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Resumo

Muitas substancias com atividades farmacolégicas sdo encontradas em esponjas e
estudas para uso em tratamentos médicos. Mas a maioria dessas substancias sao
originadas de esponjas marinhas, ja as dulcicolas apenas recentemente comegaram a ser
estudadas. A Amazébnia possui a maior diversidade de esponjas dulcicolas e o grupo de
pesquisa Quimica de Biomoléculas da Amazbnia (Q-BiomA) realizou as primeiras pesquisas
quanto ao perfil quimico das substancias encontradas nos extratos apolares das esponjas
mais abundantes da regiao. Porém faz-se necessarios estudos quimicos do extratos polares
das espécies da regido. Estes extratos das esponjas Drulia uruguayensis, Drulia browni e
Metania reticulata foram obtidos através do uso de extrator soxhlet com os solventes
Hexano, Acetato de Etila e Metanol, sendo a partir do extrato em Acetato de etila realizadas
analises em Cromatografia em Camada Delgada (CCD), das quais observou-se que as
espécies continham substancias parecidas. Do extrato de Drulia uruguayensis foi realizada
Cromatografia em Fase Liquida (CFL) usando Hexano-Cloroférmio-Metanol como eluente
em misturas de polaridade crescente e, das fracdes obtidas, a fragcao 5 foi a Unica com uma
substancia isolada que foi obtida também em outras fragdes. Duas outras substancias, mais
polares que a obtida na fragao 5, foram obtidas em diversas fragdes, inclusive nas que nao
continham Hexano. Porém, mais testes sdo necessarios para informar se a substancia da
fracdo 5 ja foi identificada nos extratos apolares e se as demais ndo. Entdo, mais estudos e
ensaios sdo necessarios para os extratos polares de esponjas dulcicolas para que o perfil

quimico destas espécies seja conhecido trazendo mais conhecimento da regido Amazdnica.
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Introducao

As esponjas sdo animais aquaticos de estrutura simples, encontrados em diversos locais.
Mais de 5000 compostos ja foram isolados de aproximadamente 500 espécies, principalmente
marinhas. Com aproximadamente 300 novos compostos descritos anualmente nos ultimos anos, a
enorme variedade de metabdlitos presentes é evidente.

A maior diversidade de esponjas de agua doce esta presente na regido Amazdbnica, com
aproximadamente 60 espécies distribuidas em trés familias: Metaniidae, Potamolepidae,
Spongilidae. Esta grande variedade de espécies ainda foi pouco estudada.

Os primeiros artigos relatando a quimica de produtos naturais originados destas esponjas
foram publicados pelo grupo de pesquisa Quimica de Biomoléculas da Amazénia (Q-BiomA) com
a composigao inorganica de esponjas do rio Tapajos, em Aramai. Em 2013, os primeiros artigos
sobre a composig¢do organica comegaram a ser publicados, o primeiro deles sobre os esteréis a
familia Metaniidae, onde diferentes padrdes de composi¢cado foram descritos e no qual o colesterol
nao foi observado como componente principal.

Dando continuidade aos estudos do Grupo de Pesquisa e do projeto de iniciagao cientifica,
o projeto atual busca ampliar os estudos com espécies do género Drulia, através da analise do

extratos de média e alta polaridade.
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Figura 1: Esterois das Esponjas de Anavilhanas



Revisao Bibliografica

As esponjas pertencem ao reino Porifera que tem nome originado do grego e faz
referéncia aos caminhos pelos quais a agua € forcada dentro delas. Estas sdo os animais
multicelulares mais primitivos, sem simetria, apresentam organizacdo simples com células
especializadas, mas sem formarem tecidos ou 6rgaos.

A superficie do corpo das esponjas € formada por diversos tipos de células, das quais tem-
se 0s pinacocitos, condcitos, amebdcitos e pordcitos. Os pinacdcitos sdo células finas e planas
que recobrem a superficie exterior e interior da esponja formando a pinacoderma, esta se contrai
e ralaxa para controlar o fluxo de agua no interior da esponja. Entre os pinacécitos encontram-se
0s porocitos que sao células especiais dotadas de poro central localizadas em intervalos regulares
no corpo da esponja, por onde a agua penetra nesta.

Condcitos sdo células ovoides flageladas circundadas por um colar de microvilos. O
movimento dos flagelos causa a corrente de agua que traz nutriente e gases para a esponja. Os
nutrientes sao filtrados pelo colar e aqueles que ficam presos sdo encaminhados para baixo da
esponja, onde sédo endocitados.

O filo porifera é divido em quatro classes: Calcarea, Demospongiae, Hexactinellidae e
Homoscleromorpha. Os representantes da classe Calcarea sdo todos marinhos e caracterizam-se
por apresentar espiculas de carbonato de calcio como sustentagao.

Na classe Hexactinellidae ha representantes exclusivamente marinhos que sao
encontrados abundantemente na Antartida. Seus elementos de sustentacdo esquelética s&o
espiculas silicosas. Ja as esponjas da classe Homoscleromorpha s&o pequenas, encontradas
mundialmente com poucas espiculas silicosas, ou nenhuma, de mesmo tamanho.

As esponjas da classe Demospongiae sdo em maioria marinhas, mas ha algumas em agua
doce. Os representantes dessa classe sao caracterizados pelo esqueleto de espiculas silicosas,
fibras de espongina, ou ambas.

As esponjas de agua doce sao classificadas em mais de 200 espécies pertencentes a 45
géneros, distribuidos em 6 familias. Destas familias, trés sdo encontradas na regido amazodnica:
Metaniidae, Potamolepidae e Spongillidae.

Na familia Metaniidae encontra-se o género Drulia do qual houve um estudo que
evidenciou a espécie D. uruguayensis como a mais frequente na Amazobnia, além da abundancia
das espécies D. cristata, D. conifera e D. cienosclera. Ja nos rios de aguas negras, as espécies
abundantes sao Metania reticulata, D. browni e D. uruguayensis.

Diversas espécies de esponjas produzem substancias toxicas, provavelmente como
adaptagao contra predadores. Algumas das substancias produzidas por elas sdo pesquisadas

pelos seus efeitos farmacoldgicos como antitumorais, anti-inflamatérios e antibiéticos.



As esponjas s&o conhecidas pelos seus estérois como o contignasterol, isolado de
Petrosia contignata, que apresenta atividade anti-inflamatoria, esteréis sulfatos com atividade
antimicrobiana como o halistanol trisulfato, de Halichondria cf. moorei, acidos graxos, entre outras
substancias.

Estudos feitos por Barros (2013) das esponjas dulcicolas da Amazobnia verificaram que
para a familia Spongillidae, o colesterol € o componente majoritario, e decobriram que para a
familia Metaniida é o 24-etil-colesta-5,22-dieno-33-ol esterol majoritario. Além de serem
encontrados nos extratos apolares das esponjas D. uruguayensis, D. browni e Metania reticulata
sitosterol e campestenol.

Ja foram relatados varios acidos graxos com cadeia entre 10 e 16 carbonos. Nas esponjas
do lago Baikal foram identificados os primeiros acidos graxos de cadeia longa, entre 24 e 28
carbonos em esponjas dulcicolas.

Também na pesquisa de Barros foi observada a presencga do acido hexadecandico e seus
ésteres metilicos e etilicos nos extratos das espécies citadas, sendo este o acido graxo em maior
concentragdo. Acido octadecandico e tetradecandico foram detectados no extrato de D. browni,
sendo o ultimo também em Metania reticulata.

As primeiras cetonas a serem encontradas em esponjas dulcicolas foram colesta-4-eno-3-
ona, 24-metil-colesta-4,22-dieno-3-ona e 24-etil-colesta-4,22-dieno-3-ona em Metania reticulata e
D uruguayensis (Barros, 2013).

O numero de esterdis por espécie varia entre 7 e 10. Cerca de 300 novos compostos
originados de esponjas foram descritos anualmente pelos ultimos 10 anos, e muitos outros ainda

podem ser.

HO
Figura 3: Colesterol



Métodos Utilizados

Os extratos foram obtidos usando o extrator tipo Soxhlet ligado durante 9h com os solvetes
Hexano, Acetato de Etila e Metanol e foram concentrados no equipamento rota-evaporador.
Depois de secos, os extratos foram reunidos por solvente, de modo a ter uma quantidade maior
em massa a ser analisada.

O método de analise dos extratos foi a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A
cromatografia € um método fisico quimico de separagdo de uma mistura. Consiste em uma fase
movel que passa por uma fase estacionaria arrastando consigo os componentes de maior
afinidade com a fase mével. Na CCD a fase estacionaria € uma camada fina de silica aderida a
uma superficie plana. Por esta fase ser polar, a fase mével arrasta os compostos menos
adsorvidos pela placa de modo que o menos compativel (mais apolar) fiqgue no fim do caminho de
separacado. O método de revelagao das placas foi com o revelador universal CuSO4-H,SO.,.

A partir da analise dos extratos em CCD, foi empregada a Cromatografia em Fase Liquida
(CFL) em coluna aberta com os solventes utilizados na CCD: Hexano, Cloroférmio e Metanol. A
fase movel utilizada foi a mistura destes solvente em escala crescente de polaridade. A fase
estacionaria utilizada foi a silica comum.

A coluna empregada na CFL era de 2 cm de diametro, com caminho estacionario de 20
cm. A razdo de massa de amostra para silica era de 1:40. Por fim, foram analisadas em

Espectrometrdmetro de Massas a fragio pura obtida por CFL.

Mistura Solvente

Figura 3: Cromatografia em Fase Liquida



Resultados e Discussao

Das extragbes realizadas com as espécies Drulia uruguayensis, Drulia browni e Metania
reticulata, a espécie Drulia uruguayensis obteve uma quantidade maior de massa e por isso foi
utilizada nas analises e fracionamentos primeiramente.

As extragdes no extrator Soxhlet obtiveram baixo rendimento (cerca de 0,2% por extracao),

mas ainda maior que os rendimentos observados em maceragao, como ja relatado por Barros
(2013).

Figura 5: Extrato em Acetato de Etila

Na analise dass placas CCD realizadas do extrato em Acetato de Etila de D. uruguayensis,
pode-se perceber a existéncia de varias substancias diferentes, sendo necessarias varias placas
com fase movel de diferentes polaridades para oberva-las. Como na placa da figura 6 vista
abaixo, onde pode-se notar a regido mais apolar no topo com uma mancha que indica o acumulo
de substancias, assim como a mais polar embaixo.

Figura 6: CCD Extratos
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A placa CCD da figura 6 foi realizada com a mistura de eluente Hexano-Cloroférmio-
Metanol (proporcao 1:8:1) e as amostras sdo, da esquerda para a direita, D. uruguayensis, D.
browni e Metania reticulata para fazer a comparacao de substancias entre elas. Nota-se que as
trés espécies sao muito parecidas e as diferengas sao algumas substancias mais concentradas
em umas espécies.

A partir de analises das placas CCD, foi realizada separagdo dos componente em coluna
cromatografica de fase liquida com a fase movel de polaridade crescente de uma mistura de
Hexano-Cloroférmio-Metanol, onde foram obtidas 36 fragcées. Ao analisar as placas CCD destas
fragbes pode-se uni-las em semelhanga de substancias.

As fragdes foram reunidas da seguinte forma: 1 e 2, 3 e 4, 7-10, 11-14, 15-19, 20-25. As
ultimas quatro fragdes, solvente apenas Metanol, nao apresentavam substéncias. Depois de

estarem secas, as fragdes foram pesadas resutando nas massas:

Massa das Fragcbes de CFL
Fragédo |1-2 34 |5 |6 |7-10 |11-14 |15-19/20-24 |25-29 30 31 32

Massa |55,3 |8,1 12,9 |9,5 393,7 |56,4 (25,9 |10,5 (307 |205 |148 |127
(mg)

A fracdo 5 continha apenas uma substancia que também podia ser observada nas fragoes
3,4 e 6. A placa CCD da figura 7 abaixo foi feita com as fragbes, da esquerda para a direita, de 1

a 5 e o eluente utilizado foi Hexano-Cloroférmio (7:3).

Figura 7: Fragoes de 1-5

Figura 8: Fragoes 9-11

Nas fracbes de 7 a 10, observou-se 4 substancias das quais a mais apolar pode ser
observada na fracdo 6 e as duas mais polares nas fragdes seguintes. Estas sdo do segundo
eluente (5:10:1) e as duas mais polares aparecem nos proximos eluentes até depois zerar a

quantidade de Hexano da proporgéo. Pode-se dizer que estas ndo devem estar presentes nos



extratos apolares ja estudados, mas futuras purificagdes e identificagbes devem ser feitas.

Para identificar a substancia isolada na fracao 5, foi usada Espectrometria de Massa por
injecao direta com fonte de ion APCI. O valor de massa molecular resultante no modo positivo
(M+1), como visto na figura 9 o pico mais alto de 369, foi comparado com os valores de literatura,
assim foi encontrada compatibilidade com 24-norcolesta-5,7,22E-trien-3B3-ol (MM=368),
"crassosterol", esterol previamente isolado em Fascaplysinopsis sp (AKNIN, 2010) entre outros,

indicando a possibilidade de ser esta substancia.
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Figura 9: Espectro de Massa da Fra¢do 5
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Figura 10: Estrutura 24-norcolesta-3,7,22E-trien-3f-ol

Ao todo, podem ser observadas cerca de 13 substancias diferentes nas fragbes,

evidenciando que o perfil quimico das esponjas dulcicolas ainda precisa ser muito estudado.



Conclusao

Estudos feitos em esponjas tém resultado diversas novas substancias descritas, mas estas
sdo principalmente derivadas dos organismos marinhos. Ja dos representantes de agua doce, os
primeiros estudos foram realizados pelo grupo de pesquisa Quimica de Biomoléculas da
Amazodnia (Q-BiomA).

Mas estes estudos foram feitos apenas dos extratos apolares das espécies mais
abundantes da Amazénia ( Drulia uruguayensis, Drulia browni e Metania reticulada), por isso o
grupo esta dando continuidade com os extratos polares das esponjas.

Os extratos de média polaridade das esponjas anteriormente citadas demonstraram,
através de andlise por cromatografia em coluna delgada, ter susbtancias muito parecidas, mas
com propor¢des diferentes. Isto €, por serem da mesma regido, as esponjas produzem
metabdlitos secundarios parecidos, mas em diferentes quantidades por serem de espécies
diferentes.

Quanto a polaridade das substancias, estas estavam presentes da fragdo mais apolar do
extrato até a mais polar, ndo sendo possivel observa-las todas juntas em uma mesma placa CCD,
devida a grande diferengca. Mas as mais apolares possivelmente ja foram obtidas em extratos de
Hexano, ainda assim necessitando de confirmagao.

A determinagdo destas substancias obtidas em extratos de média polaridade sao
importantes informagdes do perfil quimico das espécies de esponja da Amazodnia, fazendo-se

entdo necessarios futuros estudos e ensaios destas.
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