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RESUMO

Torres, M.A. (2008) Marcadores Bioquimicos de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus
(Heterokontophyta) sob exposi¢do ao oxifluorfeno e ao benzo[a]pireno.188pp. Tese de Doutorado — Programa
de Pés-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas (Bioguimica). Instituto de Quimica,Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo.

Nesse trabalho enfatizamos o uso de marcadores bioquimicos de estresse oxidativo em microalgas
como sinalizadores precoces de exposicdo a agentes xenobidticos. A curva de crescimento e a taxa de
crescimento diario () foram determinadas através do monitoramento in vivo da fluorescéncia da clorofila.
Baseado nos protocolos de testes toxicoldgicos in vitro, usando microalgas expostas por 48h, determinou-se a
concentracdo efetiva que inibiu 50% de p (ICsp). Culturas de M. polymorphus, com concentragéo inicial de 1 X
10° células.mL™", foram submetidas separadamente ao ICsp de oxiflurfeno (OxF) e benzo[a]pireno (BaP) por
48h sendo, posteriormente, coletadas para a andlise de cinética enzimatica em espectrofotdmetro. As analises
tanto dos niveis de MDA como dos niveis de GSH/GSSG e Asc foram feitas em HPLC usando detectores de
fluorescéncia e detectores coulométricos flow-through respectivamente. Além disso, os ensaios sobre a
excrecgaolliberagéo de H>O; in vivo foram feitos em um lumindmetro usando-se a técnica do luminol. Os valores
de ICso para o OxF e BaP foram de 0,24 pg.L'1 e 0,99 pg.L'1 respectivamente. Os resultados das andlises
enzimaticas, obtidos nos ensaios com OxF, ao serem comparadas com controles, mostram aumentos para
SOD (150 £+ 7e 32+ 6 USOD.mg.prot’1), seguidos por aumentos menores para CAT (6,5 £+ 0,7 e 3,9 + 0,5
U.mg.prot.'1) e APx (1,01 £ 0,06 e 0,82 + 0,05 U.mg.prot.'1) respectivamente. Nas culturas expostas ao BaP os
resultados, comparados ao controle, mostraram maior atividade de CAT (35,7 £+ 1,3 e 4,0 £ 0,9 U.mg.prot.'1) e
APx (4,95 + 0,06 e 0,86 + 0,03 U.mg.prot.'1) enquanto a SOD foi menos pronunciada (105 + 6 e 35 + 5
USOD.mg.prot’1). As analises das enzimas GR e DHAR quando comparadas ao controle (0,78 + 0,07 € 0,43 +
0,08 U.mg.prot.'1 respectivamente) apresentaram-se inibidas em quase 50% quando sob a acdo de OxF e nédo
apresentaram variagdes na presencga de BaP. As andlises de GST comparadas aos controles, tiveram menor
atividade nos grupos sob OxF (176 + 28 e 73 £ 18 ) frente ao BaP (402 + 67 e 71 + 24). Os resultados em
HPLC revelaram niveis de MDA elevados nos dois grupos, especificamente 9 e 5 vezes o valor dos controles
para as amostras expostas ao OxF e ao BaP respectivamente. Os resultados de GSH mostram diminui¢gdo de
GSHiotal frente aos controles, em quase 40% sob ag¢do do OxF e mais de 50% nas culturas com BaP. Além
disso, a percentagem de GSH na forma de GSSG comparada ao GSHtal (%IR — indice redox) foi de 60 e 75%
nos grupos com OxF e BaP respectivamente. Nos valores obtidos nas anadlises de Asc™ os resultados apontam
diminuicdo em 45% sob OxF e pouco mais de 15% na presenca de BaP. As andlises de excregéao/liberagéo in
vivo de H,O, mostram acentuada liberagdo nas células expostas ao OxF quando comparadas ao tratamento
com BaP. A observacgéo dos valores de ICsp, mostra uma maior toxicidade de OxF quando comparada ao BaP
e os resultados das analises das enzimas antioxidantes nos revelam que M. polymorphus usa diferentes
estratégias frente aos agentes toxicos. Tendo em vista a inibicdo de CAT e APXx, as células sob exposicdo ao
OxF utilizam a eliminagéo direta de H>,O2 no meio e, eliminagéo via agdo da GST. No entanto, tal situagdo
parece ndo diminuir os niveis de lipoperoxidagdo, mesmo com consumo excessivo de Asc. As culturas
expostas ao BaP evitam a evolugdo de H>0, via atividade enzimética preferencial e os niveis baixos de GSH

denotam a utilizagdo de GST em processos de conjugagéo de xenobidticos.

Palavras chave: poluigédo, ecotoxicologia, bioindicadores, algas, biomarcadores, estresse oxidativo, HO».
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ABSTRACT

Torres, M.A. (2008) Oxidative stress markers in Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) under
oxyfluorfen and benzo[a]pyrene exposure.188pp. Tese de Doutorado — Programa de Pdés-Graduagdo em

Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

The use of biochemical oxidative stress biomarkers in microalgae, as early watches during xenobiotic
exposure are emphasized. The growth curve and the diary cells population increase rate (u) were determined
by chlorophyll fluorescence in vivo monitoring. Applying toxicological in vitro tests protocols and using
microalgae exposed for 48h, we have determined the effective concentration that provoked 50% of p inhibition
(ICs0). M. polymorphus cultures in an initial cellular concentration of 1 X 10° cell.mL™ were separately submitted
to 1Cso oxyfluorfen (OxF) and benzo[a]pyrene (BaP) during 48h and, after that, they were gathered to the
kinetics enzymatic assay using spectrophotometer. The levels of MDA and the levels of GSH/GSSG plus Asc’
were determined in the HPLC system coupling to the fluorescence and coulometric flow-through detectors,
respectively. Additionally, in vivo H.O, excretion/releasing assays were done using a luminometer associated to
the luminol technique. The ICs obtained in the OxF and BaP tests brought out the values 0.24 p.L'1 and 0.99
pg.L'1 respectively. The results from the enzymatic analyses in the culture under OxF exposure, when
compared to the controls, have shown increases in the SOD activities (150 + 7 and 32 + 6 USOD.mg.prot'1)
followed by minor results to CAT (6.5 + 0.7 and 3.9 + 0.5 U.mg.prot.”) and APx activities (1.01 + 0.06 and 0.82
+ 0.05 U.mg.prot.'1), respectively. On the other hand, in cultures under BaP treatment, the results compared to
the control have shown an increase of CAT (35.7 + 1.3 and 4.0 + 0.9 U.mg.prot.'1) and APx activities (4.95 *
0.06 and 0.86 + 0.03 U.mg.prot.™) followed by minor SOD activities (105 + 6 and 35 + 5 USOD.mg.prot™). The
results from enzymatic analyses of GR and DHAR under OxF exposure presented around 50% of controls value
(0.78 £ 0.07 and 0.43 + 0.08 U.mg.prot.'1 respectively). Contrarily, the culture under BaP treatment didn’t show
any variation compared to the controls. Instead, GST analyses - in the culture under OxF treatment - have
shown minor activity (176 + 28 and 73 + 18) facing the cell cultures under BaP exposure (402 + 67 and 71 *
24), when compared to the controls. In the cultures under OxF and BaP treatment, HPLC analyses displayed an
increase of 9 and 5 fold, respectively, in the MDA levels. The results of GSH in cultures under OxF have shown
a decrease of 40% GSHi.tal when compared to the control, and more than 50% in cultures under BaP treatment.
In addition, the percentage of GSH in the GSSG form compared to GSHiotal (%RI — Redox index) was 60 and
75% in the OxF and BaP groups, respectively. In the results obtained in analyses of Asc there are a decrease
of 45% in cultures under OxF and a little bit more than 15% in cultures under BaP treatment. The analyses of in
vivo H2O; excretion/releasing have shown pronounced freeing in the cell under OxF exposure when compared
with BaP cultures. The results of ICso value point to an increased toxicity in cells under OxF treatment in
comparison to BaP cultures. On the other hand the results of antioxidant enzymes have shown us different
strategies used by M. polymorphus facing the toxic agents. Having in mind the inhibition of CAT and APx, the
cells under OxF exposure adopt the direct elimination of H,O, in the culture medium and via GST activity.
However, this situation seems not reduce the lipoperoxidation levels, not even, under the exceedingly Asc
consuming. Cultures exposed to BaP avoid H,O; evolution de mainly via enzymatic activity and the lower levels

of GSH pointing to the activity of GST during xenobiotic conjugation process.

Key words: Pollution, ecotoxicology, bioindicators, algae, biomarkers, oxidative stress, H2O5.
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“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus  (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorieno e a0 benzo[afpireno™

“It is wunrealistic to expect that complex
ecosystem-level assessments will ever become a part of
routine ecotoxicological procedures ... for the foreseeable
future, the pre-diction of ecosystem stress must rely
heavily on bioassays and monitoring at simpler scales.”

Schindler, D.W. *

1.1 A atividade humana e a integridade oceanica

O ambiente aquatico é altamente complexo, e por essa razao escultura - se
como um dos mais distintos e variados ecossistemas, abrangendo tanto os biomas
de agua doce como os grandes ecossistemas marinhos.?”* Em todo o planeta,
mais de 3 bilhdes de pessoas vivem nas proximidades litoraneas movidos pela
expansao das atividades econdémicas e/ou pelas caracteristicas fisicas e condigdes
de vida locais.® Situacdo essa que faz com que os dejetos produzidos, tanto de
origem industrial como domeéstico, e a destruicdo de habitats naturais tenham
impactos substanciais nos ambientes costeiros.®

Apesar das evidéncias acima citadas, ndo € nova a agao poluidora do
homem, fato esse, que remonta ao inicio das atividades da civilizagcao humana.’
Entretanto, o problema da poluigdo foi negligenciado, até aproximadamente dois
séculos atré1s,8 onde os efeitos da industrializagdo, da agricultura intensiva e da
exploracao dos estuarios decorrentes da ocupacao urbana ou mesmo turistica,
atingiram limiares com graves reflexos e conseqiéncias, as mais adversas, para
todos os ecossistemas. Particularmente, ao bioma marinho, gerando uma ameaca
direta ao futuro da humanidade.®

Atrelado ao fato de que o avango do desenvolvimento tecnoldgico é o
responsavel pelo impacto do uso indiscriminado dos recursos naturais, '° assumiu-
se, além disso, os oceanos como vastos reservatdrios e sistemas diluidores

infindaveis.""'? Como decorréncia de tais prerrogativas, muitos contaminantes

1. Introducdo
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quimicos, incluindo organoclorados, herbicidas, efluentes (domésticos e
industriais), derivados de petréleo e metais pesados sdo agora reconhecidos por
seus efeitos adversos em ambientes oceanicos, os mais remotos, mesmo quando
em baixas concentracdes. '

Seguindo a mesma tendéncia, as regides costeiras brasileiras, em sua maior
parte, sofrem um impacto antropogénico crescente, decorrente do crescimento
desordenado, favorecido pela especulacdo imobiliaria e, de um sistema de
tratamento de efluentes, quando ndo inexistente, altamente deficitario.™
Considerando os estados brasileiros, as regides Sul e Sudeste apresentam 45% e
43%, respectivamente, de seus municipios vitimados por poluicdo frequente da
agua (nascentes, aguas subterraneas, rios, lagos, lagoas, enseadas, represas,
agudes, baias, mares, etc.). Ainda, a poluicdo da agua é verificada com maior
freqiéncia nos municipios mais populosos, atingindo 94% dos municipios
brasileiros com mais de 500 mil habitantes.”™ N&o obstante, aproximadamente
5,5% dos habitantes do Estado de Sao Paulo vivem nos municipios costeiros
totalizando aproximadamente dois milhdes de habitantes podendo chegar a cinco
milhdes na época de verado associado ao periodo de férias. Observa-se, via de
regra, que a expansao da populagao urbana no litoral de Sao Paulo, ndo tem sido
acompanhada pela extensao dos servigcos basicos de infra-estrutura especialmente
coleta e tratamento de esgotos. '

Segundo Lovejoy,"” a atividade humana foi e continua sendo responsavel
pelo maior declinio da diversidade biolégica e o problema fica ainda mais
acentuado ao somarem-se todos os impactos causados pela agcdo do homem. Essa
acao em conjunto, poderia acelerar as taxas de extingbes naturais do planeta a

uma ordem de 1000 a 10000 vezes.'® Embora tenha havido importantes tentativas

Torres, M. A
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acerca de uma consciéncia global sobre poluicdo aquatica,’ muitas nagdes
desenvolvidas e em desenvolvimento ainda produzem grande quantidade de
poluentes. Infelizmente, o problema da poluicdo € caracterizado por complexas
interconexdes, incertezas, conflitos e constrangimentos que o torna algo de dificil
solugdo.?

Nao obstante, a evidéncia de que os oceanos cobrem mais de 70% da
superficie da Terra, os torna suscetiveis ao contato com a maioria das substancias
quimicas produzidas pelo homem. O problema se agrava quando consideramos a
existéncia de uma vasta diversidade de vida vegetal e animal, presentes nas
regides estuarinas, € ndo menos prodiga em mar aberto. Dada a problematica,
suscita-se entdo, a necessidade imperativa de avaliagbes toxicolégicas dos efeitos

desses agentes quimicos em organismos marinhos.

1.2 Dinamica comportamental de poluentes no ambiente aquatico

Parece incrivel, prima facie, que poluentes relativamente n&o volateis,
eventualmente viajem milhares de quildbmetros pelo ar a partir de seu ponto de
origem (Long-Range Transport of Atmospheric Pollutants),”’ e terminem
contaminando &reas até entdo imaculadas.’? Esse aspecto extremamente
importante da agcao poluidora de xenobidticos, transcende fronteiras e passa com
isso a ser um problema pertencente a todas as nacgdes.>

Poluentes com caracteristicas hidrofébicas com tempo consideravel de
persisténcia no ambiente, os chamados Poluentes Organicos Persistentes (POPs),
constituem um grupo de compostos quimicos (as vezes com heteroatomos) com
elevada capacidade de acumulacdo. Normalmente emanam de fontes

antropogénicas e acessam o ambiente através da atividade industrial e/ou de

Torres, M. A
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insumos agricolas’ e estdo sob crescente interesse devido ao seu impacto no
ambiente.?*® Além de fatores fisico-quimicos, parametros como a biomassa
planctbénica e taxa de crescimento, influenciam no dinamismo desses compostos no
ar, na agua, no sedimento e a acumulagao dos mesmos em organismos marinhos
(Fig. 1).?° Poluentes com baixo coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow<5)
podem ser acumulados e metabolizados por microrganismos aquaticos via
ingestaoffiltragdo. Enquanto que, compostos mais hidrofébicos (log Kow>5) podem
sofrer particido para as membranas lipidicas causando sua biomagnificag:é\o.27
Assim, dependendo da interacdo que poluentes possam ter sobre a comunidade
planctdnica, podera haver uma redugdo da exposi¢gdo de macro organismos aos
poluentes, ou, particularmente microalgas, na zona eufética, podem facilitar a
biodisposicdo de contaminantes funcionando como importantes reservatorios de

xenobidticos para organismos de niveis tréficos superiores.®?®

Deposican
(mmosfg'?ca)
Interagao
ar-ajjua T C '3
C,¥l C,
Depo sigio o TR > -.. -
(Lixiviacan) _'M ; " i g s
Interagao Biomagnificacdo atraves da cadeia trifica
T agua - fitoplanctos
Y

Sedimentacio/Ressuspensio

Amhiente fitoplanctonico

Figura 1 — Diagrama esquematico dos processos de interagdo entre ar-agua-fitoplancton. A
biodisponibilidade e direcionamento de poluentes em corpos aquaticos dependem, além das
propriedades fisico-quimicas dos compostos, das interagdes dos mesmos com a populagao
planctbnica. C,, concentragdo do poluente no ar; Cy, na agua e Cp, nos fitoplanctons. Adaptado a

partir dos trabalhos de Torres e Dachs.

Torres, M. A
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1.3 Novas moléculas para um antigo problema

Um dos mais marcantes exemplos de acao de xenobibticos esta relacionado
com o acrobnimo PCBs, ou bifenilas policloradas, que encontrou uma vasta
aplicabilidade na sociedade moderna (e.g. fluido refrigerante em transformadores

27,29

elétricos, motores, etc.) e causou grande preocupacdo ambiental.*® Resquicios

ainda sdo detectaveis na grande maioria dos oceanos do mundo (e.g. do Artico ao
continente Antartico e de regides entre-marés as profundezas abissais).”®'™ %
Pesquisas com Arochlor 1254 (uma mistura de PCBs com 54% de cloragao),** que

35-37 mostraram elevada

€ encontrado em todos os ecossistemas aquaticos,
toxicidade e acao deletéria quando na presenga do dinoflagelado Lingulodinium
polyedrum.*®

Com o aumento da demanda alimentar e do consumo de petréleo no mundo,
duas novas classes de xenobidticos, os pesticidas e os policiclicos aromaticos,

assumem um lugar preocupante na classificagdo das moléculas potencialmente

lesivas ao ambiente.

1.3.1 Praguicidas

Durante os ultimos anos, muitos trabalhos tém enfatizado os danos
ecoldgicos decorrentes do amplo uso de defensivos agricolas.?* ** Niveis residuais
de tais compostos podem constituir, em alguns casos, agentes poluidores,
particularmente quando usados por um longo periodo.** Assim, a despeito de sua
importancia capital, a atividade agricola é considerada, por tais evidéncias, uma
fonte importante de poluicdo.*> Sobretudo no que concerne ao uso de praguicidas
(herbicidas, inseticidas, raticidas, etc.), sdo os agentes mais devastadores dos

ecossistemas aquaticos.?**°

Torres, M. A
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A classificagdo dos praguicidas € controversa, pois varias denominagdes
tém sido empregadas para designar sua acgao (e.g. defensivos agricolas, biocidas,
pesticidas, agrotoxicos, etc.).*” Pela legislagdo brasileira, tais compostos s&o
denominados de “agrotéxicos”.*® E, ainda, sdo constituidos de uma classificacdo
complementar, porém, ndo menos diversa (e.g. herbicidas, fungicidas, inseticidas,
etc.) com variadas classes quimicas (e.g. organofosforados, clorofenoxiacidos,
triazinicos, difeniléteres, etc.) com diferentes propriedades fisico-quimicas (e.g. log
Kow, Solubilidade, pressdo de vapor, etc.). Entretanto, elaborados com
caracteristicas voltadas a aplicacdes bem especificas.*®"*° O pesticida mais seguro
deveria ser aquele que nao afeta espécies ndo-alvo e tem uma baixa persisténcia
no ambiente.®’ No entanto, na pratica, a maioria deles freqlientemente tem uma
baixa taxa de degradagdo, pois substdncias muito biodegradaveis tém
aplicabilidade reduzida.® Portanto, é relativamente comum que consideraveis
quantidades de pesticidas se acumulem no ambiente.®® Paradoxalmente, é
importante relatar que a persisténcia no ambiente, que aumenta a eficacia do
composto, também aumenta seu potencial de impacto ambiental.®*" Além disso,
pesticidas nem sempre permanecem no solo, onde originalmente foram aplicados,
ao contrario, podem ser depositados em lugares os mais diversos através de
processo erosivos, lixiviagdo, evaporacio, percolacio, etc.>

Um complexo conjunto de fatores determina o destino final de um pesticida
apo6s a aplicagdo no solo (metodologia utilizada, ingredientes ativos, condi¢cbes da
agua, topografia do terreno, tipo de solo, etc.) tais fatores terdo influéncia direta
sobre a persisténcia e a extensdo da contaminagdo em sitios ndo-alvos.’* Além

disso, abusos e utilizagdo excessivos de agentes praguicidas aumentam a
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probabilidade de efeitos negativos em organismos da biota aquatica e terricola,

além de afetar microorganismos.*®

1.3.1.1 Acao do herbicida oxifluorfeno (OxF)

O herbicida oxifluorfeno (OxF), nome comercial GOAL™, (Tab. 1) € um

difenil éter (DFE) nitrado, usado correntemente em mais de 50 diferentes tipos de

cultivo ao redor do mundo, sendo chamado de “herbicida dos mil usos

Tabela 1 — Estrutura molecular, informagdes fisico-

quimicas e propriedades espectrais do herbicida

oxifluorfeno.®” %

cl
o) o) CH
/©/ \@ \/ |
FsC NO,

Nome IUPAC:

2-cloro-a,a,a-trifluoro-p-tolil-3-etoxi-4-nitrofeniléter

Nome Comum Oxifluorfeno

Familia difenil éter

CAS No. 42874-03-3
Formula Molecular C15H11CIF3NO4
Peso Molecular 361,72 g.mol'1

Densidade 1,49 g.mL"’

Pressao de Vapor

2,5x107 Torra 25 °C

Log.Kow 4,47
Solubilidade (H20) 100 pg.L'1
Aex € Aem 323 e 350 nm
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Esta registrado em um grande numero de paises e tem grandes
possibilidades de uso na América Latina e na regido do Pacifico.’® No Brasil, o OxF
foi experimentado em diferentes cultivos desde 1975, onde obteve grandes
perspectivas de consumo. O primeiro registro no Brasil foi em 1979 para seu uso
em culturas de café, soja, algodao, plantagdo de pinheiros e eucaliptos, e em 1983,
foram obtidos registros para a cultura do arroz.®

A atividade pré-emergente de OxF é dependente de adequada umidade do
solo durante a aplicagdao. Por essa razdo, OxF tem se mostrado especialmente
ativo em culturas irrigadas (e.g. arroz). OxF adere as particulas do solo, formando
uma barreira quimica nos primeiros centimetros da superficie do solo contra as
ervas daninhas que emergem.?>®" No entanto, dependendo do tipo de manejo de
agua adotado pelos produtores e, das condigbes de precipitagdo pluviométrica
apos as aplicagdes, existe o risco dos residuos dos agrotdxicos serem carreados
para fora da lavoura, afetando os organismos aquaticos em aguas préximas.®?
Além disso, em estados brasileiros como Santa Catarina e no Rio Grande do Sul,
produtores de arroz irrigado adotam a pratica da rizipiscicultura, atividade que
poderia sofrer os efeitos diretos da agdo desses produtos.’®®’

Apesar da crescente demanda dos herbicidas DFE, relativamente poucas
informacdes estdo disponiveis a respeito de como eles exercem seu efeito nas
células vegetais.®® Estudos com tracadores radioativos indicam que o OxF é
metabolizado muito lentamente nas plantas, mostrando que provavelmente o
herbicida, em si, seja 0 agente fitotdxico e ndo seus metabdlitos.®® Muito embora,
se saiba, por estudos em simuladores solares e com fontes de radiacdo UV, que
DFE sado uma classe de compostos que requerem luz para ativar-se e, por reacées

fotoquimicas (fotoativagdo) no ambiente, derivados dessa molécula poderiam ter o
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efeito toxico.®* A grande parte dos experimentos apontam para o mecanismo de
acao de DFE (ou seus metabdlitos) pela inibicdo da protoporfirinogénio IX oxidase
(PROTOX),%>®" enzima responsavel pela oxidacdo do protoporfirinogénio X
(PpnIX) a protoporfirina IX (PplX), substrato comum na sintese do grupo heme e
clorofila, na mitocéndria e cloroplasto respectivamente (Fig. 2). A sintese de
clorofila inicialmente se da a partir de precursores como acido glutédmico (L-Glu) e
acido aminolevulinico (ALA) no estroma do cloroplasto (1) e finalmente termina na
membrana tilacoidal com a formagao de PplIX pela PROTOX (Il) e, por uma série
de reacdes posteriores indo até clorofila a (111).°%°° A sintese do grupo heme é feita
na crista mitocondrial, a partir de PpnlX exportada do cloroplasto (IV).70 Ou, como
em mamiferos, onde a produgao do grupo heme € iniciada na matriz mitocondrial, a
partir de glicina (L-Gly) e ALA (V), com uma parte da via ocorrendo no citosol até a
formagao de PpnlX, que entéo, volta para mitocondria (VI) e, finalmente, PpIX e o
grupo heme sido formados na crista mitocondrial pela PROTOX e reagdes
posteriores respectivamente (VII). " No entanto, essa via alternativa em plantas e
algas ainda precisa de maiores estudos. Estando inibida a PROTOX, o PpnIX
acumula-se no interior dos plastidios e posteriormente difunde-se para o citoplasma
através da membrana plastidial (VIII).”> Uma vez no citosol, onde as enzimas de
biossintese da clorofila ndo sao disponiveis, o PpnlX é oxidado a PplX por reacdes
radicalares ou oxidases extraorganelares resistentes a DFEs (IX)." E portanto essa
acumulacao extraplastidial de PplX, a responsavel pelo carater toxico de herbicidas
a base de DFEs.”>™ Além disso, a diminuicdo da sintese de PplX pela inibicdo da
PROTOX na membrana do cloroplasto pode prejudicar a sinalizagao celular entre

cloroplasto e nucleo (X).
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Figura 2 — Esquema geral dos precursores comuns na sintese de clorofila e do grupo heme
no tilacéide e na crista mitocondrial respectivamente. PplX, o fotosensibilizador, aumenta de
concentracdo pela acdo téxica do herbicida. Ainda, reagbes fotoquimicas a partir de PpIX com
geracao de oxigénio singlete e/ou H,O, e o acoplamento com o sistema de defesa antioxidante
enzimatico também sdo mostrados. (?) Indica que a via da sintese os intermediarios de PpniIX, no
citosol, ainda precisam de maiores esclarecimentos. Adaptado a partir dos trabalhos de orr,”

Jacobs,”® Jacobs e Jacobs,”” Matsumoto, Eckhardt, Brusslan, Ryter, e Warabi,.

O efeito toxico ocasionado pela acumulo de PplX no citosol, poderia ser
explicado através de reagdes fotoquimicas por se tratarem de potentes
fotosensibilizadores.” Assim, uma vez no citosol no estado fundamental singlete
(PpIX3) (XI), na presenca de luz, podera absorver um féton e ser excitada ao seu
estado singlete (PpIX%), que podera fluorescer ao voltar ao seu estado
fundamental PplX%. Entretanto, sob uma inversdo de spin espontanea (ISC,
Intersystem crossing), a espécie PpIX3: podera passar para o seu estado triplete
(PpIX™) e, uma vez formada, podera decair ao estado fundamental PpIXZ.
acompanhada da emissao de fosforescéncia. No entanto, na presencga de oxigénio
molecular, a espécie PplX" pode formar espécies reativas de oxigénio (EROs),
como 0 oxigénio singlete (lAgoz) - por transferéncia de energia, ou o radical anion
superoéxido (0,°7) - por transferéncia de elétrons (XII). (vide Item 1.6.1) Tal situagao,
potencializaria a mobilizagado das defesas relacionadas as EROs (vide Item 1.6.1.1
e 1.6.1.2), o que implicaria na geragdo de metabdlitos intermediarios com alto

potencial lesivo (XIII) para a célula.”®:8°

1.3.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
A poluicdo marinha por 6leo cru tem recebido crescente atengao devido ao
aumento de desastres ambientais com petroleiros, em decorréncia da

intensificacdo do trafego maritimo,®' liberacdo de residuos por refinarias costeiras®?
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e operagbes de carga e descarga em alto mar.®® E estimado que,
aproximadamente, dois milhdes de toneladas de éleo cru tenham sido espalhadas,
nos oceanos desde 1965.%

Os hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) compdem em média 20% do d6leo
cru, sendo também originados da queima incompleta de combustiveis e, sob
condicdes especiais, os HPAs podem ser industrializados.®*® Ha mais de 100
diferentes tipos de HPAs que normalmente ocorrem em misturas complexas. Sao
compostos persistentes no ambiente e biologicamente toxicos, possuindo dois ou
mais anéis aromaticos condensados com ou sem grupos alquila substituintes.®® A
agéncia norte americana de regulamentagdo ambiental (USEPA, Environmental
Protection Agency) tem o registro de 17 HPAs como poluentes prioritarios.®” Isso
porque: a) ha mais informagao técnica e estudos de caso desses, do que, do
restante dos HPAs; b) sdo suspeitos de serem mais biologicamente agressivos do
que os demais e exibem os efeitos danosos caracteristicos do grupo dos HPAs; c)
de todos os HPAs analisados, esses foram identificados como aqueles que
apareceram em maior concentracdo em uma lista de prioridade nacional com os
locais mais poluidos dos Estados Unidos.®

Entre esse grupo de compostos, alguns tém reconhecidamente um potencial
carcinogénico (e.g. criseno,®*° dibenz[a,h]antraceno,®" indeno[1,2,3-cd]pireno,

benzo[k]fluoranteno,®® benzo[a]pireno,®*- ¥’

etc.). O transporte de HPAs no
ambiente e, por conseguinte, o contato com os organismos, depende de
propriedades como particdo, solubilidade e volatilidade. Além de possuirem
elevado coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow> 5), possuem baixa pressao
de vapor, sendo, portanto, rapidamente absorvidos por material organico

98,99

particulado®?° e por organismos vivos." %" 19 Essa caracteristica garante a esse
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grupo de compostos ampla capacidade de deslocamento, podendo ser encontrado

4 6 107,108

solo,'® lagos, '™ oceano, 109

na atmosfera, rios, ' lencois freaticos'™ e

sedimentos. """

Estudos envolvendo algas Chlorophyta e Phaeophyta, que compde a base
da cadeia trofica aquatica, no Mar Baltico, costa oeste da Esténia e Golfo da
Finlandia, mostraram importantes resultados na capacidade de bioacumulacio
(99% e 29%, respectivamente) e de biotransformacédo (4% e 49%,
respectivamente) de HPAs. A alga verde Selenastrum capricornutum também se
mostrou eficiente na degradacdo de HPAs, apesar da estreita dependéncia da

fonte de luz, da dose de exposicao de benzo[a]pireno e do nivel de quinona, um

dos seus principais metabdlitos de biotransformaczo."

) 0 oy

Criseno Dibenz[a,h]antraceno Benzo[a]pireno
Benzo[k]fluorantene Indeno[1,2,3-cd]pireno

Estrutura de alguns HPAs com reconhecido poder carcinogénico.

1.3.2.1 Agao do benzo[a]pireno (BaP)
O benzo[a]pireno (BaP) é formado por 5 anéis benzénicos (Tab. 2)*" e como
a totalidade dos HPAs, esta presente nos produtos de combustdo incompleta
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(origem pirogénica) ou presente nos derivados de produtos do petréleo (origem

petrogénica).®?

Tabela 2 - Estrutura molecular, informagdes fisico-

quimicas e propriedades espectrais do hidrocarboneto

. o . 87
policiclico aroméatico benzo[a]pireno.

Nome IUPAC: Benzo[a]pireno

Nome Comum Benzo[a]pireno
Familia HPA
CAS No. 50-32-8
Formula Molecular CaoH12
Peso Molecular 252,31 g.mol'1
Densidade 1,35 g.mL'1
Pressao de Vapor 5,6 x 10° Torra 25 °C
Log.Kow 6,06
Solubilidade (H,0) 5ug.L”
Aex © Aem 290 € 430 nm

O BaP foi enquadrado pela USEPA como um poluente prioritario, alvo de
preocupacao mundial e reconhecido por sua propriedade carcinogénica.87 No

Brasil,'"®

alguns estudos mostram a presenga desses compostos tanto de origem
pirogénica como de origem petrogénica em areas litordneas densamente
populosas como Salvador — BA,'% Niter6i — RJ,""® Santos — SP'"" e Rio Grande —

RS.118
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Apesar do seu potencial genotoxico, € uma molécula relativamente nao
téxica, sendo, portanto um pré-carcinogénico, ou seja, € necessaria uma
metabolizagcdo (bioativacdo) para a producdo de intermediarios reativos com
capacidade lesiva (Fig. 3). Ao entrar em contato com a célula (I), o BaP liga-se aos
receptores para hidrocarbonetos aromaticos (AhR, Aromatic hydrocarbons
Receptors) e, na presenca de proteinas de estresse (HsP, Heat shock Proteins)
especificas, formam um complexo (I1)."%:'?° Muito embora esse mecanismo inicial

121,122 o peixes', pouco se

de inducao esteja bem documentado em mamiferos
sabe ainda se esse mesmo mecanismo de formacédo do complexo (Xenobidtico +
Receptor + HsP) ocorre em algas.

Uma vez formado, esse complexo ira induzir a transcricdo, no nucleo da
célula, de um numero de genes envolvidos no processo de bioativacao de HPAs

124,125

(Il). Particularmente, os genes (CYP1Al em mamiferos, peixes'® e

moluscos %’

) envolvidos na via de Biotransformacédo de Fase |, catalisado pelo
sistema microssomal monooxigenasico (MMO, Microsomal Monooxygenase)
citocromo P450 (CYP450) (vide Item 1.6.2.1). Igualmente, pouco se sabe também
acerca das subfamilias de CYP450 responsaveis pela bioativacao de HPAs em
algas, ou mesmo, se a biotransformagdao de BaP esta ao encargo de MMOs.
Alguns autores defendem o metabolismo de HPAs em algas, através de
diooxigenases, como ocorre em bactérias. %

Considerando-se o mecanismo de bioativacao de BaP através das reacdes
catalisadas pela MMO associadas a uma citocromo P450 redutase NADPH-
dependente (CPR), essas reagbes aconteceriam no reticulo endoplasmatico, pela
oxidagdo de uma dupla ligagdo do anel aromatico na posigdo 7 e 8 gerando um
epoxido instavel (BaP-7,8-epoxido) (1V). 129130
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Figura 3 — Esquema geral dos mecanismos de indugdo de genes relacionados a
biotransformacdo de Fase | na presenga de BaP. Mecanismos de bioativagdo de BaP no reticulo
endoplasmatico via CYP450/EH com produgdo e um metabdlito reativo (BaP-7,8-dihidrodiol-9,10-
epoxido) ou via DD através da producdo de um intermediario (BaP-7,8-diona) ambos, potenciais
agentes carcinogénicos. Correlagdes entre o metabolismo de ativagdo de BaP, a produgédo de EROs
e a acgado das defesas antioxidantes enzimaticas também sdo evidenciadas. Linhas tracejadas
indicam via metabdlica pouco provavel. (?) Indica que os mecanismos de ativagdo e indugdo da
expressdo de genes relacionados aos sistemas de desintoxicagdo, em algas, ainda precisam de
maiores esclarecimentos. Adaptado a partir dos trabalhos Xue, Okazaki, Shimada, Liao,"™' Werck-

Reichhar’c,132 e Hamdane."*

Em seguida, este epdxido sofre hidrélise pela acdo de uma epdxido
hidrolase microssomal (EH) formando um dihidrodiol (BaP-7,8-dihidrodiol) (V).
Finalmente, uma segunda oxidagdo catalisada pela mesma MMO, na dupla
adjacente ao dihidrodiol (posicédo 9 e 10), gera um epoxido (BaP-7,8-dihidrodiol-
9,10-epoxido) adjacente a denominada Regido de Baia (VI). Uma Regido de Baia
ocorre em HPAs devido ao posicionamento angular de um dos anéis da
molécula.”™* A teoria, proposta por Jerina (1976),"*® prevé que a formacdo de
epoxidos vicinais a regidao de baia de um HPA, gera compostos derivados com
grande reatividade e potencialmente capazes de se ligarem a aminogrupos
exociclicos em bases desoxiguanosina e desoxiadenosina gerando adutos de DNA

(VI1).1%

2-desoxiguanosina
(e}

R )Ni )]\

R' R NH
Regido de Baia \N/ NH,
R'\ =
N NH
\ &
HO
o ‘O‘ ‘O‘
—_—l e

HO HO

OH OH

Benzol[a]pireno BaP-7,8-dihidrodiol-7,9-epoxido Aduto de DNA
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Alternativamente ao mecanismo acima exposto, ha ainda a bioativagao do
metabdlito de BaP através da formacgao de o-quinonas pela acdo de aldo-ceto
redutases, especificamente, dihidrodiol desidrogenase (DD).*® Sob condicdes
fisiolégicas, a DD compete com a MMO para oxidar didis (e.g. BaP-7,8 dihidrodiol)
(Fig. 3)."™" O mecanismo dessa reacdo NADP*-dependente, envolve a formacdo
inicial de uma a-hidroxicetona (BaP-7,8-cetol), por acdo de DD (VIIl), que
tautomeriza para formar uma hidroquinona (BaP-7,8-catecol) (IX). Em seguida, na
presenca de EROs (vide Item 1.6.1) a hidroquinona € convertida em uma o-quinona
(BaP-7,8-diona) (X). Além disso, o par redox hidroquinona/quinona é totalmente
reversivel pela adicdo de dois elétrons (XI) o que possibilita uma série de reagdes
potencialmente lesivas para a célula. Durante algum tempo, essa foi uma via
considerada importante para desintoxicacdo, pois essas 0-quinonas exibem uma
forte reatividade (reacao de adicdo tipo-Michael) com nucledfilos (e.g. glutationa e
cisteina) formando compostos altamente soluveis, passiveis de serem excretados

(XII).

0]

)I\ 2-deosxiguanosina o
R NH )k

I Il CYP450IDD

Benzo[a]pireno BaP-7,8-diona

/

Aduto de DNA

No entanto, recentemente evidencias tém revelado que a quinona do BaP
teria agdo muito mais deletéria, uma vez que também sao substratos altamente
suscetiveis em reag¢des de formagao de iminas com bases nitrogenadas, o que 0s

torna potencialmente geradores de adutos de DNA (XII1)."®
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Importantissimo, no entanto, é o fato de que tanto o primeiro modelo de
formagdo de epodxidos adjacentes a regido de baia (BaP-7,8-dihidrodiol-7,9
epoxido), como a segunda proposta de formagdo de substratos reativos para
reagcdes de adicdo tipo-Michael (BaP-7,8-diona) ha formagao intensa de EROs
(vide Item 1.6.1) (XIV)."® Considerando a importancia dessas espécies como
agentes toxicos, correlagbes entre as vias de ativagdo metabdlica de BaP, a
geracdo de EROs e a ativacdo do sistema antioxidante (XV) devem ser
considerados. Além disso, vias alternativas de desintoxicacdo para BaP-7,8-
dihidrodiol-7,9-ep6xido e BaP-7,8-diona por condensacgao tidis celulares (e.g.
glutationa) via glutationa s-transferase (biotransformacéao de fase Il) (XVI), (vide
Item 1.6.2.2) poderiam fragilizar ainda mais o sistema de defesa antioxidante em

organismos expostos ao BaP, pelo consumo de GSH.

1.4 Toxicologia aquatica e biomonitoramento

Os aumentos sucessivos no valor internacional do barril do petréleo (de US$
28 em 2003 para US$ 130 em 2008) pressionam os paises da OPEP e emergentes
(e.g. América Latina e Asia) a aumentarem sua producao, ultrapassando o teto de
85 milhdes de barris por dia (07/2008).'*° Paralelamente, a demanda por alimento
no planeta eleva a produgdo de praguicidas no mundo, estima-se que 85% da
producdo de defensivos agricolas sintéticos sdo destinados ao setor agrario.™"’
Tais fatores aumentam a probabilidade do contato desses agentes com organismos
aquaticos. Assertivas como estas, despertaram em muitos paises, o aparecimento
de programas de monitoramento e avaliagcdo de impactos ambientais com o

objetivo de identificar e minimizar riscos.'** 4
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No entanto, a atividade de monitoramento da poluicdo ambiental, (Fig. 4)
enfrentou um processo de amadurecimento, mudanga de foco e aprimoramentos.
Quando avaliados diretamente no solo, as moléculas com alta persisténcia (baixa
taxa de degradagdo) podem permanecer no ambiente sem sofrer qualquer
alteracdo e apresentar baixa mobilidade (1).'* Entretanto, essas moléculas podem
estar adsorvidas nas particulas do solo e serem dessorvidas a partir dessas
mesmas particulas e sofrer lixiviagdo atingindo os lengdis subterraneos ou, ainda,
serem levadas para aguas superficiais (2). Nos ambientes aquaticos, os poluentes
podem sofrer adsorsao ou dessorcao na interface agua-sedimento (3) e, na agua
intersticial (4). Podem ser degradados por via quimica, fotoquimica ou bioldgica (5)
e, finalmente, no epilimio entre a interface agua-ar (6) volatilizarem.'*®"*” No ar, as
moléculas na forma de gas ou de vapor, podem ser transportadas por muitos

quildmetros, atingindo areas muito distantes da regido de origem.?"'44148
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Figura 4 — Ciclo biogeoquimico de poluentes e suas implicagdes no ambiente aquatico.

Esses fatos somados podem explicar o alto grau de exposi¢céo de poluentes

pela biota aquatica, e respondem apropriadamente, por que a toxicidade de

xenobidticos nos ecossistemas €, predominantemente, um problema dos biomas
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aquaticos quando comparado com seu baixo dinamismo em ambientes
terricolas. ™9 1%

Assim, nas fases iniciais dos programas de monitoramento de areas
costeiras, a maioria das atividades consistia, tdo somente, nas avaliagbes de
variaveis fisico-quimicas provendo informagdes valiosas do nivel de contaminacgao,
no entanto, sem qualquer relagdo com a biota.”™ Alguns paises como a exemplo
dos EUA, elaboraram importantes programas de prevengao contra impactos
negativos nos ecossistemas (ERA, Environmental Risk Assesment)'* '*® com a
utilizacao e desenvolvimento de ferramentas para predicao dos efeitos toxicos, com
base apenas nas propriedades fisicas e quimicas do composto (e.g. QSARs,
Quantitative Structure Activity Relationships).'®” Outras abordagens (e.g. QUICAR,
Qualitative Inter-Specific Chemical Activity Relationships) constituiram inovagoes,
tornando possivel predizer os efeitos toxicos em um determinado composto para
uma espécie com base nos dados obtidos em espécies correlatas.*®

Como decorréncia da evidente “miopia”, o foco da discussdo sobre o

159-161 jvaliando os efeitos

impacto ambiental voltou-se para o biomonitoramento,
de agentes xenobidticos nos organismos marinhos, em detrimento do
monitoramento unicamente dos compostos quimicos.® Essa nova perspectiva
deflagrou na América do Norte e em muitos paises europeus, uma busca na
aquisicao de dados sobre a bioacumulagdo — acumulacéo de produtos quimicos do
meio circundante, no organismo, por meio das caracteristicas fisico-quimicas do
composto (e.g. lipofilicidade) e sobre a biomagnificagdo — aumento da

concentracdo do agente xenobidtico ao longo da cadeia alimentar.’®® Em

programas de monitoramento ambiental de ambito mundial como no Mussel Watch
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Program,'®® moluscos bivalves (e.g. Mytillus sp.) foram eleitos como organismos

sentinelas e usados em programas regionais em varias partes do mundo.'%416°

Assim, no decorrer do desenvolvimento da toxicologia aquatica, o
biomonitoramento tornou-se via principal no acesso e compreensao dos problemas
de impacto ambiental."* Quando feito de forma regular, o uso sistematico de

organismos vivos, garante avaliagdes representativas quanto a mudanga do

ambiente, da qualidade da 4gua e da integridade da biota. " "%

1.5 Algas como bioindicadores

O uso de um indicador bioldégico ou bioindicador é fundamental para o éxito
de programas de biomonitoramento. De maneira geral, um organismo indica que
nao pode sobreviver em um ambiente que nao prové suas exigéncias fisicas,

quimicas e nutricionais. Assim, qualquer membro da fauna de macroinvertebrados

,170,171

(e.g. moluscos, crustaceos,'? poliquetas,’ meiofauna,’ etc.) ou

174,175 177—179)

vertebrados (e.g. peixes, aves,'”® e mamiferos . bem como,

bactérias'® e protozoarios'™' ou integrantes da flora (e.g. algas™'®” ¥ e

macrofitas®” 1907192

) de um ecossistema aquatico, sdo potenciais organismos
bioindicadores da qualidade da agua. A sensibilidade de um organismo a uma
determinada substancia toxica € um assunto de extrema complexidade, que
envolve uma série de fatores (e.g. caracteristica quimica do composto xenobidtico,
condigdes ambientais, metodologia de avaliagdo, organismo modelo, etc.).'
Entretanto, particularmente os ensaios com fins de avaliacao do potencial fitotoxico,
tém colocado as algas, entre os organismos mais sensiveis do bioma

aquatico. ™ 297

Torres, M. A

1. Introducdo



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

Assim, por causa de sua importancia ecoldgica, uma vez que estdo na base
da cadeia tréfica em ecossistemas aquaticos (i.e. da zona neritica a zona

litoranea),>%°®

por sua substancial biomassa e relagao superficie-volume, o que as
torna organismos altamente expostos a poluentes,?®® as algas tém sido importantes
ferramentas no monitoramento de mudangas ambientais.’?'® Normalmente referidas
como figados verdes?!" dos oceanos, agem como importantes reservatérios de

componentes quimicos ambientais e exercem importancia global na ciclagem de

poluentes.>'®® Em especial, as interagdes entre micro e macro algas com metais-

2 213,214

traco, com referéncias a bioacumulagdo,”?'? toxicidade' e alteracbes
morfolégicas.?'®” 2" Ndo menos importantes sdo os trabalhos envolvendo o uso de

algas como indicadores de contaminagao aquatica por praguicidas (inseticidas e

40,,,,218-220 ,28,,,221 ,32,,,,222

herbicidas), policiclicos aromaticos’ e bifenilas policloradas.
Nesse sentido, a diatomacea Minutocellus polymorphus tem se mostrado uma
espécie bastante sensivel a uma série de contaminantes e por esse motivo é
utilizada como um dos organismos teste em estudos de toxicidade.?*

Muito se considera o biomonitoramento pelo simples fato da presenca ou
auséncia de um bioindicador (e.g. fitoplancton) poder dar fortes indicios acerca da
qualidade da agua (e.g. Melosira islandica, Cyclotella ocellata — atestam agua em
condicdo de uso e Microcistis aeruginosa, Anabaena flos-aquae — indicam agua
impactada).224 No entanto, o conceito de bioindicador deve ser expandido para
muito além da simples constatagdo ou falta do organismo no ambiente, pois,
determinados integrantes da biota aquatica podem sofrer algumas adaptacgdes

fisiologicas e bioquimicas e sobreviver no ecossistema impactado, tornando-se, via

preferéncial de biomagnificagdo de poluentes na cadeia tréfica.

1.6 Biomarcadores de polui¢ao aquatica
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E bastante claro e preocupante que impactos ambientais acarretem
mudangas ao nivel ecolégico com uma amplitude de agdo do litoral as zonas
peIé\gicas.‘r"6 No entanto, tais mudangas sao geralmente de complexa avaliagao,
apresentando altos incrementos de subjetividade, ndo sendo usadas na prevengao
de futuras agressées.'**"*® No afa por indicacées que advirtam antecipadamente
sobre os efeitos dos poluentes nos organismos sentinelas, busca-se, ao nivel
celular, marcadores importantes que sinalizem respostas a essas agressées.225
Assim, o termo biomarcador, tem sido usado para o conjunto de mudancgas
fisiolégicas, bioquimicas e histolégicas que apontam niveis de exposi¢do e/ou

efeitos que um bioindicador sofre quando na presenga de agentes téxicos.??

1.6.1 Espécies reativas de oxigénio

Nas células vegetais o O, participa em mais de 200 reacdes diferentes.??’
Esse amplo espectro de agcado abrange desde mecanismos bioquimicos envolvidos
na respiragdo, 0 que consome aproximadamente 95% do O, para cobrir as
necessidades energéticas da célula, passando por processos de desintoxicagao via
monooxigenases CYP450 e insaturagbes, em cadeias de acidos graxos, por
dessaturases que consomem, em situagdes normais, fragdes de O, intracelular.??®

Em seu estado fundamental, o O, molecular é triplete (329'), ou seja, em seu
nivel eletrénico ocupado de maior energia constituido por orbitais ©*2p, encontram-
se dois elétrons desemparelhados, um em cada orbital, com spin paralelos,

conferindo & molécula um carater birradicalar (Fig. 5).22°2%

Estado Orbital 7T *2p
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Figura 5 — Distribuicdo eletrbnica nos orbitais moleculares n*2p do oxigénio no estado
excitado singlete (1Zg+ e 1Ag) e no estado fundamental triplete (329'). Adaptado a partir do trabalho
de Martinez.?*’

No entanto, as moléculas organicas no seu estado fundamental sao singlete,
ou seja, possuem um par de elétrons emparelhados, no mesmo orbital, com spin
antiparalelos em seu nivel eletrénico ocupado de maior energia.

Nao é possivel para uma molécula organica no seu estado fundamental
singlete, no qual os elétrons, nos orbitais de maior energia possuem spin
antiparalelos, reagir com oxigénio fundamental triplete, cujos orbitais de maior
energia possuem um elétron com spin paralelo cada. Assim, essa caracteristica
imposta por essa restricdo de spin, confere ao oxigénio molecular, no estado
fundamental triplete, pouca reatividade frente as reagdes polares com moléculas
organicas. 230:232:23%

Uma outra consequéncia da restricdo de spin € que o O, pode realizar
reducbes monoeletrénicas e, como decorréncia, durante a atividade metabdlica

normal®*

ou por acado de varias perturbagdes ambientais (e.g. temperatura
extrema, radiacgao, restricdo alimentar, xenobidticos, etc.) os organismos podem, a

partir de O, gerar EROs.?%%:2%
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As EROs (Fig. 6) de importancia biolégica sado: anion radical superéxido

(0,°7), perdxido de hidrogénio (H.0>) e o radical hidroxila (*OH).?*%2%

Anion radical

Dioxigénio —1 superdxido — fon peréxido —1 lon oxeno — lon 0}{'('0—1

0, ———= 0i" =+ 0" — - (0*" + 0"7) —= 0"
H+l 2H+l 2H+l H+l 2H+l

HO; H,0, H,0 HO H,0
Radical |}e|‘|li<l|‘oxila1J Perdxido (IeJ leical—j ‘é"ﬂ“'“_j

hidrogénio hidroxila

Figura 6 — Esquema das reacbes de redugdo monoeletronica do O, e a formacdo de

intermediarios reativos. Adaptado a partir do trabalho de Apel.

Esse ultimo, altamente reativo e com alto potencial deletério, pode ser
gerado quando metais de transigdo [e.g. Fe(ll), Cu(l), Mn(ll) etc.] catalisam a
decomposicdo de H,O; (I, reagdo de Fenton) ou quando o O,*", catalisado por

metais, prové elétrons para a redugéo peroxidica (I, reagao de Haber-Weiss).?%%2%

. H,02 + M®-"*_, *OH +~OH + M"*

.02~ + M""— Oz + Min-1+
M®-1+ 4 H,0, — M™ 4+ "OH + “OH

Uma outra ERO (Fig. 7) de importancia bioldégica € o oxigénio singlete
('Ag02), a forma eletronicamente excitada do O, molecular.”****? Pode ser gerada
via mecanismos fotoquimicos onde um sensibilizador (Sens) (e.g. clorofila, grupo
Heme, flavinas, etc.) no estado singlete (S4) ao passar para o estado triplete (T4)
gera, em contato com O, molecular fundamental triplete, 1AQOZ por transferéncia de

energia, ou ainda, O,°” por transferéncia de elétrons.?*

Torres, M. A

1. Introducdo



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

—»Sens®o

o hviﬂ hug,

1 5 SensS
AgO, + Sens™o
isec

| Sensh

O,” + Sens°*t

Figura 7 — Reacgdes fotoquimicas e a formacao de oxigénio singlete (1A902) e anion radical
superoxido (O,""). hu= radiagdo incidente; hug= emissdo de fluorescéncia; hvp= emissdo de
fosforescéncia; Sens®°= sensibilizador no estado fundamental; Sens®'= sensibilizador no estado
singlete excitado; 0,'°= O, no estado triplete fundamental, Sens''= sensibilizador no estado triplete
excitado; Sens®'= sensibilizador cation radical e isc= Intersystem crossing. Adaptado a partir do

trabalho de Ryter.

Microorganismos, animais e células fotossintetizantes, geram como

subproduto do metabolismo aerébico EROs, que podem levar um organismo a
e : . 238,239-240 P

quadros criticos de estresse oxidativo. No entanto, sob condi¢des
normais, 0s organismos possuem um sistema de defesa contra EROs bastante
desenvolvido, envolvendo mecanismos que limitam a formacido destas espécies,
bem como, mecanismos que promovem sua remogdo.>*?233237.241 goh condicdes
de normalidade, a formagao e a remogdo de EROs estdo em equilibrio.23%:237:2%8.242

Entretanto, quando sob uma condicdo onde ha um aumento de EROs e

concomitante impossibilidade de remocgao, o sistema de defesa amplia seu arsenal

232,238,243,244 245-247

enzimatico e nao-enzimatico, para controlar os niveis
: : 230
intracelulares dessas moléculas.

Embora as causas sejam as mais diversas, sob a luz da toxicologia,

atribuem-se ao estresse oxidativo, os efeitos de agentes quimicos
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xenobiontes.?*248- 22 Alguns exemplos disso sd3o os trabalhos envolvendo
mutantes de Chlamydomonas reinhardtii cujos reflexos pleitrépicos, garantiram
uma maior sensibilidade a metais e susceptibilidade ao estresse oxidativo. A
exposicao crénica e, particularmente, a aguda de Gonyaulax polyedra (sinonimia
de Lingulodinium. polyedrum) a metais pesados, também induziu ao estresse
oxidativo com aumento de lipoperoxidacdo.?*® Somando-se a isso, ensaios com L.
polyedrum na presenga de Arochlor 1254, provocaram elevados danos oxidativos

em proteinas.

1.6.1.1 Defesas antioxidantes nao enzimaticas

a) Glutationa:

Pertencente ao primeiro grupo de antioxidantes, o tripeptideo y-glutamil-
cistenil-glicina ou glutationa (I, GSH) (Fig. 8), € fundamental como defesa e
protecdo celular.?**?*® Normalmente age como um seqiiestrador (scavenger) de
EROs em sitios hidrofilicos.?*>#** A propriedade antioxidante é devido ao grupo tiol
que, em pH fisioldgico, praticamente esta todo protonado (pKs= 9,2). Assim, sua
acao sequestradora € conferida pela transferéncia de um atomo de hidrogénio
(1).2° A GSH tem participacdo ativa em reacdes enzimaticas envolvidas na
desintoxicacdo de H»O, (e.g. ciclo ascorbato-glutationa) em conjunto com

ascorbato peroxidase®*®

(APx) e na eliminagcdo de perdxidos em reagdes
catalisadas por glutationa peroxidase (GPx).>**?*®> Além disso, a GSH impede a
desnaturagdo de macromoléculas, protegendo grupos tidis protéicos de processos
oxidativos.?*® Todas essas fungdes envolvem a oxidacdo do grupo tiol, levando a

formagao do persulfeto (Ill, GSSG). Assim, o par redox GSH/GSSG ¢é considerado
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importante para a manutencgao celular e € mantido na célula na proporgao 10:1 pela

agao da glutationa redutase (GR).%*"%’

L Y%M

NH
+

Glutationa reduzida (GSH) w J;‘/ \)I\

° °
GSH + R — 3 GS"+ RH Glutationa oxidada (GSSG)

Importantissimo também é o papel de GSH como precursor de fitoquelatinas
em organismos fotossintetizantes, um polimero de glutationa (y-Glu-Cys),-Gly (n=
21) com massa molecular de 2 a 10 kDa, produzido em resposta a contaminagao
com metais.>?*® A GSH também & imprescindivel em processos de desintoxicacdo
de poluentes, sendo transferida a uma variedade de xenobidticos eletrofilicos,
catalisada pela glutationa s-transferase (GST),?*® tornando os adutos mais aquo-

258,260

soluveis, passiveis de serem excretados (biotransformacéo de fase Il) (vide

ltem 1.6.2.2).

b) Ascorbato:

Um segundo participante na linha de defesa por sequestro contra a
producédo excessiva de EROs é o acido ascorbico (Fig.08).2*> O mais abundante e
soluvel antioxidante em cloroplastos, o que sugere que essa molécula tenha
participacdo importante em sitios celulares responsaveis pela fotossintese.??”?4!

Em pH fisiolégico, a forma ene-diol do acido ascérbico (pKa,= 4,1) esta inteiramente

na forma da sua base conjugada (IV, Asc), fazendo com que, preferencialmente,
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participe como seqliestrador em reacdes de transferéncia eletrénica (V).%*° O

radical monodehidro ascorbato (MDHAsc®-), formado apds reagdo com EROs,

possui uma maior estabilidade do que dehidroascorbato (DHAsc) devido ao elétron

deslocalizado, sendo essa caracteristica importante para a potencial acao

seqiiestradora de Asc-23%2%7

IV.
(o)
(o) o e fo)
—_—
—0 OH o o
Ascorbato (Asc™) Monodehidroascorbato radical (MDHAsc® ) Dehidroascorbato (DHAsc)

V.

ASc” + R® — > MDHAsc®~ + R~ ——> DHAsc + RH
A luz de novos entendimentos acerca do papel do Asc- em organismos
fotossintetizantes, podemos enumerar funcdes importantes como a acao
- : - 1 ° 233 : T e 245
sequestrante direta sobre O,"", 'A;O, e "OH,” e sobre o radical sulfidrila GS®,
regeneracado do radical a-tocoferoxila (a-Toc®) em reagbes envolvendo peroxidagao

lipidica,?®! doacdo de elétrons (e7) para o fotossistema Il por Asc- localizados no

limem,?®? cofator nas reacdes envolvendo violaxantina na dissipacdo de energia
durante a fotooxidagao,?®® tem participacdo em reacdes enzimaticas de eliminacéo
de H,O, (e.g. ciclo dgua-agua e ciclo ascorbato-glutationa) em conjunto com

ascorbato peroxidase e monodehidroascorbato redutase NADPH-dependente.?**

233,237,263,264
Ao lado de GSH e Asc, figurando como coadjuvantes, os carotendides,
agem protegendo pigmentos do complexo de antena contra espécies ftripletes

excitadas, 'A40; e outras EROs."%%°"2%7
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RH 1
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Figura 8 — Esquema geral de integragao entre GSH e Asc. Em vermelho o ciclo ascorbato-
glutationa, envolvendo diretamente as duas moléculas. X, co-substrato para transferéncia de GSH.
Adaptado a partir dos trabalhos de Apel, Edreva, Chaudiére, Asada, Noctor, Cnubben, Tausz,

Smirnoff, e Ishikawa.

1.6.1.2 Defesas antioxidantes enzimaticas

a) Superoxido dismutase:

Com relagao ao arsenal enzimatico (Fig. 9), a enzima superoxido dismutase
(SOD), aprensenta-se na forma de um dimero ou tetramero, dependendo do grupo
prostético envolvido, com até 100kDa.*® E considerada a primeira frente de defesa
no sistema de anulacdo de radicais livres, dismutando O, a H,O, e O.. A SOD
tem sua atividade tipicamente registrada no estroma de cloroplastos®® (la, Fe-
SOD), junto as membranas tilacoidais (Ib, CuZn-SOD), no citosol (Ic, CuZn-SOD),
na mitocdndria (Id, Mn-SOD), nos peroxissomos (le, Mn-SOD e CuZn-SOD) e
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regido do apoplasto (If, CuZn-SOD).*** Agem sobre O," provenientes de fontes
como: fotorredugéo de O, durante estresse fotooxidativo (lla), durante a respiracao
celular (lIb), devido a agdo de enzimas desintoxicantes (llc) e durante processos de
infestacdo por fitopatdgenos (11d).>*® Por sua importancia, a atividade da SOD em
269

fitoplancton, pode sofrer variagdes circadianas (e.g. Lingulodinium polyedrum),

)270 ou

ontogenética (e.g. L. polyedrum, Tetraselmis gracillis, M. polymorphus
responder & presenca de metais pesados (e.g. L. polyedrum).?’! Experimentos
com a alga vermelha Kappaphycus alvarezii na presenca de clofibrato (estimulador
de B-oxidacdo em peroxissomos com elevada producdo de H;0;), mostraram
imediata resposta da SOD frente a catalase (CAT) ou APx.%"?

b) Catalase:

Mecanismos enzimaticos encarregados da desintoxicagdo de H,O, gerando
H,O e Oy, utilizam a CAT, uma proteina tetramérica com quatro grupos heme
apresentando um K, amplo para H;O, (10 a 140 mM) dependendo das

230,235

isoformas. Estdo presentes principalmente nos peroxissomos (llla) e,

excepcionalmente em mitocondrias (I11b), citosol (llic) e apoplastos (Ilid).*"#%®

c) Ascorbato peroxidase:

Com caracteristicas proprias, porém agindo também sobre H;O,, os

238

organismos fotosintetizantes utilizam, em grande medida, a APx,”™ uma série de

isoenzimas heme proteinas com alta afinidade para o Asc’ como doador de e

243,273

230237.243 550 amplamente representadas no citosol (IVa, APxc), no

2% & membrana tilacoidal

cloroplasto, especificamente no estroma (IVb, APXest)
(IVc, APx;),%”® na membrana de microcorpos (peroxissomos e glioxissomos) (IVd,
APxic)?"® e finalmente na membrana de mitocondrias (IVe, APxmi)?”’. Além disso,

ha ainda um arsenal de peroxidases n&o especificas (Pxn.e.)
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Figura 9— Esquema geral da integragédo das defesas antioxidantes enzimaticas e néo-
enzimaticas em algas, frente ao metabolismo normal de produgdo de EROs ou em decorréncia a
exposicao de poluentes. PSI e |I= fotossistemas, Fdx= ferredoxina, GOX Glicolato oxidase. DHG=
Desidrogenases. Obs.: As reacdes acima esbogadas nao sdo necessariamente simultaneas e a
formacdo de O, por radiagédo luminosa, nos cloroplastos, também deve ser considerada. Adaptado

a partir dos trabalhos de Apel, Asada Scandalios, e Shigeoka.

espalhadas no apoplastos (Va) e citosol (Vb),**® e um grupo especifico de

glutationa peroxidase, que age sobre hidroperéxidos lipidicos (LHGPx) (Vc).>*® A

230

despeito de sua acao sinalizadora,“”" elevadas concentragdes de H,O, decorrentes

232
(

do metabolismo celular como: as tipicas reagdes de Mehler Vla), Mecanismos

5,139
(

de desintoxicagao celular VIb), fotorrespiragcao devido a atividade oxigenasica

237 (Vlc), B-oxidagdo peroxisomal®*® (VId) e acdo da SOD?** podem,

da Rubisco
invariavelmente, limitar o crescimento e a atividade metabdlica (e.g. Scenedesmus
obliquus),?’® inibir a atividade de SOD*** e disparar eventos envolvendo morte
celular (apoptose) (e.g. Peridinium gatunense).?”® Além de, na presenca de metais
[M™D*] promover a geracéo de "OH.?*°

d) Redutases:

Concomitantemente, um grupo de enzimas auxiliares, na sua grande maioria
redutases NADPH dependentes (e.g. MDHAR e GR) e GSH dependentes (e.g.

232
(

DHAR), colaboram em reagdes importantes como ciclo agua-agua“> (VII) e reagéao

280

do tipo Asada-Halliwell-Foyer®® (ciclo ascorbato-glutationa)®**2*’ (Vllla e b).

e) Mecanismos alternativos:

Devido a baixa susceptibilidade na resposta de CAT ou APx para a
desintoxicacado de H,0, a presenga de certos xenobidtico, algumas algas utilizam-
se da excrecdo de HyO, diretamente no meio circundante (I1X). Além disso, uma

outra alternativa a diminuicao na producédo de H,O, é observada em comunidades
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fitoplanctonicas com elevada densidade celular, decorrente de processo de
eutrofizacdo em estagios avangados. Sob essas condigdes, ha uma diminuigéo a
exposigdo a raios UV (self-shading), o que minimiza em grande parte a geracao de

EROs, sobre tudo H,0, com diminuicdo de danos celulares.?®'

1.6.1.3 Lipoperoxidacao

Acidos graxos poliinsaturados sdo particularmente susceptiveis aos ataques
de EROs,?*?° que acabam funcionando como iniciadores do processo de
lipoperoxidacdo (LPO).2*#%22(Fig. 10) Os produtos dessas reacdes s&o
normalmente radicais (e.g. alila (L*); peroxila (LOQ®), etc.), que terdo profunda
influéncia na sobrevivéncia da célula,™ provocando sérios danos na membrana®’ e
comprometendo a homeostase do organismo.??®-?%> Resumidamente, a LPO
consiste na incorporagdo de oxigénio molecular ao acido graxo insaturado para
produzir um hidroperoxido lipidico (LOOH). Esse conjunto de reagdes pode ser
dividido em trés etapas: 1) Iniciagdo: A partir de EROs com reatividade suficiente a
ponto de abstrair um hidrogénio de um grupo metilénico (-CHy); Il) Propagagao: O
radical alila gerado se combina com o O, formando o radical peroxila, promovendo
uma reacao em cadeia e lll) Terminagdo: Compreendida como uma aniquilagao
dos radicais formados originando produtos nao-radicalares.?®* A decomposigdo do
radical peroxila pode ocorrer devido a reacdo deste com uma dupla ligacdo dentro
da prépria molécula de acido graxo, formando dioxetanos, perdxidos ciclicos.?*® O
malondialdeido (MDA) é um dialdeido decorrente da degradagao de endoperdxidos
ciclicos, possui baixo peso molecular (72,07 mol.L™"), uma cadeia carbdnica curta

(1,3 - dicarbonilica) e € um acido moderadamente fraco (pK,= 4,5).
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Figura 10 — Esquema geral dos trés estagios das reacbes envolvidas em processo de
peroxidacao de lipideos em membrana celular. O produto final MDA pode funcionar como marcador

importante da agcdo de EROs em organismos expostos a poluentes. Adaptado a partir dos trabalhos

de Lima e Almeida.
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Assim, em condi¢cdes apropriadas podem reagir com nucledfilos produzindo
croméforos com elevada absortividade molar.?®* Por revelarem, em certa medida,
um grau de exposi¢cao da célula as EROs, sdo importantes indicadores de
lipoperoxidacéo.?®®> Como conseqiiéncia, por seu significado, a avaliacdo do dano
na membrana lipidica através do MDA, causados por EROs tem recebido muita
atencao. Muito embora, sejam decorrentes do préprio metabolismo da célula, niveis
elevados de MDA, podem ser associados a um quadro de estresse oxidativo,?®

muitas vezes decorrentes de exposicao a poluentes.

1.6.2 Sistemas de biotransformacao de xenobiéticos

Talvez o sistema bioquimico (Fig.11) mais extensivamente estudado em
organismos aquaticos relacionados com a exposi¢ao a compostos téxicos, sejam
as enzimas envolvidas no metabolismo de substincias quimicas com potencial

acdo toxica.?®” Entretanto, esse sistema de biotransformacdo de xenobidticos, até

|,288 (

muito recentemente, era vinculado a uma fungdo tipicamente anima e.g.

171, 290

crustaceos e poliquetas,®®® moluscos e peixes,?®' etc.).

Xenobiotico > Fase | ———Fase || ————Eliminacao
(Glicoproteina-P/vacuolos)

Fase |

Figura 11 - Integracdo das fases que compde o sistema de desintoxicagao de xenobidticos
e que figuram como importantes biomarcadores em ecotoxicologia.(*) Apenas a fase Il constitui

objeto de estudo nesse trabalho.
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Apesar disso, a identificacdo de tais sistemas biomarcadores de
desintoxicagado em organismos fotossintetizantes, tem aumentado rapidamente nos
ultimos anos, caracterizando algas e macrofitas como organismos altamente
susceptiveis e acumuladores de poluentes ambientais.?’’ Competindo em nivel de

importancia com os sedimentos.?%?

1.6.2.1 Citocromo P450 (Transformacgao - Fase |)

Tecnicamente conhecido como sistema microssomal monooxigenasico
mediado por citocromo P450 (MMO, Microsomal Monooxygenase), ?** tem a
principal fungdo de monooxigenar ndo s6 moléculas endégenas como também
compostos xenobidticos com concomitante producéo de égua.295 Tal reagéo exige
reducdes monoeletrénicas do O, em dois passos, transferindo elétrons a partir do
NADPH via uma flavoproteina NADPH-P450 redutase (CPR, Cytochrome P450
Reductase) resultando na ativagdo prévia e necessaria do oxigénio.'>%+2%

O esquema do ciclo catalitico do CYP450 (Fig.12) representa uma situagao
durante um processo de biotransformagdo com liberacdo de uma significante
porcdo de EROs juntamente ou, em descompasso com processos de
monooxigenacdo do substrato (setas vermelhas).”® A primeira via responsavel
pela producdo de EROs é resultante da autoxidagcdo do complexo CYP450
oxiferroso com posterior liberagdo de O,*". A segunda via geradora de EROs é

resultante de um desacoplamento, caracterizada pela protonacdo do complexo

CYP450 hidroperoxi com formac&o de H,0,."%%"
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Figura 12 — Esquema simplificado da atividade monooxigenasica catalisada pelo sistema
microssomal citocromo P450 (MMO). Aporte de elétrons via redutases (setas brancas). Eventuais
desacoplamentos, entre a producéo de substratos monooxigenados e EROs também sao mostrados

(setas vermelhas). Adaptado a partir dos trabalhos de Zangar, Halliwell, Hodgson, Coon, e Halkier.

As isoformas do sistema CYP450 possuem caracteristicas favoraveis e
importantes como biomarcadores bioquimicos de poluicdo, uma vez que sao
altamente induzidas em vertebrados, através de uma familia de genes (e.g.
CYP1Al, CYP1A2 e CYP1B1) quando expostos a xenobioticos.?*® Nos vegetais,
no entanto, a funcao catalitica das isoformas de CYP450 é mais bem documentada
e relacionada a biossintese de flavondides, hormoénios, lipidios e metabdlitos
secundarios.?® A despeito disso, a atividade enzimatica de CYP450 apds o
tratamento com metais pesados e moléculas organicas (e.g. herbicidas, HPAs,
solventes e residuos industriais) tem sido descrita em plantas.®** % Com relacéo

as algas, alguns trabalhos importantes desenvolvidos com macro algas envolvendo
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0 género Laminaria, e as espécies Fucus vesiculosus e Ulva lactuca expostas a
PCBs e herbicidas, registram elevada atividade hidroxilasica.”®® Outros trabalhos
utilizando algas verdes unicelulares Chlorella sorokiniana e Chlorella fusca na
presenca de metflurazon, comprovaram atividade de desmetilagdo.?*® Assim, a
indugdo dos genes de algumas familias de CYP450, quando na presenga de

xenobidticos, tem sido objeto recente de pesquisa, sobretudo CYP76B13%

e
CYP71A10.°" Além disso, a atividade enzimatica dessas isoformas pode ser
avaliada, em fragdes microssomais, utilizando ndo so6 7-etoxiresorufina (i.e.
atividade etoxiresorufina-o-desetilase - EROD) como também 7-etoxicumarina (i.e

atividade ecotoxicumarina-o-desetilase - ECOD) como substrato.'®!-3%

1.6.2.2 Glutationa s-transferase (Conjugacao — Fase Il)

Glutationa s-transferase (GST) sé&o dimeros protéicos com massa molecular
tipica de 50 kDa.***"° De forma geral, GSTs catalisam a transferéncia de GSH
para um co-substrato (R-X) com um centro eletrofilico reativo, capaz de formar um
produto polar s-glutatiolado (R-SG) (Fig. 13).*"" O resultado normalmente é um
produto com elevada solubilidade, em geral com toxicidade reduzida e passivel de
ser excretado. Ensaios bioquimicos e imunoldgicos, em organismos
fotossintetizantes, apontam evidéncias abundantes para a localizagao citosodlica de
GST.** Historicamente, a GST tem sido localizada no figado e em outros érgdos

animais e tem como caracteristica principal a fungéo desintoxicante.®'?

LR-X+GSH —>» R-SG+XH

. LO—OH + GSH —» LO——SG + H,0
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OH

. R—C—CH=CH, + GSH ——» R—C=—CH—CH,—SG

|| i

o R—C—CH,—CH,—SG

0

Figura 13 — Reacgdes tipicas catalisadas pela GST. |) Reagédo de substituigdo SN,, II)
Reacao de doacdo de H, ll) Reagéo de adigéo do tipo Michael.

A despeito da historicidade em grupos animais, a enzima GST tem sido

313,314

caracterizada em plantas [e.g. em milho, quando sob exposi¢do ao metolaclor

e CDNB (1-cloro-2,4 dinitrobenzeno)],*" Bem como em algas, tanto de agua

doce316,317

como marinhas. No entanto, outras funcdes mais evidentes tém sido
associadas a elas: como participantes no metabolismo de produtos naturais,'®
agente protetor em plantas, agindo com peroxidases usando a GSH para reduzir
hidroperdxidos a acidos graxos.**® No entanto, é importante mencionar que a
atividade de GST pode, em certa medida, comprometer o par redox GSH/GSSG do
organismo, uma vez que GSH figura como importante antioxidante celular. Tal
caracteristica, faz da avaliagcdo da atividade de GST, bem como os produtos de
excregcado por ela conjugados, um conjunto imprescindivel de biomarcadores de

poluicdo aquatica com implicacdes diretas no metabolismo de O, e produgcao de

EROs.

1.6.2.3 Excregao e/ou compartimentalizagcao e estoque (Fase lll)

Em animais a fase Ill, caracteriza-se pela excrecdo dos compostos

conjugados com certa hidrofilicidade. Entre as varias alternativas a disposicéo da
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célula para excrecdo de compostos, a atividade da glicoproteina-P chama a
atencdo em especial.*'® Glicoproteina-P (ATP-binding transporters) tém sido
amplamente estuda ao longo dos anos por conferir resisténcia a multiplas drogas
quimioterapicas MDR (Mult-Drug Resistence) em células tumorais.**® Recentes
trabalhos mostram que esses transportadores estdo envolvidos no efluxo de
xenobidticos (log Kow<2) em células de mamiferos, peixes, moluscos e esponjas.
Tal mecanismo de multipla resisténcia MXR (Mult-Xenobiotic Resistence), atesta
uma importante adaptagdo desses organismos em ecossistemas aquaticos. Nas
plantas, o caminho seguido pelos xenobidticos € um tanto quanto peculiar, sendo
exportados para o interior de vacuolos celulares, para o espaco extracelular, ou
entdo depositado em meio a lignina ou outro componente da parede celular. Até o
momento ndo ha qualquer evidéncia na literatura, que ateste a existéncia concreta
de sistemas MXR em organismos fotossintetizantes e que possam ser usados

como biomarcadores de poluicao.
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1. Estudar a susceptibilidade das defesas antioxidantes e de
mecanismos de desintoxicagdo de xenobidticos na microalga diatomacea
Minutocellus. polymorphus (Hargraves et Guillard) Hasle, von Stosch et
Syversten 1983 quando submetida a concentragoées subletais de oxifluorfeno
e de benzo[a]pireno em exposi¢ao aguda.

2. Isolar a fragdo microssomal para carcterizar a presenca de

CYP450 em macro alga Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva 1996.

Para se atingir estes objetivos centrais as seguintes etapas foram abordadas:

I. Cultivo da microalga M. polymorphus em incubadoras sob condigdes

controladas;

Il. Adapatagdo da macro alga de cultivo em mar aberto, para condigdes

controladas de laboratorio;

lll. Determinagdo da curva de crescimento em M. polymorphus com base na

fluorescéncia da clorofila in vivo.

IV. Determinagao da concentragéo subletal (ICsp) em M. polymorphus para OxF

e BaP;




VI.

VILI.

VIIL.
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Analise das enzimas de defesa antioxidantes e da enzima de glutationa s-

transferase por espectrofotometria;

Analise dos niveis de MDA, de GSH/GSSG e de Asc” e AsC g através da

técnica de HPLC;

Medida dos niveis de excrecao/liberacao de H,O, atraves de luminémetro.

Adapatacdo das metodologias de Isolamento da fragcdo microssomal

encontradas na literatura, para macro algas ;

Quantificagdo do sistema CYP450 atraves de espectrofotometria;
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3.1 Manipulacao das culturas

A primeira parte experimental constitui-se da manutencdo das culturas,

determinacao das curvas de crescimento, ensaios para determinagao do ICsy para

OxF e BaP, elaboracao dos testes toxicoldgicos, coleta e armazenagem das

amostras.

a) Equipamentos utilizados
Autoclave vertical — Phoenix;
Fluxo laminar vertical FVL CIl B2 - Trox Technik;
Incubadora refrigerada Prescision 818 — Thermo Scientific;
Radidémetro QSL 100 — Biospherical Instruments;
Espectrofluorimetro F4500 — Hitachi;
Centrifuga RC-5B, rotor GSA e tubos com vol. 250 mL — Sorval;
Microcentrifuga 5417R com rotor fixo e tubos com vol 1,0 mL — Eppendorf;
Butijao criogénico (dewar) para N3 liq. com vol. 1 L — Thermo Scientific;
Freezer —86 °C 8560 — Forma Scientific.
b) Reagentes utilizados
Herbicida oxifluorfeno (Goal) — DowAgroscience;
HPA benzo[a]pireno — Sigma-Aldrich;
Metanol P.A. — Merck.
c) Solugoes utilizadas
Meio de cultura f/2;
Meio de cultura von Stosch a 50%.
d) Materiais utilizados

Cubetas em quartzo para fluorescéncia com vol. 1,0 mL — Hellma;

Torres, M. A
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» Frascos Fernbach (vol. 2,8 L), tubos para centrifuga [tubos Falcon (5, 10 e 20
mL) e tubos Eppendorf (1 e 2 mL)], tampdes de algodao e gaze, provetas (100,
250 e 500 mL), erlenmeyers (50, 100 e 200 mL), bekers (varios volumes),
micropipetas (10, 100, 1000 e 5000 pL), ponteiras, pipetas Pasteur, espatulas,

luvas de latex, etc.

3.1.1 Culturas

Utilizou-se nesse estudo, a diatomacea (Heterokontophyta) M. polymorphus,
por apresentar um crescimento rapido, o que permitiu a realizacdo de experimentos
de incubacéao de carater agudo (48h) com minimizagéo dos efeitos de degradacao,
volatilizacdo e/ou adsorcao do xenobidtico nas paredes do recipiente. As culturas-
mae da M. polymorphus (Fig. 14A e B) foram manipuladas sob condi¢des
assépticas em fluxo laminar e mantidas em agua do mar, com salinidade 32%.. A
agua do mar foi previamente esterilizada em autoclave durante 30 minutos a 130°C
com 1,5 kgf.cm'2 de pressao e, posteriormente enriquecidas com meio de cultura
f/2. (Vide apéndice A) As culturas desenvolveram-se em incubadoras a 19 °C com
fotoperiodos de 12 horas de luz, com lampada fluorescente fria com 120 ymol de
fotons.m?s” de irradiancia fotossinteticamente ativa (PAR) (63 W.m? de
irradiancia solar).202:214.269

Como experimentos adicionais, foram mantidos em frascos de cultivo
amostras da Rhodophyta (alga vermelha) K. alvarezii (Fig. 14C) com agua do mar
enriquecida com meio de cultura von Stosch a 50%. (Vide apéndice B) As algas
foram mantidas em incubadoras a 25 °C e submetidas a fotoperiodos de 14 horas

de luz, com lampada fluorescente fria, sob 210 pmol de fétons m2.s” de

irradiancia.®®’ Particularmente, K. alvarezii exigiu cuidados especiais como limpeza
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semanal sob agua corrente e troca quinzenal de meio de cultura. Além disso,
diferentemente de M. polymorphus, era mantida sob constante oxigenagao
mediante uso de compressor usado em aquarismo. As amostras de K. alvarezii

foram utilizadas somente nos ensaios para padronizagao da analise de CYP450.

s
2um

Figura 14 — A) Foto das culturas axénicas de M. polymorphus, em primeiro plano as
culturas 1 X 10° celulas.mL™ no dia do inéculo e, em segundo plano, as culturas de M.
polymporphus com 8 dias. B) Imagem de M. polymorphus em MEV. C) Foto das amostras de K.

alvarezii, mantidas em laboratério sob aeracgéo artificial.

3.1.2 Determinagdo da curva de crescimento por fluorescéncia in vivo da
clorofila

Sob as condicbes de desenvolvimento acima citadas, células de M.
polymorphus em um volume de 1L (em ftriplicatas) foram inoculadas com uma
concentragdo 1X10° células.mL™, estimadas por contagem em microscépio (vide
apéndice C), a partir de culturas-mae durante o periodo de desenvolvimento

exponencial entre o 1°. e 5° dias. Os indculos cresceram por um periodo de 30
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dias, considerando-se o monitoramento do parametro da fluorescéncia da clorofila

in vivo, conforme o protocolo DIN 38412-33.%22

Diariamente, durante esse periodo, apds suave agitacdo da cultura,
aliquotas de 1 mL (trés repeticbes por réplica) eram retiradas para medir a
fluorescéncia da clorofila (Aex= 440 Nnm e Ae= 680 nm). (Fig. 15) Os espectros de
fluorescéncia foram obtidos com espectrofluorimetro ajustado com a tensédo da
fotomultiplicadora em 900 V, com 5 mm de abertura de fenda e com velocidade de

varredura de 5 nm.s™.

A)
Espectro de emisséo
{30°, Dia de coleta)

1 mL de cultura
(1 vez ao dia em triplicata)

Espectro de emisséo

'ka\dejleta)

hex=440 nm

Cultura de M. polymprphus (1L)

Espectrofluorimetro

Aem=680nm

Figura 15 — A) Procedimento de coleta de amostras para construgdo da curva de
crescimento de M. polymorphus com base na fluorescéncia in vivo da clorofila. B) Representagao
ilustrativa de aumento da intensidade de fluorescéncia de clorofila (Aem= 680 nm) em fungéo do

aumento da densidade populacional durante o periodo (30 dias) de ensaio.

Paralelamente, monitorou-se o crescimento da cultura de M. polymorphus
durante o mesmo periodo e com as mesmas condi¢gdes de inicio. Porém, usando-
se o parametro de contagem de células (vide Apéndice C), conforme protocolo
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ABNT 12648,°* para assegurar sobre a correlacdo entre os parametros da

fluorescéncia da clorofila com a concentracéo celular.

3.1.3 Teste toxicolégico em M. polymorphus (determinagao do ICs)

Apos prévio contato com o departamento técnico da empresa
DowAgroscience, por intermédio do Dr. Marcelo Balderrama, e explicagdo acerca
da importancia do xenobidtico para o delineamento do projeto, o herbicida Goal
(OxF) nos foi gentiimente cedido pela companhia, detentora da patente de
producdo do produto no Brasil. Inéculos, a partir de culturas-mae na fase
exponencial, contendo 1X10° células.mL” de M. polymorphus cultivadas em

erlenmeyer de 100 mL (em triplicatas) foram submetidas as concentracées de OxF

M. )
Ensaios com Oxifluorfeno: Ensaios com Benzo[a]pireno:
X= 5puL X= L
10 o
15 25
Solugéo-Mae de OxF gg Solugdo-Mae de BaP 50
{em metanol) 30 {em metanol) 100
) 50 250
100mg.L 100mg.L” 500
100 g 1000
- i
. I |owL 1 [ouL
Vol. final 1000pL b " Vol. final 1000pL b g
05mgL' . 4
10 . Culturas controle 0/1mg.L Culturas controle
Solucses.Stock 15 (0% de metanol) 122 (0% de metanol)
olugbes-Stoc y Ges- .
(em metanol) 20 Culturas controle S?;ﬁ.'gﬁ.'eestaﬁ‘:oﬂﬁk 5.0 Culturas controle
25 (0,01% de metanol) 10,0 (0,01% de metanol)
gg 250
\ ] 50,0 El
10.0 005pgL" ' 001ugl
L 0.1 ED‘D 0.1
Cultura 0,15 Cultura -8 05
(1X10° células.mL) 02 (1X10° células.mL) 05
- 025 10
Vol. final 100 mL 03 Vol. final 100 mL 25
05 5,0
10 10,0
Diluigdo final de OxF Diluigéo final de BaP
nas culturas sob ensaio nas culturas sob ensaio

Torres, M. A

@ 3. Materiais e Métodos



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

Paralelamente, em outro grupo experimental, inéculos foram expostos as
concentragdes de BaP (Il). Além disso, como decorréncia do uso de metanol para
solubilizar OxF e BaP, considerou-se inéculos controle com 0% e indculos controle
com 0,01% de metanol.

As células foram mantidas sob condicdes ideais de cultura, por um periodo
de 48h e, ao final desse periodo, aliquotas de 1 mL (trés repeti¢gdes por réplica)
foram retiradas para leitura da fluorescéncia da clorofila. A taxa de crescimento

celular diario das algas (u) foi obtida segundo o protocolo 1ISO 8692.%%* (Eq. 1)

InFL 43 — INFLpas:
_ (In A8 hasal) 24

th

Onde:

M = Taxa de crescimento celular diario;

FLyasai= Medida da fluorescéncia da alga no tempo zero;
FL4s= Medida da fluorescéncia da alga apos 48h;

t,= 48 horas.

As concentragdes efetivas (CE) de OxF e BaP suficientes para inibir um
parametro em 50% (CEsp), foram obtidas com base na medida da porcentagem de
inibicdo da taxa de crescimento celular diario (%inib.y), sendo entdo, denominada
de ICsp. Os calculos foram feitos considerando-se a diferenca entre os valores das
areas da fluorescéncia das culturas controle (FL.) e tratadas (FL; em 48h de
ensaio pelos valores da fluorescéncia basal (FLpasa) NO tempo zero (1X10°

células.mL™). (Fig.16)
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INFL p45 — INFLpas;
= ( cig Insal} "

24
48
A |/ Cultwra controle
’é‘* Cultura tratada
- L INFL4 42 — INFLpas:
s : i\ -y (InFL4 48 basal ) o
e ;! [ 48
I r
g
< I
- | o et | S o
- ! Yoinib.lL =——— ¥ 100
23 l o .
oL [
=)
z E gl &
| - Obs.:
=
| uii 0 (100% de inibiciio do cresciinento)
| F
I § py=p (0% de inibiciio do crescimento)
| =
1Y 1“5 ! a FL¢ = Area de fluorescéncia do grupo controle
cel/mL | .
| w v FLt = Area de fluorescencia do grupo tratado
i | =
48 Tempo (h)

Figura 16 — Esquema ilustrativo que mostra os critérios para obtencdo de ICs,. Cada
concentracao de xenobidtico (OxF ou BaP) gerou um grau de inibicdo (y;) a partir de y em 48h.
Adotamos como 100% de inibi¢do do crescimento da cultura, quando, em uma dada concentragao
de xenobiodtico, os valores de pi=0 e, como 0% de inibicdo, quando, em uma dada concentragao do

xenobidtico, os valores de y;=p.

Possiveis interferéncias de OxF e BaP na fluorescéncia da clorofila,
poderiam gerar distorgbes na curva dose-resposta alterando a correlagdo entre a
inibicdo da fluorescéncia da clorofila e a %inib.y. Assim, as culturas de M.
polymorphus foram ensaiadas por 48h sob a ICsp para OxF e BaP e,
posteriormente, submetidas ao protocolo de contagem de células, com vistas a
confirmacgéo da %inib.u considerando a diminuigdo da concentragao celular.
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3.1.4 Delineamento experimental

Os experimentos com M. polymorphus foram elaborados a partir de culturas
testes (2,4 L com indculos na concentracdo de 1X10° células.mL™ em triplicatas)
expostas a uma ICsq para OxF de 0,24 pg.L™, e a uma ICso para BaP de 0,99 p.gL™
e comparadas com controles com e sem metanol (2,4 L com indculos na
concentracdo de 1X10° células.mL™ em triplicatas) por um periodo de 48 h nas
condicdes de cultura anteriormente descritas. Terminado o periodo de exposicao,

procedeu-se a coleta.

3.1.4.1 Coleta do material e armazenagem
12. Etapa (coleta): Inicialmente foi feita uma primeira centrifugacéo de 1,2 L
de cultura, acondicionadas em 6 tubos com 200 mL cada a 10000 rpm durante 20

min sob 4 °C (Fig. 17).

1a. Etapa

Frasco de cultura 2,4 L

' 200 ml ' ’
=t

[ \ I \ ! T T

Centrifugagao:

10.000 rpm 20' 4°C

—7
Ressuspender o pellet
no SN residual

400 mL

oo

-
m|

(aprox. 300 uL)

Dispensar o

sobrenadante (SN) Transferir o contetido

para um Eppendorf.

@ SN (aprox. 600 uL)

Pellet(aprox. 100 mg)

Figura 17 — llustragéo do protocolo da 12. etapa - coleta.
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Apods a centrifugacao e retirada dos tubos da centrifuga, procedeu-se com a
transferéncia dos pellets. Retirou-se a agua (sobrenadante) em excesso com uma
trompa-d’agua, deixando-se um minimo de + 300 L junto ao pellet intacto. Com os
tubos sob gelo e com o auxilio de uma espatula, ressuspendeu-se o pellet no
sobrenadante residual, transferindo-se com uma pipeta Pasteur, o volume
ressuspenso de cada dois tubos (+ 600 uL c/ aprox. 100 mg de massa de material
bioldégico fresco) para um tubo eppendorf devidamente identificado e resfriado

Repetiu-se 0 mesmo procedimento para os 1200 mL restantes.

22, Etapa (armazenagem): A proxima etapa (Fig.18A) consistiu-se em
submeter os 6 tubos eppendorf, com as células coletadas, a uma segunda
centrifugagcéo a 10000 rpm durante 5 min sob 4 °C. O sobrenadante em excesso (+
550 pL) foi dispensado e, entéo, o pellet intacto foi submetido a um Dewar com N
lig. por 1 min e congelado, logo apos, armazenado em freezer a -80 °C até o

momento da analise (Fig. 18B).

2a.Etapa
) Bl

b

)
ODD%
ago

o

X

Frasco de cultura
2400 mL

Centrifugagdo:
10000 rpm 5' 4 OC

Dispensar SN
(Aprox. 550 uL) l
/ 400 mL 400 mL 400 mL 400 mL 400 mL 400 mL
n, . 1 H ~
R * N ¢ o ¢
Freezer -80°C N i i
(até o momento das analises)
Obs.: Estoque de 6 tubos por frasco de cultura | i
APx/DHAR sSoD GSH/GSSG MDA/Asc—
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Figura 18 — A) llustragdo do protocolo da 22. etapa - armazenagem. B) Resumo: 2,4 L de
cultura coletados e armazenados em seis diferentes tubos, guardados em freezer — 80°C e

previamente destinados as futuras analises.

3.2 Ensaios enzimaticos

A segunda parte experimental constitui-se da preparagao dos extratos e da
elaboracdo dos ensaios enzimaticos referentes ao estresse oxidativo e aos
processos de biotransformacéao de fase Il.

a) Equipamentos utilizados
= Sistema de purificagdo de agua MilliQ — MilliPore;
= Disrruptor de células Soniefer 250 — Branson;
= Centrifuga 5417R com rotor fixo e tubos com vol 1,0 mL — Eppendorf;

» Espectrofotdmetro duplo feixe U3000 com banho termostatizado — Hitachi.

b) Reagentes utilizados

= Os reagentes a seguir foram utilizados sem purificagdo prévia. NaH,PO4.H;0,
NayHPO4.12H20, KH2PO4, KoHPO4, NaOH em lentilhas, H2O2 30%, etanol 95%,
4cido cloridrico 37%, todos P.A. da Merck. Acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA), PB-NADPH, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno  (CDNB), fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), citocromo C (Cit ¢), GSH, GSSG, t-butil hidroperéxido
70% (t-BOOH), xantina, xantina oxidase (XO) (25 U mL™"), glutationa redutase
(24 U.mL™") da Sigma-Aldrich.

c) Solugoes utilizadas
» Tampao de res. — Fosfato de sddio 100 mM, pH 7,4 com 1 yM PMSF em etanaol,
» Tampao para CAT — Fosfato 50 mM, pH 7,0;

» Tampao para GPx — Fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 com EDTA 1 mM;

» Tampao para GR - Fosfato de sdédio 100 mM, pH 7,6, com EDTA 0,5 mM,;

Torres, M. A

3. Materiais e Métodos



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

» Tampéao para APx — Fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0;

» Tampao para DHAR — Fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5 com EDTA 0,1 mM;

» Tampao para SOD - Fosfato 50 mM, pH 7,8 com EDTA 0,1 mM;

» Tampao para GST - Fosfato de potassio 100 mM, pH 6,5 com EDTA 1,0 mM.

d) Materiais utilizados

» Cubetas em quartzo para espectrofotometria (vol. 0,5 e 1,0 mL ) — Hellma;

= Tubos eppendorf (1 e 2 mL), provetas (100, 250 e 500 mL), erlenmeyers (50, 100

e 200 mL), bekers (varios volumes), micropipetas (10, 100, 1000 e 5000 uL),

ponteiras, espatulas, luvas de latex, etc.

3.2.1 Obtengao dos extratos

As algas, previamente armazenadas em freezer -80 °C, foram ressuspensas

(Fig. 19) em 1 mL tamp&o gelado de ressuspensao e entdo levadas ao desrruptor

de células (sonicador) ajustado em um duty cicle de 70% e Output control 2, sendo

submetidas aos pulsos de ultra-som por 4 periodos de 15 s com intervalos de 15 s

entre eles. Logo apos, os tubos foram centrifugados a 10000 rpm durante 5 min

sob 4 °C. Estando os tubos sempre envoltos em gelo, os sobrenadantes obtidos

dessa forma, estavam prontos para os ensaios enzimaticos.

1 mL de solugao de ressuspensao

Aprox. 100 mg de massa (P.F.)

Sonicador:
15 s de ultrasom ¢/ intervalos de 15 s

Gelo Centrifugacio:
10000 rpm 5' 4 OC

&
o
ool

g
)

Extrato pronto para andlise

Figura 19 — Esquema ilustrativo do protocolo de obtencdo do extrato para os ensaios

enzimaticos a partir dos estoques acondicionados em freezer -80 °C.
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Todos o0s ensaios enzimaticos (n=3 com 3 repeticdes por réplica) foram
feitos em espectrofotdbmetro, no dia da preparagdo dos homogenatos (extratos) e
juntamente com a preparagdo das solugdes para os respectivos ensaios. Os
célculos das atividades para cada enzima estdo descrito na metodologia especifica
do ensaio. Para o calculo da atividade especifica, utilizou-se a concentragao de

proteina encontrada no préprio extrato usado no ensaio.

3.2.2 Estresse Oxidativo
3.2.21 Catalase (E.C.: 1.11.1.6)

A uma cubeta de quartzo de 0,5 mL, contendo 400 uL de uma solugao de
H,O, 12,5 mM em tampdo, foram adicionados 100 yL de extrato. Logo que a
amostra foi adicionada, a cinética foi monitorada por 1 min, sendo a leitura
realizada em 240 nm, a 30 °C.*®

H,0, _CAT H,0 +1/2 0,

A atividade da CAT foi determinada dividindo-se a inclinacdo da reta obtida
(A.min™") pelo coeficiente de absortividade molar de HyO, (c240= 39,4 M'.cm™),
multiplicando-se por 1000 e pelo fator de diluicdo (5X). Uma unidade de CAT foi

definida como a quantidade de enzima que catalisa a decomposi¢cao de 1 umol de

H>O, por minuto a 30°C em pH 7,0.

3.2.2.2 Glutationa Peroxidase (E.C.: 1.11.1.9)
A uma cubeta de quartzo de 1,0 mL, contendo 910 pyL de tampéao, foram
adicionados 50 pL de extrato, 10 pyL de glutationa redutase 24 U.mL" e 10 pL de
GSH 10 mM solubilizada em tampao seguido de uma incubagao por 10 min a 37°C

sob agitagdo. Em seguida foram adicionados 10 uyL de NADPH 15 mM
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solubilizados em tampao e a absorbancia foi monitorada por 3 min em 340 nm a
37°C sob agitacdo. Apods isso, disparou-se a reagao pela adicdo de 10 yL de t-
BOOH 120 mM em agua desionizada e a cinética foi monitorada nas mesmas

condicdes, durante 5 min.>%

O—OH OH
>< 7-T>GPX >< +H,0

t-butil hidroperéxido 2GSH N
p GSSG t-butanol

GR

NADP*
NADPH/H*

A atividade da GPx foi determinada dividindo-se a inclinacdo da reta obtida
(A.min™") pelo coeficiente de absortividade molar do NADPH (g340= 6220 M™.cm™),
multiplicando-se por 1000, pelo fator estequiométrico de 2 e pelo fator de diluigao
(20X). Uma unidade de GPx foi definida como a quantidade de enzima que catalisa

a oxidagao de 1 umol de NADPH por minuto a 37°C em pH 7,0.

3.2.2.3 Glutationa Redutase (E.C.: 1.6.4.2)
Preparou-se o meio reacional contendo em 10 mL de tampao, NADPH 0,1
mM e GSSG 1 mM. Apds a adigao de todos os reagentes, aguardou-se 10 min. A
uma cubeta de quartzo de 1,0 mL foram adicionados, entdo, 950 uL do meio
reacional e 50 uL de extrato. A cinética foi monitorada em 340 nm, a 30°C por 5

min e sob agitagdo.?*’
GR

GSSG 7—T 2GSH
NADPH/H*

NADP*
A atividade da GR foi determinada dividindo-se a inclinacdo da reta obtida
(A.min™") pelo coeficiente de absortividade molar de NADPH (g340= 6220 M™.cm™),

multiplicando-se por 1000 e pelo fator de diluicdo (20X). Uma unidade de GR foi
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definida como a quantidade de enzima que catalisa a oxidagdo de 1 umol de

NADPH por minuto a 30°C pH 7,6.

3.2.2.4 Ascorbato peroxidase (E.C.:1.11.1.11)

A uma cubeta de quartzo de 1,0 mL, contendo 930 uL de tampao, foram
adicionados 50 uL de extrato e 10 yL de Asc’ 50 mM solubilizado em tampao.
Primeiramente, a absorbancia foi monitorada em 290 nm durante 2 min para
verificar uma eventual atividade ascorbato oxidase. Apds isso, reacao foi inicia pela
adicdo de 10 pL de H,0O, 10 mM em tampéo e a cinética foi monitorada por 3 min,

sendo a leitura realizada em 290 nm (e ndo em 265 nm por causa da alta

absortividade molar do Asc’), a 30 °C e sob agitagdo.??:32°
HO
HO
o
o
APx H
H20, ;
2H,0 0 (¢
Asc~ DHAsc

A atividade da APx foi determinada dividindo-se a inclinagdo da reta obtida
(A.min™") pelo coeficiente de absortividade molar de Asc™ (ezg0= 2800 M'.cm™),
multiplicando-se por 1000 e pelo fator de diluigdo (20X). Corregdes para compensar
uma provavel atividade ascorbato oxidase e a taxa de oxidagdo nao enzimatica de
asc’ por HyO, foram feitas descontando-se fragcdes de até 5% do valor final
encontrado para a atividade da enzima. Uma unidade de APx foi definida como a
quantidade de enzima que catalisa a oxidagdo de 1 umol Asc™ de por minuto a 30°C

em pH 7,0.
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3.2.2.5 Dehidroascorbato redutase (E.C.: 1.8.5.1)

A uma cubeta de quartzo de 1,0 mL, contendo 930 uL de tampao, foram
adicionados 10 yL de DHAsc 50 mM e 10 pL de GSH 500 mM ambos solubilizados
em tampao. Primeiramente, a absorbancia foi monitorada em 265 nm durante 2 min
para verificar a taxa de reducdo nao enzimatica de DHAsc por GSH. Apds isso,
reacao foi inicia pela adicdo de 50 pyL de extrato e a cinética foi monitorada por 3

min, sendo a leitura realizada em 265 nm, a 30 °C e sob agitacdo.">*°

HO
HO
o
o
H DHAR H
2GSH ; _
o o) GSSG

DHAsc Asc™

A atividade da APx foi determinada dividindo-se a inclinagdo da reta obtida
(A.min™") pelo coeficiente de absortividade molar de Asc (ezs5= 14000 M"'.cm™),
multiplicando-se por 1000 e pelo fator de diluicdo (20X). Corregdes para compensar
a taxa de reducéo nao enzimatica de DHAsc e a taxa de formagao de GSSG (e65=
180 M™'.cm™) foram feitas descontando-se fracdes de até 2% do valor final
encontrado para a atividade da enzima. Uma unidade de DHAR foi definida como a

quantidade de enzima que catalisa a redugcdo de 1 umol DHAsc de por minuto a

30°C em pH 6,5.

3.2.2.6 Superoxido dismutase (E.C.: 1.15.1.1)
O ensaio de SOD total foi baseado na inibicdo da taxa de redug¢do do Cit c,
onde SOD compete com Cit ¢ por O,", gerado pelo sistema xantina/xantina

oxidase. O meio reacional foi preparado adicionando-se em 25 mL de tampao, 10
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mL de uma solucédo de 0,5 mM de xantina em NaOH 1 mM e 6,2 mg de Cit c. A
sequir, verificou-se a taxa de reducao do Cit ¢ adicionando-se em uma cubeta de
1,0 mL, 950 L de meio reacional e um fragdo de XO (25 U.mL™") previamente em
gelo e, ap6s agitacdo, monitorou-se o aumento da absorbancia em 550 nm,
durante 5 min a 25 °C. No presente ensaio, uma fracao de 2 uL de XO foi suficiente
para obter uma taxa de reducdo de Cit ¢ de 0,0250 A.min™'. Assim, o ensaio da
SOD se deu através do acréscimo de aliquotas de extratos (2,5 a 50 pL) no
sistema a cima descrito, causando uma inibicdo da taxa de reducao de Cit ¢ dentro

de uma faixa de 0 a 80% (0,0250 — 0,005 A.min™").**!

o H ..... » 1/5H,0, + 1/,0,
H ; SOD
HN : .
A I » o5 CitC(Fe?")
fe) N N citocromo C (reduzido, A =550 nm)
H
xantina
xantina oxidase
(0]
H .
0, CitC(Fe3*)

N

j\ | >= [e) citocromo C (oxidado)
N
o) H H

écldo l]rlco De Cassius Stevani — comunicagéo pessoal

A atividade de SOD foi determinada da seguinte maneira: (I) Através da
inclinagdo (A.min™") da reta controle (kmax) que € a taxa de redugéo do Cit ¢ e das
inclinagdes das retas que receberam aliquotas crescentes de extrato (k') que
causaram a inibicao da reducao do Cit c.

A partir disso, calculou-se a inibicado percentual através da relacdo %=
((K'/Kmax) - 1).100. Apods (ll), determinou-se o volume de extrato equivalente a 1
unidade de SOD através do gréafico (%, versus vol. das aliquotas de extrato).
Finalmente, multiplicou-se pelo fator de diluicdo do volume determinado para o

ensaio de 1mL.
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1)

Abs
Ylnib

50%t - - - |) Taxa de I’edL:t;ﬁo do Cyte
[ (0,025 A.min™}
x

ma:

L

XuL Vol. aliquota A
Inibigdo
W (XuL de extrato)

ks

1 t(min)

Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima (aliquota do

extrato) que é suficiente para inibir 50% da reducao de Cyt c a 25°C em pH 7,8.

3.2.3 Biotransformacgao - Fase Il
3.2.3.1 Glutationa s-transferase (E.C.: 2.5.1.18 - GST)
A uma cubeta de quartzo de 1,0 mL foram adicionados 930 uL de tampéao,
10 uL de CDNB 0,1 M em etanol, 10 yL de GSH 0,1 M em tampao e 50 uL de

extrato. A cinética foi monitorada por 1 min em 340 nm, a 25°C e sob agitagé\o.332

cl SG
O,N O,N
GST
GSH
HCI
NO, NO,
CDNB GS-DNB

A atividade da GST foi determinada dividindo-se a inclinagao da reta obtida
pelo coeficiente de absortividade molar do aduto GS-DNB (e34 = 9600 M".cm™) e
multiplicando-se por 1000 e pelo fator de diluicao (20X). Uma unidade de GST foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formacao de 1 umol do aduto

GS-DNB por min a 25 °C em pH 6,5.
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3.3 Ensaios cromatograficos

A terceira parte experimental constitui-se da preparagao dos extratos e de

analises em HPLC. Todos os ensaios cromatograficos foram feitos (em triplicatas)

no dia da preparacao dos extratos e juntamente com as solugdes.

a) Equipamentos utilizados
Sistema de purificagao de agua MilliQ — MilliPore;
Sonicador com banho termostatizado Bransonic 300 — Branson;
Centrifuga 5417R com rotor fixo e tubos com vol 1,0 mL — Eppendorf;
Thermomixer compact — Eppendorf;
Agitador tipo Vortex — Velp Scientifica;
Sistema de filtracédo p/ fase mével com frasco tipo Kitassato (vol. 2L) — Millipore
Bomba de vacuo EL 510 - Insight equipamentos
O sistema cromatografico destinado as analises era formado por uma estagao
Shimadzu com uma controladora (SLC 10A VP), duas bombas isocraticas (LC
10AT VP), um desgaseificador on-line (DGU 20A5), um injetor automatico
refrigerado (SIL 10AD VP), um forno de coluna Waters (TCM) e, além disso, era
munido de um detector de fluorescéncia (RF10A XL) e um detector eletroquimico
ESA (Coulochem IllI) com uma cela guarda 5020 e uma cela analitica 5010 com
dois eletrodos em série (E1 e E»). Toda a aquisicdo dos dados e posterior
integracado das areas cromatograficas foram feitas mediante software Shamadzu
(Class VP 6.12 SP2).

b) Reagentes utilizados
Os reagentes a seguir foram utilizados sem purificagdo prévia. Na;HPO4.12H,0,
KH2PO4, NaOH em lentilhas, etanol 95%, acido cloridrico 37%, acido fosforico

85%, acido sulfurico 97%, todos P.A. da Merck. 1,1,3,3-tetraetoxypropano (TEP),
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acido tiobarbiturico (TBA), butilhidroxitolueno (BHT), GSH, GSSG, acido
octanossulfénico (AOS), tris (hidroximetil)aminometano (TRIZMA), ditiotreitol
(DTT), acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), acido metafosférico (MPA),
cloreto de n-dodeciltrimetilaménio (n-DTA), homocisteina, da Sigma-Aldrich.
Metanol e acetonitrila grau HPLC da EM Science.

c) Solugoes utilizadas
Fase movel MDA — Metanol/tampéao fosfato 25 mM pH 6,5 (40:60).
Fase moével GSH/GSSG — Tampao fosfato de sddio 50 mM pH 2,7, com 50 uM
de AOS e 2% de acetonitrila. Obs.: O tampé&o foi feito partindo-se de &acido
fosforico e o pH ajustado com NaOH.
Fase movel Asc/DHAR — Tampao fosfato de sddio 100 mM pH 3,0, com 2,5 mM
de EDTA e 2,0 mM de n-DTA. Obs.: O tampao foi feito partindo-se
NaHPO,4.12H,0 e o pH ajustado com acido fosfaorico.

d) Materiais utilizados
Seringa plastica descartavel esterilizada (vol. 1,0 mL) — Cirurgica Passos;
Unidades filtrantes Millex-GV 0,22 um p/ amostras e padrdoes — Millipore;
Vials em borosilicato (P/N 534-795) para HPLC (vol. 1,0 mL) — Shimadzu;
Tubos eppendorf (1 e 2 mL), provetas (100, 250 e 500 mL), erlenmeyers (50,
100 e 200 mL), bekers (varios volumes), micropipetas (10, 100, 1000 e 5000 uL),
ponteiras, espatulas, luvas de latex, etc.;
Membranas de filtragdo PVDF (Aq./Org.) 0,45 um p/ fase moével— Millipore;
Coluna e pré-coluna LUNA RP-18 de fase reversa 100 X 4,6 mm com diametro
de particula de 5 ym — Phenomenex;
Coluna e pré-coluna Gemini C18 de fase reversa 250 X 4,6 mm com diametro de

particula de 5 um — Phenomenex;
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= Coluna e pré-coluna Nova-Pak C18 de fase reversa 75 X 3,9 mm com diametro

de particula de 4 ym — Waters.

3.3.1 Avaliagao dos niveis de malondialdeido (MDA - (TBA),)

H
c HS N OH s N OH HO N SH
He”  cH z A =
T R A By ; |+ 2o
o) o) N\ , N\ A /C% /\ N
c c
H H
OH OH OH

Malondialdeido Acido tiobarbiturico MDA-(TBA),

3.3.1.1 Preparagao da curva de calibragao

Partiu-se de uma solucao-estoque de 4,0 M de TEP para elaboracdo dos
padrées de MDA e, apos sucessivas diluigdes em metanol 30%, obtiveram-se os
pontos 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 uM em triplicatas, que foram deixados em tubos
eppendorf com vol. de 1,0 mL. Paralelamente, preparou-se 100 mL de ambas as
solugdes, o agente derivatizante TBA 0,67% em HCI 0,2 M e o antioxidante BHT
2% em etanol. O ensaio de derivatizagcdo foi feito misturando-se, em um tubo
eppendorf, os reagentes na proporgdo 300 uL de TEP, 600 pL de TBA e 100 uL
BHT que foram vigorosamente agitados em vortex durante 30 seg. Para os
controles, usou-se agua desionizada no lugar de TEP. Os tubos em triplicatas e
com presilhas de seguranga, foram mantidos a 95 °C durante 30 min e sob
agitacdo lenta em um termomixer. Findo esse periodo, os padrbes, agora nas
concentragdes 0,15; 0,3; 0,6; 1,5 e 3,0 uM, foram resfriados, filtrados e em seguida

transferidos aos vials para inje¢édo no HPLC.

3.3.1.2 Preparagao das amostras
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Primeiramente, procedeu-se a ressuspensdo do pellet de algas em
triplicatas (+ 100 mg previamente estocado em freezer -80 °C) em 1 mL de metanol
com vigorosa agitacdo em vortex por 1 min. Apds isso, as amostras foram
submetidas ao sonicador com banho a 0°C durante 15 min e, em seguida, os
homogenatos (extratos) foram centrifugados a 10000 rpm durante 5 min sob 4 °C.
A derivatizagao foi feita exatamente com no procedimento da curva de calibracéao,
utilizando 300 uL do extrato no lugar de TEP (dil. 3,33X). Ao término do ensaio, as

amostras foram filtradas e submetidas ao HPLC.

3.3.1.3 Analises

A deteccdo do aduto MDA — (TBA), foi feita em HPLC>*® associado a um
detector de fluorescéncia ajustado para uma melhor resposta em um Ae= 515 nm e
Aem= 553 nm. A separacgao, apods injecdo automatica de 10 pL, teve lugar utilizando-
se uma coluna e pré-coluna LUNA RP-18 com fluxo isocratico 1,0 mL.min™" a
temperatura ambiente. Todos os solventes foram previamente filtrados em

membrana antes do uso.

3.3.2 Avaliagio dos niveis de GSH e GSSG**
Os niveis de GSH e GSSG foram estimados em um detector eletroquimico

como mostra a figura abaixo.

+ OSA + OSA + OSA FOsA +70SA ASO 2515\ FOSA
GSSG + GSH—=-GSH GS —=  GSSG, 6556 —== GS' —==
ASO Al ASO
|E1 min 46 min ASQ +OSA . ASO $5A ASO OSA_T
da coluna GSH +H GSSGJ—"‘ GSSG
S ¥ el [T
E1=EEDmV E2=BEDITIV

Torres, M. A

3. Materiais e Métodos



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

Esquema do sistema separagdo em coluna cromatografica e de detecgéo eletroquimica de
GSH (4,6 min) e GSSG (6,1 min) em cela analitica com eletrodo coulométrico flow-through em série.

(OSA) acido octanosulfénico (par idnico).

3.3.2.1 Construgao do voltamograma hidrodinamico

Para elaboragédo do voltamograma hidrodinamico (HV), concentragdes fixas
de 10 uM de GSH e GSSG foram preparadas na propria fase mével e mantidas em
gelo. Antes da injecdo da amostra de GSH no sistema de HPLC, o detector
eletroquimico E4 foi ajustado para um potencial eletroquimico inicial de 275 mV e
entdo se procedeu a injegdo. Antes, no entanto, de cada nova injegao, o potencial
eletroquimico era aumentado de 25 mV. Assim, apds sucessivos ajustes seguidos
de injecdes, o HV para GSH foi construido até o detector E; atingir um potencial
final de 500 mV. O mesmo procedimento foi feito para GSSG. No entanto, utilizou-
se o detector E; com potencial inicial de 600 mV, mantendo o detector E1 com
voltagem em 200 mV. Apds sucessivos ajustes seguidos de inje¢des, o HV para

GSSG foi construido até o detector E; atingir um potencial final de 875 mV.

3.3.2.2 Preparagao da curva de calibragao

Utilizou-se como solugao-estoque 1 mM de GSH e GSSG solubilizados na
prépria fase movel e apds sucessivas diluicbes obtiveram-se os pontos 1,0; 2,5;
5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 uM. Os padroes foram filtrados e em seguida

transferidos aos vials para injecao no HPLC.

3.3.2.3 Preparacao das amostras
Procedeu-se a ressuspensao do pellet de algas em triplicatas (+ 100 mg

previamente estocado em freezer - 80 °C) em 1 mL de fase mdvel com vigorosa
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agitacdo em vortex por 1 min. Apds isso, as amostras foram submetidas ao
sonicador com banho a 0°C durante 15 min e, em seguida, os homogenatos
(extratos) foram centrifugados durante 5 min sob 4 °C. Ao término do ensaio, as

amostras foram filtradas e submetidas ao HPLC.

3.3.2.4 Analises

A deteccdo de GSH e GSSG foi feita em HPLC associado a um detector
eletroquimico com eletrodos analiticos coulométrico flow-through em série. O
sistema foi montado com uma célula guarda posicionada antes do injetor e
ajustada para um potencial de 980 mV. A cela analitica foi posicionada apds a
saida da coluna e seus eletrodos ajustados para GSH e GSSG respectivamente
em E4= 650 mV e E,= 850 mV. A separagao, apés injegao automatica de 10uL teve
lugar utilizando-se uma coluna e pré-coluna Gemini C18 com fluxo isocratico 1,0
mL.min”" em um forno de coluna ajustado a 44°C. Todos os solventes foram

previamente filtrados em membrana antes do uso.

3.3.3 Avaliacio dos niveis de Asc3*°
Os niveis de Asc foram estimados em um detector eletroquimico como

mostra a figura abaixo.

n-DTA n-DTA n-DTA
- 5 = +
Asc Asc AsC —=m=
| 2,7 min |
n-DTA n-DTA
da coluna e -tJ .
Asc™ == Asc +H

pe
| * E1 = 100mV | E2 = desligado

Esquema do sistema separagao em coluna cromatografica e de detecgéo eletroquimica de
Asc (2,7 min) em cela analitica com eletrodo coulométrico flow-through em série. (n-DTA) n-

dodeciltrimetilaménio (par ibnico)
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3.3.3.1 Construgao do Voltamograma hidrodinamico

Para elaboragao do HV, foram preparadas concentragdes fixas de 100 uM
de padrdo Asc, com 0,5 mM de homocisteina em MPA 5% e mantidas em gelo.
Antes da injecdo da amostra de Asc’, o detector eletroquimico E4 foi ajustado para
um potencial eletroquimico inicial de -200 mV e entdo se procedeu a injegdo. Antes
de cada nova injegao, o potencial eletroquimico era aumentado de 50 mV. Assim,
apos sucessivos ajustes seguidos de injegdes, o HV para Asc’ foi construido até o
detector atingir um potencial final de 200 mV. O detector E; foi mantido desligado

durante todo o experimento.

3.3.3.2 Preparacgao da curva de calibragao

Utilizou-se como solugao-estoque uma preparacao de Asc’ idéntica a usada
na construcdo do HV. Apds sucessivas diluicbes em solugdo aquosa de MPA 5%
obtiveram-se os pontos 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 100,0 yM. Os padrdes foram

filtrados e em seguida transferidos aos vials para inje¢ao no HPLC.

3.3.3.3 Preparagao das amostras

Para determinacao de Asc:

Procedeu-se a ressuspenséo do pellet de algas em triplicatas (+ 100 mg
previamente estocado em freezer - 80 °C) em 1,0 mL de MPA 10% com vigorosa
agitacdo em vortex por 30 seg. Apos isso, as amostras foram submetidas ao
sonicador com banho a 0°C durante 15 min e, ao final, foram centrifugados a 10000
rom durante 5 min sob 4 °C. Em seguida, procedendo-se para cada réplica,

transferiu-se uma aliquota de 100 uL para um tubo eppendorf, acrescentando-se
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100 uL de tampao TRIZMA 125 mM, pH 9,0 resultando em um pH de 2,5 (dil. 2X).

Ao término do ensaio, foram filtradas e submetidas ao HPLC.

Para determinagao de AscC’iotal (Asc™ + DHAsc)

Do homogenato em MPA 10%, procedendo-se para cada réplica, transferiu-
se uma aliquota de 100 pL para um tubo eppendorf, acrescentando-se 50 uL de
tampao TRIZMA 500 mM, pH 9,0, com 10 mM de DTT resultando em um pH de 6,0

(dil. 1,5X). Ao término do ensaio, foram filtradas e submetidas ao HPLC.

3.3.3.4 Analises

A deteccdo de Asc’ e AscCota foi feita em HPLC associado a um detector
eletroquimico com eletrodos analiticos coulométricos flow-through em série. O
sistema foi montado com uma célula guarda posicionada antes do injetor e
ajustada para um potencial de 200 mV. A cela analitica foi posicionada apds a
saida da coluna e seu eletrodo E4 ajustado para Asc’ em E= 100 mV. A
separagao, apos injecao automatica de 10uL teve lugar utilizando-se uma coluna e
pré-coluna Nova-Pak C18 com fluxo isocratico 0,5 mL.min™" em temperatura
ambiente. Todos os solventes foram previamente filtrados em membrana antes do

uso.

3.4 Determinacgao de H,0, e proteinas

A Ultima parte experimental constitui-se de experimentos destinados a
deteccao e quantificagao de H,O, nas culturas tratadas com OxF e BaP, bem como
nos controles e, além disso, quantificagao das proteinas nos extratos utilizados nos

0S ensaios enzimaticos.
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a) Equipamentos utilizados
Sistema de purificagdo de agua MilliQ — MilliPore;
Lumindmetro com leitor de microplacas — EG&Berthold — Lumach LB50
Espectrofotdbmetro duplo feixe U3000 com banho termostatizado — Hitachi;
Cronémetro digital com alarme — Fisher.
b) Reagentes utilizados
Os reagentes a seguir foram utilizados sem purificagdo prévia. Na;HPO4.12H,0,
KH,PO4, NaOH em lentilhas da Merck. Luminol, peroxidase de raiz forte (HRP),
H,0, 30%, acido [3-(N-morfolino)propano sulfénico] (MOPS) da Sigma-Aldrich.
Reagente de comasssie (croméforo Brilliant Blue G 250) e padrdo de proteina
albumina de soro bovino da BioAgency.
c) Solugoes utilizadas
Solugao A para H,O, — Tampao MOPS 500 mM pH 7,0 com 500 uM de luminal;
Obs.: Diluiu-se o luminol em tamp&o MOPS a partir de uma solucédo-estoque em
NaOH 1M.
Solugo B para H,0, — Tampao fosfato 100 mM pH 7,0 com HRP 2800 U.mL™".
d) Materiais utilizados
Cubetas em quartzo para espectrofotometria (vol. 1,0 mL ) — Hellma;
Microplaca em acrilico com 48 pogos 3548 — Corning
Tubos eppendorf (1 e 2 mL), provetas (100, 250 e 500 mL), erlenmeyers (50, 100
e 200 mL), bekers (varios volumes), micropipetas (10, 100, 1000 e 5000 uL),

ponteiras, espatulas, luvas de latex, etc.

3.4.1 Niveis de liberagao in vivo de H;0;

Torres, M. A

@ 3. Materiais e Métodos



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

O aumento concentracdo de H,O, produzida nos meio de cultura de M.
polymorphus expostas ao OxF e BaP foi determinado utilizando um teste

quimiluminescente empregando luminol e HRP.%7%:33¢

3.4.1.1 Descricao do ensaio

o) o
- H0 2Fe?*
OH 2Fe®*
o N )
NH N
H+
NH, o NH, o
HOO™
o
LUz
A—L N
0—0 ||
N
NH, o

3.4.1.2 Desenho experimental

Os experimentos (Fig. 20) foram elaborados a partir de culturas testes, em
triplicatas e em frascos erlenmeyers de 50 mL com inéculos na concentragdo de
1X10° células.mL™" apos 48h de crescimento. Findo esse periodo, as culturas foram
submetidas, imediata e separadamente, a diferentes concentragdes de OxF (0 a
0,5 ug.L") e BaP (0 a 5 pg L") e em seguida monitoradas com relacéo a liberacéo
de H0,. Aliquotas representativas de 980 uL foram retiradas de cada

concentragdo, a cada 5 min, durante um periodo de 120 min e, em seguida,

Torres, M. A

3. Materiais e Métodos



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

misturadas com 10 pL solugdo A e 10 pyL de solucdo B em uma microplaca e

submetidas ao luminémetro.

Controle 0,05 0,1 0,25 0,5 ug/L Oxifluorfeno
Controle 05 1,0 2,5 50ug/L Benzo[a]pireno

Aliquotas de 980 uL a cada 5 min, durante 120 min
Aliquota de 10uL de solugéo A
Aliquota de 10uL de solugéo B

V=Y

Microplaca (48 pogos de vol 1,8 mL) em lumindmetro

Figura 20 — Desenho experimental do ensaio para avaliar os niveis de liberagdo de H,0,
(método do luminol em luminémetro) no meio de cultura de diatomaceas M. polymorphus expostas
ao OxF (0; 0,05; 0,1; 0,25¢e 0,5 pg.L'1) e ao BaP (0;0,1;0,5;1,0e 5,0 pg.L'1) durante 120 min.

3.4.1.3 Preparacgao da curva de calibragao

A construcdo da curva de calibragdo foi feita nas mesmas condigcbes
experimentais. Ou seja, utilizou-se 980 pyL de uma solugdo de H>O2 nas
concentragodes (0, 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 nM) e misturou-se em seguida com

a solucao A e B, sendo posteriormente submetidas ao luminédmetro.

3.4.2 Quantificagao de proteinas

%7 em extratos de M. polymorphus

Para determinacdo de proteinas totais
(n=3, com 3 repetigdes por réplica), foi usado o método Bradford que utiliza o
reagente de Coomassie e albumina, cuja absortividade maxima apos reagao com o

cromoforo, ocorre em 595 nm. Para curva de calibragdo, utilizaram-se cinco

aliquotas de albumina de soro bovino (20-100 pL, 0,10 mg.mL™) em triplicatas, 200
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ML de reagente de Bradford e agua desionizada para completar 1,0 mL. Apds 5 min
de ensaio procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro. A determinacéo de proteina
nos homogenatos foi realizada a partir de 5 yL de homogenato, 795 uL de agua e

200 pL do reagente de Bradford, considerando um fator de diluigao de 200X.

3.5 Analise estatistica

Dentro do delineamento experimental que constitui o presente trabalho, a
avaliagao estatistica dos resultados foi realizada empregando-se o teste t-Student
bilateral para comparacéo entre medias amostrais independentes quando expostas
a um tipo de poluente (OxF ou BaP). E para efeito comparativo entre grupos com
diferentes tratamentos (OxF e BaP) utilizou-se de analise de variancia a um critério
de classificagdo (one way ANOVA), considerando um nivel de significancia de 5%

(p<0,05).%38

3.6 Ensaios com K. alvarezii

Tendo em vista a necessidade de grande quantidade de massa (>50 g), os
protocolos de caracterizacdo de CYP450 em extratos microssomais de microalgas
diatomaceas, mostraram-se inviaveis. No entanto, pela importancia da informagao
no contexto geral do presente trabalho, optou-se pela realizagdo de um
experimento paralelo e adicional para padronizacdo da técnica de isolamento de
microssomos, utilizando amostras da macro alga de K. alvarezii. Amostras essas
que foram gentiimente cedidas pelo Prof. Ricardo Toledo de Lima Pereira,
responsavel pelo setor de algas marinhas do Instituto de Pesca do Estado de Sao
Paulo em Ubatuba e pelo Prof. Eurico Cabral de Oliveira Filho do Instituto de

Biociéncias da USP - Sao Paulo.

Torres, M. A

3. Materiais e Métodos



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

a) Equipamentos utilizados
= Espectrofotdmetro duplo feixe U3000 com banho termostatizado — Hitachi;
= Sistema de purificagdo de agua MilliQ — MilliPore;
= Centrifuga RC-5B, rotor GSA e tubos com vol. 250 mL — Sorval,
» Ultracentrifuga Himac CP858, rotor P50A2-1077 e tubos com vol 80 mL - Hitachi
» Triturador mecanico portatil — Tissue Terror.
b) Reagentes utilizados
» Os reagentes a seguir foram utilizados sem purificagdo prévia. NaH,PO4.H,0,
Na;HPO,4.12H,0, KH2PO4, KoHPO4, glicerol, NaOH em lentilhas, acido cloridrico
37%, todos P.A. da Merck. Ditionito de soédio (NazS;04), Acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), 4&cido ascoérbico, ditioeritritol (DTE),
polivinilpirrolidona (PVP), amberlite XAD-4, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF),
da Sigma-Aldrich. Um cilindro de 1m*® de monéxido de carbono ultra-puro da
White Martins.
c) Materiais utilizados
» Cubetas em quartzo para espectrofotometria (vol. 0,5 mL ) — Hellma;
» Tela de nylon 50 ym - Millipore
» Tubos eppendorf (1 e 2 mL), provetas (100, 250 e 500 mL), bekers (varios
volumes), micropipetas (10, 100, 1000 e 5000 pL), ponteiras, espatulas, luvas de

latex, tesoura cirurgica, almofariz, etc.

3.6.1 Extracao e obtencgao da fragao microssomal
O método a seguir foi adaptado do método descrito por Pflugmacher para

para obtencao de fragao microssomal em Chlorophyta.304
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a) 1. etapa — Extracao: Inicialmente 100g massa de material bioldgico
fresco em triplicata foi pré-triturado manualmente em um almofariz com o auxilio de
uma tesoura cirurgica. Sendo entédo transferido para um beker com 100 mL de
tampéao fosfato de sédio 0,1 M pH 6,5 contendo: 20% (w/v) de glicerol, 1,4 mM de
DTE, 20 mM de &cido ascérbico, 1% PVP, 1mM de EDTA e 1 mM PMSF (Solugéo
A). Apés, procedeu-se a trituragdo mecanica a 30000 rpm a 4°C durante 10 min.

Para uma maior eficiéncia na extracdo, o material triturado ficou sob
agitacéo lenta, na mesma solugéo A, durante 15 min. (Fig. 21A) Em seguida, os
debris celulares do extrato foram removidos por centrifugagcdo 10000 rpm a 4°C
durante 20 min. O sobrenadante foi transferido para um beker previamente gelado
e com a resina Amberlite XAD-4 10% (w/w) que, sob agitacdo durante 20 min,
possibilitou a remocdo dos compostos fendlicos. Uma filtracdo prévia do

sobrenadante, em tela de Nylon, foi feita para retirar a resina.

b) 22. etapa — Fragao microssomal: O filtrado teve seu pH ajustado para
7,0 e em seguida submetido a uma ultracentrifugagcado a 120000 g a 4°C durante 80
min. O sobrenadante foi dispensado e o pellet definido como a fragdo microssomal
(Fig. 21B). Em seguida o pellet foi lavado 2X com tamp&o fosfato 20 mM pH 7,0
contendo: glicerol 20% e DTE 1,4 mM (solugdo B). Apds isso, o pellet foi
ressuspenso na propria Solugdo B em um volume final de 1000 uL devendo conter

de 1 a2 mg.prot.mL"™".
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A)  100gde alga (P.F.) B)

Il l‘ Pré trituracéo

Ultracentrifugacéao:
120000 g 4°C 80

Pellet:

Trituracdo: Fragao microssomal

Tissue terror™
30000 rpm 4°C 10
em solucao A

Dispensado

Extracao:
Agitacdo lenta 4°C 15
(Solucdo A)

Ressuspensao:
. 2o: N i
Centrifugacao 1 mL (solugéo B) 1-2 mg prot./mL
10000 rpm 4°C 20' [ —

4°C

- ‘ Amberlite

[\ /| xap4 10% (wiw)
Agitacdo lenta 4 °C 20'

Filtracao:
= Nylon net 50 um

Ajuste para pH 7.0 4°C

m—> Ultracentrifugacao

Figura 21 — Esquema ilustrativo do protocolo de obtengdo da fragdo microssomal em K.

alvarezii. A) Primeira etapa - extragédo e B) Segunda etapa — Fragdo microssomal.

3.6.2 Caracterizacdo e quantificagdo de CYP450%°

A determinacédo do espectro CYP450 em K. alvarezii foi conduzida em um
espectrofotobmetro utilizando-se cubetas de 500 puL de volume (em triplicatas).
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Tanto na cubeta referéncia como na cubeta amostra, foi adicionada 250 uL da
suspensao microssomal e em seguida 100 yL de uma solugdo 500 mM de
Na»S,0,4. A medida do espectro de CYPP450 foi feita apds a saturagdo, somente
da amostra, com monéxido de carbono que foi borbulhado cuidadosamente sob a
capela ligada e fechada durante 2 min. O espectro de CYP450 foi medido em uma
varredura de 400 a 500 nm a 20 °C (e4s0= 91000 M'.cm™). O calculo da
concentracdo de CYP450 foi feito dividindo-se o valor da absorbancia pelo
coeficiente de extingdo molar e, o resultado, dividido pela concentracdo de proteina

encontrada na fragdo microssomal.
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4.1 Culturas

Inicialmente as culturas da diatomacea M. polymorphus apresentaram
problemas no desenvolvimento formando, ao longo do periodo de crescimento,
pequenos grumos que se depositavam no fundo do frasco de cultura. Além disso,
nessas condicdes, Y foi reduzida & metade e as culturas entravam em declinio em
poucos dias. Apds a preparacao de novos meios de cultura f/2 e da chegada de um
novo lote de amostras de agua do mar, as culturas foram re-iniciadas. Assim,
observado esses critérios, os indculos tiveram um bom desenvolvimento, com
células apresentando a morfologia penatulada caracteristica com um eixo apical
cerca de trés vezes maior que o eixo transapical (aprox. 15 X 5 ym). Apresentando
assim, g4 médio de 0,45 células.dia™, durante a fase exponencial (entre o 1°. E 5°.
dias), em agua do mar esterilizada com salinidade 32%. e enriquecida com meio f/2
em pH 7,8.3%

As amostras da alga vermelha K. alvarezii foram mantidas durante oito
semanas em condi¢gdes controladas no laboratério. Na primeira semana, quando
trazidas do cultivo nas dependéncias do Nucleo de Pesquisa do Instituto de Pesca
do Litoral Norte em Ubatuba, SP as algas apresentaram um embranquecimento
dos talos. No entanto, apds o acréscimo de meio von Stoch a 50% na agua do mar,
as amostras mantiveram-se em bom estado durante o periodo de adaptagao até o
momento dos ensaios.

Tendo em vista o histérico e a tradicao do laboratério do Dr. Pio Colepicolo
na pesquisa com micro € macro algas associado a exceléncia em equipamentos e
apoio técnico, o dominio dos detalhes do cultivo e manutencdo das culturas da
microalga M. polymorphus e K. alvarezii foi gradativo, transcorrendo sem maiores

problemas.
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4.2 curva de crescimento

4.2.1 Estudo da fluorescéncia in vivo

O acompanhamento do aumento da populacdo de células a partir de
in6culos de M. polymorphus foi feito segundo o monitoramento in vivo da
fluorescéncia da clorofila.**? Os resultados do espectro de excitagdo em 1 mL de
cultura de algas mostraram uma banda caracteristica da clorofila em 440 nm (Fig.
22A), cujo espectro de emissao em 680 nm é bem evidenciado, podendo portanto,
ser monitorado (Fig. 22B). Além disso, nao foi registrada nenhuma interferéncia do
meio de cultura e dos agentes OxF e BaP nos respectivos Asx € Aem da clorofila.

(vide tabela 0,1 e 0,2 respectivamente)
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Fig.22 — A) Em azul, o espectro de excitacdo (A.m= 680 nm) e B) Em verde, o espectro de

emissao (Aex= 440 nm) in vivo da clorofila, em uma cultura de M. polymorphus. (Ir.) Intensidade de
fluorescéncia; (L) Scan de excitagédo (A) e de emisséo (B). Em vermelho e preto, sobreposi¢cao dos

espectros de excitagdo (A) e emissao (B) para solugdes, em meio de cultura, de OxF e BaP (1,0

ug.L™") respectivamente.

4.2.2 Monitoramento do crescimento das culturas
Culturas em triplicatas de M. polymorphus, inoculadas com uma
concentracdo de 1X10° células.mL™ foram monitoradas através da fluorescéncia da

clorofila (680 nm) durante 30 dias (Tab. 3a). A variagdo de pH no meio de cultura
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também foi acompanhado durante o desenvolvimento. Ao término desse

experimento, construiu-se o perfil

da curva de crescimento (Fig. 23).

Paralelamente, nas mesmas condicoes de desenvolvimento e, sob o mesmo

periodo de tempo, foram coletados os dados do crescimento por contagem ao

microscopio (Tab. 3b).

Tabela 3a - Resultados obtidos a partir da
integracdo dos espectros de fluorescéncia in
vivo de culturas de M. polymorphus (n= 3)

durante 30 dias.

Tabela 3b - Resultados obtidos a partir da
contagem de células de culturas de M.
polymorphus (n= 3) ao microscopio de luz

durante 30 dias.

Tempo (d) | A1 (U.A) A2 (UA) A3 (UA) pH Tempo (d) | N° células | N°.células | N°. células
—

0 5,29333E4 5,61148E4 5,67458E4 7,8£0,03 0 122000 94300 96300
1 1,50718E5 1,66945E5 1,57867E5 7,9 £0,02 1

2 5,41667E5 5,97307E5 5,22301E5 8,0 £0,05 2

3 1,73307E6 1,74746E6 1,86873E6 8,2+0,03 3 2,48E6 2,03E6 2,4E6
4 3,33445E6 3,47595E6 3,17851E6 8,5%0,1 4

5 4,17714E6 4,27481E6 3,95296E6 8,8+0,2 5

6 5,66E6 5,49775E6 5,91223E6 6

7 6,15111E6 6,61172E6 6,32251E6 7 9,66E6 8,72E6 9,46E6
8 5,014E6 5,25726E6 5,55957E6 8

9 5,18667E6 5,78147E6 5,78147E6 9

10 8,8 £0,6 10 8,78E6 8,48E6 7,22E6
11 1

12 5,58722E6 5,49775E6 5,84648E6 12

13 4,2177E6 4,04236E6 4,22727E6 13

14 5,77833E6 6,11393E6 6,04594E6 14 1,16E7 6,51E6 1,21E7
15 9,1%0,4 15

16 16

17 17 9,76E6 8,54E6 9,08E6
18 18

19 19

20 3,58389E6 3,51504E6 3,71717E6 8,9+%0,6 20

21 21 1,19E7 1,39E7 9,6E6
22 22

23 23

24 24 9,12E6 1,03E7 1,08E7
25 9,2%0,7 25

26 26

27 3,65667E6 3,909E6 4,04236E6 27

28 28

29 29

30 9,5%0,5 30

Nota: A1 a A3 — Integral dos picos de fluorescéncia (Aem=680 nm)

4.2.3 Ajuste dos pontos a uma equagao de desenvolvimento exponencial

Os pontos obtidos por fluorescéncia e por contagem foram ajustados através

uma equacgao de crescimento exponencial (Fun¢do de Boltzmann) (Eq. 2), fazendo
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com que os resultados, para ambas as metodologias, apontem para um periodo de

desenvolvimento exponencial entre 0 a 5 dias.

Equacao 2 — Equacéo de Crescimento Exponencial

A - A
v =—1 e: +A2
(x—xg)/dx
1+ e
10’ 5
:gg-m-ﬁ x =
=
2 = }:
3 R =
£
c
S 10° 10
,_I? ]
£ g R’= 0,99542
3
- 3
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Fig.23 — Curva de crescimento da cultura de M. polymorphus (n= 3, com 3 repeti¢des por réplica)
com base na area integrada de fluorescéncia (Log Afr.) (Aem= 680 nm) da clorofila. A cultura foi
monitorada durante 30 dias e iniciada com 1X10° células.mL™. No detalhe, uma comparagao com
uma curva de crescimento sob as mesmas condigdes com base em contagem no microscopio
Optico. Em vermelho, em ambas as curvas, um ajuste dos pontos com uma equacao de crescimento
exponencial (Eq. 2) com Xym € Xoeony= 3,5 dias. Xo= Tempo necessario para aumentar em 50% a
populagdo de algas como base nos ensaios por fluorescéncia in vivo (Xo)) € por contagem celular
ao microscopio (Xoeont)- A1 € A= valores maximos e minimos respectivamente e d,= inclinagdo da

curva.

4.3 Determinacgao do IC5

4.3.1 Coleta e tratamento dos dados
As culturas de células de M. polymorphus cultivadas em erlenmeyer de 100
mL foram submetidas distintamente aos ensaios de toxicidade para OxF e para

BaP. Os dados apontam a ICso com base na %inib.y (Tab.4a e b respectivamente).
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Tabela 4a - Resultados obtidos a partir da integracdo dos espectros de
fluorescéncia in vivo de culturas de M. polymorphus (n= 3, com 3 repeticbes por

réplica) expostas ao OxF durante 48h.

Oxifluorfeno Flgasal FLsg v} MNor Inib.p %lnib.p
(ugL™) (U.A) (U.A) (células.dia™) | (WHmax) (1-Mnor) +D.P.

Controle (0) 60458,00 133000,00 0,394200 1,00000 0 0
0,05 59786,00 124159,73 0,365399 0,92694 0,07494 7,541
0,1 61354,00 115445,05 0,316067 0,80179 0,19983 20+3
0,15 58146,00 106217,63 0,301267 0,76425 0,2373 2417
0,2 59315,00 92438,36 0,221840 0,56276 0,43838 44+5
0,25 60347,00 87338,53 0,184840 0,46890 0,53205 5315
0,3 61012,00 76465,88 0,112887 0,28637 0,71421 7112
0,5 58934,00 60825,57 0,015796 0,04007 0,96001 96+4
1,0 59765,00 60011,02 0,002054 0,00521 0,9948 99+7

Legenda: (FLgasa) — Area dos espectros de fluorescéncia de culturas iniciadas com 1X10° células.mL™ no dia zero; (FL4s) — Area do espectro
de fluorescéncia ap6s 48h de exposigdo; (u) — Taxa de crescimento celular didrio apds 48h; (unor) — Todos os valores de p foram
normalizados pelo p da cultura controle, ou seja, pelo Umax; (%Inib.p) — Inibigdo de p em relagéo as concentragdes crescentes do OxF.

Tabela 4b - Resultados obtidos a partir da integragao dos espectros de fluorescéncia
in vivo de culturas de M. polymorphus (n= 3, com 3 repeti¢cdes por réplica) expostas
ao BaP durante 48h.

Benzo[a]pireno Flgasal FLsg M MNor Inib.p %lInib.p
(MgL™) (U.A) (U.A) (células.dia™) | (W/Pmax) (1-MNor) +D.P.
Controle (0) 59271,00 153921,99 0,477163 1,00000 0 0
0,01 58635,00 144833,40 0,452126 0,94753 0,05247 512
0,1 61342,00 144031,62 0,426784 0,89442 0,10558 115
0,25 59874,00 136461,84 0,411901 0,86323 0,13677 1412
0,5 63214,00 136049,83 0,383248 0,80318 0,19682 20+1
1,0 59135,00 99427,10 0,259801 0,54447 0,45553 4612
2,5 58364,00 72631,05 0,109347 0,22916 0,77084 7713
5,0 60248,00 78442,00 0,131945 0,27652 0,72348 7215
10,0 59897,00 70000,08 0,077935 0,16333 0,83667 8411

Legenda: (FLgasa)) — Area dos espectros de fluorescéncia de culturas iniciadas com 1X1 0° células.mL™ no dia zero; (FL4g) — Area do espectro
de fluorescéncia ap6s 48h de exposigdo; (u) — Taxa de crescimento celular didrio apds 48h; (unor) — Todos os valores de p foram
normalizados pelo p da cultura controle, ou seja, pelo Pmax; (%Inib.u) — Inibicdo de p em relagéo as concentragdes crescentes do BaP.
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4.3.2 Ajuste dos pontos a uma equagao dose-resposta

Os pontos obtidos ao longo do periodo de exposi¢cdo, para ambos o0s
tratamentos, foram ajustados com uma equacgéo dose-resposta (Funcgéo Logistica).
(Eq. 3) Assim, foram obtidos como resultados, a concentragao de 0,24 pg.L'1, para
o herbicida oxifluorfeno (ICso = 0,24 pg.L™) (Fig. 24A) e 0,99 pg.L™" para o HPA
Benzo[a]pireno (ICso = 0,99 pg.L™") (Fig. 24B), suficientes para inibir 50% de p.
Testes paralelos através do protocolo de contagem celular em culturas submetidas
ao ICsp tanto de OxF com de BaP, mostraram valores de inibicdo de y proximos a
50%. Além disso, ndo houve nenhuma diferenga estatistica nas taxas de
desenvolvimento das culturas controles com 0% e 0,01% de metanol

respectivamente.

Equacgao 3 — Equacgao dose - resposta

Ay- A,
y=—»>—2 44,
1+(x/xp)
100 4 A) PY 100+ B)
+
80+ 80
60
60 2
e
£
S 404
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R"=0,99032 o R"=0,98053
0 L T T T LA L L L | T T T L L | T T L AL AL |
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. -1
Oxifluorfeno (ug.L") Benzo[a]pireno (ug.L")

Figura 24 — Curva dose-resposta (n= 3, com 3 repeti¢gdes por réplica) para os ensaios de toxicidade
com OxF (ICsq = 0,24 |Jg.L'1) e BaP (ICs, = 0,99 pg.L'1) em 48h de exposi¢do. Em vermelho, em
ambas as curvas, um ajuste dos pontos com uma equagdo dose-resposta (Eq. 3) com Xooxifuorfeno) =
0,24 pg.L'1 e Xo(enzofajpireno)= 0,99 pg.L'1 e R>= 0,99 e 0,98 para ambos os tratamentos
respectivamente. X,= Concentragdo necessaria para inibir em 50% de p. A; e A= valores maximos

€ minimos respectivamente e P= inclinagdo da curva.
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4.4 Enzimas antioxidantes

Culturas de M. polymorphus em triplicatas foram expostas separadamente

durante a fase exponencial, a uma concentracao (ICsp) de OxF e BaP durante 48h

e, logo depois, submetidas as analises de atividade das enzimas antioxidantes.

Nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa nas atividades das amostras

controles com e sem metanol. Assim, foram chamadas apenas de controle.

4.4.1 Catalase

Valores da atividade CAT nos extratos de culturas de algas sob o tratamento

com OxF, ao serem comparados com valores dos extratos da cultura controle,

mostram um aumento de 80% na atividade de CAT (6,5 + 0,7 e 3,9 + 0,5 U.mg prot’

1

, respectivamente) (Fig. 25A). Os extratos de culturas expostas ao BaP mostram

um aumento de cerca de 10 vezes na atividade de CAT quando comparadas ao

grupo controle (35,7 + 1,3 e 4,0 + 0,9 U.mg prot ™, respectivamente) (Fig. 25B).

Controle

Oxifluorfeno

50

T
Controle

1
Benzo[a]pireno

Figura 25 — A atividade de CAT (U.mg prot") em extratos de cultura de microalga M. polymorphus
com 48h de exposi¢do ao OxF (ICso 0,24 ug.mL'1) (A) e ao BaP (ICsq 0,99 pg.mL‘1) (B). Para todos

os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeticbes por réplica). (*) Indica diferenga significativa

(P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento.
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4.4.2 Glutationa peroxidase

O grupo tratado com o OxF (0,06 + 0,02 U.mg prot”') comparado ao grupo
controle (0,06 + 0,02 U.mg prot™), ndo teve variagdo estatisticamente significativa
na atividade de GPx. O mesmo ocorrendo com os extratos de cultura expostas ao
BaP quando comparadas aos extratos de controle (0,08 + 0,03 e 0,07 + 0,02 U.mg

prot”’ respectivamente) (Fig. 26 A e B).
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Figura 26 — A atividade de GPx (U.mg prot'1) em extratos de cultura de microalga M. polymorphus
com 48h de exposi¢do ao OxF (ICso 0,24 pg.mL'1) (A) e ao BaP (ICsq 0,99 pg.mL'1) (B). Para todos
os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeti¢cdes por réplica).

4.4.3 Glutationa redutase

Os extratos de culturas tratadas com o OxF apresentaram uma atividade
para GR 50% menor do que os valores encontrados nos extratos grupo controle
(0,42 + 0,02 e 0,78 + 0,07 U.mg prot’, respectivamente). Contrariamente, os
extratos de culturas de algas expostas ao BaP, ao serem comparados com o grupo
controle, ndo apresentaram variagdo, nos niveis de atividade enzimatica de GR,
estatisticamente significativa (0,89 + 0,08 e 0,84 + 0,05 Umg prot’,

respectivamente) (Fig. 27 A e B).
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Figura 27 — A atividade de GR (U.mg prot"') em extratos de cultura de microalga M. polymorphus
com 48h de exposicio ao OxF (ICsy 0,24 ug mL™) (A) e ao BaP (ICs 0,99 ug.mL™) (B). Para todos
os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeticbes por réplica). (*) Indica diferenga significativa
(P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento.
4.4.4 Ascorbato peroxidase
Os ensaios para APx em extratos de algas sob tratamento com OxF,
apresentaram ténues mudangas, aproximadamente 20% (Fig. 28A), porém,
estatisticamente significativas ao serem comparadas com o grupo controle (1,01 +
0,06 e 0,82 + 0,05 U.mg prot‘1 respectivamente). Contrariamente, nos extratos das
culturas submetidas aos ensaios com BaP, a atividade aumentou cerca de 6 vezes
quando comparadas aos extratos do grupo controle (4,95 + 0,06 e 0,86 + 0,03
U.mg prot” respectivamente) (Fig. 28B).
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Figura 28 — A atividade de APx (U.mg prot”) em extratos de cultura de microalga M. polymorphus
com 48h de exposicdo ao OxF (ICs, 0,24 pg.mL™) (A) e ao BaP (ICs 0,99 ug.mL™) (B). Para todos
os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeticbes por réplica). (*) Indica diferenga significativa
(P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento.
4.4.5 Dehidroascorbato redutase

Os ensaios enzimaticos para as atividades de DHAR em extratos de culturas
expostas ao OxF (Fig. 29A) apresentaram resultados 63% menores do que o0s
valores encontrados nos extratos do grupo controle (0,16 + 0,03 e 0,43 + 0,08 U.mg
prot”, respectivamente). No entanto, os resultados para os extratos de culturas
expostas ao BaP apresentaram valores para a atividade de DHAR estatisticamente

nao significativas (Fig. 29B) quando comparadas com o grupo controle (0,44 + 0,05

e 0,38 + 0,07 U.mg prot™ respectivamente).
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Figura 29 — A atividade de DHAR (U.mg prot™) em extratos de cultura de microalga M. polymorphus
com 48h de exposicdo ao OxF (ICs, 0,24 pg.mL™) (A) e ao BaP (ICs 0,99 ug.mL™) (B). Para todos
os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeticbes por réplica). (*) Indica diferenga significativa
(P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento.
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4.4.6 Superoxido dismutase

As culturas de M. polymorphus tratadas com o OxF apresentaram valores de
atividade de SOD cerca de 5 vezes maiores (153 + 7 U SOD.mg prot”) quando
comparada ao grupo controle (32 + 6 U SOD.mg prot™). (Fig.30A) Seguindo a
mesma tendéncia, os valores encontrados para culturas de M. polymorphus
expostas ao BaP apresentaram valores de atividade de SOD aproximadamente 3
vezes maiores (105 + 6 U SOD.mg prot™) quando comparadas as culturas controle

(35 + 5 U SOD.mg prot™) (Fig. 30B).
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Figura 30 — A atividade de SOD (U SOD.mg prot') em extratos de cultura de microalga M.
polymorphus com 48h de exposicdo ao OXF (ICs 0,24 pg.mL™) (A) e ao BaP (ICs 0,99 ug.mL™) (B).
Para todos os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeticbes por réplica). (*) Indica diferenca

significativa (P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento.

4.4.7 Resumo geral

A seguir, de forma sintética, sdo mostrados todos os resultados encontrados
para as atividades das defesas antioxidantes enzimaticas determinados em
extratos de culturas de M. polymorphus expostas (ICsp) ao OxF e ao BaP durante

um periodo de 48h (Tab. 5).
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Tabela 5 — Resumo dos valores de atividade enzimatica encontrados para as defesas

antioxidantes em extratos de M. polymorphus expostas (48h) ao OxF e BaP (ICsp).

C?g)t(l:)le Oxifluorfeno C?g;':)le Benzo[a]pireno

CAT 3,9+0,5 %65+ 0.7 40209 | 357413
GPx 0,06 % 0,02 0,06£0,02 |0,07£0,02| 0,08%0,03
GR 0,78£0,07 | (™g42+002 |084%0,05| ®pggxo008

APX 0,82£0,05 | ™q01+006 |0,86%0,03| 95+ 0,06
DHAR 0,43£0,08 | ™p16+003 |038%0,07| 0442%0,05
SoD 3216 *)153 + 7 35+5 *#105 + 6

(*) Indica diferenga significativa (P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento. (#) Indica
diferenca significativa (P<0,05) entre amostras sob tratamentos diferentes.

4.5 Enzimas Biotransformacao (Fase - ll)
4.5.1 Glutationa s-transferase

Culturas de M. polymorphus em triplicatas foram expostas separadamente
durante a fase exponencial, a uma concentragdo (ICso) de 0,24 e 0,99 pg.L™" de
OxF e BaP respectivamente durante 48h e, logo apds, submetidas a analise da
atividade de GST. As atividades de GST para os extratos das culturas tratadas com
OxF (176 + 28 U.mg prot") e para os extratos das culturas tratadas com BaP (402
+ 67 U.mg prot™) tiveram um aumento de cerca de 2,5 e 5,5 vezes respectivamente
quando comparadas com os extratos obtidos das culturas controles (73 + 18 e 71 +

24 U.mg prot™” respectivamente) (Fig. 31A e B).
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Figura 31 — A atividade de GST (U.mg prot”) em extratos de cultura de microalga M. polymorphus
com 48h de exposicdo ao OxF (ICs, 0,24 pg.mL™) (A) e ao BaP (ICs 0,99 ug.mL™) (B). Para todos
os tratamentos e controles n=3 (com 3 repeticbes por réplica). (*) Indica diferenga significativa
(P<0,05) entre o controle e amostra para um mesmo tratamento.

4.6 Niveis de MDA - (TBA);

A seguir, os valores referentes a avaliagdo dos indices de lipoperoxidacao,
traduzidos na forma dos niveis do aduto MDA — (TBA),, encontrados em extratos
de cultura de células de M. polymorphus sob 48h de exposi¢cdo ao OxF (ICso= 0,24
ug.L™") e ao BaP (ICsp= 0,99 pg.L"). Os resultados encontrados para os controles
com e sem metanol ndo apresentaram diferenga estatistica significante. Foram,
portanto, denominados apenas de controles (C1 — controle dos ensaios com OxF e

C, controles dos ensaios com BaP).

4.6.1 Curva de calibracao

Os resultados em triplicatas, obtidos da curva de calibragdo, mostraram boa
correlagcado (R= 0,9991) entre as concentragbes dos padrdes do aduto MDA-TBA;
no intervalo entre 0,15 a 3,0 uM e a integral da intensidade de fluorescéncia (Aem=

553 nm) correspondente, obtida em HPLC (Fig. 32).
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Figura 32 — Cromatogramas sobrepostos (vol. inj. 10 yL, fluxo 1,0 mL.min™", tempo de reten. 4,6
min) dos padrées de MDA — (TBA), obtidos com deteccao de fluorescéncia (Aex= 515 € Aem= 553
nm) em diferentes concentragdes (0,15; 0,3; 0,6; 1,5; 3,0 uM). No detalhe, a correlagao linear (R=

0,9991) entre as concentra¢des da curva e a integral da fluorescéncia (Ag.).

4.6.2 Resultados obtidos nas amostras

Os resultados para MDA - (TBA), obtidos de extratos de algas M.
polymorphus com protocolos de extragdo em metanol, forneceram cromatogramas
com boa definicdo (Fig. 33). Valores relacionados aos niveis de MDA — (TBA),
encontrados nas culturas submetidas ao ensaio com o OxF, apresentaram,
incidéncia do aduto cerca de 9 vezes mais do que nas culturas controle (C1) (689 +
77 e 73 £ 9 nM respectivamente). Por sua vez, os ensaios com o BaP resultaram

em valores de MDA — (TBA), cerca de 5 vezes mais elevados nos grupos tratados
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quando comparados as amostras do grupo controle (C;) (347 + 65 e 68 = 11 nM

respectivamente) (Fig. 33 detalhe).
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Figura. 33 — Em preto, um cromatograma de uma amostra de extrato de M. polymorphus e, em
vermelho, a mesma amostra spiked com padrdo de MDA-TBA, (200 nM). No detalhe, um grafico
Box plot dos niveis de MDA — (TBA), (nM) determinados em extratos de cultura de microalga com
48h de exposicdo ao OxF (ICso 0,24 pg.mL™") ao BaP (ICsy 0,99 ug.mL™"). Todos os tratamentos e
controles n=3 com 3 repetigbes por réplica. (*) Indica diferenga significativa (P<0,05) entre o controle
e amostra para um mesmo tratamento. (#)Indica diferenca significativa (P<0,05) entre amostras sob

tratamentos diferentes.

4.7 Niveis de GSH e GSSG

A seguir, os resultados referentes a avaliagdo dos niveis de GSH e GSSG
nas de células de M. polymorphus em cultura e sob 48h de exposigdo ao OxF
(ICs0= 0,24 ug.L™") e ao BaP (ICso= 0,99 ug.L™"). Os resultados encontrados para os
controles com e sem metanol também nao apresentaram diferengcas e foram
denominados apenas de controles (C4 — controle dos ensaios com OxF e C;

controles dos ensaios com BaP).
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4.7.1 Voltamograma hidrodindmico

Antes da avaliacao, por deteccao eletroquimica, dos niveis de GSH e GSSG
em M. polymorphus expostas aos tratamentos, foi necessario fazer um estudo do
potencial de oxidagcao dessas espécies. A elaboracdo de uma curva corrente-
voltagem (voltamograma hidrodinamico - HV) para as espécies GSH e GSSG foi
importante, na medida em que nos forneceu informacdes a cerca do potencial de
oxidacao ideal para as duas moléculas, a saber, 550 mV para GSH e 850 mV para
GSSG (Fig. 34). Ap6s injecbes em HPLC de 10 uL (em triplicatas) de
concentragdes fixas de 10 pM para os padroes GSH e GSSG e com ajustes
sucessivos e crescentes dos potenciais de oxidagdo a cada injegao, obtivemos os
pontos necessarios para construgdo do HV. Os pontos obtidos foram ajustados

com uma equagao sigmoidal (Eq. 4) (Fungao de Boltzmann).

Equacao 4 — Equacgao sigmoidal para corrente — voltagem (HV)
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Figura. 34 — Cromatogramas sobrepostos (vol. inj. 10 pL, fluxo 0,5 mL.min™") dos padrées de 10 pM
de GSH (A) e GSSG (B) (tempo de reten. 7,2 e 11,8 min respectivamente). Obtido por detecgao
eletroquimica em um detector cuolométrico Flow-through segundo aumentos sucessivos dos
potenciais de oxidagao. No detalhe, construgdo da curva Corrente (A) - Voltagem (mV) para GSH e
GSSG. Os dados foram ajustados a uma equacgao sigmoidal (Eq.4) gerando os pontos nos quais o
potencial de oxidagao fornece o maximo de corrente (i): E4= 495 a 600 mV para GSH geram 80% da
corrente maxima e E,= 850 a 900 mV para GSSG geram 70% da corrente maxima. (A;) Integral da

corrente.

4.7.2 Curva de calibragao

Os resultados em triplicatas, obtidos na curva de calibragcao, indicaram boa
correlagcao (R= 0,9955 e 0,9969 respectivamente) para GSH e GSSG entre os
intervalos de 1,0 a 100,0 uM e a integral da intensidade da corrente

correspondente, obtida em HPLC (Fig. 35).
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Figura 35 — Cromatogramas sobrepostos (vol. inj. 10 uL, fluxo 1,0 mL.min'1) de padrodes
GSH e GSSG (tempo de reten. de 4,6 e 6,1 min respectivamente) obtido por detecgéo eletroquimica
em um detector coulométrico Flow-through com 550 mV para GSH e 850 mV para GSSG a partir
das concentragdes (em ftriplicatas) (1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 yM). No detalhe, a

correlagdo entre a concentragao das espécies e as respectivas integrais das correntes geradas (A).

4.7.3 Determinagao do indice redox IR (%) nas amostras

A estequiometria de formacao de GSSG a partir de GSH é 2:1 e, portanto a
glutationa total na célula (GSHiuta)) pode ser considerada como [GSH] + 2.[GSSG].
Essa relacao forneceu o indice redox (IR), ou seja, a %GSH na forma do persulfeto
GSSG frente ao total de glutationa. Correlacionaram-se entdo, os efeitos dos
tratamentos com o indice redox (IR). As variagdes de IR frente aos ensaios
toxicologicos foram avaliadas pela relagao IR= 100 X (2GSSG/GSHyotal).

Os resultados para GSH e GSSG (Fig. 36) obtidos em extratos de algas M.

polymorphus, apresentaram cromatogramas com definigao satisfatoria. Apesar das

Torres, M. A

4. Resultados

116



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno™

amostras expostas ao OxF terem apresentado um IR préximo a 60% (0,9 + 0,2 yM
de GSSG e 3,2 + 0,3 uM de GSHiyota) € 0 grupo exposto ao BaP ter apresentado um
IR de 80% (0,9 + 0,1 uM de GSSG e 2,4 + 0,4 uM e GSHyota), ambos os controles
apresentaram um IR relativamente alto, em torno de 35% (com 1 + 0,1 uyM para

GSSG e 5+ 0,5 uM para GSHcta)).
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Figura. 36 — Em preto, um cromatograma de uma amostra de extrato de M. polymorphus e, em
laranja, a mesma amostra spiked com padrdo de GSH e GSSG (15 pM). No detalhe, um grafico Box
plot do IR (%) determinado em extratos de cultura de microalga com 48h de exposigédo ao OxF (ICs
0,24 pg.mL'1) ao BaP (ICs, 0,99 pg.mL'1). Todos os tratamentos e controles (C; e C;) n=3 com 3
repetigdes por réplica. (*) Indica diferenga significativa (P<0,05) entre o controle e amostra para um
mesmo tratamento. () Indica diferenca significativa (P<0,05) entre amostras sob tratamentos

diferentes.

4.7.4 Resumo geral
A seguir, no grafico de barras abaixo, os resultados dos niveis de GSH e

GSSG frente aos dois tratamentos. Os extratos das culturas de M. polymorphus
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submetidas aos ensaios com OxF tiveram os niveis de GSHita diminuidos em 38%
ao serem comparados aos grupos controle (3,2 + 05 e 52 + 0,6 uM
respectivamente). Nos grupos tratados com BaP a reducao foi de 53%, frente aos
controles (2,5 + 1 e 5,4 + 0,8 uM respectivamente). Os niveis de GSH em culturas
sob tratamento com OxF decresceram cerca de 61,5% quando confrontada com o
grupo controle (1,28 + 0,3 e 3,3 =+ 0,5 pM respectivamente). Nos grupos sob
tratamento com BaP a redugéo nos niveis de GSH chegou a 86% comparados aos
controles (0,5 + 0,2 e 3,6 = 0,7 pyM respectivamente). Ainda que elevados, os
valores de GSSG n&o variaram, tanto nos grupos controles como nos grupos
tratados (1 + 0,2 pM). Finalmente, a redugcdo dos niveis de GSH nos grupos
tratados com BaP foi 25% maior que a redu¢cdo de GSH nos grupos tratados com

OxF (0,51 £ 0,2 (86%) e 1,28 + 0,3 (61%) uM respectivamente) (Fig. 37).
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Figura. 37 — Grafico de barras dos niveis de GSH e GSSG em extratos de cultura de microalga M.
polymorphus em 48h de ensaio. Em vermelho, as amostras em exposi¢cdo ao OxF e, em azul, em
exposicdo ao BaP. (*) Indica diferenca significativa (P<0,05) entre o controle e amostra para um
mesmo tratamento. (#) Indica diferenga significativa (P<0,05) entre amostras sob tratamentos

diferentes.
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4.8 Niveis de Asc’

4.8.1 Voltamograma hidrodindmico

Apos injecdes em HPLC de 10 uL (em triplicatas) de concentracgdes fixas de
100 pM para o padrdo de Asc’ e com ajustes sucessivos e crescentes dos
potenciais de oxidagdo a cada inje¢cao, obtivemos os pontos necessarios para
construgcao do HV (Fig. 38). Os pontos obtidos foram ajustados com uma equacao

sigmoidal (Eq. 5) (Fungao de Boltzmann).

Equacao 05 — Equacéo sigmoidal para corrente — voltagem (HV)

A -A
vV = % AZ
1+ e b . u)-(lx
100
Voltagem (mV)
200 100 0 -100 -200 =
b 10° T . T . : . : . . 0 E_=200 mV
E_=150 mV
80 1 E_=100 mV
1 ] E_=50 mV
- . ¥ E =0mV
i ~10°] 1 s E_=-50 mV
(] 60 - ;' B E =-100 mV
e ~ -0.5 g ox
c < 5
o i {1 £ E_=-200 mV
h 1 Q ox
S a0 v - 18
X
20
0 -sz

I I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Tempo (min)

Figura. 38 — Cromatogramas sobrepostos (vol. inj. 10 L, fluxo 0,5 mL.min") dos padrées de 100
MM de Asc (tempo de reten. 2,7 min). Obtido por deteccdo eletroquimica em um detector
coulométrico Flow-through segundo aumentos sucessivos dos potenciais de oxidagdo. No detalhe,
construgéo da curva Corrente (A;) - Voltagem (mV) para Asc. Os dados foram ajustados a uma
equacao sigmoidal (Eq.5) gerando os pontos nos quais o potencial de oxidagao fornece o maximo
de corrente (i): E1= 100 a 200 mV para Asc geram 90% da corrente maxima. (A;) Integral da
corrente.
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4.8.2 Curva de calibracao
Os resultados em triplicatas, obtidos na curva de calibracao, indicaram boa
correlagao (R= 0.9981) para Asc entre os intervalos de 5,0 a 100,0 uM e a integral

da intensidade da corrente correspondente, obtida em HPLC (Fig. 39).
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Figura 39 — Cromatogramas sobrepostos (vol. inj. 10 pL, fluxo 0,5 mL.min"") de padrdes
Asc’ (tempo de reten. 2,7 min) obtido por detecgéo eletroquimica em um detector coulométrico Flow-
through com 100 mV a partir das concentragbes (em triplicatas) (5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 100,0
puM). No detalhe, a correlagéo entre a concentracao de Asc e as respectivas integrais das correntes

geradas (A)).

4.8.3 Resultados obtidos nas amostras
Os resultados para Asc e AsCiota Obtidos de extratos de algas M.
polymorphus com protocolos de extragcdo MPA 10%, forneceram cromatogramas

com boa definicdo (Fig. 40). Valores relacionados aos niveis de ASCiotal,
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encontrados nas culturas submetidas ao ensaio com o OxF e BaP, ndo tiveram
diferencas estatisticamente significativas entre si (46 + 2 e 47 + 2 nM
respectivamente) e entre seus respectivos controles (48 + 3 e 48 + 7 nM
respectivamente). Por sua vez, os niveis de Asc’ nas amostras submetidas ao OxF
tiveram um decréscimo de 45% quando comparados as amostras do grupo controle
(27 + 4 e 48 + 3 nM respectivamente). Entretanto, nas amostras submetidas ao

BaP, os niveis de Asc decresceram pouco mais de 15% quando comparadas aos

seus controles (46 + 9 e 38 + 3 nM respectivamente).
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Figura. 40 — Em verde, um cromatograma de uma amostra de extrato de M. polymorphus. A mesma
amostra, em preto tracejado, spiked com padrao de Asc (40 pM) e, em vermelho, apds o
procedimento de redugédo de DHAsc, com DTT, formando AscC.. NO detalhe, um grafico de barras
dos niveis de Asc e AsCyy determinados em extratos de cultura de microalga com 48h de
exposigcado ao OxF (ICsq 0,24 pg.mL'1) ao BaP (ICs, 0,99 pg.mL'1). Todos os tratamentos e controles
n=3 com 3 repeticdes por réplica. (*) Indica diferenga significativa (P<0,05) entre o controle e
amostra para um mesmo tratamento.
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4.9 Niveis de liberagcao in vivo de H,0,

Os resultados dos experimentos envolvendo M. polymorphus e a liberagao
de H,0O, frente a diferentes concentragbes tanto de OxF como BaP em tempos
previamente estabelecidos, apontam efeitos diferentes, de ambas as drogas, nos
metabolismos das diatomaceas (Fig. 41A e B). Os ensaios com luminol revelaram
uma liberacdo de H,O, cerca de 20 vezes maior nas células submetidas ao OxF
frente aos grupos tratados com BaP (88 + 1 e 4,3 £ 0,2 nM respectivamente),
quando expostos a uma concentragao préoxima aos valores de ICsy para ambos.
Além disso, o grupo tratado com o OxF apresentou uma intensa liberagdo de H,O,
por volta de 1 hora apds o ensaio (Fig. 41A). No entanto, o grupo exposto ao BaP
apresentou uma liberagao tardia de H,O,, aproximadamente 1h e 45 min apds o

ensaio e quando expostos a concentragao proxima a letalidade (Fig. 41B).
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Figura. 41 — Perfil cinético de liberagdo de H,O, em culturas de M. polymorphus com 48 h de
crescimento. (A) Culturas expostas a concentragdes de OxF (0; 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5 ugL™) (n= 3 por
concentragdo) com liberagdo maxima de H,O, (88 + 1 nM) apés uma hora de contato com o
herbicida. (B) Culturas expostas a concentragdes de BaP (0; 0,5; 1,0; 2,5 e 5 ugL‘1) (n= 3 por
concentragdo) com liberagao tardia de H,O, (4,3 + 0,2 nM) apdés 1 h e 45 min de contato com o

benzo[a]pireno. No detalhe em B, uma curva de calibragdo de H,0,.
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4.10 Experimentos com K. alvarezii

Dada a necessidade do experimento, com vistas a padronizagao das
técnicas para caracterizar a presenca do sistema CYP450, obtivemos exemplares
da alga vermelha K. alvarezii em nosso laboratério. Historicamente, esses
exemplares, provenientes de cultivo em mar aberto na regidao de Ubatuba/SP,
foram passiva e cronicamente expostos a hidrocarbonetos aromaticos langados por
embarcacgdes ou pelas marinas nos arredores. Apesar de passarem oito semanas
sob condigbes controladas de laboratério, os resultados obtidos revelam a

presenca do sistema P450 (Fig. 42) na concentracdo de 6,94 pmol.mg.prot™.
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Figura 42 — Diferenca espectral induzida na fragdo microssomal (1,7 mg de protel'na.mL'1) apos
reducdo com ditionito de sédio seguido de saturagdo com mondxido de carbono em amostras da
macro alga K. alvarezii.

No entanto, fatores como a necessidade de elevada biomassa e presenca
de grupos fendlicos nos extratos, tornam o método convencional, um tanto quanto

inapropriado para ensaios de exposi¢cao sub-crénica (48h) em microalgas.
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5.1 Culturas e curvas de crescimento
5.1.1 Utilizagao de M. polymorphus e meio /2

Um dos fatores mais importantes para um ensaio toxicolégico adequado, é o
bom estado fisiolégico do indicador bioldgico, garantindo a obtencéo das respostas
frente aos agentes xenobiontes.®*® Os protocolos oficiais recomendam a utilizagao
de culturas axénicas, isto €, uma cultura pura e monoespecifica e que o indculo
seja realizado, a partir da cultura-mae na fase exponencial de crescimento.**'
Muito embora, recomende-se o uso de organismos (Chlorophyta) especificos como

S. capricornutum,*'%? Scenedesmus subspicatus e Chlorella vulgaris,®' %%

5 340,341,346

Chlorella pyrenoidosa,®* Chlamydomonas eugametos®*® e C. reinhardtii,

optou-se, pelo uso de diatomaceas (Heterokontophyta), a exemplo dos testes com

7 343,348

Skeletonema costatum>*’ e Thalassiosira pseudonana, utilizando-se a M.
polymorphus por sua caracteristica cosmopolita e habito marinho e, além disso,
por seu ineditismo.>*® Optamos ainda, pela utilizagdo de um meio de cultura
especifico Gillard /2, ao contrario do que as normas internacionais recomendam
para os testes toxicoldgicos padronizados,*** por ser o meio de cultura mais
adequado para o desenvolvimento de diatomaceas (vide item 4.1).3*® No entanto,
considerou-se a importancia da concentragcédo salina 32%o. no meio. Apesar das
variagdes de concentracdes ibnicas terem profunda influéncia na toxicidade por
metais, **" flutuagdes na salinidade do meio de cultura podem causar alteracdes na
toxicidade por poluentes organicos em fungéo do desequilibrio osmético originados

pelos fons cloreto.®?

5.1.2 Curva de crescimento: fluorescéncia da clorofila versus contagem

celular
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A escolha do método para a determinagdao da concentragao das células no
meio de cultura, depende de fatores como a praticidade na execugdo da
metodologia, a disponibilidade de equipamentos e de possiveis interferéncias
causadas pela caracteristica dos agentes xenobidticos envolvidos.*?*%*° Muitos
trabalhos avaliam o progresso do aumento populacional de uma cultura através de
contagem celular ao microscépio Optico. Assim, os experimentos foram iniciados

270 horém, tal pratica mostrou-

com a utilizagao desse protocolo (vide apéndice C),
se extremamente morosa, com alto grau de subjetividade e de enorme demanda de
tempo. Por essas razdes, optamos pelo desenvolvimento e padronizacdo da
técnica de monitoramento do crescimento populacional pela fluorescéncia da

353

clorofila, uma metodologia bastante consolidada e amplamente utilizada em

ensaios toxicolc’>gicos,354’355

sendo recomendada em normas internacionais (vide
item 3.1.2).3%2%%* No entanto, alguns cuidados tiveram de ser tomados para
execucao adequada do protocolo, uma vez que particulas ou turvagdes presentes
na amostra podem atenuar a radiacdo de excitacdo ou emissdo, causando
alteragdes nos resultados.®*® Apos andlise do espectro de excitacdo (Fig. 22A),
optou-se pelo comprimento de onda em 440 nm (Aex= 440 nm) cuja emissao em
680 nm (Aem= 680 nm) teve boa definicdo (Fig. 22B) e pode ser monitorado durante
todo o ensaio de crescimento algal. O monitoramento do aumento da concentragao
das células nas culturas foi feito durante 30 dias com analises diarias®’®*** da
fluorescéncia da clorofila. (Tab. 3a) Sendo posteriormente, confrontado com os
valores obtidos pelo protocolo de contagem ao microscopio (Tab. 3b). Apds ajustar
0s pontos com uma curva exponencial (Eq. 2), os resultados apontaram uma

dindmica de crescimento algal obtida pelos dois métodos muito semelhantes com

um periodo de crescimento exponencial bem definido e, compreendido nos
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primeiros cinco dias (Fig. 23). Apesar da elevada correlagdo entre as duas
metodologias, deve-se ponderar o fato de que ensaios toxicoldgicos envolvem a
leitura e analise de um nimero elevado de amostras.**° O que, na pratica, deve ser
considerado, levando-se em conta, o trabalho e a quantidade de pessoas
envolvidas durante as analises. Além disso, a curva de crescimento por
fluorescéncia da clorofila permitiu um numero maior de pontos amostrais sendo,

portanto, estatisticamente é mais apropriada.

5.2 Teste toxicolégico e concentragao efetiva - ICs

E imprescindivel o controle na concentracdo do poluente através da
definicdo adequada do indicador de toxicidade, bem como, a concentragdo do
in6culo e o estabelecimento do tempo de exposicdo em que as culturas, serao
expostas. Devendo esses parametros proporcionar alteragdes fisioldgicas passiveis
de serem mensuradas sem, no entanto, comprometer a integridade do

organismo.3%3#1

5.2.1 Tempo de exposicao
Culturas submetidas a ensaios toxicolégicos tém suas respostas a tolerancia
ao agente agressor, alteradas em fungédo do tempo destinado ao ensaio.**” Muito

322,324,341,343

embora as normas internacionais recomendem um periodo de

exposicao amplo, dependente do organismo, como na bactéria Vibrio fisheri que

necessita apenas de 15 min sob exposicdo aguda®*®

ou como na planta vascular
Lemna minor que necessita de 7 dias em exposicao crénica.®*® Foi estabelecido o
periodo de 48h para os ensaios de toxicidade com M. polymorphus. Uma vez que,

nesse espaco de tempo as células estio fisiologicamente bem adaptadas e ndo ha
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producao de metabdlitos prejudiciais ao desenvolvimento da alga (vide periodo
exponencial da Fig. 23).°®° Culturas muito antigas e senescentes entram num
periodo estacionario e podem, em fungao do longo tempo de permanéncia, sofrer a
influéncia de metabdlitos toxicos por elas mesmas produzidas ou estar sujeitas a
subprodutos decorrentes da degradacao ou metabolismo de xenobioticos.*®" Além
disso, por estarem em plena fase exponencial com u proximo a 0,45 células.dia™ a
exposicao de xenobidticos em 48h tem carater agudo, por envolver, no caso de M.

polymorphus, um ciclo de uma geracgao.

5.2.2 Concentragao do inéculo

A maioria dos ensaios padronizados sugere 10° a 10° células.mL™ (EPA®?
e ABNT®?® respectivamente). A utilizagdo de concentragdes mais baixas de alga
apresenta vantagens, uma vez que, concentragdes elevadas em ensaios com
tempo de exposi¢cao acima de 72h provocam mudangas fisico-quimicas do meio
(e.g. aumento do pH) o que poderia provocar mudangas no comportamento da

)363

cultura (e.g. diminuicao de y, encistamento, morte prematura, etc. ou mudancas

do préprio agente xenobiético (e.g. protonacdo, degradacéo, precipitagdo, etc.).**
Assim, decidiu-se que os inéculos de M. polymorphus comegariam as culturas na
concentracdo de 1x10° células.mL™. Considerando o fato de que a exposicio
aguda de 48h que é relativamente curta para gerar mudangas drasticas no pH do
meio de cultura /2 (vide Tab. 3a e b) e, da necessidade de aquisigdo biomassa ao

final do experimento, suficiente para os ensaios bioquimicos posteriores. (vide item

3.1.4.1)

5.2.3 Indicador de toxicidade (j)
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Marcadores bioquimicos como indicadores de estresse em testes in vitro,
podem responder de forma diversa e imprecisa quando organismos sao
submetidos a concentracdes de xenobidtico em excesso ou insuficientes.*®® Dessa
forma, o ICsy dos agentes téxicos empregados no ensaio foi definido com base na
%inib.y (vide item 3.1.3 e Fig. 16), conforme indicam varias normas internacionais a
exemplo da ISO 8692°** e OECD 201.%*' Apesar da possibilidade de usar outros
critérios (e.g. calculo da area sob a curva de crescimento), sob o ponto de vista da
dindmica de populagdes, a taxa de crescimento € muito mais significativa, uma vez

que representa o crescimento logaritmico da populagao de algas.366

5.2.3.1 Toxicidade de OxF

Os testes de toxicidade (Tab. 4a) demonstraram que M. polymorphus tem
elevada sensibilidade ao OxF, apresentando um ICsy de 0,24 ug.L™".(Fig. 24A)
Esses valores ganham notoriedade quando comparados, por exemplo, com os
valores de ICso de 274,3 ug.L™" encontrados em testes de efeito algistatico em
Chlamydomonas reinhardtii*®’ ou quando comparados com os valores encontrados
em testes toxicolégicos apresentando um ICsy de 0,7 pg.L'1 com Scenedesmus
subspicatus367 ambos os testes sob exposi¢cao em 72h. Ha, no entanto, uma série
de respostas intermediarias de ICsy frente ao oxifluorfeno apontados em outros
representantes fitoplancténicos, como os valores de 22,5 pg.L'1 encontrados em
Scenedesmus obliquus®? expostas em 48h ou, de 38,4 ug.L1 em Chlorella kessieri,
11,1 pg.L”" em Stichococcus bacillaris, 26,3 pg.L”' em Selenastrum capricornutum e
2,2 pg.L'1 em Scenedesmus quadricauda, quando expostas em 72h.%" E, também
os valores de 49,7 pg.L"' em Synechococcus leopoliensis,*®” 51 pg.L" em

9

Scenedesmus actus,®® 4,1 pg.L”' em Chlorella pyrenoidosa®® e 1,5 pg.L”" em
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Chlorella vulgaris®® quando expostas em 96h. Além disso, alguns trabalhos com
outros herbicidas da familia DFE como (e.g cloronitrofeno, nitrofeno e bifenox)
mostram toxicidade consideravel, apresentando um ICsy, de 9,8 pg.L'1 para S.
capricornutum,*”" de 1,0 ug.L™" C. pyrenoidosa®? ambas sob 72h de exposicdo e
Chlamydomonas eugametos com 3,0 pg.L" durante 48h de ensaio.’” A
sensibilidade apurada a agentes xenobiontes pode garantir um bom lugar no
ranking de espécies potencialmente bioindicadoras de poluigdo aquatica. Espécies
de elevada tolerdncia a poluentes, fatalmente terdo suas alteragcdes apreciadas
quando uma vasta gama de organismos ja tiverem sido gravemente afetados ou,

aniquilados.®™

a) Influéncia de OxF no parametro fluorescéncia da clorofila

Herbicidas DFE estao diretamente relacionados com a diminui¢cao da sintese
de clorofila, pela inibicio da PROTOX. Com base nisso, tém-se sugerido
discrepancias na %inib.y, nos ensaios com OxF, entre a fluorescéncia da clorofila
para a determinagcdo da concentracdo das células no meio de cultura, e a
concentragdo celular obtida por contagem ao microscépio.34°’353 Trabalhos com
Scenedesmus obliquus mostraram que sob um tempo de exposi¢cao de 48h em
uma concentragao de OxF que inibe 50% de u, houve uma inibicado da sintese de
clorofila de quase 96%, no entanto a concentragcado de células diminuiu a metade
quando comparada ao controle. Entretanto, o mesmo artigo mostrou que, sob ICsg
em um tempo de exposi¢ao de 24h, ou, sob ICyy em 48h, a %inib.uy com base na
concentracido celular obtida por fluorescéncia da clorofila equivaleu a obtida por
contagem ao microscopio.’? Em nossos experimentos com M. polymorphus, o

efeito algistatico com o ICsy, baseados na diminuicdo da sintese de clorofila, foram
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confirmados pelo monitoramento de contagem de células ao microscépio. O que
denota que tais discrepancias podem ocorrer em decorréncia da concentracdo do
xenobidtico ou em funcdo dos tempos de exposi¢cdo. Entretanto, o presente
trabalho, com ICsy de 0,24 pg.mL'1 de OxF em 48h de exposi¢cao, ao que parece,
nao causou discrepancias entre as duas metodologias de obtencdo da

concentracao celular.

b) Influéncia da irradidncia luminosa na agao de OxF

Culturas de M. polymorphus ensaiadas com OxF ficaram expostas durante
48h sob uma irradiagdo luminosa de 120 pmol de fétons.m?.s™ (63 W.m? de
energia solar). Considerando essa caracteristica do ensaio, alguns trabalhos
usando simuladores solar ou fontes de radiacdo UV apontam, sob essas
condicdes, além de uma meia vida de dias para o OxF, a formacdo de compostos
mais reativos decorrente de redugdes (e.g. quando o grupo nitro é transformado em
um aminogrupo) e substituicdes (e.g. quando o grupo etoxi € substituido por um

64375 T3] suscetibilidade a luz e

grupamento hidroxila) através de fotoativagao.
mudanca de estrutura quimica, poderia comprometer os modelos propostos de
acao do OxF, ou seja inibicdo da PROTOX e fotosensibilizagdo de PplX e, por
conseguinte, os resultados dos testes toxicolégicos. Todavia, € importante ressaltar
que as condigdes necessarias para a rapida degradagao e fototransformagao de
OxF no experimento acima citado, foram decorrentes de ensaios feitos em
solventes organicos (i.e. metanol, acetonitrila e n-hexano) e além disso, sob uma

irradiancia solar de 750 W.m™, ou seja, mais de dez vezes a irradiancia usada no

ensaio com M. polymorphus.
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5.2.3.2 Toxicidade de BaP

Os testes com BaP (Tab. 4b) mostraram-se de consideravel toxicidade para
a diatomacea M. polymorphus, uma vez que resultaram em ICso de 0,99 pg.L™'(Fig.
24B), também confirmado pelo protocolo de contagem celular. Apesar da escassez
de testes toxicoldgicos envolvendo algas e BaP, os ensaios com Scenedesmus
subspicatus em exposi¢do a uma série de HPAs durante sete dias, mostraram um
efeito algistatico proporcional ao aumento do peso molecular e do numero de anéis
envolvidos nas moléculas em testes. Assim, os resultados de ICsp com base na
reducdo da populagao de células variaram de 68,2 mg.L'1 para o naftaleto até 1,5
ug.L™ para o BaP.'® OQutros trabalhos, no entanto, mostram tolerancias bastante
divergentes, utilizando HPAs correlatos, porém, com dependéncia direta da
intensidade de PAR durante 24h. A exposicdo de Scenedesmus armatus a 500
pg.L'1 de antraceno revelou uma inibicdo de p préxima a 60% em culturas sob 12
W.m™ de irradiancia. Entretanto, o mesmo grau de toxicidade é obtido com apenas
75 pg.L™", mas, com 64 W.m? de irradiancia.>’® Outros experimentos com HPAs
contendo heteroatomos (i.e. acridina) envolvendo a exposi¢gdo da diatomacea
Nitzschia sigma e da alga verde Chlamydomonas eugametos mostraram
diminuicdo de 50% da populagdo com dosagens de 80 pg.L'1 e 800 pg.L'1,
respectivamente.377 Assim, a alta sensibiidade ao BaP por parte de M.
polymorphus pode ser atrelada ao fato de possuir um habito de vida muito préximo
a interface ar-agua, € ao numero menor de pigmentos quando comparado com
ChIorophyta.349 Tais fatores contribuiriam para uma exposicdo maior a radiacéo
luminosa com consequente geracdo de metabdlitos fototdxicos quando na

presenca de xenobioticos como BaP.
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a) Influéncias da foto/bioativacao espécie-especifica de BaP

Embora os resultados com M. polymorphus apontem alta sensibilidade ao
BaP, os limites de toxicidade e a habilidade de degradagao de HPAs por algas, tem
profunda dependéncia de uma série de fatores. Aventando as hipoteses: da
fotoativagao de BaP com produgdo de intermediarios oxigenados, em decorréncia
da fonte de energia luminosa ou, da bioativagdo em fungcdo da atividade
enzimatica. Alguns estudos com Selenastrum capricornutum sob elevadas
concentragdes de BaP (1200 ug.L™"), ultrapassando os limites de solubilidade em
agua, durante 48h e sob luz fluorescente de coloragdo dourada, mostraram a
producdo do metabdlito BaP-11,12-dihidrodiol sem, no entanto, efeito algistatico
consideravel. Entretanto, sob concentragdes 250 vezes mais baixas, sob luz
fluorescente branca, o principal produto formado foi BaP-9,10-dihidrodiol e
quinonas na proporcao 2:1 com notavel redugdo da populagdo. Quando, no
entanto, uma fonte de radiagcdo UV-A foi usada houve producao intensa de BaP-
quinonas, reconhecidamente de grande acao todxica, inibindo quase que
completamente o crescimento populacional das algas.3"® 3%

Paralelamente, outro experimento sugere a bioativagao de BaP, no entanto,
prioritariamente espécie-especifica. Culturas de Selenastrum capricornutum,
Scenedesmus actus e Ankistrodesmus braunii biotransformaram BaP a dihidrodiois
e quinonas. Contrariamente, as algas Chlamydomonas reinhardtii, Ochromonas
malhamensis e a cianobactéria Anabaena flos-aquae praticamente ndo produziram
nenhum metabdlito. >’

Embora a influéncia da luz nos processos de foto/bioativacdo pareca

incontestavel, reagdes fotoquimicas de fotosensibilizagdo, elevando HPAs a
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estados excitados de maior energia com produgao, como decorréncia, de oxigénio

singlete e EROs também merecem ser consideradas.??:383

b) Influéncias da disponibilidade de carbono na toxicidade de BaP em
culturas nao aeradas

As células de M. polymorphus desenvolveram-se em culturas sob meio /2
sem aeragao previa. A literatura sugere que as condi¢gdes de cultivo podem mudar
a afinidade das algas por CO0,.%* Cultivos ndo aerados, em condigdes de baixa
disponibilidade de CO; (o Ky para CO, em Rubisco de diatomaceas é de 60
uM)338 o com nitrato como fonte de nitrogénio, podem levar a uma rapida
alcalinizagdo do meio.*®” Nessas condicdes, a acessibilidade ao carbono (DIC,

dissolved inorganic carbon)®®®

pelas células mudaria drasticamente, uma vez que
as espécies de DIC estdo profundamente relacionadas com o pH.*° Assim, em
culturas de laboratdrio, a densidade celular pode atingir niveis nos quais a
demanda por carbono, pode exceder os limites de CO;, (i.e. pCO; 15 uM a 20 °C)
dissolvido em agua, fazendo com que a disponibilidade de carbono seja um fator
limitante para o crescimento das algas, ocasionando profunda influéncia nos
resultados de testes toxicoldgicos. Para evitar mudancas no pH e restricbes no
suprimento de carbono, alguns autores defendem o enriquecimento dos meios de
cultura com 2 a 4% de CO,.>"® No entanto, as microalgas desenvolveram um
sistema de acumulagdo de carbono (CCM, inorganic-carbon concentration
mechanism) para manter a fotossintese a partir de concentragcées de DIC no meio,

em detrimento da fotorrespiragdo.?% 3%

(vide apéndice D) Todavia, tais sistemas
sd0 inibidos na presenca de concentracdes elevadas de CO; (i.e. >1%).%%® Além

disso, aeragdes artificiais com borbulhamento de CO,, poderiam acelerar as taxas
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de volatilizacdo de BaP nas culturas, comprometendo o ensaio. Dada as
implicagdes do suprimento artificial de CO, e da baixa variagao de pH da cultura M.
polymorphus em 48h (vide Tab. 3a e b), optou-se por manter os ensaios sob
desenvolvimento ndo aerado.

Apesar da grande variabilidade e multiplas fontes de resposta a xenobibticos
por parte de organismos fotossintetizantes fitoplancténicos, a determinagdo dos
valores de tolerancia ao BaP é uma informagao muito importante na medida em
que se tem relatado crescente preocupagdo com a presenca desses agentes em
ambientes aquaticos. A analise de HPAs, especificamente BaP, revelou niveis de
aproximadamente 10 ng.L”' de BaP nas aguas do Mar Baltico®® e chegando a 4
pg.g'1 nos sedimentos da Baia de Todos os Santos.' A julgar pelo ritmo intenso
da industrializacdo mundial e crescente demanda por combustiveis fésseis nos
paises emergentes, esses niveis irremediavelmente devem sobrepujar tais marcas
e 0s organismos de base da cadeia trofica, fatalmente devem refletir tais

mudancgas.

5.3 Estresse oxidativo
5.3.1 A Agao do OxF

Mesmo sendo um herbicida amplamente usado nas culturas e
reconhecidamente ter grande eficiéncia na atividade pré-emergente, o OxF, uma
vez atingindo corpos d'agua, pode representar um risco aos organismos
fotossintetizantes néo-alvo, na medida em que é um potente inibidor da enzima
PROTOX,”” responsavel por um passo importante na biossintese de clorofila.%® O
acumulo de PplX no citosol, decorrente dessa inibicdo, pode levar ao aumento da

producdo de EROs (vide item 1.3.1.1).6"3% A julgar pelos resultados obtidos com a
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atividade da SOD em culturas de M. polymorphus expostas ao OXF, pode-se notar
grande producdo de EROs (Tab. 5). Muito embora, haja escassez nos dados de
andlises de estresse oxidativo em organismos fotossintetizantes submetidos a
herbicidas DFE, alguns trabalhos com S. obliquus expostas a um ICsp de 22,5 pg.L
' relatam aumentos considerdveis nas atividades de peroxidases, mais
especificamente CAT, com aumentos na atividade de quase 100% em relagao
controle, como decorréncia de um aumento na producgao de H»0,.%2 Os resultados
obtidos com M. polymorphus seguem as mesmas tendéncias para CAT (Fig. 25A)
e, com menor evidéncia, para Apx (Fig. 28A). Embora a possibilidade de geragao
de O,°*7, a partir de um potente fotosensibilizador como PplX por transferéncia de
elétrons (vide item 1.3.1.1 e Fig. 2), seja plausivel, a maioria dos autores sugere
que esse ndo € um caminho preferencial, conferindo apenas 1% da producao,
frente aos 99% de 'A,0, via transferéncia de energia (vide item 1.6.1 Fig. 7).*°
Apesar da acgao lesiva de 1Agoz nas membranas celulares, da implicagdo deste no
desempenho da célula e, do fato que, a producéao de 1AgOZ € o principal mecanismo
de acao toxica de OxF.6"3% Ha a necessidade, no entanto, de propor outras fontes
de producido de EROs durante a acao de OxF, de forma a entender as respostas
antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas obtidas apds o tratamento.
Primeiramente, as implicagdes relacionadas a inibicdo da formacao dos
pigmentos fotossintetizantes pelo OxF, podem alterar as fungdes dos complexos de
antena coletores de luz (LHC, light harvesting complex) e, comprometer a
transferéncia de energia dentro e entre o fotossistema Il (PSll) e fotossistema |
(PSI), impedindo a fixacdo de carbono.*** Muito embora haja, por parte dos

organismos fotossintetizantes, varias estratégias empregadas para minimizar os

impactos das reac¢des oxigenase da Rubisco,*® a evolugédo na produgdo de O, e o
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comprometimento de PSII, podem influenciar na interagcdo competitiva entre as
atividades oxigenase e carboxilase dessa enzima.>%

Em segundo lugar, a evolugao de O,, decorrente da fotooxidagao da H,O no
PSII, pode acionar as reagdes de fotorrespiragéo iniciadas pela Rubisco oxigenase
nos tilacdides e, posteriormente terminadas pela glicolato oxidase, nos
peroxissomos com grande produgcdo de H;O, (vide apéndice D). Todavia,
semelhantemente as plantas com fotossintese C4, as algas, provavelmente devido
ao sistema CCM de acumulo de DIC, mantém um Km elevado para Rubisco
oxidase. Além disso, outros mecanismos adaptativos como a glicolato
desidrogenases, uma enzima tilacoidal que impede a exportagao de glicolato para
os peroxissomos>? e a clororespiracdo, que reduz o O, a H,0 através de oxidases

membranares tilacoidais, %

colaboram para manter as taxas de fotorrespiragao
bem diminuidas (vide apéndice D). De fato, em algas, mecanismos como a
oxidagao de glicolato, e clororespiragao, figuram como mecanismos preferenciais
frente a fotorrespiragao.>®

Finalmente, como alternativa a esses sistemas energeticamente caros, o O
produzido pelo PSII, pode ser reduzido mais ordinariamente, através das reacdes
de Mehler no PSI e com grande produgdo de O,°”.%?*% Num primeiro momento,

interagindo com centros FeS das proteinas do PSI®®

ou, com componentes do
estroma como ferredoxinas (FD) ou o FAD de centros cataliticos da Ferredoxina
NADPH redutase (FNR) que aceitam elétrons do PSI.>*® Como decorréncia, tanto
no estroma como nas regides tilacoidais, ha um arsenal de defesas antioxidantes
frente & producdo de O,°~ como a SOD*** e, por conseguinte, APx,?*®> DHAR, GR

juntamente com GSH e Asc’ com o objetivo de manter sob controle a formagao de

EROs (vide itens 1.6.1.1 e 2 e Fig. 8 e 9).2*® Assim, o ciclo 4gua-agua (elétrons
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sao extraidos da H,O pelo PSII no tilacoide e, usados para reduzir o O, a H,O pela
APx no estroma), decorrente da interagao das reagdes de Mehler e Asa-Halliwell-
Foyer, figura como o principal agente gerador de EROs nos sistemas
fotossintetizantes.>*®3% Os resultados obtidos com M. polymorphus mostram
elevada atividade de SOD, cinco vezes mais ativa nas culturas submetidas ao OxF
do que nas culturas controle, o que caracteriza a prevencao do extravasamento de
0,*" para o estroma (Fig. 30A). No entanto, diferentemente da SOD, os resultados
de APx, a enzima mais importante na aniquilagdo de H,O, nos cloroplastos,?*®
tiveram um aumento ainda que estatisticamente significativo, pouco expressivo
(Fig. 28A). A mesma tendéncia foi observada com a GPx (Fig. 26A) e, embora CAT
tenha tido uma atividade pronunciadamente maior, cerca de 1 vez a atividade do
controle, seus sitios de agao sao restritos e provavelmente nao revelam a producao
total de H,O, (Fig.25A). Resultados mostrando tendéncias semelhantes também

foram encontrados em culturas de S. obliquus expostas ao OxF por 48h°

e, esses
achados também estdo de acordo com os resultados de culturas de células de
soja*? e tabaco*®' expostas a um herbicida DFE correlato.

Esses resultados podem ser avaliados, tomando como pressuposto o fato de
se tratar de proteinas que possuem grupos heme como centros prostéticos,
sabidamente, alvo da acao de OxF. Além disso, as enzimas auxiliares no processo
cataliticos como a GR que reconstitui os niveis de GSH a partir de GSSG usando
NADPH como agente redutor e, DHAR envolvida na reagcao Asa-Halliwell-Foyer
que catalisa a restituicido de Asc™ a partir de DHAsc via GSH, encontravam-se
também inibidas (Fig. 27A e 29A). A inibicdo de enzimas importantes na diminui¢ao

dos niveis de H,O, proximos aos sitios de origem pode levar ao extravasamento

dessas espécies para o estroma. Muito embora, os organismos fotossintetizantes
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sejam mais tolerantes ao H.O, do que os animais, 2**% funcionando muitas vezes
como um hormoénio mestre que controla uma variedade de respostas ao estresse e,
monitora uma série de ajustes fisioldgicos,**? essas moléculas podem, na presenca
de metais de transicdo, catalisar a formacdo de EROs altamente lesivas as

células.®’

Assim, os resultados relacionados aos niveis de MDA-TBA,,
evidenciados nas culturas de M. Polymorphus expostas ao OxF, mostraram
vulnerabilidade frente a producédo de EROs (Fig. 33). Obviamente a produgéo de
1Ag02 colabora com parte importante no aumento do dano lipidico encontrados
nesses organismos. Trabalhos expondo cotilédones de plantulas de pepino
(Cucumis sativus) a 1 M de um herbicida DFE correlato, sob 300 W.m™? de PAR,
mostraram, por microscopia de transmissao, grande dano a membrana plasmatica
e aos envelopes cloroplastidiais.”

A reacado Asa-Halliwell-Foyer também é conhecida como ciclo ascorbato-
glutationa por envolver os dois mais importantes agentes antioxidantes nao
enzimaticos em organismos fotossintetizantes, presentes em grande quantidade no
cloroplasto (i.e. 25 e 5 mM respectivamente),?*>?®* (vide item 1.6.1.1 e Fig. 8). A
diminuicdo em quase 40% dos niveis de GSHiua nas células de M. polymorphus
ensaiadas com OxF demonstra um consumo de GSH (Fig. 37), em reacbes
envolvendo glutatiolacdo protéica ou, racdes envolvendo a transferéncia de grupos
tiois através da atividade da GST durante as reagdes enzimaticas em processos de
biotransformagao. Embora glutatiolacbes protéicas sejam mecanismos amplamente
estudados e caracterizados em células animais, em organismos fotossintetizantes,
mais estudos ainda precisam ser feitos. No entanto, a argumentacdo da

biotransformagdo ganha certa sustentabilidade considerando-se o aumento da

atividade de GST em quase trés vezes (Fig. 31), quando comparada ao controle. E,
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pelos valores dos niveis de GSSG que se mantiveram muito semelhantes aos
controles durante todo o experimento o que poderia caracterizar um desvio de GSH
para reagcdes de conjugagao com posterior excregao ou estoque em vacuolos (Fig.
37). Porém, ha a necessidade de se ponderar sobre o fato de que, em organismos
fotossintetizantes, a atividade de GST ndao é muito bem definida, se prestando,
essa enzima, a uma série de outros processos metabdlicos. Assim, GST pode
catalisar a transferéncia de grupos GSH com formagdo de GS-conjugados em
processos de desintoxicacdo de xenobidticos, estabilizacdo de flavondides e, ter
um papel de peroxidase participando da redugcdo de hidroperoxidos
orge‘anicos,.?’m'313 O que talvez pudesse responder pela inoperancia de GPx (Fig.
26A). De qualquer forma, o importante € que a elevada atividade de GST pode
estar diretamente ligada com a diminuicdo dos niveis de GSH. Trabalhos
envolvendo S. obliquus em exposicao ao OxF, sustentam esses resultados
mostrando também aumento, embora menor (c.a. 50% apenas) da atividade de
GST.%

Alem disso, a inibicdo de PSIl e PSI pode contribuir diretamente para a

diminuigdo dos niveis de NADPH,%

0 que, além de causar implicagdes no ciclo de
Calvin, pode estar relacionado com a diminuicdo da atividade de GR (Fig. 27A),
contribuindo ainda mais para a elevagdo do IR de GSH (Fig. 36 e 37).
Concomitantemente as reducdes dos niveis de GSH, os experimentos com M.
polymorphus também evidenciaram a diminui¢do dos niveis de Asc’(Fig. 40) o que
poderia, estar associado a diminuicao dos niveis enzimaticos de DHAR (Fig. 29A).
Alem disso, trabalhos utilizando plantulas de C. sativus em exposicdo a um

herbicida DFE correlato, mostraram substancial queda na producédo de GSH que foi

acompanhado também pelos niveis diminuidos de Asc. O mesmo experimento
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ainda relata que os niveis de GR e DHAR também tiveram suas atividades
minoradas em cerca de 50% frente aos valores encontrados nas plantulas
controles.*®* Muito embora, o mecanismo de acdo do OxF seja muito bem descrito,
as implicagdes na producédo de EROs, durante a inibicdo dos fotossistemas, pode
se refletir nas respostas das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas,
causando inumeras alteracbes na célula e levando a situacbes extremas de
adaptacao. Assim, alternativamente aos mecanismos descritos, tem-se notado, em

395 & a extraordinaria

algas, uma elevada resisténcia a uma inativagdo por H,O,
capacidade de excretar H,O, diretamente no meio circundante (vide item 1.6.1.2 e
Fig. 9).3%4% Os resultados obtidos nos ensaios com M. Polymorphus submetidas
ao OxF mostraram aumentos substanciais de H,O, produzidos no meio apds 60
min de exposicdo (Fig. 41A). Trabalhos utilizando a macro alga K. alvarezii
expostas por 72h sob a acao de clofibrado, um estimulador de producao de H,O,
através da B-oxidagdo em peroxissomos, mostrou grande produgado dessa molécula
no meio circundante apds as primeiras 4h de exposig;é\o.272 Outros trabalhos sobre
a capacidade fotossintética de Euglena sp. e Chlamydomonas sp. Quando
comparadas aos cloroplastos de folhas de espinafre mostraram pouca inibicao da
fixacdo de CO, sob concentracdes de 10* M de H,0,, indicando mecanismos de
excrecdo efou resisténcia.*® Algumas pesquisas com a macro alga Ulva rigida
mostraram excre¢ao de H,O, no meio de cultura, sob dependéncia de elevada
irradiancia (400 W.m?) e em estrita condicdo de pH (9,0).*®® Finalmente, os
resultados de trabalhos com as algas verdes Enteromorpha ahlneriana e
Cladophora glomerata sugerem que as duas espécies tém diferentes estratégias

para a remogao de H»O,, enquanto C. glomerata utiliza mecanismos enzimaticos, a

alga E. ahlneriana utiliza dos mecanismos de excrecdo.*”® Mesmo sendo
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permeavel as membranas lipidicas, difundindo-se a partir dos sitios de origem no
cloroplasto, até o citoplasma ou além, algumas pesquisas apontam difusao
facilitada de H,O, por meio de peroxiporinas e/ou aquaporinas viabilizando o
acesso de dessas moléculas ao nucleo da célula durante os mecanismos de
sinalizacdo celular.*’*® Qs resultados de todas essas pesquisas sugerem um
metabolismo ativo frente ao O,, diferente das plantas superiores, as quais sao

extremamente susceptiveis a quantidades infimas de H,0,.39°:3%:3%

5.3.2 A Acao do BaP

Fazendo parte de uma numerosa classe de compostos quimicos, conhecida
como HPAs, o BaP é especificamente considerado, por seu amplo e suficiente
conjunto de evidéncias toxicoldgicas.®® Apesar de se originar de fontes naturais,
essa molécula figura entre os principais compostos HPAs de origem
antropogénic:as.87 Normalmente associados com material particulado, podem
encontrar na atmosfera, o principal veiculo de deposicdo em ecossistemas
aquéticos.409 E, uma vez na presenca de organismos fotossintetizantes, o BaP, por
seu efeito pode resultar no aumento da producdo de EROs.""'* Os resultados
com M. polymorphus apds exposi¢cao ao BaP, apontam consideravel atividade da
SOD seguida de uma pronunciada e evidente atividade tanto de CAT como de APx.
O que denota, a julgar pelos valores das atividades enzimaticas frente aos
controles, produgao intensa de EROs (i.e H,O, e O2°7) por parte das células (Tab.
5). Embora haja uma peculiar escassez de informagdes, decorrente da falta de
experimentos envolvendo organismos fotossintetizantes e repostas antioxidantes
frente & exposicdo aos HPAs. E importante ressaltar outros trabalhos evidenciando

a SOD como um importante biomarcador de estresse em microalgas quando
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1

desafiadas a diferentes metais (e.g. L. polyedrum,?’ T. gracilis e Ditylum

! sob agdo de Cu®**) ou quando sob

brightwelli*'® frente ao Cd*" e S. bijugatus*
exposicdo a poluentes organicos (e.g. C. sorokiniana**? frente ao paraquat). Os
resultados obtidos com M. polymorphus, sob exposi¢ao ao BaP (Fig. 30B), seguem
as mesmas tendéncias dos resultados com S. armatus expostas por 24h a 0,5e 10
mg.L'1 de antraceno e fenantreno respectivamente, mostrando aumentos de
atividade de SOD em até 200% em relagdo aos controles. Porém, esses valores
foram dependentes da irradiancia e da concentracdo de CO, quando tratadas com
antraceno e, apenas dependente da irradiancia quando sob acdo do fenantreno.*”
Um outro estudo envolvendo a alga E. intestinalis exposta a uma solugao de BaP
por 60 min, mostrou 40% remog¢ao de BaP do meio de cultura, no entanto na
presenca de inibidores de CAT e peroxidases a remogao nao passou de 20%, o
que nos leva crer, na dependéncia de enzimas antioxidantes durante o processo de
metabolizagcdo de BaP.?® Contrariamente, experimentos envolvendo quatro
diferentes espécies de microalgas expostas a 0,1 e 1,0 mg.L'1 de pireno, durante
sete dias, ndo mostraram variagbes estatisticamente significativas nas atividades
de SOD.*"® No entanto, uma leitura mais atenta do referido trabalho mostra que os
autores ndo consideraram concentracdes efetivas de inibicdo do crescimento
durante o ensaio, o que pode resultar no uso de dosagens ineficientes. Os
resultados antioxidantes obtidos nos ensaios com M. polymorphus revelam
respostas fisioldgicas da diatomacea frente a uma produgao consideravel de EROs.
Cabe aqui, portanto, uma discussao a cerca dos sitios preferenciais de produgcao
de EROs, em organismos fotossintetizantes submetidas a acado de HPAs.

A literatura tem apontado sistemas de biotransformagao de fase | em algas,

381,414

como decorrente de agao de dioxigenases, aos moldes do que ocorre com
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procariontes.*’ Uma vez que, alguns trabalhos utilizando HPLC-MS apontam a
producdo de derivados biotransformados de BaP com dihidrodiois vicinais na
posicao cis (e.g. cis-BaP-11-12-dihidrodiol, cis-BaP-7,8-dihidrodiol e cis-BaP-4,5-
dihidrodiol).414 Reacgdes de incorporagdes de oxigénio em anéis aromaticos com
estereoquimica cis sdo bastante caracteristicas de dioxigenases (e.g. catecol
dioxigenase) bacterianas.’’”® As dioxigenases multicomponentes de bactérias,
diferentemente das monooxigenases (e.g. CYP450) ndo possuem um grupamento
heme no sitio catalitico, ao contrario, possuem agregados ferro-enxofre que séo
coordenados por histidinas e cisteinas. Entretanto, processos de ativagcédo para
insercdo de O, na molécila xenobidtica, podem resultar em centros com
capacidade de formacdo de 0,°".*"%4' Apesar das evidéncias aparentemente
incontestaveis acerca dos processos de biotransformacdo de HPAs via catalise
dioxigenasica em algas, alguns trabalhos mostram evidéncias, mesmo que ténues,
da acdo de sistemas monooxigenasicos via CYP450 (vide item 1.3.2.1 e Fig. 3).3%
Primeiramente, os experimentos com macro algas da regido artica, especialmente
a Phaeophyta Laminaria saccharina que, apds reag¢des de hidroxilagao, converteu

2" E. finalmente os

o PCB 3-cloro bifenila em nonohidroximonocloro bifenila.
trabalhos envolvendo C. sorokiniana e C. fusca que na presenca do pro-herbicida
metflurazon, apds reacdo de N-desmetilacdo, tornou-se extremamente toxico para
as algas. Porém, no mesmo experimento, o uso de inibidores de CYP450 (e.g.
piperonilbutoxido) manteve as algas intactas. Além disso, testes adicionais com
anticorpos policlonais anti-etoxicumarina-o-dealquilase, sugerem fortemente a
presenca de distintas familias de CYP450 no processo de biotransformacao de

metflurazon.>® A despeito da disputa cientifica acerca dos processos de

biotransformagdo via dioxigenases ou monooxigenases, 0 importante a ser
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considerado € que os dois processos podem figurar como fonte importante de
EROs, o primeiro como producgdo direta de O,*” e o segundo produzindo O, e
H,0; (vide item 1.6.2.1 e Fig. 12).

Além da biotransformagcdo de HPAs figurar como importante fonte de
geragao de EROs, contribuindo para as respostas antioxidantes encontradas nos
ensaios de M. polymorphus, a interferéncia de HPAs na fotossintese também
precisam ser consideradas nesse contexto. Alguns trabalhos com comunidades
fitoplactdnicas provenientes do Lago Eire nos EUA, quando submetida a dosagens
de antraceno variando de 0,2 a 2 mg.L'1 ou, quando expostas ao seu produto
fotoativado 1,2-dihidroxiantraquinona, tem mostrado forte inibicado na eficiéncia de
PSII.*"® A interferéncia de HPAs nos sistemas fotossintéticos também tem sido
confirmada em tilacéides isolados em experimentos com a planta aquatica Lemna
gibba. Nesse experimento, o estresse oxidativo foi caracterizado quando essas
plantas, na presenca também de 1,2-dihidroxiantraquinona, mostraram uma total
inibicdo da cadeia de transporte de elétrons tilacoidal.*'® Mantendo-se o pool de
plastoquinona completamente reduzido pela inibicdo do citocromo b6/f, a situagao
torna-se extremamente favoravel para geracdo de ROS, uma vez que, Me™
liberados na condi¢ao de estresse, podem catalisar a transferéncia desses elétrons
da plastoquinona para o O,, formando espécies como O,°, H,0, e mesmo *OH.*°
Além disso, é sabido que na presenca de HPAs a fixacdo de carbono no ciclo de
Calvin pode ficar comprometida, uma vez que a alteracao do transporte de prétons
pelo PSIlI pode levar a acidificacdo do espaco tilacoidal induzindo a um incremento
nas taxas de redugcdo do O, com formacdo de O,°" através das reagbes de

Mehler.3"®
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Uma resposta complementar a esse quadro complexo de fontes de
producdo de EROs na presengca HPAs, foi verificada ao observar-se que o0s
resultados das atividades de GR e DHAR nos ensaios com M. polymorphus
mantiveram-se semelhantes ao controle. A manutengao dos niveis dessas enzimas
merece atencao, considerando-se o papel dos antioxidantes ndo enzimaticos GSH
e Asc (vide item 1.6.1.1 e Fig. 8) na deplecdo de EROs contra lipoperoxidagao
(vide item 1.6.1.3. e Fig. 10) e, a importancia no funcionamento do ciclo ascorbato-
glutationa durante a atividade de APx (vide item 1.6.1.2 e Fig 9). Assim,
diferentemente do que ocorreu com as culturas tratadas com OxF, as culturas de
M. polymorphus sob a acdo de BaP, apresentaram niveis de MDA-TBA,,

significativamente menores (Fig. 33).

No entanto, cabe aqui ressaltar o fato da fotoativacdo de HPAs com
producdo de intermediarios altamente reativos (e.g. BaP-3,6-quinona, BaP-6-
hidroxi, etc.). Experimentos usando S. capricornutum, mostram forte inibicdo de
crescimento da cultura exposta ao BaP em funcédo da fonte de 1uz.>”® Inumeros
trabalhos usando plantas superiores, também demonstram diminuicdo de

420 ou, formagdo de quadros necroticos foliares*?' quando expostas a

crescimento
antraceno ou HPAs correlatos na presenca de irradiacdo solar intensa.
Paralelamente a acdo lesiva de HPAs fotoativados, alguns trabalhos em
lipossomos mostraram a agao sinergistica entre os antioxidantes Asc™ e a-tocoferol
para impedir a propagagao de reacgdes de lipoperoxidacg&o.**? Embora as analises
de a-tocoferol ndo tenha feito parte do escopo desse trabalho, os resultados das
analises dos niveis de Asc’ em M. polymorphus expostas ao BaP, mostraram que,

diferentemente das culturas tratadas com OxF, as células nao apresentaram

variagao significativa no conteudo de Asc™ frente ao controle. Esses dados sao
Torres,M.A
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sustentados por trabalhos que correlacionam a manutengcdo dos niveis de Asc,
com a diminui¢do do dano na membrana lipidica em plantas superiores (Fig. 40).423

Como parte integrante do sistema de biotransformacado de fase | (via
dioxigenases ou monooxigenases) os organismos fotossintetizantes ainda utilizam
a enzimas de conjugacao como protagonistas nos estagios de biotransformagao de
fase Il (vide item 1.6.2.2 e Fig.13).3'® Apresentando-se mais ativa do que nos teste
com OxF, a atividade de GST em M. polymorphus expostas ao BaP, pode estar
relacionada com a diminuicdo de mais de 50% dos niveis de GSH, (Fig. 37)
provavelmente usada nas reacgdes de conjugagao, o que denota um aumento no IR
de GSH em 75% (fig. 36 e 37). Todavia, é importante relembrar as multiplas
fungdes de GST em organismos fotossintetizantes, tal caracteristica atribui a essa
enzima, a utilizacdo de GSH também na eliminacdo de perdxidos.®''?'® Essa
caracteristica ganha mais notoriedade na medida em que M. polymorphus,
diferentemente dos resultados obtidos na exposicdo ao OxF, nao utiliza a
estratégia de excrecao de H,O, quando sob agédo de BaP (Fig. 41). Embora, alguns
trabalhos, envolvendo diferentes espécies de algas verdes, mostrem diversidade

nas respostas fisioldgicas frente ao estresse,*®

nossos resultados apontam
diferentes solugdes fisiolégicas em um mesmo organismo frente a compostos com

propriedades quimicas diversas.

5.4 Experimentos K. alvarezii

Apesar do carater inédito de quantificar e caracterizar o CYP450 em K.
alvarezii (Fig.42). A metodologia atual se mostrou pouco adaptavel mesmo para o
estudo com macro algas. A elevada quantidade necessaria de material biolégico

fresco, associaddo a um protocolo de de extracdo de grupos fendlicos pouco
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eficiente resultou, na maioria das vezes, em uma fragcdo microssomal inadequada
para leitura em espectrofotdmetro. A dispeito dessas dificuldades, os resultados do
espectro de absor¢cao de CYP450, obtidos com K. alvarezii mostraram-se muito

semelhantes aos resultados encontrados em outros grupos trabalhando com

1 6

algas21 e plantas.30 Obviamente que a presenga de CYP450 em organismos
fotossintetizantes € algo esperado, uma vez que se trata de um complexo
enzimatico com multiplas familias e com inumeras participagcdes em processos
metabdlicos.?® No entanto, aos moldes do que acontece em mamiferos, algumas
familas de CYP450 (e.g. CYP 450 1A1) sado expressas na presenga de
xenobidticos (e.g. HPAs, Herbicidas, PCBs, Dioxinas, etc), possuindo uma
atividlade EROD/ECOD caracteristica.’® Assim, além da caracterizacdo do
espectro de CYP450, um ensaio da atividade, poderia nos dar mais informacdes
acerca das familias envolvidas na transformacao de xenobiotico. Todavia, dada a
dificuldade em se desenhar ensaios ecotoxicolégicos com macro algas na

presenca de xenobidticos, de forma a induzir familias com essas propriedades

cataliticas, optou-se por postergar esses projetos para um tempo futuro.

5.5 Algas como indicadores universais

Os resultados de avaliagdes toxicolégicas em invertebrados e peixes, sao
considerados por muitos 6rgdos de regulamentagdo e, por alguns setores da
comunidade cientifica, como dados representativos da biota marinha.'®* Entretanto,
alguns estudos contrastando essas tendéncias apontam, algas sendo mais
sensiveis quando na presenga de poluentes (e.g. metais pesados, efluentes
industriais, herbicidas, hidrocarbonetos aromaticos, etc.).'*'%® No entanto, a idéia

de uma espécie (animal ou vegetal) como modelo ideal e bioindicador universal,
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ndo é de fato realista.?'® Tao pouco razoavel é porém, assumir que dados de
toxicidade obtidos em animais possam ser estendidos para flora aquatica marinha
ou de agua-doce. Uma vez, que as sensibilidades relativas, entre animais e plantas
tem se mostrado espécie-quimica especificas, sendo assim, de dificil interpolacéao.
Consequentemente, dados sobre a fitotoxicidade sdo igualmente necessarios, e
contribuem para no melhor delineamento na avaliagdo do impacto de potencias

contaminantes no ambiente aquatico.
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6.1 Ensaio toxicolégico

Torres, M.A

As culturas de M. polymorphus em meio f/2 mostraram-se adequadas para
ensaios toxicologicos. Além disso, a substituicdo do protocolo de contagem
pela fluorescéncia in vivo da clorofila, resultou em mais rapidez na analise e
um maior numero de pontos amostrais. Nem o BaP nem o OxF absorvem no

comprimento de onda de excitagao da clorofila;

Os testes toxicologicos, feitos em 48h de exposigdo com uma concentragao
inicial de 1 X 10° células.mL™, produziram pouca variacdo no pH e uma
massa de células, ao final do experimento, suficiente para os ensaios

enzimaticos e em HPLC;

A concentracdo efetiva dos agentes téxicos determinados com base na
inibicado em 50% da taxa (u) de crescimento celular diaria (ICsp), se mostrou
equivalente tanto pela fluorescéncia como por contagem celular. Os
resultados revelam elevada sensibilidade da alga aos dois xenobidticos,

sendo o OxF mais toxico que o BaP;

Durante os testes de toxicidade o OxF n&o provocou discrepancias
estatisticamente significativas entre a fluorescéncia da clorofila e a
densidade celular e a intensidade luminosa de 60 W.m™ durante os ensaios,
supde-se nao suficiente para causar fotodecomposicdo acentuada da
molécula. Os ensaios toxicologicos com BaP em meio de cultura sem
suplemento adicional de CO, gasoso, nado desenvolveram qualquer

alcalinidade do meio que pudesse comprometer o teste toxicoldgico;

As reacdes fotoquimicas e/ou de biotransformacdo e, as reacbes de
fotorredugdo durante evolugdo do O, supde-se vias responsaveis pelo

incremento de EROs nas culturas expostas ao BaP e OxF respectivamente;

6. Conclusdes
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6.2 Marcadores de estresse oxidativo

Torres, M.A

As culturas de M. polymorphus expostas ao OxF e ao BaP tiveram respostas
enzimaticas distintas. Sob exposicdo ao OxF a SOD teve uma maior
participacédo e, sob a acdo de BaP as respostas maiores foram da CAT e
APX;

As células expostas ao OxF e ao BaP tiveram respostas diferentes frente ao
consumo de antioxidantes ndo enzimaticos. Houve um menor consumo de
GSH associado a um maior consumo de Asc™ nas células expostas ao OxF.

E, um comportamento inverso foi observado nas células expostas ao BaP;

As células de M. polymorphus tiveram respostas dicotbmicas frente a
producao de H,O,. Quando sob exposicdo ao OxF a regulagédo da evolugao
de H,O; intracelular foi feita por mecanismos de excrecao/extravasamento
diretamente no meio celular. Nas células expostas ao BaP o mecanismo foi

através de eliminagao enzimatica;

As culturas de M. polymorphus expostas ao OxF apresentaram um maior
nivel de MDA-TBA, supondo-se mais susceptiveis a acdo dos efeitos do

herbicida quando comparadas as culturas expostas ao BaP;

A analise do aparato enzimatico e ndo-enzimatico frente a geragdo de EROs
em organismos expostos a xenobidticos, mostrou-se uma ferramenta
importante em estudos toxicologicos, revelando diferentes alternativas de
um mesmo organismo frente a compostos quimicos com propriedades

distintas.

6. Conclusdes
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Apéndice - A

Meio f/2 para crescimento de diatoméaceas: Vol. final de 1L

Esse € o mais comum e mais amplamente usado meio de cultura para
enriquecer agua do mar destinada ao crescimento de algas marinhas,
especialmente diatomaceas. A concentracdo da formulag&o original, designada no
inicio de “meio f’," foi reduzida @ metade.?

Volume Reagentes

(mL)

|1 INaNO; (74 g.L ™) |
1 |INaH,PO4.H,0 (5g.L™) |
1 |INa2Si0;.9H,0 (30 g.L") |
K ||(solugao de metais) |
|0,5 ||(so|ugéo de vitaminas) |
|Completar para 1L com gua do mar fiItrada|

Obs.: Autoclavar apos todas as adigoes.

Solucdo de metais:

|Quantidade ||Reagentes
[3,15mg  |[FeCl:.6 H,0
4,36 mg  |INa,EDTA.2 H,0

[1 mL |cus0,.5H,0(9,8g.L")
[1 mL lzns0..7 H,0 (22 g.L ")
[1 mL ||CoCl,.6 H,O (10 gL

[1 mL |IMnCl,.4 H,0 (180 g.L ™)

|
|
|
|
[1 mL INa;Mo0O,.2 H,0 (6,3g.L™) |
|
|
|
|

|Comp|etar para 1L com agua desionizada
Obs.: Autoclavar, fracionar e estocar em refrigerador.

Solucéo de vitaminas:

|Quantidade ||Reagentes

|
[1mL |[vitamina Bi, (1 g.L") |
[10 mL ||Biotina (0,1 g.L™) |
[200 mg |[Tiamina HCI |

|Completar para 1L com agua desionizada|
Obs.: Filtrar, esterilizar, fracionar e guardar em refrigerador.

! Gillard, R.R.L. e Ryther, J.H. (1962) Studies on marine planktonic diatoms. I. Cyclotella nana Hustedt and Detunula confervacaea (Cleve)
Gran. Can. J. Microbiol. 8, 229-239.

2 Guillard, R.R.L. (1975) Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. In Culture of Marine Invertebrate Animals. (Smith, W.L. e
Chanle, M.H. Eeds.) Plenum Press, Nova York, USA. pp 26-60.
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Apéndice - B

Meio von Stosch para crescimento de Rhodophyta: Vol. final de 1L

Mesmo ndo sendo possivel estabelecer o melhor meio de cultura para o
cultivo de macro algas, pois, ha uma dependéncia nutricional especifica atrelada
aos estadios de desenvolvimento.® Alguns estudos in vitro com K. alvarezii,*®> tem
mostrado elevadas taxas de crescimento e formacao de callus em meios de cultura
von Stosch a 50% (VS50). Acrescentar mais 1L de agua do mar filtrada na solugao

final da tabela a baixo para obter VS50.

Volume Reagentes

(mL)

K INaNO; (42 g.L") |
K INa,HPO,.12H,0 (11 g.L") |
|1 ||(solugéo de metais) |
|0,5 ||(so|ugéo de vitaminas) |
|Completar para 1L com agua do mar fiItrada|

Obs.: Autoclavar apds todas as adigdes.

Solucdo de metais:

|Quantidade ||Reagentes

0,31 mg |IFeCl5.6 H,O
[1 mL IMnSO,. H,0 (16,9 g.L™)

|
|
4,7 mg INa,EDTA.2 H,O |
|
|

|Completar para 1L com agua desionizada
Obs.: Autoclavar, fracionar e estocar em refrigerador.

Solucéo de vitaminas:

|Quantidade ||Reagentes

|
[1mL |vitamina Biz(2g.L") |
[10 mL ||Biotina (0,2 g.L™) |
1400 mg |[Tiamina HCI |

|Comp|etar para 1L com agua desionizada|
Obs.: Filtrar, esterilizar, fracionar e guardar em refrigerador.

3 Ursi, S. e Plastino, E.M. (2001) Crescimento in vitro de linhagens de coloragio vermelha e verde de Gracililaria birdiae (Gracilariales,
Rhodophyta) em dois meios de cultura: analises de diferentes estadios reprodutivos. Rev. Bras. Bot. 24, 587-594.

* Paula, E.J.; Erbert, C. e Pereira, R.T.L. (2001) Growth rate of the carrageenophyte Kappaphycus alvarezii (Gigartinales, Rhodophyta) in vitro.
Phycol. Res. 49, 155-161.

5 Hayashi, L.; Yokoya, N.S.; Kikuchi, M.D. e Oliveira, E.C. (2007) Callus induction and micropropagation improved by colchicine and
phytoregulators in Kappaphycus alvarezii (Solieriaceae, Rhodophyta). J. App. Phycol. 19, 393-399.
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Apéndice-C

Protocolo de contagem de células ao microscépio de luz®

Equipamentos utilizados:

= Microscépio 6ptico Eclipse 50i — Nikon;
» Camara para contagem Fuchs Rosenthal — Labor optik e
= Laminulas de 20 x 26 x 0.4mm e contador analégico — Fischer.

Solucdes e materiais utilizados:

= Solugédo de Lugol: |2 (1%) com Kl (2%) em agua destilada;
» Tubos de fundo abaulado para coleta e fixagao das células;

» Pipetas Pasteur previamente esterilizadas, papel filtro e etanol 40%.

Descricdo da técnica:

Coleta: Sob fluxo laminar e apds breve e suave agitagdo da cultura de
algas introduziu-se uma pipeta Pasteur bem no centro do frasco de cultura de
forma a executar uma coleta representativa. Feito isso, procedeu-se a retirada
(em triplicata) de aprox. 1 mL de material em suspenséo e depositando-se no
frasco de coleta. Em seguida, a cultura foi devidamente fechada e, recolocada
na incubadora. A seguir, com uma outra pipeta Pasteur, foi colocado trés gotas
de solucdo de Lugol para fixacdo. Os frascos foram entdo devidamente
rotulados e guardados sob temperatura ambiente e protegido da luz até o dia

da contagem.

Contagem ao_microscopio: Abriu-se o frasco de coleta e apdés uma

breve agitagdo para homogeneizar a amostra retirou-se, com uma pipeta
Pasteur, uma aliquota (gota) sendo a mesma depositada na superficie da
camara de contagem. Em seguida, colocou-se cuidadosamente a laminula
sobre a gota formada. Importante observar a ndo formagéo de bolhas de ar e,
a gota de material deve ser suficiente de forma a n&o sobrar material para fora
da laminula. Tomados os devidos cuidados, levou-se a laminula junto ao
microscopio previamente ajustado com a objetiva de 10X e entdo foi feito o

ajuste de luminosidade e apos focar a lamina, foi trocado para a objetiva de

6 Sigaud-Kutner, T. C. S; Pinto, E.; Okamoto, O. K.; Latorre, L. R. e Colepicolo, P. (2001) Changes in superoxide dismutase activity and
photosynthetic pigment content during growth of marine phytoplankters in batch-cultures. Physiol. Plantarum. 114, 566 - 571
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40X. Importante ressaltar que uma contagem representativa se traduz na
distribuicdo uniforme das células na superficie da lamina. Observado esse
critério adicional, procedeu-se a contagem com auxilio de um contador,

seguindo os campos da camara Fuchs Rosenthal.

Utilizacdo da camara de contagem:

Montagem Camara-Laminula

— CAITpO SUperior
r ill s md\ Informacdes:
, Profundidade - 0.2 mm

Superficie do quadrado menor -0,0625 mm?
) Concentragdo minima de células - 1i:t3c\élula.mll1

l\— Campo inferior
| v N :
£
=
A
-
Campo de contagem:
* Contar as células em 80 quadrados pequenos no campo superior
e repetir para o campo inferior,
S S I Critérios de contagem:
fo
] ) s Contar as celulas de dentro dos quadrados.
[ [ o =Contar as células que tocam as hordas superior e esquerda de cada quadrado.
j j = Nio contar as células que tocam as bordas inferior e direita de cada quadrado.
\ L_J -
»
d
Ia ) * - -
\ ~ L) - @
) - L J [} »
.\ M » - »
/
( L
L
\
J -
Equacéo:
B . 4 [ng*n
) No. -:elulas.mL1 =u
{ 2X10°Xd
3 . .
] nq = No. de ¢élulas no campo superior

ng = No. de ¢éluas no campo inferior
d = Fator de diluigde
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Apéndice-D
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Visdo integrativa das vias preferéncias de formagado de EROs e das vias de produgao de O; e
CO,. Adapatado de Asada, N. (2006) Plant. Fisiol. 141, 391-396. e Moroney, J.V e Ynalvez, R.A (2007)
Eukariotic Cell. 6, 1251-1259. DIC, carbono inorganico; CCM, mecanismo de acumulagdo de carbono;
Cn, canal de CO,, Tr, transportador de DIC; CA, anidrase carbdnica; GOX, glicolato oxidase; GDH,

glicolato deshidrogense; Rubisco, ribulose 5-P carcboxi-oxidase.
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Apéndice - E

Glossario de termos abordados durante o texto

QUIMICA

ABSORBANCIA: Uma medida da radiagéo absorvida por uma amostra A= logl,/I.

ADOSORCAO: Fixagao quimica ou fisica de uma substancia a uma superficie.

AGENTE OXIDANTE: Uma espécie que remove elétrons da espécie que esta sendo oxidada.

AGENTE REDUTOR: Uma espécie que fornece elétrons a uma substancia que esta sendo reduzida.

ANITIOXIDANTE: Uma espécie que reage com radicais e evita a oxidacédo de outra substancia.

BIOATIVACAO: E um conjunto de reagdes metabdlicas, envolvendo oxigenagéo de moléculas alvo, aumentando a sua
toxicidade.

BIRRADICAL: Uma espécie com dois elétrons desemparelhados.

COEFICIENTE DE PARTICAO OCTANOL-AGUA (K,y): E uma medida da lipofilicidade de um composto e é definido
como a razéo da concentragdo do mesmo, no equilibrio, apds dissolugdo em um sistema de duas fases, formadas por
dois solventes imisciveis, agua e octanol.

DESPROPORCIONAMENTO: Reagéo redox na qual um unico elemento é simultaneamente oxidado e reduzido (sin.
dismutagéo)

DESSORGCAO: Deslocamento da substancia fixada em uma superficie.

DIOL: Um composto organico com dois grupos — OH

DISSOCIAGAO HETEROLITICA: Quebra de uma ligagio com formagéo de ions.

DISSOCIAGAO HOMOLITICA: Quebra de uma ligagdo com formagao de radicais.

ESPECTRO DE ABSORCAOQ: Determinada medindo-se a fragéo de radiag&o eletromagnética que a amostra absorve a
medida que o comprimento de onda varia em um intervalo de tempo.

ESPECTRO DE FLUORESCENCIA: Determinada medindo-se a fragdo de radiagdo eletromagnética que a amostra
fluoresce a medida que o comprimento de onda de excitagdo (absorgao) varia em um intervalo de tempo.

ESTADO EXCITADO: Um estado que ndo é o de mais baixa energia.

ESTADO FUNDAMENTAL: Estado de energia mais baixa.

ESTERIOISOMEROS: Isémeros nos quais os 4&tomos t&ém os mesmos parceiros arranjados diferentemente no espaco.
FLUORESCENCIA:Emiss&o de luz por moléculas excitas por radiacdo eletromagnética de alta freqiiéncia.
FOTOATIVACAO: Szo reagdes envolvendo modificagdes de moléculas organicas por intermédio de oxigenac&o
catalisada por sensibilizadores no estado excitado na presencga de O, e uma fonte de luz.

LUMINESCENCIA: Emissdo de luz por um processo que ndo seja incandescéncia, normalmente as espécies
luminescentes estdo em um estado excitado.

PRESSAO DE VAPOR: E a medida de tendéncia de volatilizagdo no estado normal puro, sendo fungéo direta da
temperatura.

QUIMILUMINESCENCIA: E a geragdo de luz na forma de fétons através da liberagdo de energia por uma reagéo
quimica.

RADICAL: Um atomo, molécula ou ion com ao menos um elétron desemparelhado.

REACAO REDOX: Uma reagao na qual ocorre oxidagéo e redugdo.

TOXICOLOGIA

MARCADOR: Um conjunto de parametros bioquimicos usados no monitoramento ambiental, normalmente sao
induzidos ou inibidos, como resposta a agéo do xenobidtico. (mesmo que biomarcador)

BIOTRANSFORMAGCAO: Um processo enzimatico de ativagdo de moléculas. (mesmo que bioativagio)
BIOMONITORAMENTO: Protocolos de avaliagcdo de risco ambiental usando organismos, de diferentes niveis tréficos,

frente a moléculas xenobidticas.
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CONCENTRACAO EFETIVA: Concentragdo necessdria para provocar mudancas em certo grau em parametros
previamente definidos.

CURVA DOSE-RESPOSTA: Resultado da acomodagdo dos dados por uma equagédo do tipo sigmoidal entre a
concentragao do xenobidtico e o seu efeito.

CURVA DE CRESCIMENTO: Acomodagdo dos dados por uma equagdo do tipo sigmoidal, decorrente do
monitoramento do aumento da densidade populacional por um parametro especifico.

EFEITO ALGISTATICO: Efeito suficiente, por parte do xenobiético, para provocar inibicdo na taxa de crescimento
populacional.

EXPOSICAO CRONICA: Exposicdo a um xenobiético por um tempo de exposicéo prolongado. (1 ano para humanos, 1
semana para microalgas)

EXPOSICAO AGUDA: Exposicéo a um xenobiético por um tempo de exposigdo curto. (14 dias para humanos, 12 - 48
horas para microalgas)

TAXA DE CRESCIMENTO DIARIO (u): Raz&o entre o intervalo de um parametro considerado (e.g. n°. de células em
48h) pelo tempo total do ensaio (e.g. 48h). Multiplica-se o resultado por 24.

ECOTOXICOLOGIA: Estudo dos efeitos nocivos produzidos no ambiente e nos seres vivos pelos agentes quimicos,
tendo por finalidade o estabelecimento da relagao entre a quantidade do agente téxico liberado num determinado local
e o efeito produzido nos organismos que mantiveram contato como o xenobiético.

XENOBIOTICO: Agente quimico, na abordagem toxicolégica, contaminante e agressivo aos organismos.

BIOLOGIA VEGETAL

APOPLASTO: E um conjunto dos compartimentos existentes exteriormente & membrana plasmatica, onde ocorre

difusdo simples, é formado pelo continuo de paredes celulares.

CENTRO DE REACAO: Pigmentos fotossensiveis na membrana dos tilacéides com a fungdo de receber a energia dos
fétons captados pelo complexo de antena.

CLOROPLASTO: sao plastidios com clorofila e carotendides sdo formados por um sistema de membranas em forma
de vesiculas chamadas tilacéides que, quando empilhados s&o designados grana.

COMPLEXOS DE ANTENA: Um sistema de coleta de fétons que canaliza a energia absorvida pelas moléculas de
clorofila e pelos pigmentos acessérios para o centro de reagdo, onde reagbes fotoquimicas se processam
continuamente.

ESTROMA: Matriz citoplasmatica dos plastidios

FOTORESPIRACAO: Desvio da atividade carboxilase da Rubisco para uma atividade oxidase, levando a um consumo
de O, e diminuigdo do rendimento de fixagao de carbono no ciclo de Calvin.

FOTOSSISTEMAS: Referem-se ao arranjo FSI e FSII das moléculas de clorofila outros pigmentos embutidos que
compde o centro de reagao.

LUMEN: Espago vacuolar hidrofilico no interior dos tilacéides

MICROCORPOS: Estéo associados ao reticulo endoplasmatico, alguns sdo denominados peroxissomos, responsaveis
pelo metabolismo do glicolato participante da fotorrespiragdo. Os glioxissomos s&o responsaveis pela conversao dos
lipideos em carboidratos.

PLASTIDEOS: Sao organelas que, em algas, podem possuir até quatro membranas e uma matriz chamada estroma.
SISTEMAS CCM: Sistemas de acumulagéo de carbono inorganico em microalgas.

TILACOIDE: Expanséao do conjunto de membranas do cloroplasto.

ECOLOGIA

ADAPTACAO: Acomodagao de um organismo frente a condigdes adversas.

BIOMA: Comunidade bidtica que se caracteriza pela uniformidade fisionémica da flora e da fauna.

BIOACUMULAGCAO: Processo pelo qual os organismos retém contaminantes quimicos em seus tecidos em niveis
maiores aos que se encontram no meio ambiente. Significa 0 mesmo que bioconcentragéo.

BIOMAGNIFICACAO: E o acumulativo aumento da concentragdo de um contaminante persistente em sucessivos
niveis tréficos superiores da cadeia alimentar. Em muitos casos, os humanos s&o os ultimos consumidores destes

organismos contaminados.



“Marcadores de estresse oxidativo em Minutocellus polymorphus (Heterokontophyta) sob exposicio ao oxifluorfeno e ao benzo[a[pireno”

BIOINDICADOR: Organismo ou grupos de organismos, usados como sentinela em programas de monitoramento
ambiental.

BIOTA: Flora e fauna de uma regido

CADEIA ALIMENTAR: E uma seqiiéncia de seres vivos, na qual um é fonte de energia para o outro.

DENSIDADE POPULACIONAL: E o ntimero de individuos presentes por unidade de superficie ou volume.
ECOSSISTEMA: Conjunto interdependente formado por organismos e ambiente fisico.

EPILIMNIO: Zona superficial de um lago, agitada pelo vento, rica em oxigénio, fitoplanctons, luz e na qual a
temperatura declina lentamente com a profundidade.

FITOPLANCTON: Conjunto de microorganismos fotosintetizantes, microscépicos e flutuantes.

LENGCOL FREATICO: Agua subterranea situada sobre uma camada de terreno impermeavel.

LIXIVIACAO: Lavagem do solo pela agua das chuvas.

LAGO EUTROFICO: S&o lagos pouco profundos com produtividade elevada.

NIVEL TROFICO: Lugar de um organismo na cadeia alimentar.

PELAGICO: Relativo ao mar aberto.

PERCOLACAO: O fenémeno do deslocamento da &gua através do solo.

PESTICIDAS: O conjunto de produtos quimicos destinados a espécies animais e vegetais alvos.

PRE-EMERGENCIA: Atividade controlada por certos herbicidas impedindo a emergéncia de plantas daninhas
PRODUTORES: Organismos fotossintetizantes.

REGIAO INTERSTICIAL:

ZONA EUFOTICA: Regigo marinha até 100 metros, com boa penetragéo de luz.

ZONA LITORANEA: Zona afetada pelas marés com abundancia de luz, oxigénio e alimento.

ZONA NERITICA: E o ambiente marinho situado abaixo do nivel das marés, indo até 200 metros de profundidade.

Apresenta grande importancia econdmica pela riqueza de plancton e nécton.
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CURRICULUM VITAE

Moacir Aluisio Torres

Resumé: Moacir Aluisio Torres

He has a B.A in education (1995) and a B.Sc. in Biology (2000) and since this time he has a scientific production and
several collaborations with Brazilian ecotoxicology groups using fishes and mussels as biological models. His M. Sc.
(biochemistry) (2003) was about the antioxidant potential of trehalose in insects under water restriction. Recently, he
finished his PhD (biochemistry) (2008) in which, working with microalgae, he presented the potential use of macroalgae
as important marine pollution indicators. Torres has large expertise in design experiments, microalgae culture, and
practice in the field to collect sample. In addition, Torres has experience in lab prototocols, particularly, enzymatic
antioxidant assays, enzymatic biotransformation process using spectrophotometer and fluorimeter analysis and HPLC
chromatography. He has 11 scientific papers published and 3 book chapters. Additionally, he attends frequently the
national and international congress in these common areas. Finally, Torres is a teacher, at University of Cruzeiro do Sul,
Sdo Paulo - Brazil, teaching Biochemistry and Comparative Physiology to Biological Sciences (under graduation
courses) and Environmental pollution and biotransformation processes (pos graduation courses).

1. Personal:

Married, born in Joinville, Santa Catarina, Brazil in 1969.

2. Education:

PhD in Biochemistry (2004 — 2008) - Universidade de S&o Paulo, USP, Brazil.

Thesis Title: Oxidative stress markers in Minutocellus polymorphus under oxyfluorfen and benzo[a]pyrene exposure.
Adviser: Pio Colepicolo Neto.

Support: National Council to Technological and Scientific Development, CNPq, Brazil.

M. Sc. in Biochemistry (2000 — 2003) - Universidade de Sdo Paulo, USP, Brazil.

Thesis Title: Antioxidant trehalose hole in the firefly P. termitilluminans under water restriction.
Adviser: Prof. Dr. Etelvino J. H. Bechara.

Support: Scientific Research Funding to State of Sdo Paulo, FAPESP, Brazil.

B.Sc. in Biology (1995 — 2000) - Universidade Federal de Santa Catarina, UFSC, Brazil.
Thesis Title: Oxidative Stress in the mussel M. Guayanensis from polluted mangroves.
Adviser: Prof. Dr. Danilo Wilhelm Filho.

Support: National Council to Technological and Scientific Development, CNPq, Brazil.

B.A. in Education (1992 — 1995) - Faculdade de Educagdo de Joinville, ACE - FEJ, Brazil.

3. Selected Complementary Courses:

(2008) — MS/MS and HPLC, Applied Biosystems, Co. USP, SP - Brazil

(2007) — Electrochemistry detection and HPLC, ESA, Co. Boston, MA — USA
(2004) — Gas and liquid chromatography. Phenomenex, Co. Sao Paulo, SP — Brazil
(2001) — HPLC Basic school. Waters, Co. Sdo Paulo, SP — Brazil

(1997) — Molecular cytogenetics. UFSC, Florianépolis, SC — Brazil

(1995) — Modern themes in mutagens. UFSC, Florianépolis, SC — Brazil.

4. Professional Experience:

(2004 — present) — Biochemistry and Molecular Biology of Algae, USP, S&o Paulo, SP — Brazil.
Head of Lab and Team Leader: Prof. Dr. Pio Colepicolo Neto.
Themes: Cytochrome P450 and Glutathione S-Transferase activities in algae.
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(2005) - Plant Cellular and Molecular Lab, OSU, Columbus, OH — USA
Head of Lab and Team Leader: Prof. Dr. Richard Sayre.
Themes: Metallothionein chimera gene expression in Chlamy as heavy metal fluorescent biosensor.

(2000) — Biochemistry and Pharmacology Lab, UBA, BuenosAires, BA — Argentina.
Head of Lab and Team Leader: Prof. Dr. Alberto Boveris.
Themes: Antioxidants and vitamins content by HPLC UV/VIS detection in biological fluids.

(1997 — 2000) — Aquatic Ecophysiology Lab, UFSC, Florianépolis, SC — Brazil.
Head of Lab and Team Leader: Prof. Dr. Danilo Whilhelm Filho.
Themes: Oxidative stress in aquatic organism.

(1996 — 1997) — Biomarkers of Aquatic Cont. Lab, UFSC, Florianopolis, SC — Brazil.
Head of Lab and Team Leader: Prof. Dr. Afonso Celso Dias Bainy.
Themes: Biochemistry parameters in mussels as indicators of marine pollution.

5. Teaching Experience:

(2007 — present) — Assoc. Teacher - Pos Grad. Prog. — Envirom. Chemist. (UNICSUL), S8o Paulo, SP — Brazil.
(2006 — present) — Assis.Teacher 1l — Under Graduation Program — Biology (UNICSUL), S&o Paulo, SP — Brazil.
(2006 - present) — Pos grad. monitor — Themes in biochem. and mol. biol. (USP), S&o Paulo, SP — Brazil.

(2002 — 2003) — Under grad. monitor class — Biochem. and Pharm. (USP), S&o Paulo, SP — Brazil.

(1994 - 1999) - High school science teacher, Florianépolis, SC - Brazil

6. Academic Activities and Services:

= Research orientation and co-supervision:
(2007) — Analysis of Cytochrome P450 in microsomal fraction of macroalgae.
Student: Erica Pereira. Biology under graduation course. UNICSUL, S&o Paulo, SP — Brazil. (Adviser)
(2006) — Extract of Nim Azadiracta indica as an alternative product to synthetic pesticides.
Student: Silvana Zampol. Sciences Pos Graduation course. CEU, S&o Paulo, SP — Brazil. (Adviser)
(2002) — Metabolic connections between oxidative and water restriction stress in insect larvae.
Student: Paulo Avila Jr. Chemistry under grad. Cour. IQUSP, S&o Paulo, SP — Brazil. (Co-Adviser)

=  Attendance and Invited Speaker in Scientific Meetings:

(2008) — 3rd. National Meeting of Swimmers — Oxidative stress and its implication in the high performance swimmers. S&o
Paulo, SP — Brazil. (Invited speaker)

(2007) — 14th (PRIMO) International Symposium of Pollutant Responses in Marine Organisms. Florianopolis, SC, Brazil.
(Attendance)

(2006) — 3rd Regional Meeting in Biological Sciences. — Evolutionary Alternatives in the algal detoxification systems. Séo
Paulo, SP — Brazil. (Invited speaker)

(2005) — Annual Chemistry Semminar. Pollutant monitoring and microbiological bioremediation. Sdo Paulo, SP — Brazil.
(Invited speaker)

= Industrial Consulting Activities:
(2003) — Development of an acclimatized marine microalgae culture room. Sdo Paulo, SP — Brazil.
Research Leader — Prof. Dr. Pio Colepicolo, IQ/USP.
(2002) — Development of a demolding based-water resin to auto industries. Sdo Paulo, SP — Brazil.
Research Leader — Prof. Dr. Cassius V. Stevani, IQ/USP.
(2001) — Development of H,O, treatment protocols to PAH soils contaminated. Salvador, BA — Brazil.
Research Leader — Prof. Dr. Etelvino J. H. Bechara, IQ/USP.

= Congress and Meeting organization:
(2007) — International Workshop - Biochemical and Molecular Approaches in Ecotoxicology: Emphasis in Algae and
Mollusks. Florianopolis, SC — Brazil.

= National and International Society:
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(2007 — Present) — Member of Intern. Society of Environmental Toxicology and Chemistry (SETAC)

(2005 - present) — Member of Brazilian Society of Ecotoxicology. (SETAC-Brazil)

(2000 - present) — Member of Brazilian Society of Biochemistry and Molecular Biology. (SBBQ)

Languages: Portuguese (Native); English (Advanced); Spanish (Basic); German (Basic).

Programming: Action script.
Operating systems: Linux, Windows, Mac OS X.

Distinct Software: Origin 8; Statistic 8, Flash MX, Corel Draw 14.

8. Honors and Awards:

(2006) — IX ECOTOX meeting — Oral Presentation — Aguas de Sao Pedro, SP, Brazil.

(2005) — IMB Conference — Best Poster Faustus Award — Vienna, AU, Austria.

(2005) — IVth SFRBM South American Group — Oral Presentation, Aguas de Linddia, MG, Brazil.
(2005) — 26th SETAC North America meeting — Oral Presentation — Baltimore, MA, USA.

(2003) — XXXI11 SBBq Annual Meeting — Oral Presentation — Caxambu, MG, Brazil.

(2000) — Qutstanding Graduate Student Award — UFSC, Florianopolis, SC, Brazil.

(1999) — XXth ESCPB Conference — Oral Presentation — Aarrhus, JT, Denmark

(1997) — XVth BMM meeting — Oral Presentation — Florianépolis, SC, Brazil.

9. Research interes

= Oxidative stress;

= Bitransformations reactions;
= ABC transporters;

= Risk assessment;

= Biomonitoring;

= Marine pollution

1) MARQUES, M.RF; CAMPOS, S.C.G., CARDOZO, KH.M,;
GUARATINI, T.; TORRES, M. A.; COLEPICOLO, P. Changes in
malondialdehyde and pigment content during growth of marine microalgae
Tetrasselmis gracilis. In: XXXVI Reuniao da Sociedade Brasileira de
Bioquimca e Biologia Molecular (SBBq), 2007, Salvador, BA, Brazil.

2) TORRES, M.A.; COLEPICOLO, P. Antioxidant defenses and
biotransformation  process in microalgae under herbicide and
benzo[a]pyrene exposition. In: V Meeting of the South American Group -
Society for Free Radicals in Biology and Medicine (SFRBM), 2007,
Montevideo, Uruguay.

3) CAMPOS, S.C.G.; TORRES, M. A; PINTO, E.; COLEPICOLO, P.
Oxidative aspects during phenol biotransformations by the marine
microalgae Minutocellus polymorphus. In: Society of Environmental
Toxicology and Chemistry 17th Annual Meeting (SETAC - Europe), 2006,
Hague, Netherlands.

4) TORRES, M.A.; FALCAO, V.R.; RAJAMANI, S. Ewalt, J;
COLEPICOLO, P.; SAYRE, R.T . Transgenic Microalgae as Heavy Metal
Biosensors. In: XXXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
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- Brazil), 2006, Aguas de S&o Pedro, SP, Brazil.
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Oxidative stress implications in diatom Minutocellus polymorphus
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Biology and Medicine, 2005, Aguas de Linddia, SP, Brazil.

7) MARTINS, K.; TORRES, M. A.; STEVANI, C. V. Antioxidant and
ligninolytic enzymes of the bioluminescent fungus Gerronema
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Society for Free Radical Research in Biology and Medicine, 2005,
Aguas de Linddia, SP, Brazil.

8) TORRES, M.A.; CAMPOS, S.C.G.; Souza, L.M.; COLEPICOLO, P.
Response of Oxidative Enzymes in the Diatom Minutocellus
polymorphus Exposed to Diphenyl Ether Herbicide.. In: Society of
Environmental Toxicology and Chemistry 26th Annual Meeting
(SETAC - North America), 2005, Baltimore, MA, USA.
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9) LEITAO, M.A.; CARDOZO, K.H.M.; CAMPOS, S.C.G.; TORRES
M.A.; PINTO, E.; COLEPICOLO, P. PCB-Indced oxidative stress in the
toxic unicellular marine dinoflagellate Lingolodinium polyedrum.. In: VIII
Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia (SETAC - Brazil), 2004,
Florianépolis, SC, Brazil.

10) TORRES, M.A.; AVILA, P.; BECHARA, E.J.H. Metabolic study of
trehalose in  Pyrearinus termitilluminans larvae under moderate
anhydrobiosis.. In: XXXIlI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular, 2003, Caxambu, MG, Brazil.

11) MOREIRA, E. A.M.; FAGUNDES, R.L.M.; FACCIN, G.L.; COUTO,
M.C.; TORRES, M.A.; WILHELM FILHO, D. The effect of alcohol
ingestion during lactation on oxidative stress.. In: 17th International
Congress of Nutrition - ICN, 2001, Viena, AU. Austria.

12) MARCON, J.L.; TORRES, M.A.; COSTA, C.CAA,; WILHELM
FILHO, D.; CARRASQUEDO, F.; FRAGA, C.; BOVERIS, A.. Enzymatic
and non-enzymatic antioxidants in plasma and tissues from hatchling and
adult Amazon freshwater turtles.. In: IInd Meeting of the South American
Group of the Society for Free Radical Research in Biology and Medicine,
2001, Mar del Plata, BU, Argentina.

13) WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A. Antioxidant defenses in
vertebrates a comparative approach.. In: XXth European Society for
Comparative Physiology and Biochemistry Conference, 1999, Aarhus, JT,
Denenmark.

14) WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; TESTA, C.P.; TRIBESS, T;
GASPARI, C.; PEDROSA, R.C.; SILVA, M.H.. Inhibition of fish
antioxidant defenses in marine polluted sites.. In: Annual International
Symposium of the Fisheries Society of the British Isles, 1999, St. Andrews,
Scotland.

15) TORRES, M.A.; TRIBESS, T.; TESTA, C.P.; PEDROSA, R.C;
WILHELM FILHO, D. Antioxidant defenses in the mangrove mussel
Mytella Guayanensis.. In: Society of Environmental Toxicology and
Chemistry 19th Annual Meeting (SETAC - North America), 1998,
Charlotte, NC, USA.

16) WILHELM FILHO, D.; TESTA, C.P.; TRIBESS, T.; TORRES, M.A.;
SOARES, C.H.L.; PEDROSA, R.C.; BAPTISTA, |. . The comparative
effect of bleaching and non-bleaching pulp mill effluents on the antioxidant
defenses of tilapia, Oreochromis niloticus.. In: Society of Environmental
Toxicology and Chemistry 19th Annual Meeting (SETAC - North
America), 1998, Charlotte, NC, USA.

17) WILHELM FILHO, D.; SOARES, CH.L; PEDROSA, R.C;
TORRES, M.A.; GASPARI, C.; TESTA, C.P.; TRIBESS, T.; BAPTISTA,

11. Publications:

Original Papers and Reviews:

I. The comparative effect of kraft pulp mill effluents on fish
antioxidants. Il - Final effluents of the non-bleaching process.. In: V
Encontro Brasileiro de Ecotoxicologia (SETAC - Brazil), 1998, Itajai,
SC, Brazil.

18) MOREIRA, E.A.M.; FAGUNDES, R.L.M.; FACCIN, G.L;
COUTO, M.C.; TRIBESS, T.; TORRES, M.A.; WILHELM FILHO, D.
Can alcoholism during laction elicit oxidative stress in the offspring?. In:
I1X Bieenial Meeting International Society for Free Radical Research in
Biology and Medicine, 1998, S&o Paulo, SP. Brazil.

19) TORRES, M.A.; TRIBESS, T.; WILHELM FILHO, D. Comparative
antioxidant defenses in the mangrove mussel, Mytella guayanensis from
the Santa Catarina Island.. In: XXVII Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Bilogia Molecular, 1998, Caxambu, MG,
Brazil.

20) TORRES, M.A.; WILHELM FILHO, D.; TESTA, C.P.; TRIBESS,
T.; GASPARI, C.; SILVA, M.H.. Inibigdo das defesas antioxidantes do
bagre Genidens genidens em locais poluidos.. In: VV Encontro Brasileiro
de Ecotoxicologia (SETAC - Brazil), 1998, Itajai, SC. Brazil.

21) ALMEIDA, E.A.; TORRES, M.A.; BAINY, A.C.D. Comparison of
antioxidant defenses in wild and farmed mussels (Perna perna).. In:
XXVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular, 1997, Caxambu, MG, Brazil.

22) TORRES, M.A.; ALMEIDA, E.A.; BAINY, A.C.D. Biomarcadores
bioquimicos em mexilhoes Perna perna de Arraia do Cabo - RJ e da Ilha
de Santa Catarina - SC.. In: XV Encontro Brasileiro de Malacologia,
1997, Florianopolis, SC, Brazil.

23) TORRES, M.A.; BAINY, AC.D. Andlise de parametros
antioxidantes em camardes (Penaeus paulensis) Ablados.. In: VII
Seminério de Iniciagdo Cientifica da UFSC, 1997, Floriandpolis, SC,
Brazil.

24) ALMEIAE.A.; TORRES, M.A.; PETERSEN, R.L.; BAINY,
A.C.D. Andlise de parametros antioxidantes em camardes ablados.. In:
X1l Reunido Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia
Experimental, 1997, Caxambu, MG, Brazil.

25) TORRES, M.A.; ALMEIDA, E.A.; ZANIBONI FILHO, E,;
BAINY, A.C.D. Defesas antioxidantes em Pacu (Piaractus

mesopotamicus) expostos a diferentes niveis de oxigénio.. In: V Reunido

Especial da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, 1997,

Blumenau, SC, Brazil.

= TORRES, M.A.; BARROS, M.P.; CAMPOS, S.C.G.; PINTO, H.; RAJAMANI, S.; SAYRE, R.T.; COLEPICOLO, P.
Biochemical Biomarkers in Algae and Marine Pollution: A Review. Ecotoxicology and Environmental Safety, [E-pub ahead

of print], 2008.

= BECHARA, E.J.H.; COSTA, C.; COLEPICOLO, P.; VIVIANI, V.; BARROS, M.P,; TIMMINS, G. S.; LALL, A,
TERRA, W.R.; FERREIRA, C.; STEVANI, C.V.; TORRES, M.A. Chemical, biological and evolutionary aspects of beetle

bioluminescence. ARKIVOC, v. 8, p. 311-323, 2007.

= CARDOZO, K.H.M.; GURATINI, T.; FALCAO, V.R.; BARROS, M.P.; TORRES, M.A.; CAMPOS, S.C.G.; Lopes, N.P.;
PINTO, E.; COLEPICOLO, P. Metabolites from algae with economical impact. Comparative Biochemistry and Physiology.

C, v. 146, p. 60, 2007.

= WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A. Antioxidant therapy attenuates oxidative stress in chronic cardiopathy associated
with Chagas' disease. International Journal of Cardiology, v. 123, p. 43-49, 2007.
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= SCHWINGEL, A.C.; WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; PETROSKI, E.L. Exercise session promotes antioxidant
changes in Brazilian soccer players. Biology of Sport, v. 23, p. 255-265, 2006.

= WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; ZANIBONI-FILHO, E.; PEDROSA, R.C. Effect of different oxygen tensions on
weight gain, feed conversion, and antioxidant status in piapara, leporinus elongatus (Valenciennes, 1847). Aquaculture
(Amsterdam), Londres, v. 244, n. 1-4, p. 349-357, 2005.

= WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; Bordin, A.L.B.; CREZCYNSKI-PASA, T.B.; BOVERIS, A. Spermatic cord
torsion, reactive oxygen and nitrogen species and the ischemia-reperfusion injury. Molecular Aspects in Medicine, New
York, v. 25, n. 1-2, p. 199-210, 2004.

= TORRES, M.A.; TESTA, C.P.; GASPARI, C.; MASUTTI, M.B.; PANITZ, C.M.N.; PEDROSA, R.C.; ALMEIDA, E.A ;
MASCIO, P.; WILHELM FILHO, D. Oxidative stress in the mussel Mytella guayanensis from polluted mangroves on Santa
Catarina Island, Brasil. Marine Pollution Bulletin, Londres, v. 44, n. 9, p. 923-932, 2002.

= WILHELM FILHO, D.; TRIBESS, T.; GASPARI, C.; CLAUDIO, F. D.; TORRES, M.A.; MAGALHAES, AR.M.
Seasonal changes in antioxidant defenses of the digestive gland of the brown mussel (Perna perna). Aquaculture
(Amsterdam), Londres, v. 203, p. 149-158, 2001.

= WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; TRIBESS, T.; PEDROSA, R.C.; SOARES, C.H.L. Influence of season and
pollution on the antioxidant defenses of the cichlid fish acara (Geophagus brasiliensis). Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, Séo Paulo, v. 34, n. 6, p. 719-726, 2001.

= WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; MARCON, J.L.; FRAGA, C.; BOVERIS, A. Comparative antioxidant defences
in vertebrates - emphasis on fish and mammals. Trends in Comparative Biochemistry and Physiology, v. 7, p. 37-45, 2000.

Book Chapters: B
= RAJAMANI, S.; SIRIPORNALDULSIL, S.; FALCAO, V.R.; TORRES, M.A.; COLEPICOLO, P.; SAYRE, R.T.

Phycoremediation of heavy metals using transgenic microalgae. In: Leon, Rosa; Galvan, Aurora; Fernandez, Emilio. (Org.).
Transgenic Microalgae as Green Cell Factories. New York: Springer, 2007, v. 616, p. 99-107.

= WILHELM FILHO, D.; TORRES, M.A.; TESTA, C.P.; TRIBESS, T.; GEREMIAS, R.; PEDROSA, R.C.; SILVA, M.H.
Estresse Oxidativo em Bagres Genidens genidens (Arridae) do Litoral de Santa Catarina. In: Moraes, R; Crapez, M; Pfeifer,
W; Farina, M; Bainy, A; Teixeira, V. (Org.). Efeitos de poluentes em organismos marinhos. Sdo Paulo: VilliPress, 2001.

= RIBEIRO, L.; TRIBESS, T.; TORRES, M.A.; SOARES, C.H.L.; PEDROSA, R. C.; AGOSTINI, J.; BUENO, A,
WILHELM FILHO, D. Estresse oxidativo em tilapia (Oreochromis niloticus) exposta ao efluente de indUstria téxtil. In:
Espindola, E. L. G.; Botta-Paschoal, C. M. R.; Rocha, O.; Bohrer, M. B. C.; Oliveira-Neto, A. L.. (Org.). Ecotoxicologia:
Perspectivas para o século XXI. 1 ed. Sdo Carlos: RiMa, 2000, v. , p. 441-449.

Popular science magazines:

TORRES, M.A.; COLEPICOLO, P. Determinagao do Indice Redox de glutationa, Um biomarcador de contaminacao
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