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RESUMO

As esponjas séo conhecidas por serem excelentes indicadoras ambientais, mas destacam-
se por conterem metabdlitos secundarios Unicos, incluindo substancias citotéxicas e com atividade
anticancerigena. Cerca de 15000 espécies de esponjas conhecidas pertencem ao ambiente
marinho e aproximadamente 200 espécies sdo encontradas unicamente em agua-doce- No Brasil,
0s estudos com esponjas de 4gua-doce sdo minimos perto da grande quantidade de espécies
existentes. Na Amazodnia varias esponjas sdo causadoras de casos de dermatite de contato em
ribeirinhos, o mecanismo de ocorréncia ainda € desconhecido e pode vir a ser atribuida a sua
composicdo micromolecular. Diante destas informagBes € observada a deficiéncia de estudos
precisos das esponjas de agua-doce. Este projeto € continuacdo de um anterior onde foram
realizados estudos quimicos e ensaios preliminares com o intuito de conhecer a composi¢do de
esponjas de agua-doce da Amazobnia e é voltado para a realizacdo do isolamento de acidos graxos
e esterodis, presentes majoritariamente na esponja de agua-doce da espécie Drulia browni. Das
coletas das esponjas desta espécie realizadas em outubro de 2008, na praia-da-lua, em Manaus,
foram obtidos extratos em hexano, acetato de etila e metanol. Com o0s extratos obtidos em hexano
foram realizados fracionamentos com cromatografia de troca-ibnica e em coluna aberta de silica. Ja
com os extratos de média polaridade, obtidos em acetato de etila, foram realizados fracionamentos
utilizando cromatografia em coluna aberta e cromatografia em camada delgada preparativa. Fracdes
ja purificadas foram encaminhadas a analise por espectrometria de massas e estdo em fase de
estudo dos espectros obtidos. Os extratos de alta polaridade foram fracionados em cromatografia
em coluna aberta de silica em fase normal comum e flash, tendo sido isoladas duas substancias
gue estdo em fase de identificacdo. Os resultados deste projeto sdo exclusivos e preliminares para
uma nova fase de estudos com focos mais amadurecidos voltados para esponjas de agua-doce da

Amazonia.



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 protozoérios que formam coldnias. Esponjas de agua doce representam apenas 1% do total de
esponjas existentes no mundo.

As esponjas podem filtrar a cada hora um volume de &gua correspondente a dez vezes seu
préprio tamanho. Além do grande volume filtrado, j& foi demonstrado sua capacidade de reter
grande quantidade das bactérias presentes na dgua chegando até 100% em alguns casos, o0 que
demonstra um possivel papel na manutencdo da qualidade da &agua, especialmente onde as
esponjas sao muito abundantes. Elas sdo ricas em metabdlitos secundarios, que podem vir a ser
utilizados pelas industrias quimica e farmacéutica.

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

Recurso da biodiversidade ainda inexplorado, o estudo quimico desses animais € de
extrema importancia, uma vez que impactos ambientais podem levar a sua extingao.

No presente estudo foram realizadas analises como cromatografia em Coluna de troca
ibnica, Cromatografia em camada delgada, Cromatografia em camada delgada preparativa,
Espectometria de massas e Analise por Infravermelho com os extratos obtidos da esponja Drulia

browni visando um esclarecimento maior sobre a composicdo quimica de esponjas de agua-doce.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

Esponjas sdo os animais pluricelulares mais antigos que existem, fato atestado tanto pelos
estudos filogenéticos quanto pela presenca de fbsseis 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 15000 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 proporcéo de acidos graxos pouco comuns?. Desde a década de
1950, mais de 5500 metabdlitos produzidos por esponjas foram relatados em mais de 3000 artigos
cientificos. Diversas substéncias obtidas de esponjas apresentam estruturas marcadamente
diferentes daquelas produzidas por outros seres e, muitas vezes, com acdes farmacoldgicas
Unicas?®.

Apesar de mais de 5000 das espécies de esponjas conhecidas pertencerem ao ambiente
marinho, cerca de 150 espécies sdo encontradas unicamente em agua-doce?.

No Brasil, os primeiros registros de esponjas de agua doce foram feitos a partir da segunda
metade do século XIX, sobre espécimes coletados na Amazdnia 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 Amazobnica, sendo
atualmente descritas 44 espécies de esponjas de dgua doce no Brasil, distribuidas em 20 géneros®.

Além de serem conhecidas por serem ricas em metabdlitos secundarios, fontes potenciais de
metabdlitos Unicos, incluindo substéncias citotoxicas e com atividade anticancerigena, as esponjas
sdo consideradas excelentes indicadores ambientais devido sua alimentacéo por filtracdo e o fato
de serem sésseis, que expde estes organismos a quaisquer compostos presentes na agual®41 16
0 que motiva estudos de composicdo quimica organica e inorganica.

O estudo de esponjas de agua doce na Amazénia apresenta diversos pontos de interesse,
sejam eles ecoldgicos, como indicadores ambientais, uma vez que sao filtradoras da agua em que
vivem; econdmicos, para a producdo de ceramicas nobres, como chips de computador®®; entre

varios outros, que incluem o conhecimento para a preservacao da espécie.



Algumas destas esponjas provocam grande ndimero de ocorréncias em hospitais da regido
Amazoénica 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 composicao micromolecular das esponjas. Ha, ainda, questbes comerciais ligadas a
questao ecoldgica. Varios peixes dos lagos Amazonicos se alimentam destas esponjas, tendo sido
encontradas espiculas em seus aparelhos digestivos.

Os estudos quimicos envolvendo esponjas de agua-doce séo 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?.

A primeira andlise detalhada de uma espécie de agua-doce, Spongilla wagneri, foi relatada
por Laseter e Poirrier em 1970.° Os autores identificaram a presenca de acidos graxos C24:0(5,7%)
e C24:1(3,2%) no exterior da gémula. A presenca de acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA)
(C24/C28) em esponjas de agua doce foi relatada pela primeira vez em 1981 por Bembitsky.? Estes
acidos foram isolados de esponjas pertencentes ao lago Baikal, na Rulssia, para os géneros
Lubomirskia e Baicalospongia. Os estudos realizados mostraram que as esponjas do Lago Baikal
possuem um numero incomum e raro de &cidos graxos. Diversos destes acidos possuem padréo

variado de ramificages, como o &cido trimetiltetradecandico (Figura 1).
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llustragao 01. Estrutura quimica de acido graxo observado em esponjas de agua-doce

Acidos graxos poliinsaturados tém sido apontados atualmente como uma das principais
fontes de substancias protetoras de artérias, além de serem indicados na terapéutica de diversos
males, de inflamacdes a protecéo do sistema nervoso e imune.

Em conjunto com os &cidos graxos, esterdis de estrutura pouco comum em animais também
sdo observados em esponjas de agua-doce. Estas substancias foram raramente descritas e nunca

estudadas na Amazonia.



3 METODOS UTILIZADOS

A esponja Drulia browni foi coletada a montante da praia da lua no municipio de Manaus e
transportada para laboratério. A identificacao foi feita pela Dra. Cecilia Volkmer Ribeiro do Instituto
de Zoobotanica do Rio Grande do Sul.

A partir do extrato bruto seco em hexano da esponja Drulia browni foi realizado o
fracionamento utilizando cromatografia de troca ionica com silica empregnada com KOH com o
principal objetivo em separar a fracdo acida da fracdo neutra do extrato. ApOs realizacdo do
fracionamento foi feita a comparacdo de fracdes obtidas a partir de Cromatografia em camada
delgada empregando reveladores universais.

Os extrato brutos em acetato de etila e metanol da esponja Drulia browni foram submetidos a
fracionamento por cromatografia em coluna aberta e posteriormente a isolamento empregando

cromatografia em camada delgada preparativa e identificacao através de espectometria de massas.

3.1 Analises espectrométricas

3.1.1 Infravermelho (IV)

Os extratos brutos em solventes hexano, acetato e metanol da esponja Drulia browni foram
submetidos a analises em espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier. Para as
andlises sera utilizado o equipamento IV-TF modelo SPECTRUM 2000 da Perkin Elmer®, sendo o
software utilizado, Spectrum v. 2.00®, localizado na Central Analitica — UFAM. As pastilhas das

amostras serdo preparadas com Brometo de Potassio P.A.

3.1.2 Espectometria de Massas

As andlises por espectometria de massas foram realizadas através do acoplamento ao
comatografo em fase gasosa. As fracGes obtidas por isolamento foram submetidas a analise por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) para a analise
guantitativa e por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM),

para a obtencéo dos espectros de massas



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise por Infravermelho

10

A partir da andlise por espectrometria na regido do infravermelho realizada com os extratos

brutos em hexano, acetato de etila e metanol da espécie Drulia browni. A partir dos dados obtidos

nesta andlise foi possivel identificar algumas bandas nas regides correspondentes aos referentes

grupos funcionais:
Carbonila (C=0) — v,F 1820-1630 cm
Hidroxila (OH) — v,F 3200- 2500 cm*
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llustracdo 03. Analise por Infravermelho do extrato bruto em acetato de etila da esponja Drulia browni.
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llustracdo 04. Analise por Infravermelho do extrato bruto em metanol da esponja Drulia browni.

A partir dos dados obtidos é possivel perceber no extrato bruto em hexano a presenca de
uma banda referente ao grupo carbonila (~1741 cm™), nos extratos em acetato de etila tem-se
bandas correspondentes aos grupos hidroxila (~3327 cm™) e carbonila (~1732 cm™) e em extratos
em metanol notou-se a presenca do grupo hidroxila (~3269 cm™) e carbonila (~1734-1654 cm™), o

gu pode vir a confirmar a presenca de acidos graxos e esterbis majoritariamente.

4.2 Extrato bruto em Hexano
4.1.2 Cromatografia de Troca-l6nica

A cromatografia de troca ionica utilizando silica empregnada com KOH foi realizada com
objetivo de separar acidos graxos e principalmente esteréides do extrato bruto. Este fracionamento

foi realizado como etapa prévia para obter substancias isoladas.

-2 B
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llustragcao 05. Placa cromatogréfica da coluna acida de extrato hexanico,(1)Extrato bruto,(2)Fracdo neutra,(3)Fracao acida
pH8, (4)Fracao acida pH5, (5)Fracao acida PH3.
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A observacao da ilustracdo 05 permite visualizar a presenca de substancias no extrato bruto
(1) que se encontram presentes na fracdo neutra (2) e ndo aparecem em nenhuma das fragbes
acidas (3,4,5), o que significa que foi obtida a separacao parcial. Ao analisar a quantidade obtida
nas fragcbes em pH8, pH5 e pH3, assim como a sua composi¢do, evidenciada por cromatografia em
camada delgada, foi feita a unido das trés fracoes obtidas em valores de pH diferentes. A partir
desta nova fracdo reunida, um novo fracionamento foi realizado para o isolamento e purificagéo dos

constituintes de interesse.

4.1.2 Cromatografia em coluna aberta

A fracdo de &cidos obtida por cromatografia de troca ibnica (reunida anteriormente) foi
fracionada por cromatografia em coluna aberta para separagédo das devidas substancias. A coluna
foi eluida realizada utilizando gradiente crescente de polaridade na mistura hexano/acetato de etila

de acordo com o gradiente de polaridade e foram obtidas sete subfragdes.

-5: é 3 L‘

|

llustragdo 06. Placa da cromatografia em coluna aberta realizada com a jun¢éo acida obtida a partir da cromatografia de
troca ionica com silica empregnada com KOH, Subfr¢des 01,02,03 e 04.

Para a identificagdo dos constituintes presentes, foi realizada a analise por cromatografia em
fase gasosa acoplada a detector de ionizagdo de chama e de espectrometria de massas do extrato
bruto obtido em hexano, da fracdo neutra da cromatografia de troca idnica e da subfracdo acida 02

obtida da cromatografia em coluna aberta.

4.2 Extrato bruto em acetato de etila

4.2.1 Cromatografia em coluna aberta

O extrato bruto obtido em acetato de etila foi submetido a fracionamento utilizando a

cromatografia em coluna aberta de silica normal (70-230 msh) para separacédo de substancias. A
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coluna foi realizada utilizando gradiente crescente de polaridade dos eluentes cloroférmio/acetato de

etila , obtendo-se seis fracdes, conforme a ilustragéo 7, abaixo, da cromatografia em camada fina.
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llustracdo 07. Placa da cromatografia em coluna aberta realizada com o extrato bruto da esponja Drulia browni em
acetato de etila.

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada preparativa

Ao analisar a placa cromatografica da coluna aberta de silica do extrato obtido em acetato de
etila foi feita a juncdo da fragBes 01 e 02 e realizado o fracionamento por cromatografia em camada
delgada preparativa com o intuito de obter substancias isoladas. O fracionamento foi realizado
utilizando como eluente cloroformio com 30% de acetona. Ao analisar a placa preparativa utilizando
como detector a luz ultravioleta no coomprimento de 365 nm foram observadas duas substancias,
gue foram separadas e nomeadas de acordo com a ilustracdo 8, abaixo.

} Subfracdo A

} Subfracdo B

llustracdo 08. Placa da cromatografia em camada delgada preparativa em UV-356nm.

A subfracdo A foi resubmetida a fracionamento por cromatografia em camada delgada
preparativa utilizando como eluente mistura de 5% de hexano em acetato de etila e eluida trés

vezes. Nesta nova separacao foram observadas trés manchas, que foram raspadas, etxraidas com
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acetato de etila, nominadas subfracao Al; subfracdo A2 ; subfracdo A3; e enviadas para andlise por
Espectometria de Massas através do acoplamento ao comatografo em fase gasosa.

4.3 Extrato bruto em metanol
4.3.1 Cromatografia em coluna aberta

O extrato bruto em metanol foi submetido a fracionamento utilizando a cromatografia em
coluna aberta para separacdo de substancias. A coluna foi realizada utilizando como eluente
mistura de diclorometano e metanol, de acordo com o gradiente de polaridade, sendo coletadas oito
fracBes. A fracdo de numero zero foi coletada logo ap6s 0 empacotamento e posteriormente reunida
a fragéo 1.

b |
| —& -
o 1 1 a%%%@'fr

llustracdo 09. Placa dacromatografia em coluna aberta realizada com o extrato burto em metanol da esponja Drulia

browni.

4.3.1 Cromatografia em coluna de silica Flash

A fracdo 1 foi submetida a comatografia em coluna flash utilizando ocm eluente mistura de
hexano/cloroférmio/acetona (9:10:1). A partir do fracionamento obteve-se 20 subfracbes em
pequenas quantidades. A subfr¢do 01 foi submetida a analise em Espectometria de Massas através

do acoplamento ao comatografo em fase gasosa.
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5 CONCLUSAO

As técnicas empregadas neste projeto apresentaram elevada relevancia quanto ao
aprendizado das diferentes técnicas de fracionamento, purificagdo e separacdo de substancias
empregadas na quimica de produtos naturais. Os resultados das analises em andamento traréo
como consequencia o relato de substancias nunca antes descritas na biodiversidade Amazoénica. A
finalizacdo do projeto trard ainda como aprendizado a andlise dos espectros de massas para as
substéancias ja isoladas.
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