

Na maioria destas Gltimas referéncias'3%134136-141 g autores

propdem rotas de biossintese para os compostos isolados base-
adas na proposta original de Whitehead e Baldwin. Além dis-
so, Crews et al.'® sugerem, pela primeira vez, a utilizagdo
destes alcaléides como marcadores quimiotaxondmicos,
excluindo, contudo, a maioria dos alcaldides 3-alquilPiridini-
cos, excegdo feita s ciclostelletaminas A-F (35)-(40)%.
Tendo-se em vista as estruturas das haliclaminas A (110) e
B (111), ndo se pode deixar de notar seu paralelismo com
alcaléides alquilpiridinicos como as ciclostelletaminas (35)-(40)
isoladas de Stelleta maxima, ou ainda as nifatoxinas (33) e
(34) de Nifates sp. Outro fato que merece destaque € que a
maioria dos alcaléides alquilpiridinicos, do tipo manzaminas
A-C e andlogos, haliclaminas, petrosinas, xestosponginas € os

(110): haliclamina A
(111): Al4,15 haliclamina B

112y (113)

114)

(116) amn (s

(121) 122) (123)
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outros mencionados foram isolados de esponjas da Ordem
Haplosclerida, com excecdo feita aqueles isolados das esponjas
Ircinia sp."* (Subclasse Ceractinomorpha, Ordem Dictyocera-
tida, Familia Thorectidae), Theonella swinhoei®* (Subclasse
Tetractinomorpha, Ordem Lithistida, Familia Theonellidae) e
Stelleta maxima®® (Subclasse Teractinomorpha, Ordem Choris-
tida, Familia Stelletidae). O género Prianos'® provavelmente
pertence 2 Ordem Haplosclerida, e ndo Poescilosclerida como
assinalado pelos autores. Além disso, considera-se o género
Prianos como uma variedade de Xestospongia, este iltimo es-
treitamente relacionado ao género Haliclona. Cabe ainda assi-
nalar que o voucher de Stelleta maxima® foi revisto por van
Soest, que observou a presenga de uma espécie do género
Haliclona recobrindo S. maxima'?, colocando em divida a
origem dos compostos isolados. A ocorréncia de alcaldides
alquilpiridinicos em esponjas do gé&nero Amphimedon, Callys-
pongia, Cribrochalina e Niphates (todas pertencentes a Familia
Niphatidae, exce¢io feita a Callyspongia, atualmente perten-
cente as Callyspongidae'*®) deve-se possivelmente a heranga
genética e nao a aquisi¢do independente. Tais compostos po-
dem ser uma bemvinda sinapomorfia adicional (i.e., um
caractere que define um grupo natural) as esponjas da Ordem
Haplosclerida, Ordem esta até o momento caracterizada por
caracteres anatdmicos mal definidos'*4. Por outro lado, o su-
porte para a hipdtese de uma origem evolutiva comum para
esponjas da Ordem Haplosclerida depende tanto do isolamento
de outros metabdlitos secunddrios relacionados biogeneticamen-
te como a verificagdo de que compostos correlatos isolados de
géneros distantes (Stelletta, Theonella) se deve ou a homoplas-
ticidade (paralelismo evolutivo) ou a aquisi¢do independente
(rotas biogenéticas distintas ou transmissdio horizontal através
de microssimbiontes).

No caso dos alcaléides alquilpiridinicos, poderia se supor
que sua formag¢dio segue uma rota paralela a da formagio dos
alcaléides do tipo manzamina, na qual os intermedidrios do
tipo haliclamina sofreriam oxidagio, dando origem aos nticleos
aromdticos piridinicos, conforme os Esquemas 14, 15 e 16.
Fundamentando nossa hipétese, Crews et al.'*® incluiram, pela
primeira vez, alcaléides 3-alquilpiridinicos na rota de biossin-
tese dos alcaldides de esponjas da Ordem Haplosclerida. Po-
rém, como a realizagdo de experiéncias de incorporagdo de
compostos marcados isotopicamente em esponjas marinhas é

J  haliclaminas
n=2,m=4)

—_—
[O] nos anéis
{H] nas cadeias alifaticas
=
2wt '
n
Jn
+ =
F

N

ciclostellctaminas: N =1
(n=4,5,6; m=45,6)

halitoxinas ¢ (41): N> 4

com n ¢ m varidvel. Cadeias
ramificadas no caso das halitoxinas ¢
cadcias saturadas ¢ insaturadas no

caso das amphitoxinas

Esquema 14

nifatoxinas
m=3,m=3cd)

Esquema 15

i 1.[O] nos anéis
2.Funcionalizagio
das cadcius alifiiticus =~ X m"'R

CHO
NH, x

|

irmwmw

cribroch
nifatinas, ikiminas, nifatesinas
xcstaminas

Esquema 16

severamente limitada pelos motivos expostos acima, acredita-
mos que dificilmente quaisquer destas hipSteses poderd ser
verificada experimentalmente.

ABREVIACOES E LEGENDAS PARA AS ESTRUTURAS

*, atribui¢des intercambidveis; RMN-'H, ressonincia mag-
nética nuclear de hidrogénio; RMN-'3C, ressonéncia magnética
nuclear de carbono 13; COSY 'H-'H, espectro de correlagio
homonuclear de préton; HETCOR 'H-'3C, espectro de correla-
cdo heteronuclear direta IH.13¢; HMQC, espectro de correla-
¢io heteronuclear direta 'H-'3C com sonda inversa; HMBC,
espectro de correlagio heteronuclear a longa distancia 'H-"*C
com sonda inversa;, HPLC, cromatografia liquida de alto de-
sempenho; FABMS, espectrometria de massas por bombardea-
mento rdpido de dtomos; EIMS, espectrometria de massas por
impacto eletrénico; UV, espectroscopia no ultravioleta; IV, es-
pectroscopia no infravermelho; TOCSY (total correlation spec-
troscopy), espectroscopia de correlagio total 'H-'H.

NOTA ENVIADA APOS A REVISAO FINAL

Recentemente tomamos conhecimento de que Andersen ef
al. publicaram no primeiro semestre de 1996 uma revisio
intitulada “3-Alkylpiperidine Alkaloids Isolated from Marine
Sponges in the Order Haplosclerida” (Andersen, R. J., van
Soest, R. W. M., and Kong, F., em Alkaloids: Chemical and
Biological Perpesctives, S. W. Pelletier ed., Pergamon Press,
1996, vol. 10, p. 301-355), na qual discutem de maneira
aprofundada e definitiva a distribui¢do de alcaldides 3-
alquilpiperidinicos, incluindo 3-alquilpiridinicos, em esponjas
marinhas de Ordem Haplosclerida. Os autores deste trabalho
propSem uma rota de biossintese para alcaldides 3-alquilpiridi-
nicos idéntica aquela por nés proposta nos esquemas 14, 15 e
16. Gostarfamos aqui de expressar nossa mais profunda cons-
ternagdo por ndo termos tomado conhecimento prévio do tra-
balho destes autores.
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