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RESUMO

As esponjas possuem um enorme potencial biotecnologico na pesquisa de produtos naturais
devido as diversas atividades bioldgicas atribuidas a seus extratos e substancias isoladas.
Apesar da maioria dos estudos relatados com esponjas serem de organismos marinhos,
existem indicios de grande variabilidade de metabdlitos secundarios também em esponjas de
agua-doce. A auséncia de estudos quimicos desses organismos na Amazodnia motivou a
realizacdo do presente trabalho, com um amplo levantamento de espécies e estudos de
quimica orgéanica e inorgénica. Diversas excursfes na regido Amazonica permitiram a coleta
de esponjas em diferentes rios. A identificacdo taxonémica foi realizada por meio de técnicas
de microscopia Optica, que permitiram observar a notavel abundancia de espécimes da familia
Metaniidae destacando os géneros Metania e Drulia, e o género Acalle encontrado com
menor frequéncia. As outras duas familias relatadas na regido neotropical também foram
encontradas: Spongillidae, com o0s géneros Trochospongilla e Corvospongilla; e
Potamolepidae, com o género Oncosclera. A composi¢do elementar das esponjas foi
determinada por fluorescéncia de raios-X, permitindo a identificacdio de algumas
caracteristicas para grupos de esponjas. Pode-se destacar o aluminio ausente no género
Metania e presente em todas as demais espécies estudadas; Ca. K e Ti que ndo foram
detectados somente na espécie M. fittkaui; e a espécie Trochospongilla paulula apresentou
capacidade de acumular vanadio. Foram avaliadas duas metodologias para a purificacdo da
silica presente nestes organismos, a primeira envolvendo a solubilizacdo e precipitacdo
seletiva, e a segunda envolvendo solugGes altamente oxidantes seguida por calcinagdo. A
purificacdo da silica permitiu a obtencdo de produtos com grau de pureza préximo a silica
disponivel comercialmente como suporte para cromatografia liquida. Fracdes esteroidicas
obtidas apartir dos extratos apolares destas esponjas foram derivatizadas e analisadas por
cromatografia em fase gasosa, sendo identificados os esterdis majoritarios presentes. O esterol
24-¢etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol se mostrou majoritario nas amostras das familias Metaniidae
e Potamolepidae, diferenciando-as da Spongillidae na qual o colesterol é encontrado em maior
concentracdo. Foram identificados outros trés esterdis 24-metil-colesta-5,22-dieno-33-ol, 24-
metil-colesta-5-eno-3B-ol e 24-etil- colesta-5-eno-3B-ol e trés cetoesteroides colesta-4-eno-3-
ona, 24-metil-colesta-4,22-dieno-3-ona e 24-etil-colesta-4,22-dieno-3- até entdo ineditas em

esponjas dulcicolas.

Palavras-chave: Porifera; 24-etil-colesta-5,22-dieno; silica purificada; bioceramica.



ABSTRACT

Sponges have enormous biotechnological potential in natural products research due to several
biological activities exhibited by their extracts and isolated compounds. Although the
majority of studies reported are with marine sponges, there are indications of great variability
of secondary metabolites are also present in freshwater sponges. The absence of chemical
studies of these organisms in Amazonia motivated the present work, with a broad survey of
the species and organic and inorganic chemiscal studies. Several expeditions in Amazon
region allowed the collection of sponges in different rivers. Taxonomic identification was
performed by means of optical microscopy techniques, which allowed the observation of the
remarkable abundance of family Metaniidae specimens of the genus Metania and Drulia, with
the genus Acalle also found. The other two families reported in the Neotropics were also
found: Spongillidae with genus Trochospongilla and Corvospongilla, and Potamolepidae,
with the genus Oncosclera. The elemental composition of the sponges was determined by X-
ray fluorescence, allowing the identification of some characteristics for groups of sponges.
We can stand out the absent from aluminum in Metania genus and presence in all other
species studied. Ca, K and Ti were not detected only in the M. fittkaui species. The species
Trochospongilla paulula showed ability to accumulate vanadium. Two methodologies were
evaluated for the purification of silica present in these organisms, the first involving the
solubilization and selective precipitation, and the second employing highly oxidizing
solutions, followed by calcination. The purification of silica afforded the product with purity
near of silica commercially available for support to liquid chromatography. Steroidal fractions
obtained from apolar sponges extracts were derivatized and analyzed by gas chromatography
and the majority sterols were identified. The sterol 24-ethyl-cholest-5,22-dien-33-ol proved to
be majoritary in the samples of the families Metaniidae and Potamolepidae, different from
Spongillidae in which cholesterol is found in highest concentration. There were identified
three other sterol 24-methyl-cholesta-5,22-dien-3f3-ol, 24-methyl-cholest-5-en-3p-ol and 24-
ethyl-cholest-5-en-3B-ol and three ketosteroids cholest-4-ene-3-one, 24-methyl-cholest-4,22-
dien-3-one and 24-ethyl-cholest-4,22-dien-3-one so far unpublished in freshwater sponge..

Keywords: Porifera; 24-ethyl-cholest-5,22-dien-3-ol; silica; bioceramic.
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1.  INTRODUCAO

As esponjas, organismos mais simples do Reino Animal, sdo exclusivamente
aquaticas, bentdnicas e filtradoras. Sua simplicidade confere grande adaptabilidade, o que
resultou na colonizagdo de uma enorme variedade de habitats. S&o divididas em quatro
classes: Calcarea (BOWERBANK, 1864), Hexactinellida (SCHMIDT, 1870), Demospongiae
(SOLLAS,1885) e Homoscleromorpha (BERGQUIST, 1978). As trés Gltimas apresentam
espiculas de silica amorfa. Em ambientes dulcicolas apenas a classe Demospongiae €
encontrada.

As pesquisas em quimica organica de esponjas marinhas tém possibilitado a descricéo
de centenas de substancias novas todos 0s anos, ndo sendo raras as descri¢des de esqueletos
inéditos em meio a essa profusdo de compostos.

Muitas dessas substancias apresentam atividades bioldgicas promissoras, como a
espongotimidina. Esse nucleotideo isolado da esponja caribenha Cryptotethya crypta originou
a citarabina, indicada para o tratamento de leucemia, o derivado de produto natural marinho
hd mais tempo no mercado americano (Mayer et al., 2010), reforcando a condicdo de
“hotspot” para as esponjas nas pesquisas em produtos naturais.

As esponjas de &gua doce apresentam um numero significativamente mais restrito de
estudos abordando seus metabolitos, sendo mais numerosos com esponjas provenientes do
lago Baikal (Russia), o mais profundo e maior lago de 4gua doce do mundo em volume. Estes
trabalhos possibilitaram a identificacdo de um vasto nimero de &cidos graxos e esterdis,
mostrando que os organismos dulcicolas apresentam uma riqueza metabdlica semelhante a
encontrada nos marinhos.

A analise dos lipideos oriundos das esponjas pode ser realizada por meio de técnicas
espectrométricas associadas ao comportamento cromatografico destes produtos naturais e de
seus derivados obtidos através de reacOes de derivatizacdo. A separagédo dos lipideos pode ser
facilitada empregando técnicas de cromatografia liquida em coluna aberta empregando silica
como fase estacionéria silica, que também pode ser modificada superficialmente para reter
determinados grupos de moléculas.

A condicdo séssil e o grande volume de agua que filtram tornam as esponjas um
potencial biomonitor dos ambientes em que se encontram. Na bacia Amazonica, a maior bacia

hidrogréfica do mundo, as esponjas podem representar uma importante ferramenta para
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monitorar 0 impacto antrépico sobre esse bioma. A possibilidade de filtrar ions seletivamente,
pode significar ainda uma nova ferramenta de biorremediacdo para cursos de aguas
impactados.

A silica, material que compde as espiculas das esponjas das classes Demospongiae,
Homoscleromorpha e Hexactinellida, est4d envolvida em diversos processos tecnoldgicos
como a fabricacdo de ceramicas, a construcdo civil e a quimica fina entre outros. A
purificacdo desta silica credencia as esponjas como uma fonte alternativa para esse insumo.

O estudo quimico das esponjas de agua-doce da Amazodnia avaliando sua composi¢do
orgénica e inorganica é um trabalho inédito, que podera possibilitar a descoberta de novos
produtos naturais com potencial uso biotecnologico. Ressalta-se que estes organismos
ocorrem em grande quantidade em algumas localidades na Amazonia, possibilitando sua

exploracdo, o que podera originar novas fontes de renda para a populagéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar os constituintes organicos e inorganicos presentes nas esponjas de agua

doce e avaliar suas possiveis aplicacfes biotecnoldgicas

2.2. Objetivos especificos

v Descrever a localizacdo e identificar estes organismos nas bacias dos maiores rios da
Regido Amazonica

v" Descrever a composic¢do inorganica das esponjas de agua-doce da Amaz6nia

v Obter silica de alto grau de pureza a partir de esponjas dulcicolas.

v' Identificar os componentes majoritarios dos extratos de esponjas de agua-doce da
Amazonia.

v"Identificar os compostos volateis de esponjas de agua doce.

v Avaliar as atividades antimicrobiana, antiproliferativa, antiinflamatoria e inibicdo da

enzima tirosinase de extratos de diferentes polaridades
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Esponjas

As esponjas atraem a atengdo da humanidade ha muitos séculos devido a sua natureza
esponjosa e aos seus diversos usos nas atividades humanas. Aristoteles, na Grécia antiga, ja as
classificava entre os animais, no entanto as usava como exemplo de organismo com
caracteristicas tanto de planta como de animal (Voultsiadou, 2007). A natureza animal das
esponjas foi estabelecida, claramente, apenas em 1765, quando se observou correntes internas
ativas de aguas (Ruppert, Fox e Barnes, 1996; Hickman Jr, Roberts e Larson, 2000).

O proprio nome do filo, Porifera, tem sua origem no grego mdépo = passagem + QEpm =
portador, clara referéncia ao sistema de caminhos pelos quais a agua é forcada no interior das
esponjas (Voultsiadou e Gkelis, 2005; Voultsiadou, 2007).

As esponjas sdo os animais multicelulares mais primitivos, apresentando uma
organizacdo bastante simples, com células especializadas, porém estas ndo se organizam em
orgdos ou tecidos (Ruppert, Fox e Barnes, 1996; Hickman Jr, Roberts e Larson, 2000).

A pinacoderma, arranjo de pinacécitos, células finas e planas que recobrem a
superficie exterior e parte da superficie interior das esponjas, € 0 mais proximo de tecido
verdadeiro que as esponjas possuem. Algumas destas células possuem o formato da letra “T”,
com parte de seus corpos invadindo o mesoilo. Os pinacécitos podem se contrair de forma
que todo o animal pode reduzir seu tamanho e controlar o fluxo de agua no seu interior
(Ruppert, Fox e Barnes, 1996; Hickman Jr, Roberts e Larson, 2000).

Os coandcitos sdo células ovéides com uma extremidade adjacente ao mesoilo e a
extremidade oposta se projeta no interior da espongiocele e sustenta um flagelo circundado
por um colar de microvilos. Os coandcitos sao responsaveis pelo fluxo de dgua no interior das
esponjas e pela alimentacdo (Ruppert, Fox e Barnes, 1996; Hickman Jr, Roberts e Larson,
2000).

Estudos morfoldgicos e moleculares levaram recentemente a uma nova classificacéo
dentro do filo Porifera, originando uma quarta classe, Homoscleromorpha, na qual estdo
reposicionadas algumas esponjas marinhas anteriormente classificadas dentro da classe

Demospongiae (Gazave et al., 2012). Mesmo o conceito de que as esponjas constituiriam um
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grupo monofilético tem sido questionado em funcdo da existéncias de indicios de que na
realidade sejam quatro grupos monofiléticos: Demospongiae, Hexactinelidae,
Homoscleromorpha e Calcarea, porém suas relacfes ainda nao estdo bem definidas (Nielsen,
2008).

Com mais de 8.500 espécies no filo, a classe Demospongiae é a que apresenta maior
diversidade, e a unica encontrada em ambientes dulcicolas (Dembitsky, Rezanka e Srebnik,
2003; Nichols e Worheide, 2005; Manconi e Pronzato, 2008; Van Soest et al., 2012).

A formacdo de gémulas é documentada para esponjas dulcicolas e marinhas. Nestas,
arquedcitos preenchidos por alimentos sdo circundados por espongiocitos que depositam um
revestimento duro, composto de material semelhante a espongina e ainda ocorre a
incorporacdo de espiculas formando uma estrutura resistente. As gémulas sdo capazes de
resistir a0 congelamento e ressecamento e sdo capazes de preservar a espécie em condigdes
climaticas extremas (Ruppert, Fox e Barnes, 1996; Hickman Jr, Roberts e Larson, 2000).

Com relagdo a reproducéo sexual, existem espécies de esponjas didicas, mas ha grande
predominancia de espécies hermafroditas e geralmente produzem os odcitos e 0 esperma em
momentos diferentes. O esperma se origina da transformacdo de coandcitos e em esponjas da
classe Calcarea e algumas Demospongiae 0s odcitos sdo originados dos coandcitos. Nas
demais esponjas o0s odcitos sdo originados a partir de arquedcitos. A maioria das esponjas sao
organismos Viviparos, o esperma € liberado na dgua e levado para o interior de outra esponja
onde ocorre a fertilizacdo, o zigoto é retido e a nutricdo advém do organismo materno,
posteriormente uma larva ciliada € liberada. Outras esponjas sdo oviparas, 0 esperma € 0
odcito sdo liberados na dgua (Ruppert, Fox e Barnes, 1996; Hickman Jr, Roberts e Larson,
2000).

O mais antigo registro fossil de esponja, encontrado na China, data de
aproximadamente 580 milhdes de anos atrés (Li, Chen e Hua, 1998). Um indicio da presenca
de esponjas em épocas remotas € a presenca de 24-isopropilcolestano em petroleo e betume
originados nas eras Proterozodica (aproximadamente 1,8 bilhdes de anos atras) e do Mioceno

(aproximadamente 15 milhdes de anos atras) (Mccaffrey et al., 1994; Sperling et al., 2010).
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3.2. Esponjas de agua doce

As esponjas, como outros animais que surgiram no mar, invadiram 0s ambientes
dulcicolas em eras geoldgicas passadas. As movimentacdes tectdnicas, permitiram a invasao
continental pelos oceanos, e com o posterior recuo dos oceanos e a formacéo de grandes lagos
de aguas salina. O fluxo de &gua doce dos rios levou a dessalinizacdo destes lagos em um
processo lento, que permitiu a adaptacdo das esponjas a esses novos ambientes (Volkmer-
Ribeiro, 1985; Volkmer-Ribeiro e Pauls, 2000; Manconi e Pronzato, 2008).

Segundo Machado (1947), foi L. Plucknet quem primeiro descreveu uma esponja
dulcicola, em 1696, mencionando a espécie Spongia fluviatilis. Esses animais foram
classificados em 1766, por C. Linné, como plantas, cabendo a Lamark, em 1816, demonstrar
gue 0s espongiarios sdo animais.

As esponjas de agua doce sao classificadas em mais de 200 espécies pertencentes a 45
géneros, distribuidos em seis familias. Uma sétima familia € relatada apenas em registros
fosseis (Manconi e Pronzato, 2008).

A regido neotropical é onde esté relatada a maior diversidade de esponjas dulcicolas
com 65 espeécies divididas em trés familias: Metaniidae, Potamolepidae e Spongillidae. A
familia Spongillidae apresenta uma distribuicdo bastante cosmopolita, sendo registrada em
todas as regides do planeta. A familia Potamolepidae esta presente nas florestas chuvosas das
regides Neotropical, Afrotropical e ilhas do Oceano Pacifico. A familia Metaniidae apresenta
uma distribuicdo Gondwanica, distribuida a partir do circulo tropical de florestas chuvosas das
regides Neotropical, Afrotropical, Oriental e Australiana com um Unico género presente na
regido Neoartica (Manconi e Pronzato, 2008; VVan Soest et al., 2012).

A classificacdo taxondmica das esponjas esta baseada na morfologia das espiculas,
principalmente das espiculas da gemosclera. A Figura 1 traz como exemplo imagem de

microscopia eletrdnica de varredura das espiculas de esponja da espécie Drulia uruguayensis.
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Figura 1: Imagens de microscopia eletrdnica de varreduras de espiculas de Drulia
uruguayensis (Volkmer-Ribeiro et al., 2008)

3.2.1. Esponjas de Agua doce na Amazonia

Os primeiros relatos da presenca de esponjas na Amazonia datam da segunda metade
do século XIX, realizados por naturalistas e viajantes europeus (Volkmer-Ribeiro, 1999). Os
estudos modernos de taxonomia e populagdes apresentam como marco inicial o trabalho
realizado por Volkmer-Ribeiro e Rosa Barbosa (1972) com esponjas coletadas no rio Jurua.
Posteriormente, diversos outros estudos foram publicados mostrando a variedade e relativa
facilidade de acesso a estes organismos no periodo de vazante (Volkmer Ribeiro e Becker
Maciel, 1983; Volkmer Ribeiro, 2000; Batista et al., 2003; Fusari, Rogue e Hamada, 2009;
Volkmer-Ribeiro, Tavares e De Oliveira, 2009).

Um caso relatado de um ribeirinho que ao empurrar com as méaos espalmadas um
tronco de madeira dentro de um igarape, proximo ao rio Solimdes, observou grande ardéncia
em suas maos que, piorou ao tentar lava-las na agua do igarapé. Um outro trabalhador, ao ver

o colega na agua, o alertou sobre a presenga de “cauixi” na agua e no tronco em questdo,
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sendo este provavelmente, o primeiro relato de lesdo causada por esponjas de agua doce no
Brasil (Matta, 1932).

Assim como nas bacias dos rios Solimbes e Negro, o prurido produzido ao se banhar
em igarapés de &guas paradas, em locais e épocas especificas do ano, ¢ atribuida ao “cauxi”
(Brazil, 1938).

Um surto de lesbes oculares ocorrido em Araguatins, Tocantins, € o primeiro relato
cientificamente comprovado de esponjas dulcicolas com patologia ocular. Espiculas que
revestem as gémulas de esponjas das espécies Drulia uruguayensis e Drulia ctenosclera
foram encontradas no tecido ocular de banhistas que mergulharam de olhos abertos no rio
Araguaia durante o periodo de aguas baixas do ano de 2005 (Volkmer-Ribeiro e Batista,
2007; Volkmer-Ribeiro, Meldo e Fonseca-Gessner, 2008).

Estudo com esponja D. uruguayensis, mostrou que a esponja intacta pode causar
reacOes inflamatdrias devido a possibilidade de perfurar a pele permitindo a entrada de
agentes inflamatdrios (Magalhdes et al., 2011).

As palavras cauxi, cauixi e caui sdo empregadas na Regido Amazobnica para
denominar as esponjas dulcicolas. Diferentes origens distintas sdo atribuidas a estas palavras.
Uma possibilidade seria corruptelas da palavra “acai”, queimar-se em tupi, ou “cai”, de
origem guarani que significa queimadura (Matta, 1932). Outra origem seria a palavra “caucy”,
formada pelas palavras do nheengat, “cauy” que significa coceira e “cy” que significa mae,
portanto o caucy, ou cauxi, seria a “mae da coceira” (Brazil, 1938; Machado, 1947).

Os indios Carajas pulverizavam as esponjas e calcinadas, ou ndo, as adicionavam a
argila com a qual fabricavam pecas de ceramica (Machado, 1947). Artefatos arqueoldgicos
encontrados na regido de Cachoeira-Porteira, estado do Para sugerem que os indios desta
regido também empregavam esponjas dulcicolas na confeccao de suas ceramicas (Costa et al.,
2004).

Estudos com espécimes coletados na Amazonia levaram a criacdo da familia
Metaniidae reunindo os géneros Metania GRAY, Corvomeyenia WELTNER, Acalle GRAY e
Drulia GRAY, anteriormente classificados na familia Spongillidae GRAY, além da descricéao
de uma nova espécie, Metania subtilis (Volkmer-Ribeiro, 1979; 1984; 1986).

A espécie Metania spinata CARTER foi redescrita juntamente com uma nova espécie,
Metania kiliani, com ocorréncia na bacia Amazobnica, originando uma nova chave de

identificacdo para o género Metania (VVolkmer-Ribeiro e Costa, 1992).
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A espécie Drulia ctenosclera foi descrita originalmente a parir de material coletado no
rio Negro (Volkmer-Ribeiro e Mothes De Moraes, 1981) o género Drulia foi revisado com
base em material coletado em toda regido neotropical, ampliando a descri¢cdo das espeécies, D.
browni BOWERBANCK, D. cristata WELTNER, D. conifera BONETTO & EZCURRA DE
DRAGO, originando uma chave de identificacdo (Mothes De Moraes, 1983).

A espécie Acalle recurvata BOWERBANK foi redescrita com base em material
coletado no médio rio Jurua, estado do Amazonas, onde sua ocorréncia foi relatada também
em associagdo com esponjas do género Trochonspongilla, T. gragaria BOERBANK, T.
paulula BOWERBANK, T. lanzamirandai BONETTO & EZCURRA DE DRAGO, T.
delicata BONETTO & EZCURRA DE DRAGO (Volkmer Ribeiro e Rosa Barbosa, 1972).

Estudo de colecédo de esponjas pertencentes ao género Drulia, coletados em substratos
rochosos em fundos de rios da Regido Amazoénica, e também os rios Orenoco e Sdo Francisco
evidenciou a Drulia uruguayensis como espécie frequente na Amazonia, além da abundéncia
das espécies Drulia cristata, Drulia conifera e Drulia cienosclera VOLKMER-RIBEIRO &
MOTHES DE MORAES. Uma nova caracteristica da espécie D. uruguayensis foi observada
levando a redescricdo da mesma e a redefinicdo do género (Volkmer-Ribeiro e Tavares,
1995).

A ocorréncia de espécimes hibridos de duas espécies, Trochospongilla minuta, POTTS
e T. delicata BOWERBANK, pertencentes a familia Spongillidae foi relatada no médio rio
Jurua. A uniformidade em todos os espécimes estudados levou a descricdo de um novo
género, Saturnospongilla, com uma nova espécie S. carvalhoi (Volkmer-Ribeiro, 1976).

Trochospongilla variabilis BONETTO & EZCURRA DE DRAGO, Trochospongilla
pennsylvanica POTTS, espécimes menores encontradas no interior de esponjas maiores
pertencentes aos géneros Metania e Drulia, foram descritas pela primeira vez em rios da
Amazonia, sendo este 0 primeiro registro de T. pennsylvanica na regido neotropical. Outras
duas espécies novas foram descritas recentemente no rio Cuieiras, Amazonas, Spongilla
spoliata, € no rio Culuene, bacia do rio Xingu, possibilitou a descricdo da espécie
Radiospongilla amazonensis (Volkmer Ribeiro e Becker Maciel, 1983). Sendo a espécie
Spongilla spoliata, junto com a espécie Oncosclera navicella CARTER (Potamolepidae
BRIEN) redescrita ap0s analise de material coletado em fundos rochosos de rios da
Amazo6nia, 0s quais se apresentam como seu habitat preferido (Volkmer-Ribeiro e Tavares,
1997).
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O género Trochospongilla VEJIDOWSKY, PENNEY & RACER foi revisitado a partir
de material coletado em toda América do Sul, em sua sinonimia foi incluido o género
Uruguayella BONETTO & EZCURRA DE DRAGO e parte do género Uruguaya HINDE. As
espécies T. tenuissima BONETTO & EZCURRA DE DRAGO e T. horrida BONETTO &
EZCURRA DE DRAGO foram adicionadas como sinonimias de T. minuta, e T. leidy
BONETTO & EZCURRA DE DRAGO, 1965, como sinonimia de T. repens HINDE
(Volkmer-Ribeiro e De Rosa-Barbosa, 1985).

A nova espéecie Dosilia pydanielli foi relatada com base em material coletado em
lagoa no médio rio Uricoera, ilha de Maracd, Roraima (Volkmer-Ribeiro, 1992).
Posteriormente, o género Dosilia foi revisado e a espécie Heteromeyenia plumosa
WALTNER foram sinomizadas com Dosilia radiospiculata MILLS, concluindo com a
redefinicdo das cinco espécies do género e apresentando uma chave taxonémica (Céandido,
Volkmer-Ribeiro e Furstenau-Oliveira, 2010).

Analise microscopica de sedimentos depositados em lago ancestral quase
completamente assoriados na Serra dos Carajas, Pard, apresentou grande quantidade de
espiculas de Corvomeyenia thumi TRAXLER, apresentando indicios do estimulo gerado por
periodos de seca na gemulacdo de esponjas tropicais dulcicolas (Volkmer-Ribeiro e Turcq,
1996).

As esponjas de agua doce relatadas na bacia do rio Orenoco, Venezuela, compreendem
15 espécies distribuidas em trés familias: Spongilla spoliata, Saturnospongilla carvalhoi,
Trochospongilla gragaria, T. minuta, T. paulula, da familia Spongillidae; Uruguaya
corallioides BOWERBANK, Oncosclera spinifera BONETTO E EZCURRA DE DRAGO,
O. intermedia BONETTO & EZCURRA DE DRAGO, O. navicella, da familia
Potamolepidae; e Drulia browni BOWERBANK, D. cristata WELTNER, D. uruguayensis,
D. conifera, Metania reticulata BOWERBANK, Acalle recurvata, da familia Metaniidae.
Espongofauna bastante semelhante a encontrada na bacia do rio Amazonas, a qual se liga a
bacia do rio Orinoco pelo rio Casiquiare que liga o rio Negro ao rio Orinoco (Volkmer
Ribeiro e Pauls, 2000).

Amplo estudo em area da bacia do rio Araguaia, Amazonia central, possibilitou o
registro de diversas especies de trés diferentes familias: Spongillidae, representada pelas
espécies Trochospongilla gragaria, T. paulula, T. repens HINDE, T. lanzamirandai, T.
delicata, Corvospongilla seckti BONETTO & EZCURRA DE DRAGO, Radiospongilla

amazonensis, Saturnospongilla carvalhoi; familia Potamolepidae representada pelas espécies
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Oncosclera navicella CARTER, O. spinifera BONETTO & EZCURRA DE DRAGO; e
Metaniidae, representada pelas espécies Acalle recurvata, Drulia browni, D. cristata, D.
uruguayensis e Metania reticulata (Batista et al., 2003).

O primeiro levantamento da espongofauna em ambientes de aguas pretas foi realizado
no lago Tupé, onde foi encontrada grande abundancia de esponjas pertencentes a trés familias,
destacando-se as espécies Metania reticulata, Drulia browni e D. uruguayensis, todas
pertencentes a familia Metaniidae. As outras especies encontradas no estudo foram: Metania
subtilis, Acelle recurvata, familia Metaniidae; Trochospongilla gregaria, T. paulula e T
pennsylvanica, familia Spongillidae; e Oncosclera navicella, O. spinifera e O. intermedia
familia Potamolepidae (VVolkmer-Ribeiro e Almeida, 2005).

A diversidade bioldgica pesente na Amazo6nia, também se reflete nas esponjas, porém
com estudos restritos a levantamentos ecoldgicos e taxonémicos. Desta forma estudos

quimicos destes organismos sdo uma lacuna a ser preenchida.

3.3. Rios da Amazdbnia

A bacia amazénica é o mais extenso sistema fluvial e o de maior massa liquida do
planeta delimitado pelos macigos das Guianas, Brasil Central e a Cordilheira dos Andes,
drenando uma érea de aproximadamente 6,1 milhdes de Km? (Sioli, 1991; Gaillardet et al.,
1997; Aucour et al., 2003). A area de drenagem da bacia amazénica apresenta uma grande
diversidade de formacgbes geoldgicas, podendo ser distinguidas trés grandes provincias
geoldgicas: os Escudos das Guianas e do Brasil Central (44% da &rea da bacia), a Cordilheira
dos Andes (11% da area da bacia) e a Amazonia central (45% da area da bacia) (Seyler e
Boaventura, 2003). O pequeno declive presente na bacia, que entre Manaus e 0 oceano
Atlantico (1.200 Km) é inferior a 3 cm km™ associado as precipitagdes sazonais intensas
(2000 — 3000 mm ao ano a leste dos Andes) resultam na variacao periddica do nivel das aguas
em Manaus de 8 a 11 m e em aproximadamente 40.000 Km? de floresta inundada na area de
drenagem da floresta durante os periodos de cheia (Walker, 1995).

Em funcdo destas variagcbes de solo, origem e precipitagdo, entre outros efeitos
diversos, as aguas dos diversos rios da Amazdnia apresentam caracteristicas distintas, sendo

classificadas em trés tipos: pretas, brancas e claras (Sioli, 1950; Sioli, 1968).
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As &guas pretas, que apresentam como maior exemplo o rio Negro, sdo caracterizadas
por elevadas concentracdes de metais alcalinos, entre os quais se destacam o sodio e potassio,
além de metais como ferro, cobre, zinco e aluminio (Gibbs, 1972). Além de apresentarem
certa acidez e alta concentragdo de matéria organica dissolvida, com sua coloracao
caracteristica atribuida a presenca de &cidos humicos (Leenheer, 1982).

As aguas brancas, como as do rio Solimdes, apresentam pH proximo ao neutro,
coloracdo marrom amarelada e muito material em suspensdo. E relatada forte presenca de
metais alcalinos terrosos destacando elevada concentracéo de ions de célcio e magnésio (Sioli,
1968; Stallard e Edmond, 1983).

As aguas claras provenientes da Amazonia central possuem pouco material suspenso,
apresentam uma maior transparéncia que a dgua branca, e em funcdo do relevo regular oferece
menor possibilidade de eroséo (Sioli, 1960; Sioli, 1991).

3.4. Produtos Naturais de Esponjas

Em 2011, foram descritos 296 novos compostos em estudos com esponjas (Blunt et
al., 2013). No ano de 2010 esse namero foi de 283 (Blunt et al., 2012), nimero muito
proximo ao de 2009, quando 287 novas estruturas foram descritas (Blunt et al., 2011),
resultados muito semelhantes aos obtidos nos dez anos anteriores. A diversidade de
substancias isoladas destes organismos é evidenciada pelas atividades bioldgicas relatadas
para estas, tornando as esponjas um dos principais hotspots para as pesquisas na area de
produtos naturais.

A fim de ilustrar a diversidade dos metabolitos encontrados nas esponjas marinhas
alguns compostos relevantes que apresentarem esqueletos incomuns serdao apresentados.

A adriadisiolida (Figura 2), identificada em Dysidea sp. proveniente do mar Adriatico

Norte, foi 0 primeiro monoterpeno isolado de uma esponja (Mancini et al., 1987).
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Figura 2: Adriadisiolida, primeiro monoterpeno isolado de Dysidea sp.

Trés diterpenos triciclicos (Figura 3) isolados de Higginsia sp., coletada na Austrélia,

apresentaram um esqueleto carbénico inédito (Cassidy et al., 1985).

Figura 3: Diterpenos triciclicos isolados de Higginsi sp.

Uma série de diterpenoides, Negobinas A — | (Figura 4) foram isolados de Negonbata
sp., coletadas na ilha Pemba, Tanzania. A negobina D apresentou toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina. Estes produtos naturais sdo os primeiros relatos de diterpenos
do tipo saculateno em organismos marinhos, sendo anteriormente relatados apenas em

hepaticas (Rudi, Benayahu e Kashman, 2007).
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Figura 4: Negobinas A-l isoladas de Negonbata sp.

A neviotidina-A (Figura 5), isolada de Siphonochalina siphonella, possui um novo
esqueleto triterpénico pentaciclico (Carmely e Kashman, 1986).
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Figura 5: Neviotidina-A, isolada de Siphonochalina siphonella.

O N3 5-cicloxantosina (Figura 6), isolada de esponja marinha pertencente ao género
Erylus, coletada ao sul da Austrélia, € o primeiro registro de ciclonucleosideo como produto

natural, embora ja conhecido como produto de sintese (Capon e Trotter, 2005).
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<§j
HO OH

Figura 6: N* 5-cicloxantosina isolada de Erylus sp.

O

Na esponja Niphates digitales, coletada em Cuba, foi obtido 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undeca-7-eno (Figura 7), pela primeira vez de uma fonte natural. Embora
extremamente inesperado, a presenca do composto foi confirmada por analises de

cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas (Regalado et al., 2010).
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=

Figura 7: 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundeca-7-eno isso de Niphates digitales.

Associada a impressionante diversidade metabdlica apresentada pelas esponjas é
registrada uma ampla gama de atividades bioldgicas, que vém sendo exploradas em busca de
novos principios ativos para a industria farmacéutica.

O nucleotideo espongotimidina, isolado da esponja caribenha Cryptotethya crypta
(Bergmann e Feeney, 1951), originou a citarabina (Figura 8), um nucleosideo pirimidinico
sintético que atua inibindo DNA polimerase e DNA sintetase, indicado para alguns tipos de
leucemia e meningite. A citarabina recebeu aprovacdo da FDA (Food and Drug
Administraion) em 1969, e é o derivado de produto natural marinho ha mais tempo no
mercado americano (Bergmann e Feeney, 1951; Mayer et al., 2010).

o NH,
L
HN/E/ NZ |
o O%KN HO O)\N
OH
oPH O~
OH OH

Figura 8: Espongotimidina e citarabina.

Poliéteres macrolideos isolados originalmente da esponja marinha Halicondria okadai,
exibiram grande atividade antitumoral in vitro, principalmente halicondrina B. Estudos com
estruturas simplificadas desta substancia mostraram que o mesilato de eribulina (Figura 9)
mostrou a mesma atividade promissora, assim como atributos farmacéuticos favoraveis, como
solubilidade em &gua e estabilidade quimica. Este composto apresentou bons resultados frente
a diversos tipos de tumores em testes clinicos fase Ill, a ultima etapa para obter aprovacao
pela FDA (Hirata, 1986; Aicher et al., 1992; Towle et al., 2001; Jackson, Henderson e
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Phillips, 2009; Mayer et al., 2010; Cortes e Lorca, 2011; Devriese et al., 2012; Austad et al.,
2013).

Halicondrina B

Mesilato de eribulina

Figura 9: Halicondrina B isolado da esponja Halicondria okadai e seu derivado mesilato de
eribulina.

O triterpeno citotoxico hemestarilina, isolado pela primeira vez da esponja marinha
Hemiasterella minor, coletada na Africa do Sul, originou o E7479 que mostrou bons
resultados nos teste fase | para aprovagéo junto a FDA, sendo recomendada a realizagdo dos
teste de fase Il. A atividade antimitética do derivado de produto natural envolve um
mecanismo baseado na tubulina, levando a apoptose celular. Ao contrario de outras

substéncias com atividade mediada pela tubulina como taxanos, alcaloides de vinca e
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eribulina, que se ligam preferencialmente a tubulina , o E7479 se liga a tubulina a (Figura

10) (Talpir et al., 1994; Mayer et al., 2010; Rocha-Lima et al., 2012).

CHj3
H,C CHj /
CH, 0 / N
HO X | NH
] | |
o] CH, O HyC CHj3
H3C CHj
CHj3
Hemiasterlina
HsC CH3 HC
N | COOH
NH | x X
0 /5\ CHj
CHs
E7974

Figura 10: Hemestarilina, isolado da esponja Hemiasterella minor, e seu derivado E7974.

A esponja Neamphius huxley, coletada na Papua Nova Guiné, permitiu a identificacdo
de neamfina (Figura 11), com atividade citotoxica. Esse metabdlito é o primeiro relato de um
sistema de anel imidazo[4,5,e]-1,2-tiazina tanto em produtos naturais ou sintese, a estrutura

foi determinada por difracdo de raios-X de monocristal (De Silva et al., 1991).
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Figura 11: Neamfina, isolada da esponja Neamphius huxley.
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Estudo com esponjas do género Leucetta possibilitou a identificagdo do primeiro
alcaloide poliacetilénico de uma esponja (Figura 12) que apresentou atividade citotoxica (Clsg
= 2,5 pg/mL) frente a células NBT-T2 (Hermawan, De Voogd e Tanaka, 2011).

AN OH

Figura 12: Alcaloide acetilénico isolado da esponja Leucetta sp.

Avarol e avarona (Figura 13), metabdlitos de Dysidea avara, em ensaios preliminares
mostram capacidade de inibir virus HIV in vitro. Nove derivados aminicos da avarona foram
sintetizados e submetidos a avaliacdo preliminar de citotoxicidade, porém nenhum foi tdo
ativo quanto o produto natural (Minale, Riccio e Sodano, 1974; Sarin et al., 1987; Cozzolino
etal., 1990).

HO o

CH; OH

CH
CHy °

avarol avarone

Figura 13: Avarol e avarona, isolados Dysidea avara.

A sintese enantioseletiva para o avarol e a avarona foram descritas empregando uma
reacdo de adicdo radicalar para incorporar o anel aromético (Ling, Xiang e Theodorakis,
1999).

O sesterterpenodide manoalida (Figura 14) isolado originalmente da esponja marinha

Luffariella variabilis (De Silva e Scheuer, 1980), apresentou atividade antibiotica e
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antiinflamatdria. A manoalida atua como antiinflamatorio atraves de ligacdo irreversivel com
a fosfolipase A2 (Bennett et al., 1987; Glaser et al., 1989) e chegou a fase 2 de testes pré-
clinicos, porém as pesquisas foram descontinuadas em funcdo de problemas na formulagédo
(Haefner, 2003; Sipkema et al., 2005; Gross e Konig, 2006; Folmer et al., 2010).

manoalida

Figura 14: Manoalida, sesterterpenoide isolado da esponja Luffariella variabilis.

As esponjas se destacam entre 0s organismos marinhos devido aos seus esterdis nao
usuais como o contignasterol, (Figura 15), isolado de Petrosia contignata. Este esterol
altamente oxigenado ¢ notavel devido a configuragdo ndo usual do proton 14 e a
funcionalidade hemiacetal na cadeia lateral. Esta substncia, também conhecida por 1ZP
94005, e seus derivados, IPL 57092 e IPL 512602 (Figura 15), apresentam atividade
antiinflamatdria que, embora apresente relacdes estruturais com esterdides glicocorticoides,
ndo compartilham o mesmo mecanismo de acdo, sendo estas substancias classificadas como
“leucocyte-selective anti-inflammatory drugs (LSAIDs)”. Devido a bioatividade promissora, o
contignasterol e seus derivados vém sendo avaliados pela Inflazyme Pharmaceuticals Ltd. em
cooperagdo com a Aventis Pharma como um antiasmatico. Os derivados IPL 576092 e IPL
512602 ja completaram a fase 1l de estudos clinicos de atividade contra o cancer (Burgoyne,
Andersen e Allen, 1992; Gross e Konig, 2006; Ajikumar et al., 2008).
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Figura 15: Contignasterol (1ZP 94005) e seus derivados IPL 57092 e IPL 512602.

Alguns esterdis sulfatados apresentam atividade antimicrobiana significante como o
halistanol trisulfato (Figura 16), um tris sulfato de sodio, isolado de Halichondria cf. moorei,
(Fusetani, Matsunaga e Konosu, 1981). O mesmo produto natural foi isolado de esponjas do
género Topsentia por fracionamento bioguiado e mostrou uma Clsy de aproximadamente 4
UM contra pp60'°", uma proteina oncogénica de acéo tirosina-quinase. A remogao dos grupos
sulfatos levou a um derivado inativo, outros ester6is monosulfatados avaliados ndo se

mostraram ativos (Slate et al., 1994).
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Figura 16: Halistanol trisulfato isolado de Halichondria cf. moorei.

Os nor-sesterpenos trunculinas A e B (Figura 17), com atividade antimicrobiana,
isolados junto com seus ésteres metilicos da esponja australiana Latrunculia brevis

apresentaram um esqueleto novo (Capon, Macleod e Willis, 1987).

trunculina A

CH
H4C R

H

3C CHj

trunculina B

Figura 17: Trunculinas A e B isoladas de Latrunculia brevis.

Esses exemplos ilustram o potencial e a pluralidade dos produtos naturais presentes

nas esponjas.
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3.4.1. Produtos naturais de esponjas de agua doce.

Os produtos naturais de esponjas de &dgua doce apresentam um namero de trabalhos
muito reduzido quando comparados com 0s estudos envolvendo organismos marinhos. Sendo
mais numerosos com 0s organismos encontrados no lago Baikal (Russia), explorando

principalmente a composic¢éo dos lipidios destes organismos.

3.4.1.1. Acidos graxos de esponjas dulcicolas.

Significativa quantidade de acidos graxos em esponjas dulcicolas foi relatada
inicialmente para espécie Spongilla lacustris (Spongillidae) onde 31% da fracdo lipidica
foram caracterizadas como acidos graxos livres (Clarke e Mazur, 1941).

Posteriormente, outra espécie do mesmo género, Spongilla wagneri (Spongillidae), foi
investigada quanto aos lipideos presentes em suas gémulas empregando analises em
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foi relatado que acidos
graxos livres, com cadeias entre 10 e 24 carbonos, representavam 18,53% dos lipideos
extraidos (Laseter e Poirrier, 1970).

Os fosfolipideos da esponja Ephydatia fluviatilis (Spongillidae) foram estudados
possibilitando a identificacdo de 15 acidos graxos com cadeia de 14 a 16 carbonos, sendo
cinco insaturados, trés monoenoicos, quatro dienodicos, um triendico e dois tetraendicos além
dos acidos (5Z,9Z)-5,9-hexacosadiendico (A>°-26:2) e (5Z,9Z,197)-6,9,19-hexacosatriendico
(A>*1°-26:3) foram identificados como os componentes majoritarios (Hahn et al., 1989).
Estes dois acidos, frequentemente relatados anteriormente em esponjas marinhas da classe
Demospongeae, mostraram uma variacdo sazonal que se justificativa como resposta
adaptativa a temperatura do ambiente (Jefferts, Morales e Litchfield, 1974; Morales e
Litchfield, 1976).

A incorporacgéo de precursores de cadeia curta e sua transformacao em acidos graxos
de cadeia longa (Cy) foram investigadas empregando marcagdo isotdpica em esponjas
Ephydatia fluviatilis. Um constante crescimento na razio A>*'°-26:3/ A®-26:3 pode ser

observado, caracterizando, de forma indireta, a primeira evidéncia de uma enzima A®-
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dessaturase. A mesma evidéncia foi observada em outra esponja de agua doce com a
identificacdo incerta (Hahn et al., 1989).

Os fosfolipidios da esponja dulcicola Euspongilla lacustris (Spongilidae) coletada no
rio Volga foram analisados permitindo a identificagdo de 17 &cidos graxos com cadeias
contendo entre 14 e 26 atomos de carbono, dos quais oito insaturados, seis monoendicos, um
diendico, um triendico e um tetraenoico (Dembitsky, Kashin e Karaganova, 1991).

A composicdo dos acidos graxos de trés diferentes espécies de esponjas de agua doce
coletadas em Israel, Ephydatia syriaca, Nudospongilla sp. (Spongillidae) e Cortispongilla
barroisi (Malawispongia) foi analisada revelando vinte componentes principais e destacando
uma elevada concentra¢do de acidos eicosatetrandico (A5’8’11‘14-20:4, acima de 10,1% da
fracdo 4cida) e acidos eicosapentandico (A>®1417.20:5 acima de 11,6%), e A&cidos
docosahexanoico (A*"10131619.29-6 acima de 11,8%) (Dembitsky e Rezanka, 1996).

Cinco neo acidos graxos nao usuais foram relatados como minoritarios nas esponjas
Ephydatia syriaca, Nudospongilla sp. e Cortispongilla barroisi, entre os quais o acido 6,6-
dimetil-heptandico (Figura 18). Anteriormente, uma amida deste acido e o acido incorporado
a lipopeptideos haviam sido relatados na cianobactéria Lyngbya majuscula (Orjala et al.,
1995; Nagle, Paul e Ann Roberts, 1996), possibilitando divida quanto a origem dos neo

acidos relatados nas esponjas.
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Figura 18: Acido 6,6-dimetil-heptandico.

Estudos posteriores com as mesmas espécies possibilitaram a identificacdo de 185
acidos graxos empregando cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, e empregando outras técnicas cromatograficas foi possivel isolar e identificar por
ressonancia magnética nuclear cinco acidos ndo descritos anteriormente. A espécie Ephydatia
syruaca permitiu o isolamento e identificacdo do acido (2E,5R,10E,12E)-3,5,15-trimetil-7-
metileno-hexadeca-2,10,12-triendico. A partir da esponja Nudospongilla sp. o0s &cidos
(2E,4E,6S,8E,10E,12S)-6,9,12-trimetiltetradeca-2,4,8,10-tetraendico, (2Z,4E,6Z,8E,10S,12E)-
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6,8,10,13-tetrametilpentadeca-2,4,6,8,12,14-hexaendico e (2E,4E,6S)-4,6-dimetil-hexadeca-
2,4-diendico foram isolados. A esponja Cortispongilla barroisi forneceu o acido
(2E,4E,7R,8E,10E,14R)-7,9,14-trimetilhexadeca-2,4,8,10-tetraenoico (Figura 19) (Rezanka e
Dembitsky, 2002).

HOOC” X I N s

acido (2E,5R,10E,12,E)-3,5,15-trimetil-7metileno-hexadeca-2,10,12-triendico
CHj CHj

c
Hooo” XX N X s

CHg
acido (2E,4E,6S,8E,10E,12S)-6,9,12-trimetiltetradeca-2,4,8,10-tetraendico

HiC  HaC

acido (22,4E,6Z,8E,10S,12E)-6,8,10,13-tetrametilpentadeca-2,4,6,8,12,14-hexaendico
CH; CHj

CH
HOOC/\)\*/\/\/\/\/ 3

acido (2E,4E,6S)-4,6-dimetil-hexadeca-2,4-diendico
CHg

HOOC/\M/\/\/\/ o

CH; CH,
acido (2E,4E,7R,8E,10E,14R)-7,9,14-trimetil-hexadeca-2,4,8,10-tetraendico

Figura 19: Acidos inéditos descritos nas espécies Ephydatia syruaca , Nudospongilla sp.

Cortispongilla barroisi.

Nas esponjas do lago Baikal pertencentes aos géneros Lubomirskia e Baicalospongia

(Lubomirskiidae) foram identificados os primeiros acidos graxos de cadeia muito longa, entre
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24 e 28 carbonos, em esponjas dulcicolas (Dembitsky, 1981). Os acidos graxos das esponjas
Baicalospongia bacillifera e Baicalospongia intermedia (Lubomirskiidae), endémicas do lago
Baikal, foram analisados por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas permitindo a identificacdo de 185 &cidos graxos. Grande diversidade estrutural foi
observada nestes acidos sendo 46 saturados, iso-, anteiso-, ramificados, ciclicos, 55
monoendicos, 37 diendicos, 25 triendicos e 22 poliendicos com até seis insaturacoes
(Dembitsky, Rezanka e Kashin, 1993). Outra espécie endémica do mesmo habitat,
Lubomirskia baicalensis (Lubomirskiidae), também teve seus &cidos graxos investigados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, permitindo a identificacdo
de cento e oitenta e trés acidos graxos com diversidade semelhante a relatada nas espécies do
género Baicalospongia (Dembitsky, Rezanka e Kashin, 1994).

Entre os acidos graxos saturados relatados nas esponjas endémicas do lago Baikal
destaca-se a presenca de algumas estruturas incomuns como os acidos 11-
metilnonodecanoico, ciclopropilhexacosandico, iso-tetracosandico e anteiso-pentacosanoico
(Dembitsky, Rezanka e Kashin, 1993; Dembitsky, Rezanka e Kashin, 1994).

Quatorze novos &cidos graxos isoprendicos poli-insaturados de duas séries homdlogas,
baseadas nos acidos 3,7,11,15-tetrametil-hexadecandico e 4,8,12-trimetiltridecandico, foram
isolados e identificados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e **C nas
esponjas endémicas do lago Baikal Baicalospongia intermedia, Baicalospongia bacilifera e
Lubomirskia baikalensis (Rezanka e Dembitsky, 1993).

Na espécie Lubomirskia baicaensis foram identificados aldeidos de cadeia longa nédo
usuais (22:1, 22:2, 23:1, 24,1, 24,2 e 25:2) em seu extrato lipidico, destacando o tetracosa-17-
enal como aldeido majoritario, sendo este também o principal aldeido de outra espécie, a
Baikalospongia bacilifera (Imbs e Vereshchagin, 2005).

A formacao de aldeidos insaturados a partir de &cidos graxos de cadeia longa por meio
de atividade enzimatica é documentada em plantas aquaticas, algas, dinoflagelados de agua
doce e diatoméaceas marinhas (Kajiwara et al., 1990; Kajiwara et al., 1993; Ginzburg et al.,
1998; Kawasaki et al., 1998; D'ippolito, ladicicco, et al., 2002; D'ippolito, Romano, et al.,
2002).

Os 4cidos graxos A° e A* da esponja de 4gua doce Baicalospongia bacilifera foram
revisitados seletivamente empregando reacdo de iodolactonizacdo e a identificacdo por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e reagcdes de degradacao

quimica. A presenca de diversos 4cidos monoinsaturados ramificados ndo usuais, iso-15:1 A%,
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anteiso-15:1 A? iso-17:1 A’ anteiso-17:1 A*, &cidos tetraendicos ndo ramificados 18:4
A>91215 ¢ 4cidos eicosapentandico isoméricos com ligagdes duplas trans (A>8¢HH14617¢ _o0:5)
foram relatados (Imbs e Latyshev, 1998).

Uma nova anélise dos acidos graxos da esponja Baicalospongia bacilifera mostrou o
acido 57,82,117,147,18E-eicosapentaendico como principal componente, representando 14%
do total de &cidos graxos detectados. A presenca de dois outros isdbmeros deste acido foi
identificada na esponja, o 5Z,8Z,11Z,15Z,18E-eicosapentaendico, até entdo inédito, e o
52,82,117,14Z,17Z-eicosapentaendico (Figura 20). Estes acidos foram isolados na forma de
ésteres metilicos empregando cromatografia em silica impregnada com nitrato de prata e
cromatografia liquida de alta eficiéncia e suas estruturas foram determinadas empregando
espectrometria de massas acoplada a cromatografo em fase gasosa e ressonancia magnética

nuclear (Imbs e Rodkina, 2005).

HsC COOH

acido 57,87,117,147,17Z-eicosapentaendico

HaC N — — — COOH

acido 57,87,117,14Z,18E-eicosapentaendico

HsC X — — COOH

acido 57,87,112,15Z,18E-eicosapentaendico

Figura 20: Acidos graxos da esponja Baicalospongia bacilifera.

3.4.1.2. Esterois de esponjas dulcicolas

Esponjas adquirirem seus esterdis de quatro diferentes formas: através da biossintese
direta; pela ingestdo; pela modificacdo de esterois ingeridos ou pela biossintese associada a
algum organismo simbionte (Goad, 1983; Djerassi e Silva, 1991), portanto certamente ha uma

influéncia do meio.
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A capacidade das esponjas biossintetizarem esterdis ndo usuais e comuns € relatada
para diversas esponjas (Kerr et al., 1989; Kerr, Kerr e Djerassi, 1991; Silva, Wunsche e
Djerassi, 1991). O arsenal metabdlico das esponjas, marinhas e dulcicolas, também é capaz de
converter esterois 24-alquil substituidos em colesterol, e surpreendentemente 0 processo
reverso também se mostra presente nas mesmas espécies (Malik, Kerr e Djerassi, 1988; Kerr
et al., 1990; Kerr et al., 1992), permitindo a estes animais transformar esterois incorporados
conforme suas necessidades.

O nudmero de esterdis presentes nas esponjas varia fortemente com a espécie,
limitando-se geralmente entre sete e dez. Em muitos casos ha apenas um esterol que se
apresenta como majoritario e os demais aparecem em quantidade traco (Bergquist, Lavis e
Cambie, 1986), caracteristica esta que favorece um trabalho quimiosistematico, onde o0s
esterdis majoritarios podem ser empregados como marcadores para as espéecies.

Mazur (1941), obteve o 5,6-dihidrostigmasterol em estudos com Spongilla lacustris,
sendo este o primeiro produto natural isolado a partir de uma esponja de adgua doce. Desde
entdo varios outros esterois tém sido descritos.

Estudos com as espécies Spongilla lacustris e Ephydatia fluviatilis, muito frequentes
na Europa, coletadas na Italia, permitiram a identificacdo de oito esterois: colesterol, (22E)-
colesta-5,22-dieno-3p-ol, (24R)-24-metil-colesta-5-eno-3p-ol, (24S)-24-metil-colesta-5-eno-
3p-ol, (22E,24S)-24-metil-colesta-5,22-dieno-3p-ol, (22E,24R)-24-metil-colesta-5,22-dieno-
3pB-ol, 24-metilcolesta-5,24(28)-dieno-33-ol, (24S)-24-etilcolesta-5-eno-3B-ol e (22E,24R)-24-
etilcolesta-5,22-dieno-3f3-ol em ambas as espécies. A espécie Ephydatia fluviatilis apresentou
ainda sitosterol e o estanal 24-metil-5a-colestano-3p-ol (Figura 21). Nas duas espécies, 0
colesterol aparece como o mais abundante esterol, representando 74 e 66%, da fracdo

esteroidica respectivamente (Manconi et al., 1988).



R; = colesterol,

R, = (22E)-colesta-5,22-dieno-3p-ol

R; = (24R)-24-metil-colesta-5-eno-3p-ol

R, = (24S)-24-metil-colesta-5-eno-3-ol

Rs = (22E,24S)-24-metil-colesta-5,22-dieno-3f-ol

24-metil-5a-colestano-3p-ol
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Rs = (22E,24R)-24-metil-colesta-5,22-dieno-33-ol
R; = 24-metilcolesta-5,24(28)-dieno-3p-ol

Rg = (24S)-24-¢etilcolesta-5-eno-3-ol

Rg = (22E,24R)-24-¢etilcolesta-5,22-dieno-33-ol

Figura 21: Esterois relatados em Spongilla lacustris e Ephydatia fluviatilis.

Outro trabalho com a espécie Spongilla lacustris, a partir de material coletado na

provincia Yunnan, China, permitiu a identificacdo de oito esterois colesterol, 5-a-colesta-7-

eno-3p,6a-diol, colesta-5-eno-3p,7p-diol, colesta-5-eno-3p,7a-diol, (22E)-colesta-5,22-dieno-

3B,7a-diol, 24&-etil-colesta-5-eno-3p,7a-diol,

colesta-7-eno-3p,5a,6B-triol,

(24S)-24-¢til-

colesta-7,22-eno-3p,5a,6B-triol, 24S-etil-colesta-7-eno-3p,5a,6B-triol (Figura 22) (Hu et al.,

2009).
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5-a-colesta-7-eno-3p,60-diol colesta-5-eno-3p,7p-diol

R
"OH

R; = colesta-5-eno-3p,7a-diol
R,= (22E)-colesta-5,22-dieno-3p,7a-diol
R; = 24&-etil-colesta-5-eno-3p,7a-diol

HO

HO™ o
OH

R4 = colesta-7-eno-3p,5a,6pB-triol,

Rs = 24S-etil-colesta-7,22-eno-3B,5a,63-triol

Re = 24S-etil-colesta-7-eno-3p,5a,6p-triol
Figura 22: Ester0is relatados para a esponja Spongilla lacustris.

A partir da esponja Ephydatia syriaca foi possivel isolar a siriacina, uma nova e nao
usual ceramida glicosideo sulfatada ligada a um &cido graxo muito longo, como o &cido (all
Z)-34S-metil-hexatriaconta-5,9,12,15,18,21-hexaenoico (Rezanka, Sigler e Dembitsky, 2006).

A anélise da espécie Baicalospongia bacilifera permitiu identificar esterol inédito, o
baikalosterol  (24-etil-26-norcolesta-5,22E,25-trieno-3p-ol), além de oito esterdis ja
conhecidos:  (24S)-metilcolesta-5,22E,25-trieno-3B-0l,  colesta-5,22E-dieno-3p-ol,  24-
metilcolesta-5,24(28)-dieno-3p-0l, 24&-metilcolesta-5,22E-dieno-3p3-ol, colesterol, (24S)-
metilcolesta-5-eno-3B-ol, 24&-etilcolesta-5,22E-dieno-33-ol,  (24S)-etilcolesta-5-eno-3p3-ol
(Figura 23). O colesterol também aparece nesta espécie como principal esterol, representando
39% da fracdo esteroidica obtida (Makarieva et al., 1991).
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Rl: AN R2: M

R —
HO
R3= \ R4: \ /
—
R; = baikalosterol R; = 24&-metilcolesta-5,22E-dieno-33-ol
R, = (24S)-metilcolesta-5,22E,25-trieno-3-ol R, = 24&-etilcolesta-5,22E-dieno-3p-ol

Figura 23: Esteréis de Baicalospongia bacilifera.

Outra espécie proveniente do lago Baikal, Russia, Lubomirskia baicalensis, teve sua
fragdo de esterois estudada, onde foram detectados 16 A°,3p-esterois, porém apenas 14 foram
identificados: 24-norcolesta-5,22-dieno-3-ol, colesta-5,22E-dieno--3p-ol, colesterol, 24-etil-
26-norcolesta-5,22E,25-trieno-3p-0l,  24-metil-colesta-5,22-dieno-3p-0l, 24-metil-colesta-
5,22E,25-trieno-3B-ol, 24-metil-colesta-5,25-dieno-3p-ol, 24-metil-colesta-5,24(28)-dieno-33-
ol, 24-metil-colesta-5-eno-3p-ol, 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol, 24-etil-colesta-5,25-dieno-
3p-ol, 24-etil-colesta-5,24(28)E-dieno-3p-ol, 24-etil-colest-5-eno-3B-0l, 24-etil-colesta-
5,24(28)Z-dieno-3B-ol (Figura 24). Nesta espécie, o colesterol novamente é o mais abundante

esterol, representando 56% do total (Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992).

HO |
_ e = .
R4= Rs= Re=
—— [

R; = 24-norcolesta-5,22-dieno-3p-ol R, =24-metil-colesta-5,25-dieno-3p-ol
R, = 24-metil-colesta-5,22-dieno-3-ol Rs = 24-etil-colest-5-eno-3-ol
R; = 26-norcolesta-5,22E,25-trieno-3-ol Rg = 24-etil-colesta-5,24(28)Z-dieno-3p-ol

Figura 24: Esterois identificados em Lubomirskia baicalensis.
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3.4.1.3. Outros Produtos Naturais relatados em esponjas dulcicolas.

Além de acidos graxos e esterois, os trabalhos com esponjas dulcicolas possibilitaram
o0 isolamento de substancias de outras classes.

Através de repetidas colunas cromatograficas com a fracdo mais polar do extrato
obtido em etanol da esponja Baicalospongia bacilifera, utilizando XAD-2 como fase
estacionaria, foi possivel isolar a-metilglucopiranosideo (Figura 25) e a identificacdo foi

realizada através de comparacdo com padrdo auténtico (Makarieva et al., 1991).

OMe

Figura 25: a-metilglucopiranosideo isolado de Baicalospongia bacilifera.

O estudo quimico da espécie Spongilla lacustris permitiu a identificacdo de uma
substancia inédita, tetracosana-1-ol-1-O-B-gluco-piranosideo, além do ja conhecido 1-
palmitoil-3-B-D-galactosil-sn-glicerol (Figura 26) (Hu et al., 2009), que, j& havia sido relatado
na esponja marinha Spongia cf. hispida e na alga marinha Oscillatoria rosea, com atividade
de inibir a agregacdo plaquetéria e o crescimento bacteriano (Rho et al., 1996; Pettit et al.,
1997).

OH OH
HQ OH

0 0
" O _(CH)z,CH; O __(CH,)14CH,

HO OH HO OH g

Figura 26: Tetracosano-1-ol-1-O-B-gluco-piranosideo e 1-palmitoil-3-p-D-galactosil-sn-

glicerol encontrados em Spongilla lacustris.
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Mesmo com um numero restrito de trabalhos, as esponjas dulcicolas apresentam

grande variabilidade de metabdlitos, justificando a necessidade de pesquisas nesta area.

3.4.2. Quimiotaxonomia

A identificacdo taxondmica das esponjas exige um alto grau de especializacdo em
virtude da baixa complexidade destes animais, levando a busca de marcadores para facilitar
esse trabalho. Os marcadores moleculares para estes organismos estdo ainda sendo
estabelecidos, embora o uso de marcadores de DNA para o filo tenha se iniciado nos anos
1990 (Kelly-Borges, Bergquist e Bergquist, 1991).

Metabdlitos especiais sdo uma alternativa para auxiliar na caracterizacdo das esponjas
em funcdo de seu vasto nimero, que cresce ano a ano, € a diversidade estrutural que
apresentam.

Alguns acidos possuem valor quimiotaxonémico significativo tanto para esponjas
marinhas quanto dulcicolas. Um exemplo sdo as esponjas Anthosignella varians e
Spheciospongia vesparium nas quais o acido 4,8,12-trimetiltridecandico corresponde 5,2% e
23%, respectivamente, do total de &cidos graxos. Nas esponjas Chondrilla nucula e Agelas
dispor o é&cido 3,7,11,15-tetrametilhexadecandico representa 13,8% e 8,6% do total da
composicdo fosfolipidica (Figura 27). Tais &cidos ndo ocorrem simultaneamente em uma
mesma esponja (Carballeira, Maldonado e Porras, 1987). A presenca de acidos graxos de
cadeia longa com insaturacdes nos carbonos 5 e 9 (A>®) é apontado como uma marcador para
diferenciar as classes Hexactinellidae e Demospongiae da classe Calcareae (Thiel et al.,
2002).
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acido 3,7,11,15-tetrametilhexadecandico

Figura 27: Acidos encontrados em esponjas marinhas com relevancia quimiotaxondmica.

Os 4acidos graxos presentes nas esponjas podem ter origem em microrganismos
simbiontes (Gillan et al., 1988), entretanto ha indicios de que acidos graxos de cadeia longa
sdo produzidos pelas esponjas (Hahn et al., 1988; Lawson, Thompson e Djerassi, 1988;
Garson et al., 1994).

A presenca de esterdis com anéis ciclopropanicos (Figura 28) nas cadeias laterais
como majoritarios em algumas esponjas da ordem Haposclerida embasou a criagdo de uma
nova ordem Petrosia (Bergquist, 1980). Os seguintes resultados ilustram essa caracteristicas
nas eponjas desta classe Calyx nicaensis onde calysterol representa 52% dos esterdis
(Fattorusso et al., 1975), Petrosia ficiformis com o petrosterol sendo 60% de seus esterois
(Sica e Zollo, 1978) e P. hebes na qual o petrosterol corresponde a 50% de seus esterdis (Cho
e Djerassi, 1987).

Sl

petrosterol calysterol

Figura 28: Esterdis com anéis ciclopropanicos.
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Estudos posteriores (Bergquist, Hofheinz e Oesterhelt, 1980; Bergquist, Lavis e
Cambie, 1986; Bergquist et al., 1991) mostraram que nem todas as espécies entdo
classificadas na ordem Petrosia apresentavam ester6is com aneis ciclopropanicos ou
estruturas relacionadas. Tais resultados indicam a necessidade de mais estudos com 0s
esterois das esponjas e possivelmente de novas classificacoes.

A analise dos esterdis de esponjas da ordem Halichondrida (Demospongiae), sugere a
necessidade de uma revisao da relacdo filogenética entre algumas de suas familias, indicando
origem polifilética do género Halichondria enquanto que os géneros Myrmekioderma e
Pseudoxinella apresentariam uma origem monofilética (Castellanos et al., 2003).

Gauvin e colaboradores (2004) analisaram 0s ester0is de esponjas do género
Xetospongiae e comparando os resultados observados com dados da literatura de esponjas de
duas espécies do mesmo género, identificaram a existéncia de trés grupos diferentes, o que 0s
levou a sugerir a necessidade de uma revisdo taxonémica para o género.

A diversidade dos lipidios presente nas esponjas associada ao valor quimiotaxondmico

que estes metabolitos apresentam mostra a importancia destes estudos.

3.5. Espiculas

As espiculas sdo as estruturas de sustentacdo das esponjas pertencentes as classes
Demospongiae, Homoscleromorpha e Hexactinellida. Sdo compostas de silica amorfa, opala,
enguanto a classe Calcarea possui espiculas de carbonato de calcio (Schroder et al., 2008).
Evolutivamente, os organismos da classe Hexactinellida foram os primeiros a surgir, seguidos
das Demospongiae e finalmente das Calcarea. Ha evidéncias indicando que a
biomineralizacdo do silicio precede a do calcario em mais de 10 milhdes de anos (Brasier,
Green e Shields, 1997; Muller, 1998).

O primeiro relato de que algumas esponjas possuiam como elementos de sustentacéo,
as espiculas, compostas por “agulhas de vidro” organizadas de forma irregular, s6 foram
relatadas em 1825 (Grey, 1825). Em 1885, as esponjas compostas de silicio foram divididas
em duas classes Hexactinellia e Demospongiae (Schulze, 1885), e estudos recentes

determinaram a criagdo da classe Homoscleromorpha (Gazave et al., 2012).
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As espiculas de silica de ambas as classes possuem um canal axial central em torno do
qual a silica é depositada, no interior do canal se encontra um filamento com diametro na
ordem de 1 um e comprimento variavel conforme o tamanho da espicula (Uriz, 2006). Um
caso extremo séo as espiculas basais de Monarhaphis chuni, classe Hexactinellida, que atigem
mais de 3 cm de comprimento e até 8,5 mm de didmetro (Schulze, 1925; Mdiller, W. et al.,
2007).

A formacéo das espiculas de silica é iniciada no interior de células especializadas, 0s
esclerdcitos, e concluida no meio extracelular. A compreensdo da formagéo das espiculas foi
possivel apos a descoberta do filamento axial presente nas espiculas de membros das classes
Demospongiae e Hexactinellida contendo uma enzima que foi denominada silicateina. De
forma oposta a relatada em plantas e diatomaceas, onde biosilica é depositada a partir de uma
solucdo super saturada, as espiculas das esponjas sdo formadas de um meio hiposaturado
intermediado por enzimas, permitindo as esponjas formarem a biosilica em ambientes pobres
em silica (Mller et al., 2003; Uriz et al., 2003; Veremeichik et al., 2011; Wang et al., 2012).

A investigacdo dos filamentos de silicateina da esponja Tethya aurantium permitiu a
identificacdo de trés isoformas, silicateina a, p e y, ocorrendo na proporgdo de 12 : 6 : 1
(Shimizu et al., 1998). Um mecanismo enzimatico para a acdo da silicateina o de

polimerizacdo da silica (Figura 29) foi proposto por Cha e colaboradores (1999).
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Figura 29: Proposto de mecanismo de acdo da silicateina o (Cha et al., 1999).
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A presenca de multiplas silicateinas, em esponjas dulcicolas foi demonstrada com a
identificacdo de duas silicateinas o nas espiculas da espécie Lubomirskia baicalensis
(Kaluzhnaya et al., 2007). A andlise de espiculas de esponjas coletadas no rio Negro, porém
sem identificagdo taxondmica, demonstrou a natureza amorfa e mesoporosa desse material,
sugerindo 0 uso de mecanismos enzimaticos biomimeticos para sintetizar esse material in
vitro (Jensen et al., 2009; Jensen, Keding e Yue, 2011).

A composicdo elementar das esponjas pertencentes a classe Demospongiae varia
significantemente conforme a espécie, mas é primordialmente silicio, oxigénio e hidrogénio,
sendo que a silica pode representar mais de 75% da massa seca do animal. Outros elementos
se fazem presentes nas espiculas, porém em baixas concentracdes, entre 0s quais, destacam-
se: aluminio, célcio, cloro, cobre, ferro, potassio, sodio, enxofre e zinco (Sandford, 2003; Uriz
et al., 2003; Muller, W. E. G. et al., 2007; Schroder et al., 2008).

As espiculas purificadas da esponja dulcicola Drulia uruguayensis, coletadas no rio
tapajos apresentaram o silicio como componente majoritario (18,9%). Os elementos célcio,
ferro, cobre e zinco também foram observados nas espiculas analisadas (Magalhdes et al.,
2011).

A variacdo da composicdo elementar das esponjas em funcéo da espécie estudada pode

ser uma informacdo quimiotaxonémica relevante.

3.5.1. Silica

A silica, SiO,, é composta dos dois elementos mais abundantes na crosta terrestre, e
ocorre naturalmente com elevada pureza tanto em formas cristalinas quanto amorfas, além de
combinagOes com outros metais e silicatos (ller, 1979; Moore, 1999).

A humanidade mantém uma relagdo estreita com a silica. Na antiguidade, o
conhecimento empirico indicava qual argila utilizar para cada finalidade, como potes para
armazenar ou cozinhar alimento, ou tijolos de construgdo. Diversos processos tecnoldgicos
atuais empregam silica, como a fabricacdo de ceramicas, a construcao civil e a quimica fina,
entre outros (Kalapathy, Proctor e Shultz, 2002; Bj6rnstrom et al., 2003; Della et al., 2006).

Por ser geralmente obtida de fontes minerais, em processos dispendiosos (ller, 1979;

Kalapathy, Proctor e Shultz, 2002; Da Silva Jr et al., 2010) a busca de fontes alternativas para
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silica amorfa tem explorado o potencial da casca de arroz ou mesmo de suas cinzas, um
subproduto encontrado em abundancia, que contém grande quantidade de silica, (Kamath e
Proctor, 1998; Kalapathy, Proctor e Shultz, 2000a; b; 2002; Foletto et al., 2005; Della et al.,
2006; Abdel-Mohdy et al., 2009; Da Silva Jr et al., 2010; De Lima et al., 2011). Outras fontes
de silica amorfa como residuos de alto forno (Seggiani e Vitolo, 2003) e cinzas de 6leo de
xisto (Gao et al., 2010) também s&o utilizadas.

Um exemplo do potencial tecnologico de espiculas de esponjas foi demonstrado ao
empregar um tipo especifico destas, “sterrasters”, provenientes da esponja do género Geodia
de forma ovoide, como suporte para coluna de cromatografia em fase gasosa. As espiculas
apresentaram desempenho satisfatorio, possibilitando uma boa separacdo de uma mistura de
alcoois e cetonas (Webb, Smith e Wells, 1965).

As espiculas silicosas de esponjas associadas a “esqueletos” de diatomaceas, argila,
grdos de areias e matéria organica, em proporc¢des variaveis, formam rochas denominadas de
espongilitos. Estes apresentam diversas aplicacBes nas inddstrias de ceramicas, produtos
refratarios, suprimentos para cromatografia e suporte para catalisadores (Volkmer-Ribeiro e
Motta, 1995; Melnikov et al., 2003; Almeida et al., 2010; Almeida et al., 2011).

As esponjas dulcicolas podem representar uma nova fonte de silica amorfa, material

que possui diferentes aplicaces.

3.6. Bioindicadores

A possibilidade de empregar esponjas como bioindicadores vem sendo investigada
(Patel, Balani e Patel, 1985; Perez et al., 2003; Rao et al., 2006), a condi¢do de animais
sésseis e filtradores as tornam intimamente ligadas ao meio que habitam.

A concentragdo total de um metal em um invertebrado aquético, como as esponjas, vai
depender do histérico de obtencdo e acumulagdo do elemento pelo animal e do ambiente. A
habilidade de incorporar elementos pelas esponjas é documentada para diversas especies e
metais, como ouro (Bowen, 1968) e ferro (Le Pennec et al., 2003), por exemplo. H& também
indicios de certa seletividade do material incorporado tanto pela composicdo quanto pelo
tamanho dos gréos presentes no ambiente, influenciada pelo substrato no qual a esponja se

encontra aderida, embora os mecanismos envolvidos ndo sejam claros, nem a funcdo do
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material incorporado nestes organismos. O substrato também exerce influéncia sobre sua
expressao génica (Pozzolini et al., 2010).

A capacidade de acumulo de metais por estes organismos pode ocorrer tanto
diretamente dos metais dissolvidos na &gua que circula através das esponjas, quanto das
particulas suspensas coletadas e absorvidas como alimento por estes animais (Roberts et al.,
2008).

A habilidade da esponja Halichondria panicea acumular cobre, zinco e cddmio em
proporcdes diretas as encontradas em seu habitat foi demonstrada com altas taxas de acimulo.
Com a transferéncia da esponja para outro ambiente ndo impactado foi observada a reducao
na concentracao dos metais previamente acumulados (Hansen, Weeks e Depledge, 1995).

Esponjas da espécie Spirastrella cuspidifera coletadas na costa da India apresentaram
capacidade de acumular Cd, Cr, e Sn na faixa de 15 a 2000 pg g™ de massa seca, com 5 a 7
ordens de magnitude maiores que a dgua ambiente. Em Petrostylyssa foetida, no mesmo
nicho ecologico, ndo foi possivel detectar estes ions metélicos. A esponja Spirastrella
cuspidifera apresentou também maior capacidade de acimulo de Ni, Co, Zn e Ti, enquanto as
concentragdes de Cu, Mn, Pb, Fe e Sr eram mais elevadas em Petrostylyssa foetida. Os
halogénios Br e | apresentaram praticamente a mesma concentragdo nas duas espécies (Patel,
Balani e Patel, 1985).

Estudos com esponjas Petrosia testudinaria coletadas em duas regides da costa
indiana indicaram que aquelas situadas préximas a costa (1 Km) apresentaram concentragdes
de metais pesados (Al, Fe, Mn, As, Ni, Co, Cu, Se) até 64 vezes maiores que as situadas
distante do continente (5 a 7 Km), mostrando o potencial de bioindicador destes organismos
(Rao et al., 2006).

As esponjas também sd3o capazes de acumular poluentes organicos como
demonstrado pela esponja marinha Spongia officinalis. A concentracdo de 24 substancias da
classe bifenil policlorados (PCB) apresentou concordancia com a concentra¢do na area de
estudo. As maiores concentracdes encontradas foram para hexa- e heptaclorobifenil (Perez et
al., 2003).

O uso de esponjas como bioindicadores representa uma nova alternativa para o

monitoramento do vasto sistema hidrografico amazénico.
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3.7. Cromatografia

A cromatografia € um método fisico quimico de separacdo de uma mistura, através da
distribuicdo de seus componentes entre duas fases que se encontram em contato intimo. Uma
das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move através dela. Enquanto a fase
movel passa através da fase estacionaria os componentes da mistura séo distribuidos entre as
mesmas de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionéria
resultando em migracdes diferenciadas (Collins, 2006).

A palavra cromatografia deriva das palavras gregas chrom que significa cor e graphe
que significa escrever, embora o processo nao dependa de cor, e € atribuida ao botanico
Tswett, que em 1906 a utilizou em um trabalho que descreve a separa¢do dos componentes de
extratos de folhas, embora a técnica tenha registros anteriores a esse. No experimento
empregou colunas de vidro recheadas com varios solidos finamente divididos como fase
estacionéria e éter como fase movel (Tswett, 1906a; b).

Existem diversas formas de classificar as diferentes modalidades de cromatografia,
podendo ser feita pela natureza das fases mdveis e estacionarias usadas e o mecanismo de

separacao empregado (Figura 30) (Poole, Cooke e Wilson, 2000).

Cromatografia

Fase mével

Gas Fluido supercritico Liquido

| Fase estacionaria

solido liquido solido liquido s6lido liquido migela
l [ [ [ [ l
adsorcao adsorcao adsorcao ads?'r@fio adsor(;?o particdo
exclusio parti¢do particao exclusao
troca idnica
) afinidade
Mecanismo de fase ligada
separacao

Figura 30: Técnicas cromatograficas.
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A cromatografia em camada delgada consiste em uma técnica de separacdo de
componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada fina de
adsorvente aderido a uma superficie plana, tendo como marco inicial trabalho publicado em
1938 por Izmailov e Sharaiber. O processo de separacdo estd baseado, basicamente na
adsorcdo, porém usando-se fases estacionarias tratadas podem ocorrer por outros mecanismos
(Shostenkot, Georgievskii e Levin, 2000; Vichenewski, 2006).

A cromatografia em fase liquida em coluna aberta pode empregar 0s mesmos
adsorventes que a cromatografia em camada delgada, sendo de fécil execucdo ndo exigindo
grande instrumentacdo (Vichenewski, 2006).

Existe uma grande diversidade de adsorventes comercialmente disponiveis sendo 0s
mais empregados: silica, alumina, celulose e poliamida (Vichenewski, 2006).

Diversos trabalhos ilustram o uso de silica tratada com solucfes de nitrato de prata
(AgNOg3) para a separacdo de compostos com diferentes graus de insaturacdo (lkan, 1965;
Ikan e Cudzinovski, 1965; Nano e Martelli, 1966; Vroman e Cohen, 1967; Stevens, 1968;
Nikolova-Damyanova, Christie e Herslof, 1996). A técnica se baseia na formacdo de um
complexo entre os elétrons presentes na ligacdo dupla e os ions de prata, que aumenta a
retengdo dos compostos insaturados levando a uma migracdo diferenciada em fungdo do
namero de ligaces duplas presentes na estrutura (Eberz et al., 1937; Winstein e Lucas, 1938).

O uso de silica impregnada com sulfato de cobre (CuSO,) também mostra bons
resultados na separacdo de acidos biliares, porém o mecanismo envolvido ndo esta
completamente estabelecido (Dotowy, 2007; Pyka e Klimczok, 2008).

A silica tratada com hidréxido de potassio (KOH) é descrita como uma ferramenta
para a separacdo de acidos organicos de misturas complexas através de um mecanismo de
troca i6nica. Analises espectroscopicas indicam que o hidréxido de potassio nédo fica retido na
silica, mas sim ocorre a formagéo de silicatos de potassio (Mccarthy e Duthie, 1962; Douglas
e Powell, 1969; Ramljak et al., 1977; Khulbe, Mann e Macphee, 1996; Pinto et al., 1997,
Pinto et al., 2000; Lima et al., 2003).

A cromatografia em fase liquida apresenta um incremento em sua eficiéncia com a
reducdo das particulas empregadas como fase estacionaria (Snyder e Kirkland, 1979), sendo a
cromatografia flash (Still, Kahn e Mitra, 1978; Fair e Kormos, 2008) e a cromatografia de alta
eficiéncia (Snyder e Kirkland, 1979; Snyder, Kirkland e Glajch, 1997) evolugdes naturais da

cromatografia em fase liquida.
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3.7.1. Cromatografia em fase gasosa (CG)

O desenvolvimento da cromatografia em fase gasosa acelerou-se apds um trabalho
pioneiro explorando a particdo entre uma fase movel gasosa e uma fase estacionaria liquida
para separar acidos carboxilicos com cadeias de 1 a 12 carbonos (James e Martin, 1952).

Um sistema de cromatografia a gas é composto basicamente por um reservatério para
0 gas de arraste (eluente), uma coluna disposta no interior de um forno no qual é possivel
realizar o controle da temperatura. um sistema de injecdo para a amostra, um detector e um
registrador (Figura 31) (Fowlis, 1994; Bonato, 2006).

Ill‘ i Fzde
\“-,_; / ATTaste

Repisirador

Figura 31: Esquema bésico de um cromatdgrafo em fase gasosa.

A cromatografia em fase gasosa tornou possivel a analise de dezenas de substancias de
uma mesma amostra em funcéo de sua excelente resolugéo e os baixos limites de deteccéo
que pode atingir. Em funcdo da substancia a ser analisada e do detector a ser empregado

consegue-se detectar valores inferiores a 10™2 g (Bonato, 2006).
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3.7.1.1. Detectores

As amostras, apds serem separadas na coluna, devem ser detectadas para entdo serem
registradas. Esse detector pode apresentar uma certa seletividade respondendo a apenas uma
classe de substancias ou ser universal detectando qualquer substancia presente na amostra. E
ideal que os detectores apresentem uma alta sensibilidade, sendo essa definida como mudanca
na resposta do detector em funcdo da quantidade detectada. Outra caracteristica importante
dos detectores é o ruido, que sdo variagdes na linha de base em determinado intervalo de
tempo, representando efeitos eletronicos do sistema de detecgdo. O ruido interfere diretamente
na quantidade minima detectavel, que é definida como a quantidade minima de amostra que
gera uma resposta trés vezes superior ao ruido. Para andlises quantitativas é importante
determinar a faixa de linearidade do detector, que é definida como a razdo entre a maior e a

menor concentracdo de amostra onde a resposta do detector é linear (Bonato, 2006).

3.7.1.1.1. Detector de ionizacao por chama (DIC)

O detector de ionizacdo por chama é o mais frequentemente empregado. O eluente da
coluna é queimado em uma pequena camara por uma chama de oxi-hidrogénio produzindo
alguns ions no processo. Estes ions sdo coletados gerando uma pequena corrente elétrica que é
entdo amplificada gerando o sinal. Compostos que ndo contem carbono organico ndo sao
detectados, possibilitindo anélises de amostras que contenham agua, desde que isso nao

interfira na separacdo cromatogréafica (Mcnair e Miller, 1997).

3.7.1.2. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

A interface entre o cromatografo em fase gasosa e 0 espectrometro de massas é
responsavel por transportar o eluente da coluna proveniente do cromatografo em fase gasosa

para o espectrometro de massas. Isto deve ser feito tomando cuidado para que o analito ndo
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condense nesta interface e também ndo degrade antes de entrar na fonte de ions do
espectrometro de massas. Além disso, o fluxo de gas que entra na fonte de ions deve ser
inferior a capacidade da bomba de vacuo do espectrdmetro de massas (Kitson, Larsen e
Mcewen, 1996).

Thomson, em 1913, demonstrou que 0 gas neon apresentava diferentes espécies
atdbmicas, possuindo massa atdbmica entre 20 e 22 unidades (Thomson, 1921). Essas diferentes
especies foram posteriormente denominadas is6topos e esse trabalho concedeu a Thomson o
titulo de “pai da espectrometria de massas”.

Um espectrdmetro de massas é um aparelho capaz de medir a relagdo massa carga de
um ion em fase gasosa e determinar a abundancia de cada espécie ibnica. Em cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas a carga é quase sempre 1. Todos 0s
espectrOmetros de massas funcionam separando ions em fase gasosa em um ambiente de
baixa pressao pela interacdo entre um campo magnético ou elétrico com a particula carregada
(Kitson, Larsen e Mcewen, 1996).

A cromatografia em fase gasosa é amplamente empregada para compostos de baixa
polaridade, como na identificacdo de componentes de 6leos essenciais além de aplicacdes em
quimica de alimentos, petr6leo, forenses e bioldgicas (Jennings, Mittlefehldt e Stremple,
1997; Alvarez, 2004; Brettell, 2004; Smith, Craig e Walters, 2004; Snyder, 2004; Adams,
2009).

3.7.1.3. Derivatizacdo para cromatografia em fase gasosa

A desvantagem da técnica de cromatografia em fase gasosa é que se limita a
substancias volateis e termicamente estaveis. A derivatizacdo é obrigatoria para substancias
polares e termolabeis a fim de posibilitar a analise cromatografica. A reducdo da polaridade,
geralmente, melhora as condi¢des cromatograficas da substancia, minimizando adsor¢éo
indesejada e permitindo a obtencdo de picos melhor definidos, melhorando a resolugédo. A
separacdo de compostos de dificil separacdo pode ser facilitada com o uso de derivatizantes
apropriados (Segura, Ventura e Jurado, 1998; Bonato, 2006).

Moléculas contendo um grupo funcional protdnico sdo frequentemente derivatizadas

empregando reacdes de sililacdo, sendo o reagente trimetilsilil o mais comum. A habilidade
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de formar derivados silil para os grupos funcionais segue a ordem: alcool > fenol > &cidos
carboxilicos > aminas > amidas (Evershed, 1993; Segura, Ventura e Jurado, 1998; Bonato,
2006).

Alguns esterdis ndo exibem boas caracteristicas cromatograficas, principalmente pela
presenca de grupos cetonas e/ou hidroxilas. Dentre diversos derivatizantes para grupos
hidroxila existentes, reagdes com trimetilsilil sdo bastante Gteis (Evershed, 1993; Segura,
Ventura e Jurado, 1998; Andrési et al., 2011).

Reacdes de acilagdo também sdo frequentemente empregadas como derivatizacdo para
cromatografia em fase gasosa. Consiste na introducdo de um grupo acila em uma molécula
contendo um hidrogénio reativo. Derivados acilados podem ser obtidos de uma variedade de
grupos funcionais como alcoois, aminas, amidas, tiois, fendis, enois, sulfanamidas, compostos
insaturados e anéis aromaticos. Reacdes de acilacdo sdo geralmente realizadas empregando
trés tipos principais de reagentes: haletos de acila, anidridos acidos ou derivados reativos de
acila como imidazois acidos (Blau, 1993; Segura, Ventura e Jurado, 1998).

Reacdes de acilacdo também sdo documentadas na identificacdo de esterois de
esponjas, sendo frequentemente relatada a reacéo de acetilagdo empregando anidrido acético e
piridina (Manconi et al., 1988; Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992; Santalova et al.,
2004; Aknin et al., 2010).

O uso de agentes derivatizantes também se faz necessario quando o espectro de
massas da substancia ndo apresenta ions diagndsticos (Segura, Ventura e Jurado, 1998). A
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas é amplamente aplicada na
analise estrutural de acidos graxos. Empregando derivatizantes apropriados € possivel
determinar a posicdo de ramificacdes, an€is, heterodtomos e insaturacdes (Dobson e Christie,
2002).

3.8. Espectroscopia de fluorescéncia de raios-X

Logo apos a descoberta dos raios-X em 1895, por Wilhelm Conrad Réntgen, a
possibilidade da fluorescéncia de raios-X oi demonstrada. Porém, foram necessarias algumas
décadas até que, em 1948, Friedmann e Birks desenvolvessem o primeiro espectrometro de

raios-X. O primeiro detector semicondutor que possibilitou o desenvolvimento da
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fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia (EDXRF) foi desenvolvido no final da
década de 1960, principalmente no Lawrence Berkeley Lab (Van Frieken, 2004).

Um modo simplificado para explicar a emissdo de raios-X seria que ao bombardear
uma amostra com raios-X, 0s atomos atingem um estado de excitagdo levando a vacancias nas
camadas eletrdnicas inferiores. Um elétron € entdo transferido para a camada inferior para
suprir essa vacancia, emitindo raios-X que sdo equivalentes a diferenca de energia entre 0s
niveis eletrdnicos envolvidos (Figura 32). Cada elemento emite raios-X com comprimento de
onda e energia caracteristicos, permitindo a identificacdo dos mesmos presentes na amostra
(Patnaik, 2004).

Excitacao

Figura 32: Principio da fluorescéncia de raios X.

A fluorescéncia de raios-X rivaliza com a precisao de técnicas de quimica via imida
na analise de elementos majoritarios. No entanto é dificil para detectar elementos com
concentracdo inferior a uma parte em 10.000 (Patnaik, 2004). A técnica apresenta grandes
vantagens como a capacidade de realizar analise multi-elementar e a possibilidade de estudar
amostras solidas, geralmente preparadas como pastilhas prensadas de p6 (Kramar, 1997,
Patnaik, 2004; Van Frieken, 2004).

Tradicionalmente EDXRF tem sido excluida de metodologias de certificagdo de
material, no entanto um método empregando fluorescéncia de raios-X por dispersao de
energia usando luz sincroton (ED-SRXRF) passou a fazer parte da metodolgia de certificacdo

do Instituto Federal de Pesquisa de Materiais e Testes da Alemanha, mostrando que todos os



63

riscos de interferéncias por picos intensos e subtracdo de ruido de fundo ndo sdo mais razdes
para excluir a técnica (Radtke, Vincze e Gorner, 2010).

A composicdo inorganica da oleorresina de cinco espécies da familia Burseraceae,
conhecido popularmente por breu, foi investigada empregando a técnica de EDXRF. O estudo
identificou a presenca de um padrdo de composicdo nas amostras analisadas, inclusive
sugerindo a presenca de mecanismos de absorcdo seletiva diferentes para determinadas
especies (Rudiger, Silva e Veiga Junior, 2009).

Moedas de prata gregas encontradas na peninsula Ibérica, provenientes do periodo
entre os seculos I (um) e V (cinco) antes de Cristo, foram caracterizadas empregando
EDXRF, mostrando que a prata representa, em média, 98,32% das moedas, indicando o
dominio de um bom processo de purificacdo do minério pelos antigos gregos (Pitarch e
Queralt, 2010).

A andlise de elementos traco nas cascas de arvores, empregando EDXRF, foi
empregada para avaliar a poluicdo gerada pela producdo de cimentos nas cidades de
Laranjeiras e Nossa Senhora do Socorro, no estado do Sergipe. O acumulo de determinados
elementos nas amostras analisadas indicou que a emissao gerada pelas industrias de cimento
afeta a regido como um todo (Ferreira et al., 2012).

A técnica de EDXRF também foi empregada para avaliar elementos traco (Ca, Fe, Cu
e Zn) em tecidos mamarios, cancerigeno e normal. A concentracdo dos elementos avaliados
foi mais elevada nos tecidos neoplasicos (benignos e maligos) quando comparada as amostras
de tecido normal, mostrando que estes elementos podem ser usados como biomarcadores para
os tumores (Silva et al., 2012).

Empregando EDXRF para determinar a concentracdo dos elementos tracos (K, Ca, Fe,
Cu, Zn, Si, Sr, Al e Au) e espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) para os elementos ultra traco (Mn, Pb, AS, Hg, V, Cr, Sn, Cd, Ni e Co), amostras
de mexilhdo (Mytilus galloprovincialis), coletado no Cape Town Harbour, foram analisadas
revelando a presenca de concentraces médias acima dos valores recomentados pela
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) foi relatada (Fatoki et
al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Solvente

Todo o solvente utilizado no presente estudo apresenta grau de pureza para analise
(P.A.) e foi previamente destilado no laboratorio, com excec¢do do acido borico, soélido,

empregado nas dilui¢bes para fluorescéncia de raios-X.

4.2. Material animal

Durante os periodos de baixa das dguas as esponjas ficam expostas facilitando a sua
localizagéo e coleta, desta forma foram realizadas excursdes a diversos locais, com posicéo
determinada por GPS (Global Positioning System). Os espécimes foram frequentemente
encontrados aderidos a vegetacao sujeita aos pulsos de inundacdo, ou rochas nos leitos dos
rios.

As amostras coletadas submersas foram armazenadas em freezer até a extracdo,
enguanto que as amostras coletadas secas, em funcdo do ciclo das aguas, foram trituradas e
devidamente armazenadas ap6s serem limpas mecanicamente para remocao dos galhos, folhas
e rochas aos quais se encontravam aderidas (Araujo et al., 2003).

Fragmentos das esponjas coletadas foram separados para a identificacdo taxondmica,
atentando para a presenca de gémulas nestes fragmentos, essenciais para identificacéo.

Para a preparacdo das espiculas para identificagdo taxondmica, sob microscépio
estereoscopico, um pequeno pedaco de esponja contendo gémulas foi colocado sobre uma
placa histologica. Pingou-se duas a trés gotas de acido nitrico a 65%. Posicionou-se a lamina
sobre uma chama levando o &cido a fervura, até constatar a total eliminacdo da matéria
organica que envolvia as espiculas. Gotejou-se, em seguida, &gua sobre as espiculas
dissociadas e a deixou evaporar sobre a chama, repetiu-se a operacao trés vezes para eliminar
residuos de acido. Uma vez que o residuo silicoso estava bem seco cobriu-se a preparacao

com Entelan® e laminula (Volkmer-Ribeiro, 1985).
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A identificacdo foi realizada pela Dra. Cecilia Volkmer-Ribeiro, da Fundacao
Zoobotanica do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre-RS, e amostras “voucher” dos materiais
coletados foram depositadas e catalogadas no Museu de Ciéncias Naturais da Fundacao
Zoobotanica do Rio Grande do Sul (MCN-FZB) e no Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA).

4.3. Preparo dos extratos

Inicialmente os extratos foram preparados por maceracdo. Em funcdo do baixo
rendimento observado outras técnicas de extracdo foram testadas, e a extracdo em aparelho
Soxhlet apresentou melhores resultados.

4.3.1. Maceracgéao

4.3.1.1. Maceracdo com solventes em ordem crescente de polaridade

Foram preparados extratos por maceracdo sucessiva com solventes de polaridade
crescente (hexano, acetato de etila e metanol). Quantidades de solvente suficientes para cobrir
as amostras foram adicionadas as mesmas e apés cinco dias o solvente foi removido e
concentrado em evaporador rotativo a pressao reduzida. O processo foi repetido cinco vezes

com cada um dos solventes empregados, resultando em trés extratos para cada amostra.

4.3.1.2. Maceracdo em metanol

As esponjas coletadas submersas foram extraidas por maceragdo em metanol. O

material congelado foi submerso diretamente no solvente por sete dias, apds este periodo o



66

solvente foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo a pressao reduzida. Esse processo

foi repetido trés vezes. O extrato concentrado obtido foi particionado com hexano,

diclorometano e acetato de etila. A Figura 33 ilustra o procedimento adotado.

esponja congelada

Extragdocom metanol (x3)

fase hexano

|

particdo com hexano

fase metanol/agua

particdo diclorometano

|

extrato em
hexano
fase metanol/agua
l particdo acetato de etila
extrato em extrato em

metanol/agua

acetato de etila

Figura 33: Extracdo e particdo de amostra de coletadas submersas.

4.3.2. Extracéo em aparelho de Soxhlet

fase
diclorometano

l

extrato em

diclorometano

Foram preparados extratos empregando extrator tipo Soxhlet, no qual as amostras

foram extraidas por 12 h com trés solventes em polaridade crescente (hexano, acetato de etila

e metanol) originando trés extratos para cada amostra.
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4.3.3. Extracao da fracao volatil

A extragéo foi realizada em aparelho Likens-Nickerson (Macleod e Cave, 1975). A
esponja congelada foi submetida por 3 h a extracdo e destilacdo simultanea (SDE) continua e
a fracdo volatil, obtida em cloroférmio foi seca com Na,SQO, anidro e armazenada em freezer

até a analise (Roussis et al., 1995).

4.4. Técnicas Cromatograficas

A fim de separar 0s constituintes majoritarios presentes nos extratos organicos obtidos,
diversas técnicas cromatograficas foram empregadas, tais como: Cromatografia em Coluna
Aberta (CCA), Cromatografia de com silica impreganada com KOH (CIK), Cromatografia em
Coluna Flash (CCF) e Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

As caracteristicas do extrato a ser estudado determinaram a técnica a ser empregada.

4.4.1. Cromatografia em Coluna Aberta

Utilizou-se silica de fase normal 60A, 60 — 200 mesh, Acros Organics® como fase
estaciondria, empacotada em uma coluna de vidro aberta, onde foram utilizados como fase
movel diferentes solventes sempre com gradiente de polaridade crescente.

Empregou-se colunas com diferentes diametros escolhidas conforme a massa da
amostra a ser fracionada para obter-se sempre um caminho cromatografico minimo de 10 cm
e maximo de 20 cm.

A razdo de massa de silica e massa de amostra foi avaliada empregando inicialmente
20 : 1 e devido a baixa resolucdo obtida, foi gradativamente aumentada até 50:1, em que

observamos um resultado satisfatorio, sendo entdo foi empregada nos processos seguintes.
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4.4.2. Cromatografia em Coluna Flash

A cromatografia em coluna Flash foi realizada segundo metodologia descrita por Still,
Kahn e Mitra (Still, Kahn e Mitra, 1978) empregando como fase estacionaria silica Flash 230
— 400 mesh.

Nesta técnica empregou-se uma coluna de vidro de 2 cm de diametro Uma pequena
quantidade de algoddo foi empregada para reter a fase estacionaria no interior da coluna,
adicionou-se a silica sobre o algodao até formar uma coluna com aproximadamente 15 cm de
altura. A fim de obter o empacotamento uniforme, com auxilio de uma bomba de ar, aplicou-
se pressdo ao interior do sistema até ndo haver mais variagdo na altura da coluna de silica.

Foi adicionada a fase movel previamente selecionada e, com auxilio da bomba de ar,
forgou-se sua passagem pela coluna até completa uniformidade da coluna. Adicionou-se a
amostra a ser fracionada no topo da coluna, amostra essa que ndo ultrapassava 160 mg, e
recolheu-se 20 fracGes de 10 mL. Ao final do procedimento recolheu-se uma ultima fracédo de
100 mL de metanol a fim de recuperar o material que eventualmente pode ter ficado retido na
coluna.

As fracGes foram analisadas por cromatografia em camada delgada e reunidas por

similaridade.

4.4.3. Cromatografia com silica impreganada com KOH

A cromatografia com silica impreganada com KOH empregando silica de fase
normal 60A, 60 — 200 nesh, Acros Organics® impregnada com solugdo de KOH 10% (m/v),
como fase estacionaria e diclorometano e metanol, como fases moveis.

Empregou-se uma razéo de 1 para 40 em relagdo a massa da amostra a ser fracionada
e a massa de silica impregnada com KOH a ser empregada no procedimento. O diametro da
coluna empregada foi escolhido em funcdo da massa de silica ser empregada a fim de obter
um caminho cromatografico minimo de 10 cm.

O volume da fragcdo em diclorometano empregado foi de 2,5 mL para cada grama de

silica, e 0 de metanol de 1 mL para cada grama de silica.
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Na fragdo em diclorometano ficaram contidas as substancias ndo cidas presentes na
amostra inicial, enquanto que a fragdo obtida com metanol continha os sais de potassio dos
acidos que ficaram retidos na silica tratada com o hidroxido de potassio.

A fracdo em metanol foi concentrada e re-suspendida em uma solugéo de metanol-
agua onde o pH, que inicialmente era préximo a 12, foi corrigido para 2 empregando solucéo
de é&cido cloridrico 1,0 M, e em cada pH diferente, incluindo o inicial, a solucdo foi

particionada com diclorometano.

4.4.4. Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada foi utilizada para uma avaliacdo prévia dos
extratos obtidos, assim como para acompanhar os fracionamentos realizados.
Neste procedimento foram utilizadas placas flexiveis de aluminio cobertas com gel de

silica 60F,s¢ € dois reveladores universais, vanilina sulfarica e sulfato cérico.

4.4.5. Cromatografia em fase gasosa

As andlises foram realizadas em cromatografo em fase gasosa modelo CG2010
Shimadzu® com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) instalado no Centro de
Biotecnologia da Amazé6nia (CBA), com coluna DB-5, com medidas de 15 m x 0,25 mm X
0,25 pm, sendo utilizado como gés de arraste hélio em fluxo de 1 mLmin™ e cromatégrafo em
fase gasosa modelo QP-2010 Shimadzu® acoplado a um espectrémetro de massas (CG-EM)

com coluna similar, empregando a técnica de impacto eletrdnico a 70 eV.
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4.45.1. Cromatografia em fase gasosa dos esterdis

A temperatura da coluna foi programada para iniciar a 100 °C, com acréscimo de 5
°C min™ até 290 °C, permanecendo em 290 °C por 10 minutos e as injecdes foram realizadas

no modo split 1 : 20.

4.4.5.2. Cromatografia em fase gasosa dos esterois acetilados

A anédlise foi realizada empregando uma isoterma a 280 °C por 60 minutos, as
injecOes foram realizadas no modo split 1 : 20.

4.45.3. Cromatografia em fase gasosa da fracéo volatil das esponjas

A temperatura da coluna foi programada para iniciar a 60 °C e subir 3 °C min™ até
atingir 240 °C, e a injecdo foi realizada no modo splitless. Padrdes de hidrocarbonetos

lineares foram injetados nas mesmas condicGes para a obtencdo dos indices de retencéo.

4.5. Acetilacéo

As amostras a serem acetiladas foram inicialmente dissolvidas em piridina, em uma
concentracéo de 10 mg mL™ e em seguida foi adicionado igual volume de anidrido acético. A
fim de reduzir o tempo reacional foi empregado 4-dimetilaminopiridina (DMAP) como
catalisador (Figura 34). O andamento da reagdo foi acompanhado por meio de cromatografia
em camada delgada. ApGs aproximadamente 1 h a reacdo se completa, entdo foram
adicionados gotas de 4cido sulfurico (H2SO4) 2N possibilitando a observagdo da formagao de

um precipitado branco, prosseguiu-se com uma particdo liquido-liquido com cloroférmio. A
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fase em cloroférmio obtida é e entdo lavada com acido cloridrico (HCI) 1 N e seca com

sulfato de sodio anidro (Na,SO,4). Apds a eliminacdo do solvente obtemos a amostra acetilada

(Shiraishi, 1978).

e amostra

e piridina

e anidrido acético

e DMAP (catalisador)

~1h
adicionar H,SO, 2N
— precipitado branco

[ particdo com CHCl, ]

[ fase aquosa ] [ fase o

rganica ]

lavar com HCI 1N
secar com Na,SO,
evaporar solvente

[ amostra

acetilada ]

Figura 34: Metodologia de acetilacéo.

4.6. Fluorescéncia de raios-X

Foi utilizada a técnica de fluorescéncia de raios-X por disperséo de energia (EDXRF)

em estado s6lido, em equipamento modelo Shimadzu EDX 700, instalado no Laboratério de

Pesquisas e Ensaios de Combustiveis (LAPEC) na Universidade Federal do Amazonas, para

determinar a composicdo elementar das amostras analisadas. As pastilhas foram preparadas
em uma prensa de 10.000 Kgf, utilizando 7,0000 g de H3BOj3 para a fixacdo de 1,0000 g da

amostra. Cada amostra foi analisada em triplicata, usando radiacdo Rh Ka, colimador em 10

mm, em atmosfera de vacuo. O tempo de irradiacdo foi de 200 s para cada amostra.
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4.6.1. Quantificacéo dos elementos observados

A calibragcdo do equipamento foi realizada utilizando padroes de referéncia
geologicos: GBW 3125, GBW 7105, GBW 7113, entre outros. Assim, obteve-se um erro
médio entre 1% e 12% para os elementos quantificados aqui. Com o objetivo de medir a
exatiddo e precisdo do metodo, os mesmos padrdes foram analisados cinco vezes cada,
obtendo um desvio padrdo médio de 7%. Os limites de deteccdo foram calculados utilizando a
férmula sugerida por Araujo e colaboradores (2003), atingindo valores de 10 ppm para 0s
elementos mais pesados, e de 150 ppm para 0s de numero atdbmico menores.

A concentracdo dos elementos nas primeiras amostras analisadas, em funcdo das
intensidades encontrados, mostrou que somente a diluicdo de 1: 7 em &cido bdrico seria
suficiente para minimizar o efeito da matriz.

Sais de pureza conhecidos, diluidos em acido boérico, também de pureza conhecido,
foram usados em seis concentracBes pré-determinadas, as quais foram submetidas as mesmas
condicBes de andlise que as amostras. Estes padrfes foram analisados sob as mesmas
condi¢des das amostras, para gerar curvas padrdo que foram usadas para a quantificacdo de
cada elemento. A quantificacdo com padrdes externos foi realizado para cada elemento

detectado.

4.7. Difracdo de raios-X

A difracdo de raios-X foi empregada com o equipamento modelo Shimadzu® XRD
6000, instalado no departamento de Geologia da Universidade Federal do Amazonas, para
determinar a cristalinidade. As especificagOes utilizadas na coleta de dados séo: radiagcdo Cu
Ko, 40 KV, 30 mA, velocidade de 2,0 °min™, 0,02° de passo, com varredura entre 04 e 60°.

O célculo da cristalinidade foi realizada através da formula:
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onde I¢ € 0 indice de cristalinidade, I, é intensidade de difracdo amorfa e K é a razdo entre a
intensidade espalhamento do raios-X da fragdo amorfa de uma massa conhecida de material e

a fracéo cristalina.

4.8. Obtencao de silica com alto grau de pureza de esponjas de agua doce

Amostras de esponjas foram submetidas a dois diferentes processos para obtencgdo de
silica com alto grau de pureza.

O primeiro método foi adaptado de um trabalho com cinzas de casca de arroz
(Kalapathy, Proctor e Shultz, 2000a). Inicialmente, foram adicionados 60 mL de &gua ultra
pura e 10 g de esponja a um Erlenmeyer, o pH da solucéo foi ajustado para 1,0 empregando
uma solucdo de HCI 6,0 M e mantida sob agitacdo constante por 2 h. Ap6s esse periodo, 0
material foi filtrado e o solido obtido foi solubilizado com 60 mL NaOH 1,0 M, sob
aquecimento e agitacdo constante por 1 h. Decorrido o tempo, o material foi novamente
filtrado, a solucdo obtida ficou em repouso até seu resfriamento a temperatura ambiente e,
entdo, o pH foi ajustado para 7,0 empregando solucdo de HCI 1,0 M e deixado repousando
por 18 horas. Posteriormente, foram adicionados 100 mL de agua ultra pura e a solucdo foi
centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos e seca a 80 °C, o precipitado foi separado e 0
procedimento foi repetido 2 vezes, resultando na amostra I (Figura 35).
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10 g de esponja

60 mL agua
ajustar pH para 1 com HCI 6,0 M
filtrar

residuo

60 mL NaOH 1,0 M
filtrar

A 4

filtrado

ajustar o pH para 7, com HCI 1,0 M
manter em repouso por 18 h
centrifugar

lavar o precipitado com agua ultra pura
(2x)

y

residuo ——> amostra |

Figura 35: Primeira metodologia de purificacdo de silica de espiculas de M. reticulta.

A segunda metodologia empregada foi adaptada de da Silva Junior e colaboradores
(2010), na qual 12 g de esponja e 160 mL de acido nitrico foram colocados em um
Erlenmeyer e deixados sob agitacdo por 1 h. Posteriormente, a solucdo foi filtrada e o solido
lavado com &gua ultra pura, até ndo apresentar mais mudanca na coloracéo, e o residuo foi
seco em estufa a 100 °C. Foram adicionados 60 mL de solugdo de H,SO, : H,0, (2:1 viv) e
mantida sob agitagcdo por 30 minutos. Decorrido esse tempo, a solucdo foi filtrada utilizando
uma placa de vidro sinterizado, porosidade G3, e o residuo foi lavado novamente até nédo
apresentar mudanca na coloragdo, e seco em estufa a 100 °C. O material obtido foi entdo
calcinado a 600 °C por 4 h em forno tipo mufla, e entdo passou a ser denominada de amostra
Il (Figura 36).
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12g de esponja

¢ 160 mL de &cido

¢ mantido sob agitacéo constante por 1 h

o filtrado

e lavado o residuo com agua deionizada até ndo
apresentar mais mudanga na coloracdo

\ 4

residuo 1

e 60 mL de solucéo de H,SO,: H,0, — 2:1

e mantido sob agitacdo constante por 30 min.

o filtrado em placa sinterizada (porosidade G3)

e residuo lavado com &gua deionizada até ndo
apresentar mais mudanca na coloragéo

A

residuo 2

« calcinado - 600°C por 4h

\ 4
silica ——> amostra Il

Figura 36: Segunda metodologia de purificacdo de silica de espiculas de M. reticulata

4.9. Ensaios enzimaticos e bioldgicos

4.9.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana foram realizados no Instituto
Lebnidas e Maria Deane, unidade da Fundagdo Oswaldo Cruz em Manus, sob a supervisao da
Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira e do pos doutorando Dr. Fabio Alessandro Pieri.

Foram preparadas solugdes com concentracdo de 10 mg mL™ em solugdo 1 : 1 de
dimetilsulfoxido (DMSO) e agua destilada estéril.

A atividade antimicrobiana foi testada contra patdgenos bacterianos de importancia
médica e veterinaria: sete espécies Gram-positivas: Bacillus subtilis subsp. subtilis (ATCC
6051), Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 33591), Streptococcus oralis
(Streptococcus sanguis) (ATCC 10557), Streptococcus pyogenes grupo A tipo 1 (ATCC
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12344) e Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) (ATCC 14506); e trés espécies
Gram-negativas: Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) (CDC EDL-933), Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076) e Shigella flexneri (ATCC 12022).

Os testes, em duplicata, foram realizados por difusdo em &gar pela técnica do orificio,
com adaptacBes das técnicas descritas por Cursino e colaboradores (2011) e Pieri e
colaboradores (2010). Foram utilizadas placas de Petri de 90 mm previamente preparadas com
uma camada inferior de 10 mL de agar bacterioldgico e uma superior de 15 mL de &gar
Mueler Hinton. Na camada superior foram feitos seis orificios com o auxilio de ponteiras
estéreis de 200 pL de forma equidistante para a posterior pipetagem de 40 pL das solucGes
das amostras, do controle positivo e do controle negativo.

As culturas bacterianas foram preparadas a partir de culturas novas (18 - 24 h),
produzidas a partir de uma Unica col6nia crescida em meio &gar BHI, e foram adequadas a
escala 0,5 de McFarland (1,5 . 10 UFC mL™). Preparados os inéculos seguiu-se a semeadura
nas placas preparadas com o auxilio de suabes estéreis, segundo preconiza o CLSI (2008), que
foram imersos no inéculo e levemente pressionados na parede do tubo para retirada de
excesso. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h em estufa bacterioldgica.

Apos o tempo de incubacdo verificou-se a presenca de halos de inibicdo circulares.
Quando identificada a formacdo de halo acrescentou-se a placa uma sobrecamada de 10mL de
solucdo de trifeniltetrazdlio a 0,1%, um indicador colorimétrico, que passa de transparente a
vermelho quando ha crescimento bacteriano, acrescido de Agar bacteriolégico 1% para
destacar o halo de inibi¢do. Foi considerada inibicdo microbiana quando houve formacéo de

halo de inibicdo.

4.9.2. Avaliago da atividade antiproliferativa

Os extratos brutos de esponjas foram submetidos a ensaios de toxicidade em células
tumorais pelo teste do MTT, realizados em parceria com o Grupo de Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard sob a supervisdo da Profa. Dra. Claudia do O Pesoa. As
linhagens tumorais utilizadas, HL-60 (leucemia — humano), MDA-MB435 (melanoma -
humano), HCT-8 (célon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Céncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
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suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37
°C e atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram dissolvidas e diluidas com DMSO
estéril na concentracdo estoque de 10 mg/mL. Analise de citotoxicidade pelo método do MTT
vem sendo utilizada no programa de screening do National Cancer Institute dos Estados
Unidos, que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (Skehan et al., 1990).

As células foram plagueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél mL™ para as linhagens
MDA/MB-435 e SF-295, 0,7 x 10° cél mL™ para a linhagem HCT-8 e 0,3 x 10° cél mL™ para
a linhagem HL-60. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO,a 37 °C.
Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida,
foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3 h. A absorbancia foi lida ap6s dissolucdo do precipitado com 150 pL de
DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

O célculo da Clsp (concentragdo capaz de inibir em 50% o crescimento celular) foi
realizado a partir da regressdo nao-linear no programa GraphPad Prism (versdo 4). Cada

amostra foi analisada a partir de dois experimentos realizados em triplicata.

4.9.3. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

4.9.3.1. Ensaios de edema da pata de rato induzida por carragenina e hiperalgesia.

Os ensaios de edema da pata de rato induzida por carragenina e hiperalgesia foram
realizadas na Universidade Federal do Rio de Janeiro sob a supervisdo da Profa. Dra. Ana
Luisa Palhares de Miranda e da Profa. Dra. Joselia Alencar Lima.

Foi realizado o ensaio de hipernocicepcdo térmica induzida pela administragdo
subplantar de carragenina 1% em ratos. Os extratos foram administrados por via oral na dose
de 100 mg Kg' uma hora antes da administracdo subplantar do agente inflamat6rio
carragenina 1% (0,1 mL por pata). Animais controles receberam volume igual do veiculo. Foi
medida a formacdo do edema analisando-se a variacdo do volume das patas que receberam
carragenina e das patas contralaterais. Para a avaliagdo da hiperalgesia térmica 0s mesmos

animais foram colocados sobre uma placa aquecida a 51°C e cronometrou-se 0 tempo que 0s
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mesmos suportavam este estimulo térmico. O resultado da hiperalgesia térmica foi expresso
como variacdo de laténcia em segundos, onde subtrai-se o valor em segundos da leitura basal
obtida com a retirada da pata da placa aquecida antes e ap6s a administracdo do estimulo
inflamatorio. Quanto maior essa variacdo, maior o grau de hiperalgesia apresentada pelo
animal (Lima et al., 2005).

4.9.4. Avaliagdo da atividade de inibi¢éo da enzima tirosinase

O ensaio foi realizado segundo a metodologia de Hearing Jr (1987). Inicialmente
foram preparados os reagentes. Para o preparo da solugdo tampéo fosfato pH 6,9 (10 mM)
foram pesados 1,36 g de fosfato de potéssio para 1000 mL &gua mili-Q, o pH foi ajustado
para 6,9 adicionando-se HCI ou NaOH. Solucéo enzimatica foi preparada pesando-se 0,002 g
de enzima e dissolvendo-se em 20 mL do tampao, sendo necessario diluir 1:4 antes do uso. O
reagente de coloragdo (L-Dopa 1 mmol/L) foi preparado pela adi¢do de 0,0197 g do reagente
Sigma D9628 (3,4-dihidroxi-L-fenilalanina) em 100 mL do tampé&o.

Para a realizacdo do ensaio foi necessario preparar oito diluicdes dos extratos ou
fragbes, comecando com a concentragdo de 1 mg mL™. Entdo foram adicionados 25 pL do
inibidor (extrato, diluente/controle ou padréo). Em seguida foi adicionado 75 pL da solugéo
de enzima, e feita a leitura da absorbancia em 475 nm da placa no leitor de Elisa para
obtencdo de valores Al. Incubou-se por 5 minutos a 37 °C e adiciona-se 100 uL do reagente
de cor. Em seguida as amostras fordo incubadas novamente por mais 15 minutos a 37 °C e
efetuou-se novamente a leitura no leitor de Elisa para obtencéo de valores A2. O calculo da
inibicdo foi obtido através da formula:

Azamostra - Alamostra)

% inibic3 =100><(1_
Y% ini l¢cao Azwnm,le - Alcontrole
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Coleta e identificacao

As é&reas alagdveis da Amazodnia apresentam comunidades de esponjas abundantes e
adaptadas ao ciclo de cheia e vazante das aguas caracteristico da regido (Volkmer Ribeiro,
1981), sendo encontradas aderidas a vegetacdo de varzea e rochas presentes nestas areas.

Durante o periodo de baixa das aguas esses animais ficam expostos, facilitando sua
localizagéo e coleta. Foram realizadas diversas excursdes a campo possibilitaram a coleta de

esponjas em diferentes pontos de trés estados: Amazonas, Para e Mato grosso (Figura 37).

1 - Manaus — AM
2 —Iranduba — AM

3 — Parque Nacional de Anavilhanas — AM
4 — S3o Gabriel da Cachoeira —AM
5—Tefé

6 — Eirunepé — AM

7 — Maués — AM

8 — Santarém — PA

9 — Céceres - MT

Peru

Bolivia

MMAIBAMA - Copyright (C)

Figura 37: Locais onde foram realizadas coleta de esponjas.
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Foram explorados rios com diferentes caracteristicas (dguas preta, claras e brancas),
buscando verificar a distribuicdo das espécies nos diferentes habitats.

A identificacdo do material ocorreu, em um primeiro momento com a presenca da Dra.
Cecilia Volkmer-Ribeiro, especialista em taxonomia de esponjas de &gua doce, a qual
orientou a preparacdo do material, e realizou a identificagdo in loco (Figura 38).
Posteriormente, o material foi preparado segundo as orientagdes recebidas, tomando cuidado
para garantir a presenca de gémulas, e enviado a mesma que realizou as identificacOes.
Amostras voucher do material coletado foram depositados no Museu de Ciéncias Naturais da
Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul (MCN-FZB) e no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia (INPA).

Figura 38: Identificacdo taxonémica de esponjas realizada durante as coletas em
Anavilhanas.

5.1.1. Estado do Amazonas

5.1.1.1. Rio Negro

O rio Negro foi alvo de numerosas excursdes, tendo pontos de coleta no alto rio Negro

em funcdo de uma parceria estabelecida pelo grupo de pesquisa QBiomA. O arquipélago de
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Anavilhanas foi alvo de extensa pesquisa da espongofauna em funcdo de projeto aprovado
especificamente para area. As proximidades de Manaus, baixo rio Negro em funcao da maior
facilidade de acesso. Desta forma foi possivel verificar a distribuicdo das espécies ao longo de
Seu curso.

Na praia do Cacau, localizada na margem direita do rio Negro, municipio de Manaus,
Amazonas, 03° 08" 47,01" S 60° 07" 11,29" O, foram coletadas esponjas pertencentes a
espécie Metania reticulada em 05 de setembro de 2007.

Em 22 de setembro de 2007 foram coletados espécimes de Metania reticulata no lago
do Tupé, localizado em Manaus, Amazonas, 03° 02' 59,66" S 60° 15' 19,00" O.

As proximidades do lago Janauari, municipio de Iranduba, Amazonas, conhecido pela
presenca da Vitoria-Régia sendo uma atracdo turistica local, foram alvo de coleta em duas
ocasifes, 05 de setembro de 2007, quando a coleta foi realizada nas coordenadas 03° 13'
31,19" S 60° 00' 09,89" O, e 17 de outubro de 2009, nesta ocasido a coleta se deu nas
coordenadas 03° 13' 29,32" S 60° 00" 01,38" O. Em ambas as coletas foi observada grande
quantidade de esponjas aderidas a arvores de pequeno porte na regidao entre o rio Negro e o
lago, destacando a predominéancia da espécie Drulia browni (Metaniidae). Porém, alguns
espécimes coletados apresentaram associacdo com as espécies Metania reticulata
(Metaniidae), Eunapius fragilis (Spongillidae) e Trochospongilla paulula (Spongillidae) e T.
gregaria (Spongillidae).

A espécie Metania reticulata (Metaniidae) foi encontrada na margem direita do rio
Negro, aderida a vegetagdo arbustiva em local conhecido por “praia do Cachorro”, municipio
de Iranduba, Amazonas, 03° 09’ 49,85” S ¢ 60° 01’ 54,80 O, em 17 de outubro de 2009.

Nos pilares de sustentacdo da face norte do porto de Manaus, 03° 08’ 08,14 S 60° 01’
48,02 O em 17 de outubro de 2009, foi possivel observar uma espessa cobertura de esponjas
(Figura 39) com predominancia da espécie Drulia uruguayensis (Metaniidae). Outras
espécies: Trochospongilla paulula (Spongillidae), T. pensylvanica (Spongillidae), Spongilla
sp. (Spongillidae), Corvospongilla seckti (Spongillidae), Acalle recurvata (Metaniidae) e
Oncosclera intermedia (Potamolepidae) ocorriam em associacdo a D. uruguayensis. Na
regido portuaria foi possivel observar impacto ambiental antropico, com manchas de 6leo na
agua e grande quantidade de lixo depositado na margem do rio sob o porto (Figura 40). No

entanto foi observada grande diversidade na espongofauna.
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Figura 39: Pilastras do porto de Manaus cobertas por esponjas dulcicolas.

—_— g e e,

Figura 40: Lixo acumulado nas margens do rio Nggro, nas proiiﬁﬁdades ao';porto de Manaus.

=

As excursdes no rio Negro, nas proximidades do municipio de Manaus podem ser
observadas na Figura 41.



83

d Lago do Tupé

Praia do Cacau

Praia de Cachorro ‘

Iranduba o Careiro da Varzes
o

Lago Janauari g

mage © 2013 DigitalGlobe

Image Landsat N > -
Coogk earth

©120/1;3MapLink:

Figura 41: Locais de coleta no rio Negro, proximos ao municipio de Manaus, Amazonas
(Fonte: Google Earth).

Em outubro de 2008 foi realizada uma coleta pontual no alto da bacia do rio Negro -
igarapé Mapi, Séo Gabriel da Cachoeira —AM, 00° 52' 26,00" N 66° 51' 04,90" O - (Figura
42) permitindo a localizacdo da espécie Metania fittkaui. As excursdes ao rio Negro

permitiram a coleta de diversas esponjas pertencentes a familia Metaniidae (Quadro 1).

gical Survey
nkiTele Atlas
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Quadro 1: Espécies de esponjas dulcicolas coletadas no rio Negro nas proximidades do

municipio de Manaus.

NUmero de
Local de coleta Data de coleta Espécie Deposito (MCN-
FZB)
Manaus — AM 05 d bro d
03° 08> 47,01 S S de Sze(t)%r; ro de M. reticulata 8000
60°07° 11,297 O
Iranduba — AM 05 d bro d
03°13°31,19” S ¢ Sze(t)%r;‘ ro de D. browni 7996
60° 00’ 09,89 O
Manaus - AM 22d bro d
03° 02’ 59,66” S ¢ S;é%r;‘ ro de M. reticulata 8001
60°15° 19,00” O
D. browni 8366
D. browni asgqmada a 8368
E. fragilis
D. browni associada a 8369
Iranduba — AM T. paulula
03%13729,327 8 D. browni associada a 8378
60° 00’ 01,38 O E. fragilis e T. paulula
D. browni associada a
M. reticulata 8384
17 de outubro de D. browni associada a
2009 T. gregaria 8397
Iranduba — AM
03°09’ 49,85” S M. reticulata 8409
60° 01’ 54,80” O
D. uruguayensis
Manaus — AM associada a T. paulula,
03° 08’ 08,14” S T. pensylvanica, 8351 a 8365
e . Spongilla sp., A.
60° 01~ 48,02” O recurvata, O.
intermédia e C. seckti
Séo Gabriel da
Cachoeira - AM Outubro de 2008 M. fittkaui 83257

00°52°26,00” S
66° 51’ 04,90” O
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5.1.1.1.1. Anavilhanas

O Parque Nacional de Anavilhanas foi criado em 2008, em uma &rea que é reflgio de
uma rica diversidade da fauna e flora. Segundo maior arquipélago fluvial do mundo,
Anavilhanas € o resultado de uma alteracdo do curso do rio Negro, o0 maior rio de aguas pretas
do mundo, devido a um processo neo-tectdnico. O complexo sistema composto por centenas
de ilhas, lagos, canais, pantanos e bancos de areia parcialmente submersos ocupa uma area de
350.018 hectares, a aproximadamente 70 Km acima da confluéncia do rio Negro com o rio
Solimdes, onde se forma o rio Amazonas (Almeida-Filho e Miranda, 2007).

Foram coletadas esponjas no interior do arquipélago em duas excursdes, a primeira
realizada em margo de 2010, na qual foram coletadas esponjas em 28 pontos; e a segunda em
novembro de 2010, quando foram realizadas coletas em oito novos pontos. O total de 36

pontos de coleta tiveram a posicdo determinada por aparelho de GPS (Figura 43).

@
© 2012 MapLinkiTele Atlas
Image U.S. Gedlogical Survey:

Figura 43: Locais de coleta no arquipélago de Anavilhanas (Fonte: Google Earth).

A identificacdo taxonémica do material coletado revelou a presenca de nove espécies
de trés diferentes familias. A familia Spongillidae representada pelas espécies

Trochospongilla paulula, T. pennsylvanica e T. minuta; familia Potamolepidae com a espécie
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Oncosclera novicella; e familia Metaniidae, a qual se mostrou mais abundante, com as

espécies Metania reticulata, M. fittkaui, Drulia browni, D. uruguayensis e Acalle recurvata
(Quadro 2).

Quadro 2: Relacdo de material coletado no arquipélago de Anavilhanas.

Coordenada de L Nt’JmerQ de
coleta Data de coleta Espécie Deposito
(MCN-FZB)
02°37°08,76™"
01 7675 M. reticulata 8504
60°57°28,26”0
02°37°28,08”S
2 ’ M. reticul
0 60°57°56.40°0 eticulata 8505
02°37°35,58”
03 5875 M. reticulata 8506
60°59°17,40”0
02°37°37,14”
04 1475 M. reticulata 8507
60° 59°03,00”0
02°37°37,50”S
’ M. reticul
05 60° 59°14.52°0 eticulata 8508
O. navicella 8509
06 02°38°06,90”S D. uruguayensis
60°59°17,0470 associadaaT.
07 de margo de 2010 | pensylvanica e M. 8455
reticulata
T. paulula 8456
02°38°15,42”
07 A27S M. fittkaui 8457
60° 59°21,60”0
D. uruguayensis 8517
, » M. fittkaui
20
08 0 039,33’36” X associada a M. 8459
60°59°47,40"0 reticulata
D. uruguayensis 8460
M. reticulata 8461
og | 02°37°21,4278 M. fittkaui 8510
60°58738,88” 0 M. fittkaui
associada a M. 8516

reticulata




Quadro 2 (Continuacao): Relacdo de material coletado no arquipélago de Anavilhanas.

Coordenada de L Nt’JmerQ de
coleta Data de coleta Espécie Deposito
(MCN-FZB)
02°35°46,98”S .
10 ’ 07 de marco de 2010 M. reticulata 8511
60°55°24,18”0
02°36°25,50”S
11 ’ M. reticul 462
60°52°0.206'0 eticulata 846
D. uruguayensis
02°35°56,40”S i
12 : associadaa T, 8463 ¢ 8512
60°48°43,38”0 pensylvanicae T.
minuta
02°35°50,64”S .
13 ’ D. uruguayensis 8464
60°48°45,78”0
D. uruguayensis
associadaaT.
14 02° 35°46,98”S pensylvanica, A. 8466, 8499 e
60° 48°47,28”0 recurvata, M. 8500
fittkaui e O.
novicella
M. fittkaui 8467
08 de marco de 2010 M. reticulata 8468
02°32°26,70'S
15 60°47739. 66”0 M. recurvata
’ assomada_a D. 8469 e 8501
uruguayensis e M.
fittkaui
M. reticulata 8470
D. uruguayenis
02°32°18.42”'S ass_ouadz_;l a M.
16 048°12.78" fittkaui, T. 8471 e 8502
60°48°12,7870 pensylvanica e O.
navicella
T. pensylvanica 8472
D. browni 8474
17 02° 35746,98”S M. reticulata
60°55°24,18”0 associadaa T. 8475

pensylvanica
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Quadro 2 (Continuacao): Relacdo de material coletado no arquipélago de Anavilhanas.

Coordenada de L Nt’JmerQ de
coleta Data de coleta Espécie Deposito
(MCN-FZB)
02°31°58,08”S .
18 ’ 08 de marco de 2010 M. reticulata 8476
60°46°27,900
M. reticulata 8477
19 02°39700,06”S D. uruguayensis
pensylvanica e O.
navicella
02°38°57,78”S .
20 ’ M. reticulata 8513
60°52°18,42'0
02°38'56.40"S 09 de margo de 2010
21 ’ M. reticul 14
60°52°18.66”0 eticulata 85
02°38°54,72”S .
22 ’ M. reticulata 8515
60°52°16,14”0
M. reticulata
02°38°51,42”S ;
23 60°52°16.80°0 associada a O. 8478
5 ’ navicella
02°41°26,82”S
24 ’ M. reticul 47
60°51°18.84”0 eticulata 8479
02°40°00,36”S . .
25 ’ 10 de marco de 2010 M. fittkaui 8480
60°53°41,94”0
02°39°57,78”S
2 ’ M. reticul 481
6 60°53°49.80°0 eticulata 848
D. uruguayensis
02°32°39,78”S associado a T.
21 61°00°01,26”0 pensylvanica e O. 8483 e 8503
navicella
02°30°13,56”S .
28 61° 00°04,14°0 | 11 de marco de 2010 M. reticulta 8484
02°32°56,34”S .
29 ’ M. reticulata 8485
60°58°49,50”0
02°36°37,98”S . .
30 ’ M. fittkaui 8486
60°57°21,84”0
D. uruguaensis 8691
31 02022,14534”8 05 de novembro de D uruguayens|s
61°00°53,88”0 2010 associada a O. 8692

navicella
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Quadro 2 (Continuacao): Relacdo de material coletado no arquipélago de Anavilhanas.

Coordenada de L Namerq de
coleta Data de coleta Espécie Deposito
(MCN-FZB)
D. uruguayensis
associada a O.
navicella, O. 8694
32 02°20°59,46”S spiinifera e M.
61°01°56,10”0 reticulata
M. reticulata 8695
D. uruguayensis 8696
02°19°31,26”S | 05 de novembro de )
33 61°02°21,12"0 2010 M. reticulata 8697
02°18°22,26”
34 /2675 M. fittkaui 8698
61°01°53,60”0
02°07°13,02”S
’ M. reticul 7
35 61°10°37.74”0 eticulta 868
02°07°15,12”S
’ D. i
36 61°11°17.82°0 uruguayensis 8686
02°23°43,80”S .
37 ’ D. uruguayensis 8685
60°58°44,94”0
M. reticulata
omns ., associada a O. 8690
60°58°44,94°0 2010 recurvata
M. reticulata 8689
02°24°26,16”S .
38 ’ D. uruguayensis 8684

60°58°28,80”0
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Em determinadas areas foi possivel observar grande quantidade de esponjas aderidas a

vegetacdo arborea/arbustiva localizada em regido de floresta inundada, e nestes ambientes foi

observada quase que exclusivamente a espécie Metania reticulata, formando o que poderia

ser chamado de “cauxizal” (Figura 44). Em pontos mais baixos, no leito do rio e lagos, apenas

acessiveis nos periodos de vazante, foi possivel observar vastos “tapetes” de esponjas aderidas

a pequenas pedras ou gramineas, com enorme predominancia da espécie Drulia uruguayensis

(Figura 45). Com uma frequéncia menor também foi possivel observar esponjas com aspecto
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globular aderidas a galhos das copas das arvores sujeitas a inundacédo, identificadas como

Drulia browni.

Figura 44: Metania reticulata fixada a vegetacéo sujeita a flutuacdo sazonal das &guas do rio
Negro.

Figura 45: “Tapetes” de Drulia uruguayensis encontrados em Anavilhanas.
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As demais espécies observadas foram coletadas aderidas a raizes aéreas, com
espéecimes de tamanho diminuto e extremamente delicados, ou no interior de esponjas maiores
de outras espécies.

Foram encontradas nove diferentes espécies das trés familias descritas para a regiao
neotropical, Spongillidae, Potamolepidae e Metaniidae (Quadro 3). E marcante a maior
abundancia da espécie Metania reticulata aderida a vegetacdo nas regifes sujeitas as
inundacdes mais elevadas. Em funcdo da flutuacdo do nivel das aguas, foi possivel acessar
trechos do leito do rio onde foi encontrada grande abundancia da espécie Drulia
uruguayensis. Essa composicdo é semelhante a relatada para o lago Tupé localizado na
margem esquerda do rio Negro a aproximadamente 30 Km a noroeste de Manaus (Volkmer-
Ribeiro e Almeida, 2005).

Quadro 3: Espécies encontradas no arquipélago de Anavilhanas
Familia Espécies
Spongillidae Trochospongilla paulula
T. pennsylvanica

T. minuta
Potamolepidae Oncosclera navicella
Metaniidae Metania reticulata
M. fittkaui

Drulia browni

D. uruguayensis
Acalle recurvata

A predominancia de espécies da familia Metaniidae observada no arquipélago de
Anavilhanas também foi observada encontrada nos demais pontos de coleta situados na bacia

do rio Negro.

5.1.1.2. Demais locais de coleta no Estado do Amazonas

Algumas excursdes ao interior do estado permitiram coletas pontuais no rio Maués-

Acu (aguas pretas), lago Tefé (aguas pretas) e no rio Jurué (dguas brancas).
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Em dois de novembro de 2009, foram coletadas esponjas na ilha de Vera Cruz, rio
Maués-Acu, municipio de Maués, Amazonas (03° 25' 11,13" S 57° 44' 47,00" O, Figura 46),
as quais foram identificadas como Metania reticulata e Drulia uruguayensis, sendo que a D.
uruguayensis também foi encontrada associada a Trochospongilla paulula, T. pensylvanica e
Oncosclera navicella. As aguas do rio Maués-Acu sao classificadas como pretas, da mesma
forma que as do rio Negro, desta forma a observacdo do mesmo padrdo de distribuicdo
encontrado no arquipélago de Anavilhanas com predominancia dos géneros Drulia e Metania

da familia Metaniidae € condizente com as observacdes anteriores.

; Ilha de Vera Cruz .Q:\
¥

Image DigitalGlobe *Oogleearth
© 201

kiTele Atlas

Figura 46: Local de coleta na llha de Vera Cruz, municipio de Maués, Amazonas.

Esponjas da espécie Drulia browni foram coletadas no dia 27 de novembro de 2011
aderidas a vegetacdo arbustiva no lago Tefé, na margem oposta a 0 municipio de Tefé (03° 17
25,31" S 64° 44' 49,24" O). Mais uma vez foi observada a predominéncia da familia
Metaniidae nos ambientes de aguas pretas.

Excursdo ao municipio de Eirunepé, Amazonas, em julho de 2011, possibilitou a
coleta de esponjas da espécie Trochospongilla paulula no igarapé do Taruaca Velho, margem
direita do rio Jurua (06° 43' 07,78" S 69° 58' 28,57" O), e no igarapé do Soldado, também
situado na margem esquerda do rio Jurua (06° 42' 55,49" S 69° 48' 54,12" O) onde foram

encontradas esponjas da espécie T. paulula associada a outras espécies deste género, além de
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esponjas da espécie Metania reticulata. Nos ambientes de &guas pretas os espécimes do
género Trochospongilla coletados se resumiam a espécimes delicados ou em associacdo a

esponjas da familia Metaniidae.
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Figura 48: Local de coleta no municipio de Tefé, Amazonas (Fonte: Google Earth).
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O Quadro 4 apresenta, de forma concisa, as espécies coletadas no estado do Amazonas

excetuando o rio Negro.

Quadro 4: Esponjas coletadas no estado do Amazonas excetuando o rio Negro.

Local de coleta Data de coleta Espécie Numerc_) de
Deposito
D. uruguayensis 8422°
M. reticulata 84232
D. uruguayensis
, associada aT. a
I\({Iau?s B Al\,/,l 23 de novembro de pensylvanicae T. 8429
03%25711,13" 8 2011 aulula
57° 44’ 47,00” O P :
D. uruguayensis
asso.mada ao. 8438
navicellae T.
paulula
Eirunepé - AM
06°43°07,78” S T. paulula 0079°
69° 58’ 28,577 O
: . 10 de julho de 2011 T. paulula
Eirunepe — AM associada a 0080°
06°42° 55,497 S .
69° 48° 54.12” O Trochospongilla sp.
’ M. reticulata 0081°
Tefé — AM
030 17" 25317 s | 27 denovembrode D. browni 0082°

64° 44> 49.24” O

2011

a— MCN-FZB
® _INPA

5.1.2. Estado do Para

O rio Tapajos (aguas claras), nas proximidades da cidade de Santarém, foi alvo de

ampla coleta de esponjas com financiamento especifico.

Em setembro de 2007 foi realizada excursdo ao municipio de Belterra, Para, onde

foram coletadas esponjas da espécie Drulia cristata na praia no rio Tapajos, ao sul da vila
Aramanai (02° 43' 03,55" S 55° 00' 07,00" O), D. uruguayensis em barrancos ao norte da vila
do Aramanai (02° 42' 17,87" S 55° 00' 00,00" O), sendo que as duas espécies também foram
encontradas na antiga boca do Igarapé do Encanto (02° 43' 07,31" S 55° 00" 09,27" O). A
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espécie Metania fittkaui foi coletada no igarapé do Encanto, préximo a saida sul para o rio
Tapajos (02° 43' 01,19" S 55° 00' 04,62" O).

No mesmo més, a praia da Salvagdao, em Santarém (02° 25” 51,06” S 54° 46’ 15,14”
O) foi alvo de uma excursdo, na qual as espécies D. uruguayensis e M. fittkaui foram
encontradas.

Em janeiro de 2008, a espécie Drulia cristata foi encontrada em associa¢do com as
espécies Drulia uruguayensis, Spongilla spoliata, Trochospongilla paulula, Oncosclera
spinifera e Corvospongilla seckti na praia da Salvacdo, onde também foi encontrada a espécie
Spongilla spoliata.

Em setembro de 2009, uma nova expedicdo ao rio Tapajos permitiu a coleta de
esponjas da espécie Drulia uruguayensis na entrada do igarapé do Encanto (02° 43' 07,31" S
55° 00' 09,27" O), municipio de Belterra, Pard. A mesma espécie também foi encontrada na
praia da Salvagdo, municipio de Santarém, Para.

Em 21 de outubro de 2011 foram coletadas esponjas da espécie Drulia cristata
aderidas a vegetacdo arbustiva e grandes rochas na praia do Maracana, localizada no
municipio de Santarém (02° 25 35,70” S 54° 45” 25,80 O).

Em 22 de outubro de 2011, na praia da Salvagdo, municipio de Santarém, as margens
do rio Tapajés foi localizado um ponto (02° 25° 50,64” S 54° 46’ 14,34” O) onde
encontravam-se numerosas esponjas de aspecto globular, que foram identificadas como
Drulia cristata, aderidas a pequenas rochas no chdo. A noroeste na mesma praia (02° 25’
23,34” S 54° 46’ 34,62” O) foram encontradas esponjas muito proéximas a linha da agua as
quais foram identificadas como pertencentes as espécies Drulia cristata, Oncosclera navicella
e Trochospongilla paulula. Ainda na mesma praia, em um canal que liga um lago ao rio
Tapajos (02° 25’ 43,987 S 54° 46° 24,48 O) foi coletato um pequeno fragmento de esponja
que flutuava na agua, esta esponja foi identificada como Drulia uruguayensis.

Também foram coletadas esponjas em uma praia de areia branca no municipio de
Alter do Chéo (02° 30’ 12,90” S 54° 57’ 31,56” O) no dia 23 de outubro de 2011, as quais
foram identificadas como Trochospongilla paulula. Na mesma praia, aderida a vegetacéo a
aproximadamente 1,5 m do nivel da agua foram encontradas esponjas da espécie Drulia
cristata.

A identificacdo do material coletado nos diferentes pontos do rio Tapajos (Figura 49)

encontra-se sumarizada no Quadro 5.
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Figura 49: Locais de coleta no estado do Paré (Fonte: Google Earth).
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Quadro 5: Identificacdo do material coletado no Para.

54°57° 31,36” O

Local de coleta Data de coleta Espécie NuUmero de Deposito
Vila do Aramanai — PA
02°43° 03,55” S D. cristata 8003
17 de setembro de
55°00° 07,00” O
2007
02°42> 17,87 S ]
D. uruguayensis 8004°
55°00’ 00,00” O
02°43° 01,197 S ) )
M. fittkaui 8005°
55°00° 04,62 O 18 de setembro de
02°43’07,31” S 2007 D. cristata 8006°
55°00° 09,27 O D. uruguayensis 8007°
Santarém — PA D. uruguayensis 8008
20 de setembro de
02°25’51,06” S
2007 M. fittkaui 8009
54° 46’ 15,147 O
D. cristata 8010°
D. cristata
Santarém — PA o associada a S.
10 de janeiro de ]
02°25° 51,06 S spoliata, C. 8327°
2008 )
54° 46’ 15,14” O seckti, T. paulula
e O.spinifera
S. spoliata 8031°
Santarém — PA
21 de outubro de ) b
02°25°35,70” S D. cristata 0071
2011
54°45° 2580”0
D. cristata 0072°
Santarém-PA 0. navicella 0074°
22 de outubro de .
02°25° 50,64” S 2011 T. paulula 0075
54° 46’ 14,34” O D. cristata 0073"
D. uruguayensis 0076°
Alter do Chdo — PA D. cristata 0077°
23 de outubro de
02°30° 12,90” S b
2011 T. paulula 0078

a— MCN_FZB
®_INPA

97



98

No do rio Tapajos foram encontradas esponjas das trés familias descritas para a regiao

neotropical: Spongillidae, Potamolepidae e Metaniidae (Quadro 6).

Quadro 6: Espécies coletadas no rio Tapajos.

Familia Espécies

Spongillidae Corvospongilla seckti
Spongilla spoliata
Trochospongilla paulula

Potamolepidae Oncosclera navicella
O. spinifera
Metaniidae Drulia cristata

D. uruguayensis
Metania fittkaui

Nas &guas claras do rio Tapajés foram encontradas espécimes de tamanho
significativo de esponjas do género Trochospongilla (Spongillidae) (Figura 50), assim como

havia ocorrido nas aguas brancas do rio Jurua.

Figura 50: Trochospongilla paulula coletada as margens do rio Tapajos

Esponjas do género Oncosclera (Potamolepidae), com tamanho siginificativo (Figura
51), foram encontradas apenas no rio Tapajos.
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Figura 51: Oncosclera navicella coletada as margens do rio Tapajos.

5.1.3. Estado do Mato Grosso

Uma parceria do grupo QBiomA permitiu a coleta de esponjas em dois rios de aguas

brancas no estado do Mato Grosso, rios Paraguai e Bento Gongalves (Figura 52).

Baiado/Malheiros

o Caceres! & Ve

Baialdo Barreiro '
& <0 2 -

I‘i

E proximidade aojHotel'RecatoldojRourado,

o Pocone

RiolBen Qi.‘aono,a»ves &

Google earth

Figura 52: Locais de coleta no estado do Mato Grosso.
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Em 12 de setembro de 2009, a espécie Drulia browni foi coletada na baia do
Malheiros (16° 03* 08,53 S 57°41° 19,62” O), margem esquerda do rio Paraguai, municipio
de Céceres, Mato Grosso. A mesma espécie foi encontrada também na baia do Barreiro (16°
09’ 02,96” S 57° 45° 46,62” O) e nas proximidades do Hotel Recanto do Dourado (16° 13’
33,037 S 57° 44’ 04,03” O), rio Paraguai, Céceres, em coleta realizada em 12 de novembro de
2009.

No municipio de Poconé, Mato Grosso, no rio Bento Gomes (16° 19' 09,04" S 56° 32'
23,26" O), a mesma espécie foi coletada em primeiro de novembro de 20009.

A identificagdo do material coletado em quatro diferentes pontos no estado do Mato

Grosso ¢ apresentada de forma condensada no Quadro 7.

Quadro 7: Identificacdo do material coletado no Mato Grosso.

Nuamero de
Coordenada de . )
Data de coleta Espécie Deposito (MCN-
coleta
FZB)
D. browni 8413
Caceres — MT D. browni
12 de setembro de
16° 03’ 08,53” S associadaaT.
2009 8412
57°41° 19,62” O paulula e A.
recurvata
Poconé - MT
01 de novembro de )
16°19° 09,04 S D. browni 8420
2009
56°32°23,26” O
Caceres — MT
09° 09’ 02,96” S D. browni 8418
57°45° 46,62” O 12 de novembro de
Caceres — MT 2009 D. browni
16°13” 33,03” S associadaaT. 8421
57°44° 04,03” O paulula

Os espécimes do género Trochospongilla encontrados nos rios Paraguai e Bento

Gongcalves foram de tamanho reduzido, sempre associados a esponjas da espécie Drulia
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browni, ndo sendo observado espécimes maiores como ocorrido para o rio Jurud (Amazonas),
também de &guas brancas.

Apds as sucessivas coletas foi possivel observar a grande variedade de substratos aos
quais as esponjas podem ser encontradas (Figura 53), mostrando a grande adaptabilidade
destes animais. Além de uma preferéncia por ambientes sombreados, como j& havia sido
relatado anteriormente para esponjas dulcicolas (Jewell, 1935; Frost, Reiswig e Ricciardi,
2001) e mesmo marinhas (Maldonado e Uriz, 1998).

Figura 53: Diferentes substratos nos quais foram encontradas esponjas.

Ficou evidente a grande abundéncia de esponjas na regido amazbnica, com a

predominancia de espécies pertencentes a familia Metaniidae, as quais podem atingir grandes
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dimens@es, podendo ser facilmente acessadas durante a baixa dos rios. Seus estudos se
restringem a trabalhos taxonémicos e ecologicos, e, mesmo no mundo, estudos quimicos com

esponjas dulcicolas ndo sdo numerosos, sendo este um viés a ser explorado.

5.2. Composic¢ao Inorganica

As esponjas sdo conhecidas por acumular metais do ambiente, inclusive com alguns
estudos avaliando a possibilidade de usar esses animais como biomonitores (Patel, Balani e
Patel, 1985; Hansen, Weeks e Depledge, 1995; Philp, 1999). Essa absorcdo pode ocorrer tanto
diretamente dos metais dissolvidos na dgua que circula através das esponjas, quanto das
particulas suspensas coletadas e ingeridas como alimento por estes animais (Cebrian et al.,
2003; Perez et al., 2005).

Para invertebrados aquaticos é documentado o acumlo tanto de metais essenciais
guanto ndo essenciais, portanto ocorre uma grande variacdo em suas concentracdes (Rainbow,
2002; Wang e Rainbow, 2008). Em um mesmo ambiente, invertebrados podem apresentar
diferentes concentracfes de elementos traco inclusive entre espécies do mesmo género
(Moore e Rainbow, 1987; Hare, 1992).

A incorporacdo de materiais pelas esponjas apresenta mecanismos de selecdo através
da composi¢do mineral e tamanho das particulas. Esses mecanismos apresentam relacdo com
o0 substrato ao qual a esponja esta aderida (Bavestrello et al., 1998; Cerrano et al., 2007).

Foram analisadas amostras pertencentes a sete espécies englobando as trés familias
registradas para a regido neotropical, Familia Metaniidae: Metania reticulata, M. fittkaui,
Drulia cristata, D, uruguayensis e D. browni; Familia Spongillidae: Trochospongilla paulula;
e Familia Potamolepidae: Oncosclera navicella.

Em todas as amostras aqui estudadas, o silicio foi observado, fato que ja era
esperado, pois todas as esponjas dulcicolas pertencem a classe Demospongiae, e uma de suas
caracteristicas sdo as espiculas de silica (Sandford, 2003; Uriz et al., 2003; Miller et al.,
2007; Schroder et al., 2008.

Outro elemento que foi comum a todas as amostras analisadas, independente de
espécie ou local de coleta, foi o ferro, que é frequentemente relatado nas aguas da bacia

amazonica (Kichler, Miekeley e Forsberg, 2000; Seyler e Boaventura, 2003) e em esponjas
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marinhas da classe Demospongiae (Sandford, 2003; Uriz et al., 2003; Mduller et al., 2007;
Schroder et al., 2008). Em esponjas da familia Lubormiiskidae, endémicas do lago Baikal
esse elemento também se faz presente (Kulikova et al., 2013).

Outros dois elementos comuns a esponjas marinhas da classe Demospongiaea
(Sandford, 2003; Uriz et al., 2003; Muller et al., 2007; Schroder et al., 2008), o cloro e
enxofre, foram detectados em ao menos uma das amostras de cada uma das espécies
estudadas, Metania reticulata, M. fittkaui, D. cristata, D. uruguayensis, D browni,
Trochospongilla paulula e Oncosclera navicela. Para as esponjas dulcicolas da familia
Lubormiiskidae o enxofre também ¢é relatado (Kulikova et al., 2013). No entanto o cloro,
embora descrito para as dguas do lago Baikal (Falkner et al., 1991; Falkner et al., 1997), ndo é
observado em suas esponjas (Paradina et al., 2003; Paradina et al., 2004; Kulikova et al.,
2013).

O aluminio também mostrou um comportamento peculiar, pois ndo foi detectado em
nenhuma das amostras de esponjas pertencentes ao género Metania, enquanto que para 0S
demais géneros analisados: Drulia, Trochospongilla e Oncosclera, esse elemento foi
detectado em todas as amostras analisadas. Sendo relatado também para as espécies da familia
Lubormiskiidae (Paradina et al., 2003; Paradina et al., 2004; Kulikova et al., 2013).

Essa caracteristica € observada inclusive em amostras coletadas em um mesmo
ambiente, como nas amostras provenientes do arquipélago de Anavilhanas, rio Negro, onde
foram coletadas esponjas das espécies Metania reticulata e Drulia uruguayensis. Amostras
coletadas no rio Jurud em Eirunepé — AM de M. reticulata e Trochospongilla paulula e para
as amostras provenientes do rio Tapajos coletadas em Belterra — PA de M. fittkaui e D.
uruguayensis também mostram esse comportamento. Considerando que nestes exemplos as
esponjas estavam expostas a0 mesmo ambiente, a auséncia do aluminio nas amostras do
género Metania indica a presenca de um mecanismo especifico, como 0s propostos por
Rainbow (2002), que ndo permite o acimulo do aluminio.

O célcio é observado em todas as amostras com excecdo da espécie Metania fittkaui.
Na bacia do rio Negro foram coletadas em Sao Gabriel da Cachoeira e Anavilhanas amostras
de M. reticulata quanto M. fitkaui, e 0 Ca aparece apenas na primeira especie. Amostras de M.
fittkaui advindas do Tapajos (Belterra-PA), rio no qual o calcio e relatado (Seyler e
Boaventura, 2003) também ndo apresentam este elemento, embora detectado nas amostras de
D. uruguayensis coletadas no mesmo ambiente. Mostrando, como ja descrito (Moore e

Rainbow, 1987; Hare, 1992), que ha diferencas dentro de espécies de um mesmo género.
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Esse comportamento observado para o calcio se repete para o0 potassio e titanio, ndo
sendo detectado nas amostras de M. fittkaui e presente nas demais espécies estudadas.

O vanadio apresenta também um comportamento analogo, ndo sendo detectado para
a espécie Oncosclera navicella, coletada no rio Tapajos, Santarém-PA. No mesmo rio foram
coletadas amostras das espécies Trochospongilla paulula, Metania fittkaui, Drulia cristata e
D. uruguayensis nas quais o vanadio foi observado.

Estes comportamentos observados para célcio, potassio, titanio e vanadio possibilita
inferir a presenca de um mecanismo especifico determinando que 0s mesmos ndo sejam
acumulados por determinadas espécies, a auséncia destes podendo representar uma
informacao quimitaxonomica.

O zinco e o estroncio foram detectados em ao menos uma das amostras de cada uma
das espécies do género Drulia, e ausentes nos demais géneros analisados.

O cobre s6 ndo foi detectado nas espécies Metania reticulata, Trochospongilla
paulula e Oncosclera navicella, sendo detectado em ao menos uma das amostras de Drulia
cristata, D. browni e D. uruguayensis.

A Tabela 1 sumariza a concentracao dos diferentes elementos nas esponjas dulcicolas
analisadas. A concentracdo de alguns elementos ndo foi possivel determinar por estarem fora

das faixas de concentracdo das curvas de calibracéo.



Tabela 1: Composicédo elementar das esponjas de agua doce (n — numero de amostras).
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Elemento (% m/m)

n Al Si Ca S Cl K Ti \Y, Mn Fe Cu Zn Sr
FAMILIA METANIIDAE
Metania reticulata
Manaus-AM? 1 0,00 35,09 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,17 0,00 0,44 0,00 0,00 0,00
Cacau Pirera-AM? 1 0,00 43,57 0,00 0,22 0,00 0,00 0,00 0,18 0,00 0,45 0,00 0,00 0,00
Maués-AM? 1 0,00 32,91 0,00 0,06 0,60 0,00 0,08 0,00 0,00 0,87 0,00 0,00 0,00
Anavilhanas-AM® 15 0,00£0,00  36,27+6,02 0,00+0,00 0,35+0,09 0,60+0.36 0,00+0,00  0,00£0,00  0,20+0,09 0,00£0,00 0,27+0,11  0,00%0,00 0,00+£0,00 0,00+£0,00
Eirunepé-AM® 1 0,00 26,89 0,21 0,01 0,03 3,05 0,19 0,03 0,08 3,40 0,00 0,00 0,00
Metania fittkaui
Belterra-PA° 3 0,00+0,00  33,12+0,21 0,00+0,00 0,18+0,25 0,08+0,03 0,00+0,00 0,00+0,00 0,17+0,01 0,00+0,00 0,46+0,01  0,04+0,06  0,00+0,00 0,00+0,00
Sdo Gabriel da
Cachoeira-AM? 3 0,00+£0,00  42,30£2,69 0,00+0,00 0,12+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00  0,00+0,00 0,16+0,00 0,00+0,00 0,04+0,00 0,07+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00
Drulia cristata
Belterra-PA° 6,27+2,42  36,75%0,45 0,03+0,04 0,21+0,04 0,07+0,02 0,00+0,00 0,14+0,016 0,18+0,00 0,04+0,01 0,21+0,01  0,08+0,00 0,59+0,83 0,09+0,00
Santarém-PA® 5,43+1,23  33,85+1,22 0,00+0,00 0,14+0,07 0,02+0,02 0,11+0,00 0,05+0,00 0,17+0,00 0,00+0,00 0,18+0,03 0.32+0,042  0,00+0,00 0,09+0,00
Santarém-PA° 3 15,79+1,91 31,33%#1,75 0,04+0,03 0,01+0,01 0,03+0,01 0,58+0,19 0,12+0,02  0,02+0,00 0,05+0,04 0.92+0,18  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Drulia uruguayensis
Belterra-PA° 3 5,36+2,25  37,18+0,61 NQ 0,11+0,16 0,01+0,01 0,00+£0,00  0,04+0,02  0,09+0,12 0,01+0,02 0,34+0,11  0,08+0,00 0.00+0,00 0,00+0,00
Santarém-PA® 3 2,31+1,14  34,78+1,79 NQ 0,10+0,13  0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,18+0,00 0,02+0,02 0,16+0,03  0,08+0,00 0.00+£0,00 0,05+0,07
Manaus-AM? 3 17,70+0,49 28,08+0,49 0,05+0,00 0,02+0,00 0,02+0,02 0,92+0,03 0,15+0,00 0,01+0,01 0,04+0,00 2,83+0,38  0,00+0,00 0,01%+0,00 0,00+£0,00
Maués-AM 1 4.72 31.87 0.00 0.03 0.00 0.00 0.07 0.16 0.04 0.81 0.00 0.00 0.00
Anavilhanas® 1 16.33 29.63 0.00 0.01 0.00 2.36 0.33 0.00 1.05 1.50 0.00 0.00 0.00
Drulia browni
Iranduba-AM? 3 3,52+1,00 35,86+0,63 1,71+2,41 0,10+0,11 0,01+0,00 0,11+0,01  0,00+0,00  0,18+0,00 0,02+0,03 0,32+0,05 0,08+0,00 0,59+0,083 0,51+0,059
Iramduba-AM? 3 4,88+0,39  36,19+1,56 3,82+0,42 0,25+0,09 0,39+0,55 0,35%+0,12  0,03+0,04 0,10+0,15 0,00+0,00 0,92+0,09  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Caceres-MT® 3 11,41+3,06 32,67+£3,20 0,12+0,03 0,03+0,02 0,04+0,01 2,51+0,73  0,16+0,09 0,02+0,02 0,15+0,07 1,67+0,31  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00
Poconé-MT® 1 13,01 31,40 0,13 0,02 0,03 2,20 0,14 0,02 0,15 1,94 0,00 0,00 0,00
Tefé-AM? 3 12,89+0,03 31,52+0,07 0,21+0,00 0,01+0,00 0,02+0,02 2,81+0,04 0,11+0,00 0.02+0,00 0,02+0,00 1,44+0,07  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00




Tabela 1(Continuacéo): Composicao elementar das esponjas de 4gua doce (n — niumero de amostras).
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Elemento (% m/m)

N Al Si Ca S Cl K Ti \Y Mn Fe Cu Zn Sr
FAMILIA SPONGILLIDAE
Trochospongilla paulula
Eirunepé -
AM? 3 19,60+0,22  22,58+0,32  0,20+0,00 0,01+0,00 4,14%0,11  0,02+0,00 0,3240,01 0,05+0,00  0,08+0,00 3,77+0,21 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Alter do
Chio-PAC 3 9,50+0,48 36,57+0,65 0,04+0,01  0,04+0,00 0,05+0,00 0,37+0,03 0,08+0,01 0,01£0,00  0,10+0,03  0,73+0,18  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
ao-
FAMILIA POTAMOLEPIDAE
Oncosclera navicella
Santarém -
oAc 3 5,70%+2,29 41,43+£2,19  0,01+£0,01 0,01+0,00  0,03+0,02  0,08+0,07 0,04+0,02 0,00£0,00  0.00+0,01  0,20+0,11 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

NQ — nédo quantificado
& _ 4guas pretas

b_ 4guas brancas

¢ _ aguas claras
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O diagrama de caixa, boxplot, € uma forma eficiente para ilustrar um conjunto de
dados. A linha central caracteriza a mediana do conjunto de dados (Figura 54). A caixa é
delimitada pelo quartil inferior (Q1) e superior (Q3z), e compreende 50% das amostras. A haste
superior se estende até o valor méximo nao superior a Qs + 1,5(Qs; — Q1), enquanto a inferior
até o valor minimo ndo inferior a Q1 - 1,5(Q3 — Q). Os pontos fora destes limites sdo
considerados discrepantes, e ilustrados individualmente. O diagrama de caixas possibilita

verificar a simetria dos dados sendo adequado para comparacéo de conjuntos de dados.

L+ Terceing guartil
e

12,1 | ,,/

12,5

12,4 T Madiana

12,4

T'\-\,___

T
12,2 T Primeire quartll

12,14

12,04

Figura 54: Exemplo de diagrama de caixa.

O silicio, como esperado, aparece como elemento mais abundante em todas as
amostras analisadas, embora apresente variacdo em sua concentracdo (Figura 55). A maior
concentragdo observada foi de 44,53% para uma amostra de Metania reticulata coletada no
arquipélago de Anavilhanas (Rio Negro). Esponjas marinhas de seis especies das classes
Demospongiae e Hexactinellida ndo mostraram grande variacao no teor de silica (SiO,) o qual
foi relatado em média na concentragdo de 85,2% (m/m) de suas espiculas (Sandford, 2003), o
que é equivalente 39,8% de silicio nestas amostras.A menor concentracdo observada foi de
22,34% para uma amostra de Trochospongilla paulula coletada no rio Jurua, de aguas claras,
essa valor aparentemente baixo é superior ao relatado para espiculas da esponja dulcicola D.

uruguayensis, provenientes do rio Tapajos, 18,86% (Magalhaes et al., 2011).
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Figura 55: Diagrama de caixas da concentracao de silicio (% m/m) nas diferentes espécies de
esponja dulcicola analisadas.

Para a espécie Metania reticulata, todos os espécimes analisados apresentaram em sua
composicdo Fe e S. Trabalho realizado na bacia dos rios Parauari — Maués-Acu relata o ferro
em concentragdes superiores a encontrada em outros trabalhos realizados na regido
Amazonica (Bringel et al., 1984). Desta forma explica-se a maior concentragdo deste

elemento na amostra proveniente do rio Maués-Acu, municipio de Maués AM (Figura 56).

Fe (% m/m)
1,5 25 30 35

1,0

T T T T T
Anavilhanas - AM Cacau Piréra - AM Eirunepé - AM Manaus - AM Maués- AM

0,5

0.0

Local de coleta

Figura 56: Diagrama de caixa da concentracdo de ferro (% m/m) nas amostras de Metania
reticulata nos diferentes pontos de coleta.
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O vanadio aparece em concentracdo superior nas amostras de Metania reticulata
provenientes do rio Negro (Anavilhanas e Cacau Pirera, AM), 0,19 = 0,10%, quando
comparadas as amostras da mesma espéecie provenientes dos municipios de Eirunepé, rio

Jurud, e Maués, rio Maués-Acu (Figura 57).

V (% m/m)
015 020 025 0,30
| |

0,10

0,05

0,00
L

T T T T
Anavilhanas - AM Cacau Piréra - AM Eirunepé - AM Manaus - AM Maues - AM

Local de coleta

Figura 57: Diagrama de caixa da concentracdo de vanadio (% m/m) nas amostras de Metania
reticulata nos diferentes pontos de coleta.

Para outra espécie do mesmo género, Metania fittkaui, foram observadas
concentracOes de vanadio similares, 0,16 + 0,00% para as amostras coletadas no rio Negro, e
0,17 = 0,01% para as amostras coletadas no rio Tapajos. Para a bacia do rio Negro, o vanadio
é relatado em concentracdo superior & encontrada para o rio Tapajos (Seyler e Boaventura,
2003). Desta forma a concentracdo semelhante nos organismos da mesma espécie sugere a
presenca de um mecanismo de acumulo e eliminacdo (Rainbow, 2002) deste elemento para a
espécie M. fittkaui.

Ja para a espécie Trochospongilla paulula nas amostras provenientes do rio Tapajos -
Alter do Chdo, PA — o vanadio aparece em concentracdo superior a encontrada para 0s
espéecimes do rio Jurua - Eirunepé, AM - (Figura 58). Como a concentracdo do vanadio €
superior nas aguas do Jurud em comparacdo as aguas do Tapajos (Seyler e Boaventura, 2003),
este elemento provavelmente esta sendo acumulado por esta espécie, no entanto 0 mecanismo

de eliminacéo ndo esta presente como o sugerido para a amostra M. fittkaui.
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Figura 58: Diagrama de caixa da concentracdo de vanadio (% m/m) nas amostras de
Trochospongilla paulula nos diferentes locais de coleta.

O elemento ferro foi encontrado em todos os espécimes analisados, embora também
apresente certa variacdo (Figura 59), principalmente para as espécies Drulia uruguayensis e
Trochospongilla paulula. Para a espécie Metania reticulta duas amostras mostraram

concentragdes superiores as demais.
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Figura 59: Diagrama de caixas da concentracdo de ferro (% m/m) nas diferentes espécies de
esponjas dulcicolas analisadas.
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Analisando apenas as amostras de D. uruguayensis, nota-se que 0s espécimes
provenientes de Manaus, que foram coletados aderidos aos pilares de sustentacdo do porto,
apresentam concentracdo especialmente superior de ferro que as amostras coletadas no rio
Tapajos, estado do Para (Figura 60). Os dados para a concentragdo de ferro nas aguas dos rios
Tapajos sdo conflitantes (Kichler, Miekeley e Forsberg, 2000; Seyler e Boaventura, 2003;
Miranda et al., 2009) ndo permitindo relacionar a concentracao de Fe nas esponjas com a dgua
dos rios. A amostra coletada no arquipélago de Anavilhanas, também no rio Negro, apresenta
teores inferiores ao das amostras do porto de Manaus, mostrando que estas realmente estéo
com teores de ferro elevados.

A bioeroséo gerada pelas esponjas, atacando carbonato, desempenha importante papel
ecologico (Ratzler, 1975; Nicol e Reisman, 1976; Bell, 2008; Nava e Carballo, 2008;
Hernandez-Ballesteros et al., 2013). O concreto, amplamente utilizado em construgdes
marinhas, também pode sofrer com a bioerosdo causada pelas esponjas, principalmente
guando apresentam teores elevados de calcario (Winkler, 1966; Jadkowski e Wiltsie, 1985).
Portanto, possivelmente, o acimulo de ferro nas esponjas coletadas aderidas aos pilares do

porto de Manaus tenha relagdo com a composicao destes.
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Figura 60: Diagrama de caixa da concentracdo de ferro (% m/m) nas amostras de Drulia
uruguayensis nos diferentes pontos de coleta.
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Observando a concentracdo de ferro nas amostras de Metania reticulata que
apresentam maior concentracao sdo as provenientes do rio Jurua, Eurunepé - AM e rio Maués-
Acu, Maués-AM (Figura 61). No rio Jurud, a concentracdo de ferro é superior a relatada para
o rio Negro (Seyler e Boaventura, 2003) que banha o arquipélago de Anavilhanas, Manaus e
Cacau Pereira. Da mesma forma para a bacia dos rios Paruari-Maués-Acu também séo
relatadas concentracBes de ferro superiores as encontradas nos demais rios da bacia
amazonica (Bringel et al., 1984). Como as amostras com concentra¢des mais elevadas de Fe
coincidem com os rios no qual este elemento se encontra em concentragdes superiores sugere

a presenca de um mecanismo de acumulo (Rainbow, 2002).
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Figura 61: Diagrama de caixa da concentracdo de Fe (% m/m) nas amostras de Metania
reticulata nos diferentes locais de coleta.

O calcio néo foi detectado nas amostras de M. fittkaui, e apenas em uma das amostras
de M. reticulata. Nos demais géneros, Ca é encontrado em algumas amostras, porém em
concentragdes bastante baixas, sendo encontrado em concentragcdes maiores apenas em alguns

espéecimes de D. browni.
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Figura 62: Diagrama de caixa da concentracdo (% m/m) de Ca nas diferentes espécies de
esponjas dulcicolas analisadas.

Para as espécies de D. browni coletadas no municipio de Iranduba, rio Negro, foram
registrados os maiores teores de calcio, enquanto que nas amostras provenientes da bacia do
rio Paraguai, coletadas no estado do Mato Grosso, essa concentragdo foi significantemente
menor (Figura 63). Para a bacia do rio Paraguai, sdo relatadas concentracbes de calcio
inferiores a relatada para o rio Negro (Kichler, Miekeley e Forsberg, 2000; Rezende Filho et
al., 2012), explicando essa grande diferenga na concentragédo deste elemento entre as amostras

coletadas nestas bacias.
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Figura 63: Diagrama de caixas da concentracdo (% m/m) de Ca nas amoastras de Drulia
browni nos diferentes pontos de coleta.

O manganés nao foi detectado nas amostras de Metania fittkaui e em apenas uma das
amostras de M. reticulata, proveniente do rio Jurua (Eirunepé-AM). Nas demais espécies foi

detectado em todas as amostras (Figura 64).
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Figura 64: Diagrama de caixa da concentracdo de manganés (% m/m) nas diferentes espécies
de esponjas dulcicolas analisadas.
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O resultado observado para as amostras de M. reticulata apresentam uma incoeréncia,
pois 0 manganés € relatado para as dguas dos rios Jurua, Maués Acu e Negro (Bringel et al.,
1984; Seyler e Boaventura, 2003), no entando sé foi detectado nas amostras provenientes do

segundo coletadas no municipio de Eirunepé — AM.
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Figura 65: Diagrama de caixa para a concentracdo de manganés (% m/m) nas amostras de
Metania reticulata nos diferentes pontos de coleta.

A variacdo na composicdo elementar de invertebrados aquaticos ja € bem
documentada em funcdo dos diversos mecanismos de acimulo e eliminagdo presentes nestes
organismos (Rainbow, 2002; Wang e Rainbow, 2008). Foi observada uma grande variacdo na
concentracdo de metais nas esponjas aqui analisadas. Estas flutuacfes ndo possibilitaram a
separacdo das espécies estudadas em funcdo de sua composicdo, no entanto algumas
caracteristicas presentes em grupos de amostras foram notadas.

A auséncia de aluminio nas amostras do género Metania, sendo este elemento
detectado em todas as demais amostras analisadas e também reportado em esponjas dulcicolas
endémicas do lago Baikal (Paradina et al., 2003; Paradina et al., 2004; Kulikova et al., 2013),
mostra uma caracteristica do género. Calcio, potassio e titanio ndo sdo detectados em M.
fittkaui, o que ajuda a caracterizar a espécie.

O acumulo do vanadio foi observado para a espécie Trochospongilla paulula, que
mostrou uma concentra¢do maior para este elemento nas amostras provenientes da bacia em

que é relatado em maior concentracdo. O acumulo de um metal especifico por esponjas



116

marinhas ja foi documentado, como por exemplo, para ouro (Bowen, 1968; Inbakandan,
Venkatesan e Ajmal Khan, 2010) e ferro (Le Pennec et al., 2003).

5.3. Purificacdo de silica

A relativa abundancia de esponjas encontradas nas &reas sujeitas aos pulsos de
alagamento caracteristicos do regime das aguas na bacia Amazonica possibilita facil acesso a
esse recurso natural inexplorado. Deve-se ainda destacar a predominancia de espécies dos
géneros Metania e Drulia da familia Metaniidae.

Sendo o silicio o principal componente dos esqueletos destes animais, elemento este
amplamente empregado pela sociedade, a purificagdo deste na forma de seu 6xido, pode
significar uma nova fonte de renda para a populacdo local, sendo mais um recurso a ser
explorado de forma sustentavel.

Para a purificacdo do silicio foi selecionada uma amostra de Metania reticulara coleta
no arquipélago de Anavilhanas em funcdo do teor de silicio elevado nesta amostra (45,65 +
0,10%).

Trabalhos visando a obtencdo de silica a partir de casca de arroz, ou mesmo suas
cinzas apontam dois caminhos para a purificacdo desta, um seria a solubilizagdo da silica em
uma solucdo bésica seguida de precipitacdo seletiva, e outra alternativa é a oxidacdo da
matéria organica presente no material bruto, que pode ser tanto realizada quimica quanto
termicamente.

Um exemplo do potencial tecnoldgico de espiculas de esponjas foi demonstrado ao
empregar espiculas de formato ovoide provenientes de esponjas do género Geodia, como
suporte em coluna para cromatografia em fase gasosa, obtendo desempenho satisfatério, na
separagdo de uma mistura de alcoois e cetonas (Webb, Smith e Wells, 1965).

A solubilizacdo da silica seguida da precipitacdo seletiva foi empregada nas espiculas
de M. reticulata da mesma forma que Kamath e Proctor (1998) descrevem para o trabalho
com cinzas de casca de arroz. A metodologia possibilitou certo incremento na concentragao
de silica que originalmente era de 97,68 + 0,19%, para 99,60 + 0,07% da massa da amostra I.

Observando que a matéria-prima do trabalho original da primeira metodologia tratava-

se de cinzas de casca de arroz (Kamath e Proctor, 1998), e, portanto havia sido previamente
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incinerado foi proposta a segunda metodologia baseada em trabalho com a casca de arroz in
natura (Da Silva Jr et al., 2010).

A primeira etapa da segunda metodologia, originalmente consistia na imersdo da
amostra em &gua régia por uma hora com agitacao constante (da Silva Jr, 2010). Buscando um
melhor resultado a agua régia foi substituida por acido nitrico concentrado, como empregado
na preparacdo do material para a identificacdo taxondmica (Volkmer-Ribeiro, 1985) e
também no trabalho que relata o tratamento das espiculas empregadas para empacotar a
coluna de cromatografia em fase gasosa (Webb, Smith e Wells, 1965).

A amostra Il, obtida através de metodologia adaptada de da Silva Jr e colaboradores
(Da Silva Jr et al., 2010), apresentou um teor mais elevado de silica, 99,92 + 0,01%, atingindo
valor superior ao observado na silica comercial, 99,71 £+ 0,03% (Figura 66), embora no
trabalho original feito com casca de arroz ndo sejam detectados contaminantes na silica
obtida. Além da alta concentragdo de silicio no produto obtido destaca-se a uniformidade do

material obtido refletido no baixo desvio observado.
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Figura 66: Concentracdo de silica nas amostras analisadas.

Além do incremento na concentracdo de silicio do produto obtido com a segunda
metodologia testada, também foi observado um pequeno ganho de rendimento, que nesta
metodologia foi de 62,12 £ 0,02%, frente aos 55,89 + 0,04% na primeira metodologia. A
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eficiéncia na remocgéo de determinados elementos como Ca, Fe e Mn cresce com 0 aumento
da acidez da solugcdo empregada (Kalapathy, Proctor e Shultz, 2002). Essa relacdo pode ser

observada (Figura 67).
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Figura 67: Ampliacdo do espectro de fluorescéncia de raios-X por dispersdao de energia
mostrando a reducdo na concentracdo de ferro obeservado na esponja (A), para a silica
purificada método | (B), método Il (C) e silica comercial (D).

No material de partida, o elemento Fe correspondia a 1,09 + 0,12% no material de
partida, enquanto que na amostra I, submetida a uma lavagem com solugdo contendo &cido
cloridrico, a concentragdo deste elemento foi reduzida para 0,25 + 0,03%. Enquanto na
amostra I, a concentragéo de ferro encontrada foi a mesma da silica comercial 0,02 + 0,001%
(Figura 68).
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Figura 68: Concentracdo de ferro e potassio nas amostras analisadas.
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Potassio foi encontrado naturalmente na esponja. No entanto, o processo de
purificacdo diminuiu sua concentracdo, de forma que ndo foi detectado nas amostras obtidas,
embora esteja presente na silica comercial. O mesmo comportamento foi observado para o
calcio e titanio (Figura 69).
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Figura 69: Concentragdo elementos minoritarios presentes nas amostras analisadas.
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O cobre foi encontrado na mesma concentracdo em todas as amostras, incluindo o
material de partida e a silica (0,003 £ 0,001%).

Fosforo e bromo foram encontrados apenas nas amostras in natura, ndo sendo
detectado nas amostras purificadas, assim como na silica comercial usada para comparagao.

O enxofre, que corresponde a 0,03% do material de partida, teve sua concentragao
reduzida ndo sendo detectado nas amostras purificadas (Figura 70), também ausente na silica

comercial.
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Figura 70: Ampliacéo do espectro de fluorescéncia de raios-X por dispersao de energia
mostrando a reducdo na concentracdo do enxofre obeservado na esponja (A), para a silica
purificada método I (B), método Il (C) e silica comercial (D).

Para possibilitar o uso das espiculas como suporte para catalisadores a remogéo de
contaminantes encontrados na esponja in natura como Fe, K, Ca, Ti, P e S é de grande
importancia, pois estes podem influenciar a cinética de diversas rea¢des, podendo atuar como
inibidores ou catalisando reagfes secundarias (Brown, Hargreaves e Rijniersce, 1998;
Bulushev et al., 2000; Xue et al., 2009; Croston, Grant e Walker, 2010; Lagaditis, Lough e
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Morris, 2010; Ramesh et al., 2010; Song et al., 2010; Von Deak et al., 2010; Wang et al.,
2010; Amirkhiz et al., 2011; Mitsuoka et al., 2011; Ammendola et al., 2012).

As espiculas in natura, ao serem avaliadas em difracdo de raios-X, apresentaram um
teor de cristalinidade de 57,42%, indicando a presenca de contaminantes cristalinos, visto que
a silica presente nas esponjas é amorfa. Ao se proceder em sua purificacdo, nas duas
metodologias testadas, ndo se observa mais cristalinidade alguma nas amostras.

Os resultados obtidos indicam que a segunda metologia, adaptada Silva Junior e
colaboradores (2010), é a mais indicada para se obter silica de alta pureza a partir das
esponjas dulcicolas da Amazdnia, pois originou um produto com maior grau de pureza e
maior redimento quando comparada a metodologia adaptada Kamath e Proctor (1998).

A metodologia escolhida também apresenta caracteristicas que favorecem a
implantacéo de processos em maior escala, por usar insumos de baixo valor agregado e de uso
comum em muitos processos industriais. Os volumes de acido nitrico e da solugdo de
peréxido de hidrogénio e &cido sulfurico empregados no processo, que podem gerar grande
impacto ambiental, podem ser otmizados e reciclados.

Outro fator que pode significar um problema ambiental é a coleta de grande volume de
esponjas, no entando podem-se aproveitar as estruturas das pontes e barragens que estdo se
proliferando pelos rios da Amaz6nia, que podem atuar como fonte para esse recurso haja vista
0 grande volume de esponjas presentes nos pilares do porto de Manus. A proliferacdo destes
organismos nas estruturas de concreto pode representar ainda um problema em funcdo de
processos de bioerosdo (Winkler, 1966; Jadkowski e Wiltsie, 1985), tornando a retirada destes
organismos duplamente vantajosa.

A aquacultura também é uma alternativa, visto que a produc¢do de esponjas marinhas ja
apresenta bons resultados ha séculos em funcdo das esponjas de banho, e a técnica tem
evoluido em funcgéo da producédo de fonte para alguns metabolitos (Duckworth, Battershill e
Bergquist, 1997; Muller et al., 1999; Page et al., 2005; Duckworth, 2009; Ruiz et al., 2013).

Como as silicas amorfas ndo sdo exatamente iguais, apresentando, por exemplo,
diferentes atividades cataliticas, embora idénticas em analises de ressonancia magnética de
2%Sj e difracdo de raios-X (Hamdan et al., 1997), uma nova fonte de silica amorfa significa
um novo material que deve ter suas propriedades investigadas, a ufim de determinar suas

possiveis aplicacdes.
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5.4. Esterois majoritarios dos extratos em hexano.

Os extratos em hexano foram analisados por cromatografia em fase gasosa com
detectores de ionizacdo de chama (CG-DIC) e espectrometria de massas (CG-EM). A anélise
direta dos espectros de massas obtidos evidenciou a presenca de hidrocarbonetos, acidos
graxos e esterois, pois foi possivel identificar diversos padrfes caracteristicos destas classes.

As primeiras andlises realizadas permitiram a visualizagdo de cinco esterdis
majoritarios nos extratos apolares das esponjas dulcicolas da familia Metaniidae que foram as
primeiras a serem analisadas. Este perfil ja se mostra diferente dos relatados para outras
espeécies de esponjas dulcicolas, onde o colesterol aparece como grande majoritario, além de
diversos outros esterdis em concetra¢des bastante reduzidas (Manconi et al., 1988; Makarieva
et al., 1991; Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992).

Desta forma os extratos em hexano foram submetidos a uma coluna de cromatografia
com silica impregnada com KOH com o intuito de se obter uma fracdo livre dos acidos graxos
presentes no extrato. As fracGes ndo acidas obtidas foram entdo submetidas a cromatografia
de coluna aberta com hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade. As
fracdes reunidas que apresentavam Rf similar ao do colesterol foram submetidas a
cromatografia flash e as fragdes obtidas, ricas em esterdis, foram analisadas por CC-EM e
CG-DIC.

Diversos esterdis ja tém seus espectros de massas amplamente estudados (Friedland et
al., 1959; Knights, 1967; Wyllie, Amos e Tokeés, 1977), embora nem todos 0s mecanismos
envolvidos nas reacdes de fragmentacdo sejam bem compreendidos.

A eliminacdo da &gua em esterdis 3B hidroxilados com insaturacdo no carbono 5
envolve predominantemente o hidrogénio 1B, no entanto os estudos com marcagdo isotopica
indicam a participacdo significativa dos hidrogénios nas posig¢des 6, 8f, 9a e provavelmente a
metila C19 (Figura 71) (Wyllie, Amos e Tokes, 1977). O ion referente a perda de dgua na
fragmentacdo destas moléculas é bastante evidente em seus espectros de massa, e diversos
picos importantes na identificacdo destes compostos envolvem a eliminacdo de agua
(Friedland et al., 1959).
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HO

Figura 71: Esqueleto basico de esterol 3p hidroxilado com insaturacéo no carbono 5;

Enquanto que nos espectros de massas dos esterois acetilados o pico do ion molecular
ndo é observado devido a facilidade de ocorrer a eliminacdo do &cido acético originando o ion
[M-60]*, através de um mecanismo 1,2 envolvendo um hidrogénio adjacente,
preferencialmente ligado ao carbono 4 (Partridge e Djerassi, 1977).

A perda de um grupo metil também é frequentemente observada em esterois, tanto a
partir do fon molecular quanto do ion [M-18]". No caso dos derivados acetilados essa
fragmentacio é observada a partir do ion [M-60] *. A marcacio isotOpica das metilas indica
que essa eliminacdo envolve preferencialmente o carbono 19 em detrimento ao 18 (Partridge e
Djerassi, 1977; Wyllie, Amos e Tokés, 1977).

A perda da cadeia lateral no carbono 17 (m/z 273) e da combinacdo da cadeia lateral e
uma molécula de agua (m/z 255) também sdo fragmentagdes comuns em esterdis (Figura 72),

embora ndo muito significantes no colesterol (Wyllie, Amos e Tokés, 1977).
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Figura 72: Formagéo dos ions m/z 273 e 255.

Os picos m/z 231, e seu produto de desidratagdo m/z 213, sdo gerados pela perda do
anel D com a cadeia lateral e um hidrogénio extra, também sdo caracteristicos de esterdis com
substituicdo no carbono 17 (Figura 73). Estudos com marcacéo isotopica ndo foram capazes

de identificar a origem do hidrogénio extra envolvido nessa fragmentacdo, indicando uma
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origem randomica com maior contribui¢do das posi¢des 7, 8B, 9a, 12, 14a e 18, sendo que a

maior contribui¢do viria do 14a (Tokes, Jones e Djerassi, 1968; Wyllie, Amos e Tokés, 1977).

HO 231 (-H)
213 (-H,0)

Figura 73: Formagao dos ions m/z 231 e 213 em esterdis 3 hidroxilados com cadeia lateral
no carbono 17.

A formagao do ion [M-139]" para os esterois 3B hidroxilados ocorre de forma analoga
a formacgdo do fon [M-181]" para seus derivados acetilados, com a perda dos anéis A e B

(Figura 74) (Partridge e Djerassi, 1977; Wyllie, Amos e Tokés, 1977).
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Figura 74: Formagéo do fon m/z [M-139]".

Conhecendo essa pluralidade de mecanismos de fragmentacdo presentes nos esterois,
ao observarmos o espectro de massas obtido para o colesterol podemos identificar a presenga
de diversos destes ions, como ilustrado na Figura 75.
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Figura 75: fons caracteristicos identificados no espectro de massas do colesterol.

O comportamento cromatografico também é explorado na identificacdo de compostos
por cromatografia em fase gasosa, tendo como exemplo o uso do indice de retencédo
amplamente utilizado na identificagdo de componentes de dleos essenciais (Adams, 2009).

Na identificacdo dos esterdis presentes nas esponjas foi empregada uma programacao
isotérmica a 280 °C para analise de esterdis acetilados e o calculo do tempo de retencédo
relativo ao colesterol acetilado (Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992; Santalova et al.,
2004). Além disso, a co-eluicdo com um padrdo de colesterol acetilado foi empregada para

eliminar davidas quanto a identidade do mesmo (Figura 76).
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Figura 76: Cromatograma de uma fracdo esteroidica acetilada (A) e B cromatograma da
mesma fragdo com adigdo de colesterol acetilado (B).

Comparando o conjunto de dados obtidos das analises em CG-DIC e CG-EM, com 0s
dados de fragmentacdo de esterdis acetilados e tempos de retencdo relativa (Kolesnikova,
Makarieva e Stonik, 1992; Santalova et al., 2004), que se encontram na Tabela 2, foi possivel

identificar os ester6is majoritarios (Figura 77) nas fracdes esteroidais dos extratos em hexano
e quantifica-los nestes extratos.

Tabela 2: Dados utilizados na identificagdo dos esterdis majoritarios.
Esterol Fragmentos tipicos' TRR""
|  CxA® 368,353,260, 255 247, 213 1,00
Il CpA># 380, 365, 282, 267, 255,213 1,09

Il CogA° 382, 367, 261, 255, 213 1,24
IV CA%?? 394,282, 267, 255, 213, 69 1,31
V.  CypA® 396, 381, 275, 255, 213 1,49

TRR - tempode retencdo relativo

i (Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992; Santalova et al., 2004)
ii Tempo de retencéo relativo
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Figura 77: Estrutura dos esterois identificados: colesterol (1); 24-metil-colesta-5,22-dieno-3p-
(1), 24-metil-colesta-5-eno-3p-ol (I11); 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-o0l (1V); 24-etil-
colesta-5-eno-3p-ol (V).

O colesterol € o principal marcador quimico de esponjas dulcicolas segundo os estudos
ja realizados (Manconi et al., 1988; Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992; Hu et al., 2009).
Nas analises aqui realizadas foram observados resultados distintos para as espécies Metania
reticulata, M. fittkaui, Drulia cristata, D. uruguayensis e D. browni pertencentes a familia
Metaniidae e na espécie Oncosclera navicela (familia Potamolipidae), nas quais o esterol
majoritario € o 24-etil-colesta-5,22-dieno-3B-ol (Tabela 3). Apenas para Trocospongilla
paulula da familia Spongillidae o colesterol () foi o esterol majoritario, resultado este que
corrobora os dados encontrados na literatura que se referem a espécies desta familia (Manconi
et al., 1988; Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992; Hu et al., 2009).
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Tabela 3: Esterois presentes nos extratos em hexano das esponjas de agua doce.
Concentracdo no extrato em hexano (%)

| 1 Il v V
FAMILIA METANIIDAE
Metania reticulata

Lago do Cacau® 2,24 2,30 464 1526 2,23
Lago do Tupé® 7,97 10,30 11,33 2761 7,71
Praia do Cachorro® 10,60 6,30 8,10 21,10 6,40
Anavilhanas® 8,20 5,65 990 2360 8,38
Anavilhanas® 7,32 4,13 750 1768 7,54
Igarapé do Soldado® 3,17 1,06 6,00 11,06 6,51

Metania fittkaui
Lago do Encanto” 1,07 0,00 1,09 366 1,01
lagarapé Mapi® 2,12 1,16 2,27 586 3,50

Drulia cristata
Lago do Jud” 7,48 6,35 831 31,10 5,27
Igarapé do Encanto® 8,24 7,24 921 24,10 5,86

Drulia browni
Lago Janauari® 14,39 5,96 14,85 28,45 11,42
Lago Janauari® 11,92 6,02 16,53 28,03 12,61
Baia do Malheiros® 6,11 7,38 15,68 35,05 18,62
Anavilhanas® 11,85 8,09 13,59 31,97 6,43

Drulia uruguayensis
Igarapé do Encanto 2,09 1,79 4,69 11,40 3,27
Porto de Manaus® 14,87 4,69 6,73 26,87 3,62
Ilha de Vera Cruz® 7,91 4,29 1420 56,75 10,42
Anavilhanas? 7,88 5,17 13,86 51,88 11,49
Anavilhanas® 5,45 5,94 6,78 23,68 4,02
FAMILIA SPONGILLIDAE
Trochospongilla paulula

Alter do Chao” 32,11 3,27 10,53 20,32 8,16
Turuacé Velho” 4,93 2,27 0,72 4,67 4,01

FAMILIA POTAMOLIPIDAE
Oncosclera navicella
Praia do Maracan&® 9,58 0,00 6,54 13,43 453
ND — ndo detectado
4 - -aguas pretas
b _ 4guas claras
¢ _ 4guas brancas

A incorporacdo de lanosterol e cicloartenol, marcados isotopicamente, em esponjas de
diferentes familias da classe Demospongiae, incluido as especies dulcicolas Ephydata
fluviatilis e Eunapius fragilis da familia Spongillidae, demonstrou que muitos destes

organismos possuem capacidade de biossintetizar esterdis de novo (Kerr et al., 1989).
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Para as esponjas marinhas Axinella polypoides e Axinella verrucosa, nas quais ndo foi
observado a incorporacdo do lanosterol e cicloartenol (Kerr et al., 1989), foi observado a
incorporacdo de um outro percurso, o esqualeno, demonstrando que também eram capazes de
produzir esterois de novo (Silva, Wunsche e Djerassi, 1991), levando os autores do trabalho a
sugerir que todas as esponjas possuem essa capacidade.

A producéo de colesterol (1), através da dealquilacdo de um precursor com insaturacao
no Caas), foi demonstrada para esponjas marinhas da classe Demospongiae (Malik, Kerr e
Djerassi, 1988) A presenca de C,7 norergostanos e Cys 24-nor-esterois em esponjas marinhas
ja indicava a presenca de mecanismos como estes, ja& documentados em outros invertebrados,
como: insetos. (Robbins et al., 1971; lkekawa, 1985), moluscos (Khalil e Idler, 1976;
Teshima, Kanazawa e Miyawaki, 1979), crustaceos (Teshima e Kanazawa, 1971; Kanazawa,
Guary e Ceccaldi, 1976) e coelenterados (Saliot e Barbier, 1973).

Posteriormente foi demonstrado que 0 mecanismo, presente em esponjas, de
dealquilacdo de esterodis, adquiridos por ingestdo, se assemelha ao presente nos insetos,
envolvendo a oxidacdo com instauracdo na posicdo 24(28). Inclusive foi demonstrada a
existéncia de um mecanismo inverso, através do emprego de maltiplos precursores marcados
isotopicamente, com competicdo entre as duas vias do mecanismo (Kerr et al., 1990; Kerr et
al., 1992). Desta forma, especificamente em relacdo aos esterdis, 0 mesmo organismo pode
biossintetizar ou transformar moléculas que absorve para suprir suas necessidades, expondo a
grande adaptabilidade das esponjas.

O esterol encontrado em maior abundéncia nas espécies das familias Metaniidae e
Potamolepidae 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol (1V), j& foi relatado para a espécie dulcicola
Lubomirskia baicalensis, onde representa apenas 3,6% da mistura esteroidica (Kolesnikova,
Makarieva e Stonik, 1992).

Os outros trés esterois encontrados 24-metil-colesta-5,22-dieno-33-ol (I1), 24-metil-
colesta-5-eno-3B-ol (I11) e 24-etil- colesta-5-eno-3p-ol (V) também sdo relatados como
minoritarios nas espécies Lubomirskia baicalensis (Kolesnikova, Makarieva e Stonik, 1992),
Spongilla lacustris e Ephydatia fluviatilis (Manconi et al., 1988).

Os esterdis A° e A>? geralmente ocorrem de forma associada, assim como a
predominancia de um esterol C,9 com a presenca dos esterois C,g € C,7 de mesmo esqueleto
em concentracdo significante indica biotransformacdes especificas, ja relatadas em esponjas
(Bergquist, Hofheinz e Oesterhelt, 1980).
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Um conjunto de esterdis ou de determinados esqueletos caracterizam algumas ordens e
familias do filo Porifera (Bergquist, Hofheinz e Oesterhelt, 1980; Bergquist, Lavis e Cambie,
1986; Bergquist et al., 1991). A presenca de esterois com uma caracteristica especifica, anéis
ciclopropéanicos nas cadeias laterais, como majoritarios em algumas esponjas da classe
Haposclerida embasou a criagdo de uma nova classe Petrosia (Bergquist, 1980).
Posteriormente observou-se que nem todas as esponjas da classe Petrosia apresentavam essa
caracteristica (Bergquist, Hofheinz e Oesterhelt, 1980; Bergquist, Lavis e Cambie, 1986;
Bergquist et al., 1991).

Na tentativa de avaliar um possivel efeito de agrupamento taxondmico em fungdo da
composicdo dos esterOis presentes nas esponjas aqui analisadas, foi realizado um
agrupamento hierarquico utilizando o software R, versdo 3.01. Na anélise foi observada a
formagéo de trés grupos principais (Figura 78). O género Trochospongilla destacou-se dos
demais com agrupamento dos dois individuos da espécie T. paulula (Tp01 e Tp02) coletados
em diferentes bacias hidrograficas. A caracteristica que difere esta espécie das demais ¢é a

presenca do colesterol como esterol majoritario.
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Figura 78: Agrupamento hierdrquico das esponjas dulcicolas em fungdo dos esterois
presentes. Db — Drulia browni; Dc — D. cristata; Du — D. uruguayensis; Mf — Metania
fittkaui; Mr — M. reticulata; Oc — Oncosclera navicella e Tp — Trochospongilla paulula.

Nos grupos maiores ndo foi possivel observar uma separacdo das espécies estudadas.
A evidente dificuldade presente na quimiotaxonomia das esponjas foi explorada em reviséo

de Epenbeck e van Soest (2007), abordando as dificuldades envolvidas. Embora a substituicdo
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da taxonomia baseada na morfologia das esponjas pela quimiotaxonomia esteja muito
distante ainda para as esponjas, informacGes relevantes podem ser obtidas por anélises
quimicas auxiliando na caracterizacdo dos animais.

Esse resultado indica o 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol (IV) como um valioso
candidato a marcador quimiotaxondémico para a familia Metaniidae, e refor¢a a condi¢do do
colesterol como marcador para as familias Sonpongillidae e Lubomirskiidae. As familias
Malawispongidae, Metschnikowiidae ndo apresentam estudos quimicos registrados na
literatura.

Os esterdis encontrados na espécie Oncosclera navicella mostram composicdo
semelhante a encontrada nas espécies da familia Metaniidae. Como ndo existem estudos
referentes a composicdo quimica de esponjas da familia Potamolepidae ndo podemos assumir
esse padrdo como comum a familia.

A predominancia de esterdis incomuns, em alguns casos pode ser associada a presenca
de agentes membranoliticos, funcionando como defesa dos organismos contra seus proprios
metabolitos (Zimmerman et al., 1989; Makarieva et al., 1998; Santalova et al., 2004; Aknin et
al., 2010), a esta interacdo entre os metabdlitos de diferentes rotas de um mesmo organismo
da se o nome de “coordenac¢do bioquimica”.

A capacidade de 11 esponjas marinhas biossintetizar de novo esterois foi avaliada,
através do esqualeno isotopicamente marcado, comprovando a presenca desta habilidade. No
entanto, todas as espécies avaliadas apresentavam esterdis com instauracdo na posic¢éo 22, nos
quais ndo foi detectada a incorporacdo do precursor marcado, indicando origem alimentar.
Algumas espécies marinhas da ordem Halicondrida possuem grande quantidade de esterois
com instauracdo na cadeia lateral localizadas no C-22, com singularidades e abundancia que
sugerem excluir a origem por ingestéo, tornando a habilidade de produzir essa particularidade
restrita a algumas espécies (Silva e Djerassi, 1992). A presenca dos esterdis 24-metil-colesta-
5,22-dieno-3B-ol (1) e 24-etil-colesta-5,22-dieno-3B-ol (IV) entre os majoritarios das
esponjas dulcicolas encontradas na Amazonia indica que pertencem a esse grupo.

De forma analoga a empregada na identificacdo dos esterois, foi possivel detectar a
presenca de trés cetosteroides no extrato em hexano das esponjas Metania reticulata
provenientes do lago Tupé e Drulia uruguayensis coletada no arquipélago de Anavilhanas:
colesta-4-eno-3-ona (VI), 24-metil-colesta-4,22-dieno-3ona (VII) e 24-etil-colesta-4,22-

dieno-3-ona (Figura 79). A presenga de cetosteroides em esponjas, anteriores a este estudo, se
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restringia aorganismos marinhos (Sheikh e Djerassi, 1974; Migliuolo, Piccialli e Sica, 1990;
Santalova et al., 2007; Zhang et al., 2012).
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Figura 79: Estrutura dos cetoesteroides detectados: colesta-4-eno-3-ona (VI), 24-metil-
colesta-4,22-dieno-3-ona (VII) e 24-etil-colesta-4,22-dieno-3-ona (VIII).

A eliminacdo da cadeia lateral juntamente com mais trés atomos de carbono (Figura
80) é caracteristica para 3-cetosterois (Friedland et al.,, 1959). Um mecanismo de
fragmentacdo (Figura 81) foi proposto para a 24-metil-colesta-4,22-dieno-3-ona (VI1) (Zhou,
Zhou e Xiao, 2005).

m/z = 229

Figura 80: Eliminacdo da cadeia lateral em conjunto com mais trés atamos de carbono para
cetoesteroides.
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Figura 81: Proposta de fragmentacdo para a 24-metil-colesta-4,22-dieno-3-ona (VII).

A Tabela 4 resume os valores de m/z dos ions empregados na identificacdo dos

cetosterois.

Tabela 4: Fragmentos caracteristicos observados para identificacdo dos cetoesteroides.
Cetosteroide Fragmentos tipicos'

VI CypA* 384,369, 342, 271, 261, 260, 229, 147, 135, 124
VIl CpA*? 396, 353, 298, 283, 271, 269, 253, 245, 229, 149, 55

VIII  CxA*® 410, 367, 298, 271, 269, 247, 229, 149, 55
' - (Sheikh e Djerassi, 1974)
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A colesta-4-eno-3-ona (VI) foi detectada na D. cristata coletada no lgarapé do

Encanto. J& a 24-etil-colesta-4,22-dieno-3-ona (VIII) foi detectata nas amostras de M.

reticulata coletadas em Anavilhanas e na Praia do Cachorro, nas duas amostras de D. cristata

analisadas, D. browni provenientes de Anavilhanas e baia de Malheiros além da T. paulula do

Taruaca Velho.

A transformacgéo do colesterol (I) para coprastanol tem o colesta-4-eno-3-ona (V1)

como intermediario (Figura 82) para alguns microorganismos (Bjorkhem e Gustafsson, 1971;

Eyssen e Parmentier, 1974; Parmentier e Eyssen, 1974; Ren et al., 1996). Possibilitando

sugerir a presenca de microrganismos associados a esponjas dulcicolas, fato bastante



135

documentado para esponjas marinhas. Tanto o colesta-4-eno-3-ona (VI) quanto o 24-metil-
colesta-4,22-dieno-3-ona (VII) ja foram relatados para a esponja marinha Stelleta clarella
(Sheikh e Djerassi, 1974).
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Figura 82: Proposta de rota da transformacdo do colesterol (1) para coprastanol com a
colesta-4-eno-3-ona (V1) como intermediario.

Como as esponjas frequentemente apresentam microorganismos simbiontes, como
explorado em revisOes recentes (Hentschel et al., 2012; Webster e Taylor, 2012). Desta forma
podemos imaginar que estes cetoesteroides encontrados em baixas concentracGes podem ser

frutos da interagéo entre as esponja e microrganismos.
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5.5. Composic¢ao da fracdo volatil de Trochospongilla paulula.

A pesquisa com compostos volateis esta centrada em plantas terrestres nas quais estas
substancias podem exercer diversas funcGes como atrair ou repelir insetos e alelopatica entre
outras (Jiang, Ridsdill-Smith e Ghisalberti, 1997; Wang, Ghisalberti e Ridsdill-Smith, 1999;
Maffei, Gertsch e Appendino, 2011). Assim como ocorre em terra, a comunicacao entre
organismos aquaticos pode ocorrer atraves de substancias volateis (Whittaker e Feeny, 1971).

A comunicacdo entre organismos aquaticos através de compostos volateis é
documentada para diversos organismos (Akakabe e Kajiwara, 2008; Jittner et al., 2010). Para
esponjas sdo propostos mecanismos de interacdo ecologica através de aleloquimicos
exsudados (Jackson e Buss, 1975; Sullivan, Faulkner e Webb, 1983). Ndo ha registros de
estudos de compostos volateis para esponjas dulcicolas.

A analise dos compostos volateis da esponja marinha Ircinia felix permitiu a
identificacdo de 59 compostos, além de atribuir a presenca de: tiobismetano, isocetonitrila e
metil isotiocianato o cheiro nauseante deste animal (Duque et al., 2001). Os autores também
atribuiram a estas substancias propriedades de protecdo quimica para esta espécie. No entanto,
posteriormente foi demonstrado que os verdadeiros responsaveis pela protecdo contra a
predacdo destes organismos sdo os acidos furanosesterpeno tetrénicos presentes em elevadas
concentracdes (Pawlik, Mcfall e Zea, 2002).

O SDE é um método que proporciona alta recuperacdo para amplo conjunto de
substancias (Chaintreau, 2001). Em estudo com esponjas marinhas do género Plakortis foram
observados rendimentos entre 0,5 e 0,6% na obtencdo de compostos volateis empregando essa
técnica (Roussis et al., 1995). No presente estudo, que também utilizou o SDE, foi observado
um rendimento do 6leo volatil da esponja dulcicola T. paulula bastante baixo, inferior a 0,1%.
Rendimentos baixos também sdo relatados para algumas plantas como as partes aéreas de
Stachys recta L. para as quais é relatado o rendimento de 0,014% (Chalchat et al., 2000).

O baixo rendimento obtido, em um primeiro momento inviabilizou a identificacdo dos
componentes da fragdo em funcdo da baixa intensidade dos picos observados no
cromatograma obtido da mesma (Figura 83).
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Figura 83: Cromatograma obtido para a fracdo volatil da esponja Trochospongilla paulula.

Com o intuito de possibilitar essa analise foi empregado um inserte (Figura 84) que
reduzia o volume do vial para 250 pL, possibilitando o aumento da concentracdo da amostra
permitindo a obtencdo de um cromatograma (Figura 85) com picos melhor definidos e a
identificacdo dos volateis da esponja Trochospongilla paulula.

RN

Figura 84: Inserte empregado para aumentar a concentracdo da fracdo volatil de
Trochospongilla paulula para analise por cromatografia em fase gasosa.
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Figura 85: Cromatograma obtido, empregando o inserte, para a fracdo volatil da esponja
Trochospongilla paulula.

Foi possivel identificar sete substancias volateis na esponja T. paulula, representando
69,71% de sua composi¢cdo (Tabela 5). Esse percentual é proximo (e até superior) ao
observado em estudos similares realizados com esponjas marinhas. Para as espécies marinhas
Plakortis angulospiculatus e P. lita os percentuais de substancias identificadas dos 6leos
volateis foram de 37,56% e 66,36%, respectivamente (Roussis et al., 1995). J& para espécie
Siphonodictyon coralliphagum foram identificados 99,61% da composicdo de seus volateis
(Mishra, P M e Sree, A, 2009b). Enquanto que na espécie Geodia cydonium foram
identificados 85,5%. Em um trabalho que avaliou os volateis de esponjas do género Tednia
sem espécie definida foram identificados entre 39,8 e 71,4% dos compostos (De Rosa et al.,
2008).

Tabela 5: Composi¢do da fracdo volatil de Trochospongilla paulula.
Indice de retencdo  Concentracao

Substancia

experimental referencia® (%)
tetradecanol 1675 1671 6,28
tetradecanal 1712 1,30
pentadecanol 1775 14,22
hexadecanal 1813 1819 2,15
acido pentadecanoico 1865 5,02
hexadecanol 1879 1874 31,15
acido hexadecanoico 1960 1959 9,30

% - (Adams, 2009)
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O composto majoritario encontrado na fracdo, o hexadecanol, corresponde a 31,15%
da fracdo, e, somado aos dois outros alcoois presentes, totalizam 51,65%. Resultado similar
foi relatado para um dos espécimes de esponjas marinhas do género Phycopsis, no qual o
dodecanol aparece como majoritario entre seus volateis, representando 29,39% de sua
composic¢do. No entanto, em outro espécime do mesmo género ndo foram detectado alcoois
(Mishra, P. M. e Sree, A., 2009a). Outros estudos de compostos volateis de esponjas marinhas
relatam a presenca de alcoois, muitas vezes aromaticos, como componentes minoritarios
(Nechev, et al., 2002a; 2002b; De Rosa et al., 2003; Nechev et al., 2004; Mishra, P M e Sree,
A, 2009b).

Dois é&cidos graxos de cadeia linear saturada foram identificados, os acidos
pentadecandico (5,02%) e hexadecandico (9,30%). Tais substancias ja foram relatadas na
fracdo volatil de esponjas marinhas (Nechev, et al., 2002a; 2002b). A presenca de acidos
graxos livres é associada a degradagdo de lipidios. No entanto, a forma de extracdo branda
empregada do SDE ndo é associada a producdo de artefatos.

Acidos graxos com nimero impar de 4tomos de carbono sdo associados & presenca de
bactérias (Rezanka e Sigler, 2009). A associacio de esponjas com microrganismos ¢ bastante
documentada (Taylor et al., 2007; Piel, 2009; Webster e Taylor, 2012), inclusive em
ambientes dulcicolas (Parfenova et al., 2008; Costa et al., 2013). Outra justificativa para a
presenca de metabolitos de bactérias nas esponjas, é que ao filtrar a agua, esses
microrganismos séo absorvidos como alimento (Wilkinson, Garrone e Vacelet, 1984; Leys et
al., 2011).

5.6. Ensaios Bioldgicos e Enzimaticos.

5.6.1. Atividade antimicrobiana

Os extratos obtidos em hexano, acetato de etila e metanol de esponjas pertencentes as
espécies Metania reticulata, Drulia uruguayensis, Drulia browni e Trochospongilla paulula
foram avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana frente sete espécies de bactérias gram-

positivas: Bacillus subtilis subsp. subtilis (ATCC 6051), Listeria monocytogenes (ATCC
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15313), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus aureus (ATCC 33591),
Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococcus pyogenes (ATCC 12344) e Enterococcus
faecalis (ATCC 14506); e trés espécies de bactérias gram-negativas: Escherichia coli (CDC
EDL-933), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076) e Shigella
flexneri (ATCC 12022), por difusdo em agar.

Né&o foi possivel observar a formacédo de halo de inibicdo por nenhuma das amostras

ensaiadas, caracterizando auséncia de atividade inibitoria.

5.6.2. Atividade antiproliferativa.

Extratos obtidos de esponjas das espécies Metania reticulata, M. fitikai, Drulia
cristata, D. uruguayensis e D. browni foram avaliados quanto as suas atividades citotoxicas
frente a linhagens celulares tumorais: HCT-8 (c6lon - humano), MDA/MB-435 (melanoma -
humano) e SF-295 (glioblastoma - humano). Apenas as amostras com valores de inibi¢ao > 90
% em pelo menos duas linhagens tumorais sdo consideradas com elevado potencial citotoxico
e conduzida para avaliacdes subsequentes, sendo considerado o valor de corte para varredura
de novas substancias com potencial antitumoral.

Entre as amostras avaliadas (Tabela 6) destaca-se o0 extrato em acetato de etila de
Metania reticulata, sendo que foram avaliados os extratos desta espécie provenientes de dois
locais distintos de coleta, Anavilhanas e lago Tupé, ambos no rio Negro, com maior atividade

citotoxica frente as linhagens celulares avaliadas, embora ndo tenha atingido o valor de corte.



141

Tabela 6: Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés
linhagens tumorais. Os valores apresentados sdo média + desvio padréo.

Linhagem celular
Amostra

HCT-8 (%) MDA/MB-435 (%) SF-295 (%)
M.. reticulata — Lago Tupé
Hexano 21,96 + 0,98 -20,68 + 3,56 2,17 £ 14,62
Acetato de etila 58,09 + 2,33 53,76 £ 3,43 56,34 + 8,56
Metanol 1553 +£2,51 10,59 + 1,06 23,26 + 16,92
M. reticulata — Anavilhanas
Hexano 3,92 +5,56 -35,58 £ 7,73 -0.01 £5,80
Acetato de etila 84,74 + 5,61 89,38 + 3,82 75,69 + 5,14
Metanol 56,38 £ 9,49 70,90 + 18,93 21,81+ 23,73
M. fitikaui Igarapé do Encanto
Hexano 18,78 £ 4,29 -17,15+£ 0,57 22,01 +7,32
Acetato de etila 19.39 £ 7,59 -19,52 + 4,58 19,98 £ 2,35
Metanol 31,77 £0,98 83,24 £ 6,87 32,96 £ 6,73
D. cristata — lgarapé do Encanto
Hexano 12,63 £ 11,27 -5,30+ 7,19 16,47 £ 0.00
Acetato de etila 35,58 £ 4,53 -0,62 + 1,72 22,75+ 1,18
Metanol 5,88 + 15,18 8,86 +8,58 15,27 £ 24,44
D. cristata — Lago do Jua
Hexano 20,65+ 1,33 -10,81 £ 0,98 6,22 + 26,52
Diclorometano 29,13 £5,32 -12,57 £ 12,71 10,74 + 14,84
Acetato de etila 15,21 +£1,39 -23,51 £ 6,67 -17,21 £ 2,35
D. uruguayensis Igarapé do Encanto
Hexano -32,14 + 1,47 -45,82 + 26,24 4,92 +£10,85
Acetato de etila 4,97 +7,53 -21,43 £ 6,13 6,31 + 19,73
Metanol 20,60 + 13,46 -0,46 + 7,86 19,72 +£1,88
D. browni — Lago Janauari
Hexano 17,59 £ 0,23 -6,79 £ 2,40 -1,99 + 20,50
Acetato de etila -4,69 + 2,33 -17,09 £ 5,88 8,48 £2,03
Metanol 22,03+0,80 -27,09 £ 43,07 3,16 11,24
D.browni — Anavilhanas
Hexano 12,84 +£1,74 -17,22 £ 21,07 799+7,71
Acetato de etila 39,36+ 1,16 28,47 +0,71 40,93 +9,92

Metanol 23,27 +0,29 -9,81+£11,47 24,67 = 3,67
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5.6.3. Ensaio de edema da pata de rato induzida por carragenina.

Foi realizado o ensaio de hipernocicepcdo térmica induzida em ratos pela
administragdo subplantar de carragenina com 0s extratos obtidos em metanol das espécies
Metania reticulata e Drulia uruguayensis coletadas no arquipélago de Anavilhanas. Os
extratos foram administrados por via oral na dose de 100 mg.kg™® uma hora antes da
admnistragdo subplantar do agente inflamatorio carragenina 1% (0,1 ml por pata). Foi medida
a formacdo do edema analisando-se a variagdo do volume das patas que receberam
carragenina e das patas contralaterais (Figura 86). Para a avaliacdo da hiperalgesia térmica os
mesmos animais foram colocados sobre uma placa aquecida a 51°C e cronometrou-se o tempo
que 0s mesmos suportavam este estimulo térmico (Figura 87). Ndo foram observadas
atividades nos extratos avaliados.

| —a Veiculo
ADD A - D uruguayensis
- M. reticuloto

0 T T T T
1 2 3 4

Tempo (h)

Figura 86: Variacdo de volume entre as patas que receberam administracdo subplantar de
carragenina 1% (0,1 ml por pata) e salina em fungéo do tempo.
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Figura 87: Variacao de laténcia entre as patas que receberam administracdo de carragenina e
salina quando submetidas ao estimulo térmico de 51°C.

5.6.4. Atividade inibitoria da enzima tirosinase.

Extratos obtidos em hexano, acetato de etila e metanol de esponjas das espécies
Metania reticulata, M. fitikai, Drulia cristata, D. uruguayensis e D. browni foram avaliados
guanto a atividade inibitéria da enzima tirosinase porém todos apresentaram concentracao
inibitéria minima de 50% (Clsg) superior a 1.000 pg.mL™, sendo consideradas inativas.

As fracOes esteroidicas obidas dos extratos em hexano das espécies Metania
reticulata, D. uruguayensis e Trochospongila paulula também foram avaliadas quanto sua
capacidade de inibir a enzima tirosinase (Tabela 7), porém ndo foram observadas atividades

significativas.

Tabela 7: Atividade de inibigdo da enzima tirosinase de fracOes esteroidicas de extratos em
hexane de esponjas dulcicolas (% inibic&o a 100 pg.mL™).
% inibicéo da

Amostra . T
enzima tirosinase
M.reticulata (Anavilhanas) 525+1,20
D. uruguayensis (Anavilhanas) 2,18 £2,00
D. uruguayensis
(Porto de Manaus) 8,60+2,32
T. paulula 7.29+2.97

(Alter do chao)
Acido kojico 77,60 2,26
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6. CONCLUSOES

As esponjas pertencentes a familia Metaniidae, com destaque aos géneros Drulia e
Metania, sdo abundantes nos rios da Amazénia. As familias Spongillidae e Potamolepidae,
relatadas também para a regido neotropical, foram encontradas frequentemente, porém, na
maioria das vezes, com espécimes de tamanho reduzido e bastante delicado.

O levantamento da espongofauna do arquipélago de Anavilhanas permitiu a
identificacdo de cenario semelhante ao relatado para a Reserva Sustentavel Tupé, também
situada no rio Negro. E notavel a predominancia da espécie Metania reticulata aderida a
vegetacdo nas areas mais elevadas sujeitas aos pulsos de inundacdo, e da espécie Drulia
uruguayensis no solo. Em algumas regifes a presenca das esponjas caracterizava 0 que
chamamos “cauxizal”, em alusdo ao nome vulgar das esponjas dulcicolas na regido, “cauxi”.
Esse mesmo cenario foi encontrado nos outros pontos de coleta nos rios de aguas pretas. No
rio Jurué (aguas brancas) e Tapajds (&guas claras) foram encontrados espécimes das familias
Spongillidae e Potamolepidae de tamanho siginificativo, sendo este um diferencial nestes
ambientes.

O estudo da composi¢do inorganica das esponjas dulcicolas sugere uma capacidade
seletiva de acimulo de metais por estes organismos. Exemplo evidente dessa caracteristica é o
aluminio que ndo foi detectado nas esponjas do género Metania, enquanto que nas esponjas
do género Drulia, é o segundo elemento mais abundante. Nos outros géneros estudados,
Trochospongilla (Spongillidae) e Oncosclera (Potamolepidae), o aluminio também foi
detectado. O silicio, componente majoritario das espiculas, representa em M. reticulata 36,27
+ 6,02% da massa das esponjas secas. Nas demais amostras analisadas da mesma espécie e
em M. fitikaui, D. cristata, D. uruguayensis, D. browni, Trochospongilla paulula e
Oncosclera navicella essa concentragdo ficou neste mesmo intervalo.

A auséncia de aluminio nas esponjas do género Metania, € uma caracteristica que as
diferencia de todos os outros géneros estudados e também da literatura. A espécie
Trochospongilla paulula também mostrou a capacidade de acumular vanadio, podendo
indicar a presenca do elemento no habitat.

A purificacdo da silica presente nas espiculas das esponjas, através de solugdes

oxidantes e calcinacéo, possibilitou a obtencdo de um material amorfo e com composicao
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semelhante a silica empregada comercialmente como suporte para cromatografia liquida que
pode representar um recurso a ser exporado.

O extrato em hexano permitiu a identificacdo de cinco esterois majoritarios em todas
as amostras analisadas. A constatacdo do colesterol como majoritario na Unica espécie da
familia Spongillidae avaliada, Trochospongilla paulula, coincidiu com estudos de esponjas
desta familia registrados na literatura. Entretanto nas espécies da familia Metaniidae avaliadas
0 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol foi o esterol majoritario, sugerindo a utilizacdo deste
padrdo como marcador quimiotaxondmico para a familia. Para a Unica espécie da familia
Potamolepidae estudada, Oncosclera navicella, o 24-etil-colesta-5,22-dieno-33-ol também foi
majoritario, no entanto a inexisténcia de referéncias bibliograficas para a espécie ndo permite
comparagoes.

Foram detectadas trés cetonas, colesta-4-eno-3-ona, 24-metil-colesta-4,22-dieno-3-ona
e 24-etil-colesta-4,22-dieno-3-ona, em esponjas das espécies Metania reticulata, Drulia
uruguayensis. Nas espécies D. cristata, D browni e Trochospongilla paulula também foi
possivel detctar a0 menos uma destas cetonas. Sendo esta a primeira vez que cetonas sao
detectadas em esponjas dulcicolas.

Os ensaios de atividade antimicrobiana, antiproliferativa, antiinflamatdria e inibicéo
da enzima tirosinase ndo identificaram nenhuma atividade positiva.

Estabelecer uma metodologia para obter silica de alto grau de pureza a partir das
esponjas, pode representar uma nova riqueza a ser explorada na Amazénia. Além disso, 0s
resultados aqui obtidos para a composicdo elementar e esterdis presentes nas esponjas
dulcicolas da Amazénia, representam valiosas informacdes quimitaxonémicas para espécies
do filo Porifera. Indicam caracteristicas especificas para diferentes niveis taxondmicos,

permitindo estabelecer relacbes com esponjas de outros biomas.
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Figura 88: Estrutura e espectro de massas do colesterol.
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Figura 89: Estrutura e espectro de massas do colesterol acetilado.
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Figura 90: Estrutura e espectro de massas do 24-metil-colesta-5,22-dieno-3f-ol.
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Figura 91: Estrutura e espectro de massas do 24-metil-colesta-5,22-dieno-3p-ol acetilado.
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Figura 92: Estrutura e espectro de massas do 24-metil-colesta-5-eno-3f-ol.
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Figura 93: Estrutura e espectro de massas do 24-metil-colesta-5-eno-3p-ol acetilado.
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Figura 94: Estrutura e espectro de massas do 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol.
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Figura 95: Estrutura e espectro de massas do 24-etil-colesta-5,22-dieno-3p-ol acetilado
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Figura 97: Estrutura e espectro de massas do 24-etil- colesta-5-eno-3f-ol acetilado.
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