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RESUMO

As esponjas sao organismos comumente encontrados no meio marinho. Apresentam
vérias e destacadas fungfes dentre elas: aplicacdes no mercado de éleo essenciais, shampoos,
farmacos, e como indicadores ambiental. Conhecidas por serem ricas em metabolitos
secundarios, fontes potenciais de alguns metabdlitos Unicos, o que inclui substancias citotdxicas
e com atividade anticancerigena, as esponjas tém sido extensamente estudadas em todo o
mundo.

Cerca de 5000 espécies de esponjas conhecidas pertencem ao ambiente marinho mas
apenas 150 espécies sdo encontradas unicamente em agua-doce- No Brasil, os estudos com
esponjas de agua-doce sdo minimos perto da grande quantidade de espécies existentes.
Quimicamente, nada foi feito. Na Amazonia, varias esponjas sdo causadoras de casos de
dermatite de contato em ribeirinhos, 0 mecanismo de ocorréncia ainda é desconhecido e podem
vir a ser atribuidos a sua composi¢cao micromolecular.

Diante destas informacbes, é observada a deficiéncia de um estudo preciso das
esponjas de agua-doce. Este projeto é voltado para a realizacdo de estudos quimicos com
estes animais, colocando em pauta esponjas dos géneros: Drulia, Metania e Spogilla.

Os resultados obtidos neste projeto sédo exclusivos e preliminares para uma nova fase
de estudos com focos mais amadurecidos voltados para esponjas de agua-doce da Amazobnia.

Inibicdo de colinesterases, avaliagbes quimicas preliminares, atividade antioxidante e
analises inorgénicas foram realizadas, mostrando que o potencial de estudo é ainda maior que
o imaginado anteriormente e a continuidade do trabalho promete resultados muito

interessantes.



ABSTRACT

Sponges are organisms currently observed at marine environment. They have several
functions to human beings, including: market applications of essential oils, shampoos, drugs,
and as an environmental indicator. Known to be rich in secondary metabolites, potential sources
of unique metabolites, which include substances with cytotoxic and anticancer activity, sponges
have been extensively studied all over the world.

About 5000 known species of sponges belonging to the marine environment but only
150 species are found only in fresh-water. In Brazil, studies with fresh-water sponges are
minimal near the large amount of existing species. Chemically, nothing was done. Sponges in
the Amazon are responsible for several cases of contact dermatitis bordering on the mechanism
of occurrence is still unknown and could be attributed to their micromolecular composition.

Considering this information, is observed the deficiency of a specific study of fresh-water
sponges. This project is aimed for studies chemicals with these animals, specially sponges of
Drulia, Metania and Spogilla genus.

The results of this project are unique and preliminary to a new phase of studies to focus
more mature towards fresh-water sponges of the Amazon.

Cholinesterasis inhibition, preliminary chemical evaluation, anti-oxidant activity and
inorganic analysis were performed, showing that the potential of this study is even bigger than

the initially imagine and the continuing of this study promise very interesting results.



1. INTRODUCAO

As esponjas sao consideradas o grupo de animais Metazoarios mais simples pela sua
estrutura e a pequena interdependéncia entre as suas células, ficando um nivel um pouco
acima dos protozoarios que formam colénias. Esponjas de dgua doce representam apenas 1%
do total de esponjas existentes no mundo.

As esponjas podem filtrar a cada hora um volume de 4gua correspondente a dez vezes
seu préprio tamanho. Além do grande volume filtrado, ja foi demonstrado sua capacidade de
retirar até 100% das bactérias presentes na agua, 0 que representa um possivel papel na
manutencdo da qualidade da agua, especialmente onde as esponjas sdo muito abundantes.
Elas séo ricas em metabdlitos secundarios, que podem vir a serem utilizados pelas industrias
quimica e farmacéutica.

Se por um lado estas esponjas podem possuir substancias bioativas para o tratamento e
cura de diversas doencas, por outro lado os episddios de contato com sua estrutura silicosa
geram dermatites graves, em especial para as espécies amazodnicas, provocando grande
namero de ocorréncias em hospitais da regiao.

Recurso da biodiversidade ainda inexplorado, o estudo quimico desses animais é de
extrema importancia, uma vez que impactos ambientais podem levar a sua extingdo. Visando
descrever a composicao de esponjas-de-agua-doce amazonicas dos géneros Drulia, Metania e
Spongilla, diversos espécimes foram analisados por técnicas cromatograficas e em ensaios
biolégicos em modelos de Artemia salina, Antioxidante frente ao radical livre DPPH,

anticolineasterase e anticancer, além de ensaios iniciais de prospeccao fitoquimica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente projeto ilustra um dos muitos nichos de estudo ainda completamente
desconhecido do homem: a constituicdo quimica das esponjas da Amazénia.

Esponjas sdo os animais pluricelulares mais antigos que existem, fato atestado tanto
pelos estudos filogenéticos quanto pela presenca de fbésseis datados do periodo Pré-
Cambriano. Consistem de populacdes de células embebidas em uma matriz gelatinosa
sustentada por estruturas calcareas ou silicosas, geralmente com formas aciculares, chamadas
de espiculas. Existem mais de 5000 espécies de esponjas classificadas no filo Porifera, que é
composto por trés grupos distintos: Hexactinellida, Demospongiae e Calcarea®.

A caracteristica primitiva das esponjas faz com que apresentem biomembranas Unicas.
Estas membranas possuem uma alta proporcdo de &cidos graxos pouco comuns?. Desde a
década de 1950, mais de 5500 metabdlitos produzidos por esponjas foram relatados em mais
de 3000 artigos cientificos®. Diversas substancias obtidas de esponjas apresentam estruturas
marcadamente diferentes daquelas produzidas por outros seres e, muitas vezes, com ac¢des
farmacologicas unicas.

Apesar de mais de 5000 das espécies de esponjas conhecidas pertencerem ao
ambiente marinho, cerca de 150 espécies sao encontradas unicamente em agua-doce. As
esponjas de agua-doce, como todas as esponjas marinhas, contém poros, através dos quais
fitram grandes quantidades de agua, capturando pequenas particulas e principalmente
bactérias para sua alimentacéo®.

No Brasil, os primeiros registros de esponjas de agua doce foram feitos a partir da
segunda metade do século XIX, sobre espécimes coletados na Amazbnia por naturalistas e
viajantes europeus, totalizando 17 espécies, das quais 13 ainda constituem espécies validas.
Estudos abrangentes sobre a taxonomia de esponjas de agua doce Brasileiras foram realizados
por Volkmer-Ribeiro e colaboradores %78, com destaque para as da Regido Amazonica, sendo
atualmente descritas 44 espécies de esponjas de 4gua doce no Brasil, distribuidas em 20
géneros®.

Além de serem conhecidas por serem ricas em metabdlitos secundarios, fontes
potenciais de metabdlitos Unicos, incluindo substancias citotoxicas e com atividade
anticancerigena, as esponjas sao consideradas excelentes indicadores ambientais devido ao
modo de alimentacdo por filtracdo, que exple estes organismos a quaisquer compostos

presentes na agua*!41>1¢ o que motiva estudos de composicdo quimica organica e inorganica.
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O estudo de esponjas de agua doce na Amazbnia apresenta diversos pontos de
interesse, sejam eles ecoldgicos, como indicadores de elementos ambientais, uma vez que sao
filtradoras da agua em que vivem; econémicos, para a producdo de ceramicas nobres, como
chips de computador®?; entre varios outros, que incluem o conhecimento para a preservagio
da espécie.

Algumas destas esponjas provocam grande numero de ocorréncias em hospitais da
regido Amazodnica por episodios de contato que geram dermatites graves. O mecanismo de
ocorréncia dos danos ainda ndo estd completamente elucidado e deve ser mais bem estudado,
podendo ser atribuido a composicdo micromolecular das esponjas. Ha, ainda, questdes
comerciais ligadas a questdo ecoldgica. Varios peixes dos lagos Amazdnicos se alimentam
destas esponjas, tendo sido encontradas espiculas em seus aparelhos digestivos.

Os estudos quimicos envolvendo esponjas de &gua-doce s&o raros, ndo sendo
facilmente encontrados na literatura. Um artigo recente apresenta uma revisdo das cerca de
100 substancias, entre esterois, acidos graxos e lipidios novos, raros ou pouco usuais,
identificadas em extratos apolares de esponjas de agua-doce?.

No Brasil, os estudos com esponjas ainda sdo minimos frente a quantidade de espécies
existentes!!. Com relacéo as esponjas de agua doce, ndo ha nenhum estudo quimico relatando
a composicao destes animais, o que constitui um imenso e verdadeiro hiato no conhecimento
da biodiversidade Amazbnica.

Uma vez que uma Unica substancia que apresente um esqueleto inédito pode levar a
constituicdo de uma nova classe de “lead compounds”, uma molécula base para a producédo de
farmacos que se tornem alternativas ao tratamento de diversas doencas no futuro, como para a
tuberculose, o cancer, a AIDS, o Mal de Parkinson ou de Alzheimer, o conhecimento da quimica
de metabdlitos secundérios destes animais ira contribuir de uma forma inigualadvel para a

evolucdo da quimica de metabdlitos secundarios e, talvez, de novos farmacos.
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3 METODOS UTILIZADOS

As esponjas foram coletadas em lagos Amazbnicos por zodlogos experientes na area,
foram imediatamente congeladas e transportadas para laboratério. A identificacdo foi feita pela

Dra. Cecilia Volkmer Ribeiro do Instituto de Zoobotanica do Rio Grande do Sul.

3.1 Anélises espectrométricas
3.1.1 Fluorescéncia de raios-x

Foi utilizado o método de fluorescéncia de raios-x por dispersdo de energia (EDX) em
estado solido, sendo analisados os elementos compreendidos entre o sddio e o0 uranio.
3.1.2 Espectometria de Massas

As andlises por espectometria de massas foram realizadas através do acoplamento ao
comatografo em fase gasosa. Os extratos obtidos em hexano foram submetidos a analise por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) e por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM).

3.2 Determinagdo de Compostos Fendlicos Totais

Foi adicionado 1,5mL da solucéo do reagente de Folin Ciocateu a 0,2mL de solug&o de
cada amostra (extrato e padao). Apos 5 minutos foi adicionado 1,5mL da Solu¢gdo Tampéo de
bicarbonato de sédio. A leitura foi feita a 725nm apds 90 minutos.
3.3 Toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Foram realizados ensaios frente ao microcrustaceo Artemia salina visando avaliar o
potencial toxico para 0s extratos em hexano, acetato e metanol das espécies. Os ensaios foram
realizados segundo o método desenvolvido por Meyer et al (1982). Como controle foi utilizado
Lapachol® e os dados foram tratados no software estatistico Probitos.
3.4 Atividade inibitéria a enzima acetilcolinesterase

A avaliagdo qualitativa da atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase foi efetuada
de acordo com o ensaio enzimatico descrito por Ellman et al. (1961) e modificado por Rhee et
al. (2001). Eserine é utilizado como padrédo neste ensaio. A inibicdo da atividade enzimatica é
sugerida pelo surgimento de manchas esbranquicadas sob um fundo amarelo.
3.5 Atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

Foi realizado o ensaio qualitativo frente ao radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)
visando avaliar o potencial redutor das amostras. Quercertina foi utilizada como padrdo. O
potencial antioxidanete frente ao DPPH é sugerida pelo surgimento de manchas amarelas sob

um fundo lilds. O ensaio foi realizado em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fluorescéncia de raios-x
Foram analisadas trés amostras provenientes de duas espécies do género Drulia,
coletadas em uma mesma regido: Drulia uruguayensis e Drulia cristata. Na regido de coleta no
rio Tapajés néo foi observada qualquer presenca humana (choupanas, casas, vilas, etc) a dois
quildbmetros a montante do ponto de coleta e somente um quildbmetro a jusante (Vila de
Aramanai). Sendo assim, quaisquer que fossem as caracteristicas da 4gua do rio Tapajés no
periodo em que estiveram expostas, 0s espécimes estiveram expostos as mesmas condicoes.
Nas duas espécies foi observada a presenca, ja esperada, de silicio em grande
guantidade, proveniente das espiculas que formam o esqueleto deste tipo de esponja.
Em Drulia uruguayensis foram detectadas a presenca de fésforo, enxofre, cloro, vanadio,
zirconio, ferro e cobre .
Em Drulia cristata,a analise confirmou a presenca de fésforo, cloro, vanadio, ferro e
cobre. Além disso, em Drulia cristata foram detectados aluminio e manganés .
A sobreposicao dos gréficos (llustracao 01) permite a comparacdo dos espectros das
amostras das duas espécies e a observagéo da presenca de zirconio e de manganés em cada

uma delas.
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llustracéo 01- Gréfico do Espectro de Fluorescéncia de Raios-X das amostras de Drulia
cristata e Drulia uruguayensis sobrepostas.

Através dos padrbes externos utilizados para a quantificagdo dos principais elementos
detectados foram observadas variagdes nas trés amostras analisadas de cada espécie.

Entre os elementos encontrados em Drulia uruguayensis, magnésio foi o que mais
variou entre as trés amostras da espécie.

Isso também acontece nas amostras de Drulia cristata, onde o aluminio é o elemento
gue apresenta maior variacao entre as amostras e o ferro, vanadio e cobre apresentam maior

semelhanca.
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Ao comparar os elementos presentes nas espécies também foi possivel observar
variagdes (llustragdo 02). Em Drulia uruguayensis foi analisada a grande presenca de magnésio
diferente da Drulia cristata que possui uma grande quantidade de sédio.

O Ferro, o Cobre e o Vanadio estdo presentes nos dois géneros em concentracdes
parecidas.

Comparagao entre as espécies

S———  — " —

Ti Br Ca Cu cl S Sc Sr Fe Se Si V Zn Zr Mn Al Mg Na

W D. Cristata M D. Uruguayense

llustracéo 02- Grafico da comparacéo dos elementos quimicos presente nas amostras de
Drulia cristata e Drulia uruguayensis.

N&o se pode afirmar em nenhum dos casos que 0s elementos aqui encontrados sejam
constituintes das espécies estudadas. Uma vez que as esponjas sao animais filtradores, estes
podem estar concentrando seletivamente os metais observados e este fato é de grande

interesse.

4.2 Espectometria de massas

As andlises por espectometria de massas foram realizadas com os extratos apolares
feitos em hexano de trés espécies de esponjas, a Drulia Browni, a Metania reticulata e a Drulia
cristata, coletadas no lago acima da Praia da Lua, na Praia do Tupé e no rio Tapjjos,
respectivamente.

Em todas as espécies os resultados evidenciaram a presenca de acidos graxos,
hidrocarbonetos, esterdis e outros.

Em Drulia cristata cerca de 67,13% da composi¢cdo sao esterodis; 17,48% sdo acidos
graxos; 9,65% sao hidrocarbonetos e 7,11% sdo outros compostos. Para Drulia browni
verificou-se que cerca de 82,55% sdo esterdis; 10,65% sdo &cidos graxos; 4,41% sé&o
hidrocarbonetos e 2,58% sao outros. Na Metania reticulata cerca de 77,94% sao esterdis;
18,05% sao acidos graxos; 0,51% sao hidrocarbonetos e 4,48% sdo outros compostos.

Alguns resultados estdo de acordo com a literatura, comprovando a presenca de

esterois e acidos graxos em esponjas de agua-doce.
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4.3 Determinagdo de Compostos Fendlicos Totais

Esta andlise foi realizada com extratos polares feitos em metanol de trés espécies de
esponjas, a Drulia browni (2), Drulia cristata e a Metania reticulata, coletadas no Lago do
Janauari e acima da Praia da Lua , no lago de Aramanai e no lago do Tupé, respectivamente.

A curva de calibracdo do acido galico, usado como padréo foi satisfatéria tendo um
coeficiente de correlacao de 0,9998.

Os resultados obtidos (Tabela 01) sdo bem relevantes ao levar em consideracdo que as
esponjas sao seres vivos e nao plantas, fazendo com que a Metania reticulata seja a que

apresente a melhor média de fendis com 7,16mg EAG/g do extrato.

Tabela 01 — Resultados referentes ao Ensaio de Fendis Totais

AMOSTRA
Concentracdo (mg EAG/g do
Absorvancia extrato) Desvio
Extrato (mg/mL) 1 2 3 1 2 3| MEDIA Padréo
D browni — Janauari 0,031 ]0,049|0,032|1,761161749 | 4,541943|1,915649622 | 2,739585 | 1,562798384
D.browni - Praia da Lua |0,035|0,025|0,023| 2,37911324 | 0,834235 | 0,525258767 | 1,246202 | 0,993218061
D.cristata — Aramanai 0,103 | 0,065 | 0,060 | 12,88428858 | 7,013749 | 6,241310057 | 8,713116 | 3,632929404
M.reticulata — Tupé 0,065 |0,061]0,072 | 7,013749421 | 6,395798 | 8,09516453| 7,168237 | 0,860152072

Estes resultados foram obtidos de extratos de solvente polar, o que pode vir a

comprovar a presenca de fendis derivados de &cido benzdico ou de esterdis, identificados nos

espectros de massas dos extratos obtidos de solvente apolar.

4.3 Toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Esta andlise foi realizada com o extrato bruto das espécieas Drulia broni, Drulia cristata,

Drulia uruguayensis, Metania fittkaui e Metania reticulata , coletadas no Lago do Janauari,

acima do rio Tapajos (2), na Comunidade de Bom Jesus e no Lago do Tupé, respectivamente.

Os extratos foram exraidos em hexano, acetato de etila e metanol.

O padrdo apresentou um comportamento adequado para dose letal 50%, tornando o

ensaio preciso.

Os resultados obtidos no programa estatistico para todos os solventes usados nas seis

espécies de esponjas estdo muito acima da curva alcangada com o Lapachol, o que indica que

para todos os extratos utilizados neste ensaio o resultado € negativo (Tabela 02).

Nenhuma das espécies estudadas no presente projeto apresenta tocixicidade frente ao

microcrustaceo Artemia Salina.
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Tabela 02 — Resultados obtidos no Ensaio Citotoxico frente ao microcrustaceo Artemia Salina.

ESPECIES DOSE LETAL (50%) pg/mL

HEXANO | ACETATO | METANOL

Lapachol (Padréo) 23,7961 23,7961 23,7961
Drulia browni 282,9351 | 282,9351 282,9351
Drulia cristata 92,36211 | 230,2570 230,2255

Drulia uruguayensis 102,6366 | 1649,497 71,46429

Metania fittkaui 149,7048 | 230,2570 139,4833

Metania reticulata 149,7084 | 230,2570 230,2570

4.5 Atividade inibitéria a enzima acetilcolinesterase

Esta andlise foi realizada com o extrato bruto de cinco espécies de esponjas Drulia
browni, Drulia cristata, Drulia uruguayensis, Metania reticulata e Metania fittkaui, coletadas no
Lago do Janauari, acima do rio Tapajos (2), no Lago do Tupé e na Comunidade de Bom Jesus,
respectivamente. Os extratos foram obtidos através de acetato de etila e metanol. O resultado
do padrao utilizado foi satisfatério, confirmando assim o sucesso do ensaio.

No extrato obtido em acetato de etila, as cinco espécies apresentaram atividade inibitoria
(llustragéo 03).

llustracéo 03 - Placa de acetilcolineasterase em acetato, (1) Drulia browni; (2) Drulia cristata;
(3) Drulia uruguayensis; (4) Metania reticulata; (5) Metania fitthaui e (6) Solvente.

Ja no extrato obtido em metanol, as cinco espécies apresentaram atividade inibitéria a

enzima (llustracéo 04).

llustracé@o 04 - Placa de acetilcolineasterase em metanol, (1) Drulia browni; (2) Drulia cristata;
(3) Drulia uruguayensis; (4) Metania reticulata; (5) Metania fittkaui e (6) Solvente.



17

O grau de inibicdo comparativo para todas as espécies nos dois solventes pode ser
observado na Tabela 03, onde a Metania reticulata e a Metania fittkaui apresentaram maior

atividade inibitéria nos dois solventes utilizados neste ensaio.

Tabela 03- Resultado qualitativo para o Ensaio de inibi¢do a enzima de Acetilcolineasterase.

Espécie Acetato Metanol
Eserine (padrao) + + + + + +
Drulia browni + + +
Drulia cristata + + + + ¥
Drulia uruguayensis + + + + +
Metania reticulata + + + + + +
Metania fittkaui + + + + + +

Os resultados obtidos aqui sdo resultados qualitativos quanto a inibicdo da enzima,
serdo realizados ensaios quantitativos onde sera possivel analisar e comparar de uma forma

mais exata a atividade de cada espécie.

4.6 Atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

Esta analise foi realizada com as cinco espécies de esponjas: Drulia browni, Drulia
cristata, Drulia uruguayensis, Metania reticulata e Metania fittkaui, coletadas no Lago do
Janauari, acima do rio Tapajos (2), no Lago do Tupé e na Comunidade de Bom Jesus,
respectivamente. O ensaio foi realizado com os extratos brutos das espécies nos trés solventes
hexano, acetato e metanol.

O resultado alcangado com o a Quercetina (padréo) foi considerado satisfatorio, o que
confirma a eficacia do ensaio.

Em hexano, acetato e metanol os resultados obtidos foram negativos (llustracdo 05), o
gue descarta a atividade antioxidade nos extratos das cinco espécies de esponjas de agua-

doce estudadas neste projeto.

T — - - — O ——— " i — .

llustracéo 05 - Placa para DPPH em hexano. (1) Drulia browni; (2) Drulia cristata; (3) Drulia uruguayensis;
(4) Metania reticulata; (5) Metania fittkaui; (6) Quercetina (Padréo).
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5 CONCLUSAO

Todos os resultados obtidos neste projeto sdo de suma importancia para a ciéncia ja que
trata-se do estudo quimico inédito e exclusivo de esponjas de agua-doce da Amazonia.

Os resultados obtidos em fluorescéncia de raios-x mostram o comportamento das duas
espécies quanto a filtracdo da &gua com seletividade de metais, 0 que com estudos mais
profundos podem vir a ser um modo de caracterizar cada espécie e a sugerir novos sistemas de
concentracdo e monitoramento destes metais.

A presenca de esterdis e acidos graxos em esponjas de agua doce citada em um dos
Unicos artigos encontrados sobre essas esponjas na literatura pode ser confirmada com os
resultados observados em espectros de massas com extratos apolares e com 0 ensaio para
Determinacdo de Compostos Fendlicos Totais, feito com extrato bruto polar de algumas
espécies de esponjas. O isolamento e identificacdo de cada um deles em etapas posteriores ira
gerar importantes comunicacdes cientificas sobre a sua composicéo.

Os resultados encontrados para toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina e
para antioxidante frente ao radical livre DPPH mesmo que negativos sao interessantes, pois
apartir destes ensaios preliminares outros ensaios com relacdo a atividade antioxidante e a
toxicidade ndo serdo necessarios.

Os ensaios (qualitativos) de atividade inibitério de acetilcolinesterase mostraram a
excelente agdo dos extratos. Ensaios quantitavos para a inibicdo desta enzima seréo realizados
a fim de confirmar com exatid&o os resultados obtidos no ensaio qualitativo.

Os ensaios realizados aqui mostraram um pouco do comportamento e da composi¢ao
de algumas espécies de esponjas em analises preliminares. Todas as informacdes coletadas
neste projeto servirdo de base para estudos mais avangados e com um foco mais direcionado

nesta area de pesquisa para esponjas de agua-doce da Amazobnia.
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