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RESUMO 

A ativação do oxigênio molecular em suas espécies reativas é uma constante 

ameaça aos organismos fotossintéticos, uma vez que os cloroplastos são compartimentos 

celulares altamente susceptíveis ao estresse oxidativo. Sob condições normais, a geração 

de ERO nestas organelas é lenta e controlada, embora possa ser exacerbada pela exposição 

a xenobióticos e outros fatores de estresse ambiental. Como a intoxicação por metais 

poluentes é uma importante fonte de estresse oxidativo em sistemas biológicos, a 

resistência de organismos fotossintéticos ao estresse metálico deve ser dependente de 

adaptações bioquímicas que previnam o insulto oxidativo em seus cloroplastos. Com o 

intuito de investigar esta hipótese, os níveis de antioxidantes cloroplásticos e os padrões de 

indução da enzima SOD foram estudados no dinoflagelado marinho G. polyedra, sob 

diferentes modelos de estresse metálico. Primeiramente, os efeitos dos metais poluentes 

Hg2+, Cd2+, Pb2+ e Cu2+, sobre alguns aspectos fisiológicos deste dinoflagelado, foram 

avaliados por bioensaios de toxicidade. G. polyedra se mostrou altamente sensível a estes 

metais, os quais causaram aumentos significativos de mortalidade celular, alta freqüência 

de flashes bioluminescentes e formação de cistos assexuais, em concentrações 

relativamente baixas. A escala de toxicidade encontrada foi Hg2+> Cu2+>Cd2+> Pb2+, de 

acordo com seus respectivos valores de CE50. O encistamento parece ser uma importante 

estratégia celular de resistência à toxicidade de metais, em particular a Pb2+ e Cu2+, uma 

vez que as células tratadas com estes metais foram capazes de retomar, parcial ou 

completamente, o estado fisiológico normal quando inoculadas em meio livre de metais 

tóxicos. 

Com base nos bioensaios de toxicidade, dois modelos de estresse metálico, crônico 

e agudo, foram estabelecidos e o balanço oxidativo, em cloroplastos isolados de G. 

polyedra, avaliado nestas condições experimentais. Diferentes respostas antioxidantes 

foram verificadas de acordo com o metal e o modelo de estresse aplicado. Em geral, 

células cronicamente expostas a metais exibiram aumentos de atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e Apx, alto poder redutor e níveis reduzidos do carotenóide peridinina, 

enquanto nenhuma alteração foi observada quanto aos níveis de ~-caroteno. Em contraste, 

células submetidas a estresse metálico agudo exibiram níveis dobrados de ~-caroteno, 

embora nenhuma alteração significativa tenha sido observada para os demais 

antioxidantes. A correlação entre o tratamento agudo e a instalação de estresse oxidativo 

foi inferida pelo consumo de oxigênio exacerbado e menor poder redutor, observados em 

células expostas aos metais. Em decorrência do estado pró-oxidante, aumentos de lesões 
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oxidativas sobre lipídeos e proteínas cloroplásticas foram detectados predominantemente 

em células sob tratamento agudo. 

Respostas específicas da enzima SOD também foram estudadas, observando-se um 

aumento dose-dependente em sua atividade, que ocorreu nas primeiras horas de exposição 

aos metais. Das três isoformas detectadas em G. polyedra, apenas FeSOD e MnSOD foram 

induzidas pelos metais, enquanto os níveis celulares de CuZnSOD não variaram 

significativamente, nas mesmas condições experimentais. Além da indução por metais, 

estas duas isoformas também mostraram ser sintetizadas circadianamente em G. polyedra. 

A isoforma FeSOD foi detectada em cloroplastos deste dinoflagelado e a clonagem parcial 

do seu cDNA codificador, realizada por técnicas baseadas em PCR. Análises preliminares 

de filogenia molecular com esta isoforma cloroplástica de G. polyedra indicaram uma alta 

similaridade com FeSOD cianobacteriana, corroborando a teoria endosimbiôntica para a 

origem dos cloroplastos modernos. Induções de FeSOD, por exposição aos metais 

poluentes, incluíram aumentos nos seus níveis de mRNA, revelando um controle 

transcricional positivo, inédito em G. polyedra. Com relação à oscilação circadiana desta 

isoforma cloroplástica, níveis constantes de transcritos de FeSOD foram detectados ao 

longo de 24 h, evidenciando um controle circadiano distinto, ao nível traducional. 

A partir das informações obtidas nesta tese, conclui-se que os metais poluentes 

avaliados são extremamente tóxicos a G. polyedra e capazes de induzir um estresse 

oxidativo em seus cloroplastos, especialmente sob condições agudas de exposição. Durante 

o estresse metálico crônico, entretanto, a manutenção de uma alta capacidade antioxidante, 

incluindo o aumento imediato da expressão da FeSOD, é uma estratégia relevante na 

atenuação das lesões oxidativas em lipídeos e proteínas, prevenindo possíveis danos 

estruturais e perda de funções cloroplásticas. Esta modulação de antioxidantes 

cloroplásticos sugere que a adaptação bioquímica de G. polyedra inclui respostas rápidas e 

específicas ao sítio subcelular onde o estresse oxidativo é instalado, processo este 

importante na resistência deste dinoflagelado à exposição a metais poluentes. As diferentes 

possibilidades de regulação da FeSOD, reveladas neste trabalho, salientam ainda a 

importância desta isoforma na manutenção do equilíbrio oxidativo cloroplástico durante 

adversidades ambientais e lançam novas perspectivas a respeito do controle de expressão 

gênica, em G. polyedra. O presente trabalho contribui, portanto, para o entendimento dos 

componentes bioquímicos e moleculares de processos adaptativos em algas. 
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SUMMARY 

Oxygen activation to reactive species is a constant threat to photosynthetic 

organisms since chloroplasts are cell compartments highly susceptible to oxidative stress. 

Although moderate at normal conditions, the ROS generating-processes in such organelles 

can be highly accelerated by xenobiotics and some other environmental factors. Because 

the intoxication with pollutant metals is an important source of oxidative stress in 

biological systems, resistance of photosynthetic organisms to metal stress might be 

dependent on biochemical adaptations that prevent oxidative insult within their plastids. To 

investigate such hypothesis, the oxidative balance of chloroplasts and the induction pattem 

of the antioxidant enzyme SOD were evaluated in the marine dinoflagellate G. polyedra, 

under different conditions of metal stress. At first, toxicity bioassays based on survival 

were carried out with G. polyedra cells exposed to the pollutant metals Hg2+, Cd2+, Pb2+ 

and Cu2+. Cell viability significantly decreased under exposure to these metals, which were 

also able to stimulate the frequency of bioluminescent flashes and induce encystment of 

this dinoflagellate. The toxicity scale found to G. polyedra was Hg2+> Cu2+>Cd2+> Pb2+, 
based on the EC50 values of each metal. lnduction of resting cysts appears to be an 

important strategy for cell survival, particularly during Pb2+ and Cu2+ treatments, since cells 

partially or completely excysted within 96 h after metal remova! from the media, 

respectively. 

Chronic and acute models of metal stress were applied, based on the toxicity 

bioassays, and the oxidative balance in isolated chloroplasts of G. polyedra examined. 

Different antioxidant responses were verified according to the metal and model of stress. 

Cells chronically exposed to metals exhibited high activity of the antioxidant enzymes 

SOD and Apx, high GSH content and reduced peridinin levels, whereas no significant 

changes were detected in the P-carotene content. ln contrast, cells subjected to acute metal 

stress displayed twice as much P-carotene but only slight variation in SOD, Apx and 

peridinin levels. The correlation of acute metal treatment and oxidative stress was inferred 

from the higher oxygen uptake and decreased GSH pool found in treated cells. ln addition, 

increased oxidative damage to proteins and lipids occurred mainly in cells under acute 

stress. 

The specific responses of SOD to pollutant metal stress were also examined. A 

dose-dependent induction of SOD activity was found in the first hours of metal treatment. 

Among the three SOD isoforms detected in crude extracts of G. polyedra, FeSOD and 

MnSOD were the inducible ones, while non-significant changes in CuZnSOD leveis were 
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verified. Furthermore, both isoforms displayed a circadian rhythm of synthesis in this 

dinoflagellate. The FeSOD isoform was detected in chloroplasts of G. polyedra, and the 

partial sequence of its cDNA obtained by PCR-based cloning techniques. Preliminary 

analysis of molecular phylogeny indicated that dinoflagellate and other plastid FeSOD are 

highly similar to cyanobacterial FeSOD, reinforcing the theory for the endosymbiotic 

origin of modem chloroplasts. lnduction of FeSOD by metal exposure included increases 

in its mRNA leveis, revealing a novel mechanism of positive transcriptional regulation in 

G. polyedra. ln contrast, the mRNA levels of FeSOD remained constant through out the 

circadian cycle, indicating a distinct circadian control at the translational levei. 

We described here that the pollutant metals analyzed are extremely toxic and able 

to induce oxidative stress in chloroplasts of G. polyedra, particularly under acute 

conditions. However, under chronic conditions of metal stress, the maintenance of a high 

antioxidant capacity, with increased FeSOD expression, is a relevant strategy to prevent 

structural damage and loss of chloroplastic functions as a consequence of oxidative insult. 

Such antioxidant modulation within chloroplasts suggests that biochemical adaptation in 

G. polyedra involve immediate and specific responses at the subcellular site where 

oxidative stress is triggered. This adaptive process could contribute to the overall 

resistance of this dinoflagellate to pollutant metal stress. Moreover, the distinct levels of 

regulation found for FeSOD indicate the important role of this isoform in the oxidative 

balance of chloroplasts, and provide new insight on gene regulation in G. polyedra. The 

present work provides the first steps in the elucidation of the biochemical and molecular 

components of adaptive processes in algae. 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1. Processos de adaptação às variações do ambiente 

Estudos em biologia moderna têm se voltado à compreensão das 

estratégias adaptativas que conferem resistência aos organismos frente às 

adversidades do ambiente. A capacidade intrínseca de percepção, sinalização e 

resposta às variáveis ambientais é uma característica comum a todos os 

orgamsmos, importante na manutenção de seus processos vitais, durante 

condições de estresse ambiental. 

As diferentes formas de estresse podem decorrer tanto de variações 

naturais do meio, como dos impactos da atividade antrópica. Variações ditas 

naturais podem incluir mudanças periódicas ( circadianas, sazonais, etc.) de 

fatores abióticos como temperatura, intensidade luminosa e pressão de 

oxigênio. Tais oscilações influenciam o metabolismo celular dos organismos, 

resultando em extensas modificações bioquímicas. Por outro lado, variações 

ambientais decorrentes da atividade antrópica resultam, muitas vezes, em 

mudanças drásticas do meio, acarretando danos severos à biota (Davison & 

Pearson, 1996). Um exemplo da interferência antrópica no ambiente marinho é 

a contaminação por metais que, nas últimas décadas, tem recebido atenção 

especial devido à sua grande descarga no ambiente, longa persistência e 

toxicidade a uma variedade de organismos. Como muitos metais são 

importantes nutrientes requeridos em processos biológicos, a maiona dos 

organismos possui a capacidade de concentrá-los. Contudo, alguns metais como 

o cádmio (Cd2+ ), chumbo (Pb2+) e o mercúrio (Hg2+) não são essenciais ao 

crescimento celular e consistem em elementos extremamente tóxicos (Trevors 

et ai. 1986). O acúmulo destes metais tóxicos pode ser bastante aumentado 

através da cadeia alimentar marinha, devido à sua rápida assimilação pelos 

organismos e retenção por longos períodos em seus tecidos. Assim, um dos 

principais problemas com relação à poluição por metais é a alta meia-vida 
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biológica destes elementos. Neste sentido, o fitoplâncton é, provavelmente, o 

mais importante vetor biológico de metais tóxicos, uma vez que estes 

organismos constituem a maior biomassa de produtores primários dos oceanos 

e representam o primeiro ponto de entrada de poluentes na cadeia alimentar 

marinha. Em decorrência da exposição a estes metais, vários efeitos nocivos aos 

organismos têm sido documentados, incluindo alterações no metabolismo 

oxidativo das células, que pode significar o passo inicial para a promoção de 

diversos danos celulares (Vangronsveld & Clijsters, 1994). 

Nestas. circunstâncias, a reação dos organismos contra as adversidades do 

ambiente pode ocorrer através de diferentes processos adaptativos. Segundo 

Prosser (1986), a tolerância e sincronização dos organismos às variações 

naturais periódicas do seu ambiente ocorrem devido a um processo particular, 

definido como adaptação de capacidade. Um exemplo disto é a capacidade de 

sincronização metabólica dos organismos, em relação às oscilações do seu meio 

externo, devido à manutenção de um ritmo endógeno controlado pelo relógio 

biológico (Rietveld, 1996). Além deste, um outro processo conhecido por 

adaptação de resistência é especialmente importante em condições ambientais 

extremas. Ambos processos adaptativos incluem respostas celulares de curto e 

médio prazo, dentro de limites geneticamente estabelecidos, envolvendo 

reorganizações de vias bioquímicas e ativação de proteínas de defesa (Huggett, 

et ai. 1992). Estudos pioneiros nesta área revelaram modulações na expressão 

de um grupo comum de genes, codificadores de proteínas pertencentes a vias de 

detoxificação e/ou reparo de danos celulares (Elstner, 1988). Assim, induções 

de proteínas como as citocromo P450 mono-oxigenases, metalotioneínas, 

proteínas de choque térmico e enzimas antioxidantes, por exemplo, ocorrem 

perante exposição subta a xenobióticos, metais pesados, extremos de 

temperatura e estresse oxidativo, respectivamente (Bohnert et al. 1995). Esta 

capacidade de adaptação bioquímica é, portanto, uma importante propriedade 

encontrada em todos os organismos, responsável pela ampliação dos seus 
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limites de resistência às adversidades do meio. A longo prazo, a plasticidade e 

eficácia de tais mecanismos moleculares de resistência parecem ser importantes 

no estabelecimento de características adaptativas que aumentem a aptidão dos 

organismos, ao longo do processo evolutivo. 

1.2. Toxicidade do Oxigênio 

Um importante componente de tais estratégias adaptativas é a transdução 

do sinal de estresse entre os meios extra e intracelulares, disparando as diversas 

respostas moleculares (Burdon, 1996). Entretanto, tal via de sinalização é 

complexa, com mecanismos e natureza de fatores envolvidos, bastante 

variáveis. Recentemente, processos de sinalização redox têm sido descritos, 

envolvendo diferentes moléculas redox sensíveis e espécies reativas de 

oxigênio (ERO) como moduladores (Suzuki et ai. 1997). De fato, efeitos de 

diferentes fatores de estresse ambiental convergem a uma via bioquímica 

comum, caracterizada por elevações na concentração celular de ERO. Este 

desbalanço metabólico onde a condição pró-oxidante predomina, em relação a 

antioxidante, é conhecido como estresse oxidativo celular. Apesar da sua 

função protetora contra infecção microbiana em células fagocitárias e do seu 

papel enquanto moléculas sinalizadoras em diferentes processos celulares, as 

ERO também são conhecidas pelos seus efeitos deletérios sobre as células, 

devido à sua capacidade de reagir e oxidar biomoléculas fundamentais como os 

lipídeos de membrana, proteínas e ácidos nucléicos, provocando alterações 

drásticas de suas conformações nativas e, consequentemente, de suas funções 

biológicas. 

Cloroplastos constituem uma importante fonte geradora de ERO em 

organismos fotossintetizantes. Nestas organelas, a alta concentração de 

oxigênio e o fluxo de elétrons requeridos no processo fotossintético, favorecem 

a condição pró-oxidante. Outra importante fonte de ERO em sistemas 

biológicos é a formação de complexos com metais de transição, uma vez que 
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estes são eficientes catalisadores de reações redox e indutores de estresse 

oxidativo celular. Assim, diferentes fatores de pressão ambiental como, por 

exemplo, fatores que interferem na fotossíntese ou que aumentam a 

disponibilidade de metais para reações químicas, podem instalar um estresse 

secundário nos organismos, o estresse oxidativo. Nestas condições, a ativação 

do sistema de defesa antioxidante celular é essencial para a sobrevivência dos 

organismos (Esquema 1 ). 

Estresse ambiental 1 a=> J Oxidação de 
biomoléculas 

Alta intensidade luminosa n Extremos de temperatura 
Geração de 

Raios UV e=) l 1 Danos celulares 
Radiações ionizantes ERO 

Poluentes 
Patógenos 

\b 0 1 Indução de 
antioxidantes 

Esquema 1. Antioxidantes e resistência ao estresse ambiental. Diferentes 

fatores de estresse ambiental podem promover um estado pró-oxidante celular, 

através da estimulação da produção de ER0. Nestas condições, a indução de 

antioxidantes é um importante mecanismo de defesa, prevenindo lesões 

oxidativas e conseqüentes danos celulares. 

1.2.1. Espécies reativas de oxigênio e antioxidantes 

A utilização metabólica do oxigênio molecular (02) na obtenção de 

energia trouxe grandes vantagens aos organismos. Na fosforilação oxidativa, o 

0 2 atua como aceptor final de elétrons, onde é reduzido a água, sendo esta a via 

metabólica responsável pela manutenção do equilíbrio energético dos seres 
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aeróbios. Entretanto, apesar do 0 2 ser essencial para a sobrevivência destes 

organismos, ele pode se tomar tóxico devido à formação intracelular de 

bioprodutos decorrentes de seu metabolismo, as ERO. Algumas destas espécies 

semi-reduzidas são altamente reativas, podendo provocar sérios danos 

celulares, inclusive letalidade. A toxicidade do 0 2 provém da formação de 

produtos decorrentes da sua redução ou excitação a outros estados. A redução 

completa do 0 2 a água requer quatro elétrons. Quando esta redução do 0 2 se 

processa em passos univalentes, há a formação de intermediários reativos, entre 

eles o ânion superóxido (02·), o peróxido de hidrogênio (H20 2) e o radical 

hidroxila (HO·), como mostra o esquema 2: 

e e-+w e-+ Ir e-+ Ir 
~ ~ ~ ~ 

02 ~ o/-~ H02-~ Ho· ~ H20 

irl íir ~ íir ~ OH-

H02· H202 

Esquema 2. Principais vias de redução univalente do oxigênio e formação 

de intermediários reativos. 

O 0 2 apresenta dois elétrons desemparelhados com spins paralelos, 

requerendo uma inversão de spin quando um par de elétrons lhe é adicionado, 

conforme o princípio de exclusão de Pauli. Como esta inversão de spin ocorre 

durante um período relativamente longo, o 0 2 tem maior tendência em reagir 

com espécies que possuam elétrons desemparelhados, do que com substratos 

doadores de pares de elétrons (Salin, 1987). Nestas condições, forma-se o o/­
que também pode estar presente na forma protonada, como radical hidroperoxil 
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(Ho2·). O 0 2·- também pode ser produzido pela redução univalente do 0 2 ou 

oxidação univalente do H2O2• O 0 2 ·- pode, ainda, ser formado enzimaticamente 

por certas flavoproteínas desidrogenases (Freeman & Crapo, 1982, Farber et al. 

1990) ou espontaneamente, pela auto-oxidação de substratos como ferridoxinas, 

hidroquinonas, tióis e heme-proteínas reduzidas (Fridovich, 1974). O H2O2, 

assim como o 0 2 ·-, pode agir tanto como oxidante quanto redutor, sendo a mais 

estável das ERO. Sua reação com substratos orgânicos não é muito eficiente, 

mas possui grande tendência em formar complexos com metais de transição. A 

mais reativa das ERO é o Ho·, produto da redução univalente do H2O2. Devido 

ao seu alto poder oxidante, o Ho· reage com o primeiro substrato disponível, 

apresentando grande potencial destrutivo em sistemas biológicos (Halliwel & 

Gutteridge, 1999). 

ERO eletronicamente excitadas também podem ser geradas quando 

elétrons são elevados ao orbital mais alto e seu spin é invertido. Este spin anti­

paralelo resultante é referido como estado singlet. Quando energia suficiente é 

fornecida ao 0 2, este passa do estado fundamental triplet para o estado excitado 

singlet (02 
1 ~g). O 0 2 (1 ~g) pode ser formado em diferentes sistemas químicos, 

bioquímicos ou fotoquímicos. Em vegetais, um mecanismo muito comum de 

formação de 0 2 ( 
1 ~g) é o sistema fotossensitizante, no qual os pigmentos 

vegetais absorvem um fóton e o transferem para o 0 2• Neste sistema, os 

pigmentos carotenóides, abundantes nos tecidos vegetais, desempenham 

importante função antioxidante, atuando como supressores de 0 2 ( 
1 ~g) (Di 

Mascio et al. 1995). Por serem altamente reativas, as ERO possuem meia vida 

bastante curta e são conhecidas pelos seus efeitos deletérios sobre os tecidos 

celulares (Halliwel & Gutteridge, 1999). Estudos recentes em mamíferos têm 

sugerido a participação de ERO como agentes significativos no 

desenvolvimento de diversas patologias pulmonares, hepáticas e cardíacas, 

decorrentes de lipoperoxidação e alterações histo-patológicas nestes tecidos 
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(Jamal & Sprowls, 1987, Salovsky et ai. 1992, Kostic et ai. 1993), bem como o 

desenvolvimento de diversas doenças como porfiria e câncer (Zhong et ai. 

1990, Monteiro et ai. 1991 ). Apesar dos seus efeitos prejudiciais, as ERO 

também possuem papel importante na manutenção homeostática de 

determinados organismos como, por exemplo, certas algas marinhas, providas 

de radicais de haletos de alquila utilizados na proteção contra predadores e 

supressão do crescimento da microflora ambiental. As ERO também atuam na 

proteção da integridade celular contra infecção microbiana em células 

fagocitárias (Halliwel & Gutteridge, 1999) e possuem um papel biológico 

bastante importante, enquanto moléculas sinalizadoras em diferentes processos 

celulares, como aquisição de resistência sistêmica em plantas e apoptose (Khan 

& Wilson, 1995). 

Apesar da alta reatividade das ERO, estas podem ser toleradas e 

utilizadas em determinados níveis pelos organismos. Diferentes substâncias 

exercem papel de fundamental importância na destruição espontânea e 

metabolização destas espécies (Tabela 1 ). Entre as substâncias que fazem parte 

do sistema não-enzimático de defesa antioxidante encontram-se a vitamina C, 

vitamina E, carotenóides, flavonóides, bilirrubina, ácido úrico, tióis e proteínas 

plasmáticas, como a ceruloplasmina (Rice-Evans et ai. 1991, Rice-Evans et ai. 

1996). Quanto aos mecanismos enzimáticos da defesa antioxidante, podemos 

citar as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases 

(POD). Estas enzimas são responsáveis pela manutenção do equilíbrio entre 

produção e remoção de ERO, fundamental para a sobrevivência dos seres 

aeróbios. As reações enzimáticas envolvidas na manutenção dos níveis 

intracelulares de ERO são demonstradas nas equações seguintes. 



Reações catalisadas por enzimas de defesa antioxidante: 

02·- + 02·-+ 2w SOD 
1) H202 + 02 

H202 + H202 
CAT 

2 H20 + 02 2) 

POD 
3) H202 + R(OH)2 2H20+R02 

GPx 
4) H202 + 2 GSH 2 H20 + GSSG 

5) GSSG + NAD(P)H +W GR 
2 GSH + NAD(Pt 

Tabela 1. Principais componentes da defesa antioxidante celular 

Não-enzimática 

Ascorbato 

Carotenóides 

a-tocoferol 

Glutationa 

Urato 

Fenólicos e flavonóides 

Enzimática 

soo 

POD 

CAT 

Moléculas alvo 

02 (1~g), Ho-, 02·-, Ho2· 

02 (1~g), R02· 

Ro2·, cadeia de radicais 

inespecífica 

0 2 ( 
1 ~g), metais 

inespecíficos 

02·­

H2Ü2 

H20 

8 
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A CAT é uma enzima tetramérica que possui um grupo heme ligado ao 

seu sítio ativo, presente na maioria dos organismos aeróbios. Nos vegetais, a 

CAT encontra-se predominantemente nos peroxissomos e aparentemente 

ausente nos cloroplastos (Salin, 1987). Assim, a remoção de H2O2 nestas 

organelas é delegada às peroxidases, presentes em grandes quantidades nos 

tecidos vegetais. Estas enzimas, além do papel antioxidante, participam de 

vários outros processos fisiológicos como lignificação, desenvolvimento e 

crescimento vegetal. A indução da atividade de peroxidases também tem sido 

considerada uma resposta geral a várias condições de estresse, como 

contaminação por metais e processos fisiológicos que envolvam H2O2 

(VanAssche & Clijsters, 1990). 

Em animais, a enzima glutationa peroxidase (GPx) desempenha papel de 

particular importância na detoxificação de H2O2• Trata-se de uma seleno­

enzima que utiliza o tripeptídeo tiólico glutationa (GSH), como doador de 

elétrons para a redução de H2O2 (reação 4). A glutationa oxidada (GSSG) pode 

ser novamente convertida à sua forma reduzida pela enzima glutationa redutase 

(GR), a qual utiliza elétrons do NADPH para o restabelecimento dos níveis 

intracelulares de GSH (reação 5). Apesar da presença do substrato GSH e da 

enzima GR, a presença da seleno-enzima GPx em plantas é pouco freqüente 

(Halliwel & Gutteridge, 1999). 

Um outro importante mecanismo de remoção de H2O2 em vegetais, 

particularmente nos cloroplastos, é o ciclo ascorbato-glutationa. Nele, o 

ascorbato é peroxidado a deidroascorbato pela enzima ascorbato peroxidase 

(Apx) e este é novamente reduzido pela GSH. Os níveis de GSH são 

restabelecidos pela enzima GR. Neste ciclo, o H2O2 é removido pelo NADPH 

gerado na fotossíntese ( esquema 3 ). 



H202 

H20 

ª'E1L 
INsr,ruro 1f:: re e~ rn 

'dar1, QU/ M/r,A 
9 iJ(I 85,. """' º-. 

\ ( ascorbato \ ( GSSG \ ( NADPH + H' 

Apx 
Deidroascorbato 

redutase 
GR 

J ~ deidroascorbato J ~ 2 GSH J ~ NADP+ 

Esquema 3. Ciclo ascorbato-glutationa ( extraído de Halliwel & Gutteridge, 

1999). 

Assim, os organismos dispõem de estratégias de defesa antioxidante 

contra desbalanços do metabolismo oxidativo. De acordo com Sies (1993), há 

três etapas de defesa: prevenção da formação de ERO, que inclui a quelação de 

íons metálicos por proteínas específicas, como as metalotioneínas em animais e 

peptídeos conhecidos como fitoquelatinas, nos vegetais (Grill & Winnacker, 

1985). Além destes, também há a prevenção contra a formação de ERO por 

radiação UV, realizada por pigmentos especializados como os carotenóides; 

interceptação ou inativação das ERO que, uma vez formadas, podem causar 

danos aos componentes celulares. Nesta etapa, as ERO são transformadas em 

produtos finais não reativos e/ou transferidas para outros compartimentos 

celulares menos sensíveis à oxidação, pelos diversos componentes 

antioxidantes presentes nas células. A última etapa de defesa é o reparo dos 

danos causados pelas ERO. Quando um desbalanço oxidativo é instalado, 

favorecendo a condição pró-oxidante em detrimento da antioxidante, 

caracteriza-se o estado de estresse oxidativo celular. 

1.2.2. Estresse oxidativo induzido por metais em cloroplastos 

A ativação do 0 2 e sua conseqüente toxicidade é uma constante ameaça 

aos organismos fotossintetizantes. Os cloroplastos são compartimentos 
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celulares extremamente susceptíveis ao estresse oxidativo, devido à alta 

concentração interna de 0 2, presença de fluxo de elétrons e metais, em seu 

microambiente. Nestas organelas, os mecanismos geradores de ERO incluem 

reações fotodinâmicas. Alta energia luminosa pode aumentar os níveis de 

moléculas excitadas como, por exemplo, clorofila triplete e 0 2 ( 
1 ~g). Esta 

última espécie é altamente eletrofilica, podendo oxidar novas moléculas. O 0 2·­

também pode ser gerado pela redução do 0 2 pela ferridoxina reduzida no 

fotossistema I (PSI), em reação conhecida como Reação de Mehler (Foyer, 

1996). A difusão do 0 2 ·- ao estroma pode levar à sua dismutação espontânea, 

gerando H20 2 e 0 2• A reação entre H20 2 e metais forma o potente oxidante 

Ho·, causando danos moleculares. Além disto, os lipídeos da membrana do 

envelope do cloroplasto e dos seus tilacóides contêm uma alta porcentagem de 

ácidos graxos poli-insaturados sendo, portanto, muito susceptíveis à 

peroxidação. Sob condições normais, estes mecanismos geradores de ERO são 

lentos, podendo porém ser acelerados sob exposição a xenobióticos ou altas 

intensidades luminosas. 

Uma importante fonte de estresse oxidativo em sistemas biológicos é a 

intoxicação com metais, uma vez que estes são eficientes catalisadores de 

reações redox. Um dos metais mais importantes em sistemas biológicos é o 

ferro (Fe3+), seguido do cobre (Cu2+). A concentração iônica de Fe3+ no sangue 

humano é mantida a níveis baixos devido à sua alta reatividade com 0 2 e H20 2• 

Proteínas como a trasferrina, um scavenger de F e3+, ferritina e hemosiderina, 

armazenadoras de Fe3+, possuem importante papel na manutenção dos níveis 

séricos deste metal. A formação de tto· pode ocorrer pela complexação entre 

metais e H20 2, de acordo com a Reação de Fenton (reação 1) ou pela reação 

entre 0 2 ·- e H20 2, catalisada por íons metálicos (MT), conhecida como Reação 

de Haber-Weiss (reação 2): 
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1) MT n + H202 ~ MT n+l + HO. + OH-

MTn MTn+I , 
2)H202+02·------0H- +02+Ho• 

A oxidação de biomoléculas também pode ser catalisada por metais. O 

Fe3+, por exemplo, é um conhecido catalisador de peroxidação lipídica, estando 

diretamente envolvido tanto na iniciação, quanto na propagação da 

lipoperoxidação. Além disto, os metais catalisam a oxidação de proteínas e 

DNA e podem potencializar a toxicidade de xenobióticos como o paraquat 

(Esquema 4). 

1 é 
Quebra da cadeia de PQ2+ --- PQ•+ 

transporte de elétrons: PQ•+ + 0 2 --- PQ2+ + 0 2 · -

MT versus paraquat: MT n+l + PQ•+ ~ PQ2+ + MT n 

MTº+H202 ~MTº+1 +OH-+Ho• 

Esquema 4. Formação de ERO mediada por metais e paraquat. 

Apesar de não serem redox ativos, metais como o Cd2+ , Hg2+ e Pb2+ 

também são capazes de promover estresse oxidativo celular (Stohs & Bagchi, 

1995), produzindo peroxidação lipídica e danos em DNA, embora os 

mecanismos envolvidos sejam indiretos. Sabe-se que estes metais possuem alta 

afinidade com grupos sulfidrílicos (-SH), podendo inativa'r enzimas que 

participam de passos metabólicos importantes ou complexar-se com a GSH, 

reduzindo a capacidade antioxidante celular (Halliwel & Gutteridge, 1999). 

Além disto, estes metais podem competir com outros metais de importância 
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biológica como cálcio (Ca2+), alterando a sua homeostase e provocando a 

ativação de vários sistemas Ca2
+ -dependentes, entre eles a ativação de 

endonucleases, e Fe3+, alterando a sua disponibilidade a reações redox. Alguns 

metais pesados também são capazes de interferir no processo fotossintético, 

favorecendo o escoamento de elétrons ao 0 2 (Asada & Takahashi, 1987, 

Tschiersh & 0hmann, 1993). 

Assim, a exposição aos metais como conseqüência da poluição ambiental, 

pode ativar diferentes mecanismos geradores de ER0 e instalar um estado de 

estresse oxidativo celular. Nestas condições, a sobrevivência dos organismos 

em ambientes contaminados deve ser altamente dependente de mecanismos de 

defesa capazes de prevenir o insulto oxidativo nos cloroplastos. Como descrito 

anteriormente, a defesa antioxidante nestas organelas é composta pelas enzimas 

S0D e Apx, responsáveis pela detoxificação de 0 2 •- e H20 2, respectivamente, 

além de antioxidantes de baixo peso molecular. Dentre estes, GSH é um 

antioxidante solúvel que pode atuar diretamente como agente redutor ou 

indiretamente, como co-substrato de diferentes reações enzimáticas (Sies, 

1999). Além destes, compostos fenólicos, abundantes em vegetais, ajudam a · 

atenuar danos oxidativos (Rice-Evans et ai. 1996). Pigmentos carotenóides, 

além de foto-receptores, também previnem danos oxidativos, principalmente 

por atuarem como supressores fisicos de espécies eletronicamente excitadas 

(Krinsky, 1989). 

A modulação destes antioxidantes é, portanto, uma importante estratégia 

para suportar adversidades ambientais. De fato, a manutenção de uma alta 

capacidade antioxidante tem sido relacionada ao aumento de resistência a 

diferentes fatores de estresse ambiental (Tsang et ai. 1991, Van Camp et ai. 

1996). No entanto, apenas poucos estudos têm analisado esta resposta 

antioxidante ao nível subcelular, principalmente em cloroplastos de algas 

unicelulares como os dinoflagelados, os quais desempenham importante função 

ecológica. 
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1.2.3. SOD e resistência ao estresse ambiental 

A defesa contra possíveis efeitos deletérios, decorrentes do estresse 

ambiental, pode ocorrer através de respostas localizadas envolvendo padrões 

alterados de expressão molecular, como a ativação de enzimas antioxidantes. 

Recentemente, o papel da enzima SOD em organismos sob pressões ambientais 

tem recebido grande atenção. A importância da SOD reside no fato desta ser a 

enzima antioxidante de maior distribuição entre os organismos e por ela 

controlar os níveis celulares de 0 2 ·-, que apesar de não ser uma espécie 

altamente reativa, tem sua toxicidade atribuída à função precursora na formação 

de espécies mais reativas ou citotóxicas (Fridovich, 1986, Hassan, 1988) 

(Esquema 5). Trata-se de uma família de metalo-enzimas, classificadas de 

acordo com o seu cofator metálico. Até o momento, foram descritas cinco 

isoformas da enzima: as mais comumente encontradas são a FeSOD, MnSOD e 

a CuZnSOD. Recentemente, duas novas e distintas isoformas, NiSOD e 

FeZnSOD, foram descritas em fungos do gênero Streptomyces, o que sugere 

diferentes origens evolutivas para esta enzima, salientando a importância da sua 

função biológica (Y oun et al. 1996, Kim et al. 1998). 

A SOD é encontrada em grandes quantidades nos organismos aeróbios, 

embora ausente ou em quantidades muito pequenas, em anaeróbios obrigatórios 

(Fridovich, 1982). As isoformas desta enzima apresentam-se diferentemente 

distribuídas, conforme o compartimento celular e o organismo em questão. Em 

geral, as isoformas predominantes em procariontes são MnSOD e FeSOD, 

ambas localizadas no citoplasma, enquanto eucariontes possuem uma MnSOD 

presente na matriz mitocondrial e uma CuZnSOD presente no citoplasma 

(Asada et al. 1980, DeJesus et al. 1989). As plantas superiores geralmente 

contêm, além das demais, uma FeSOD presente nos cloroplastos (Kwiatowski, 

1987). No início, pensava-se que a CuZnSOD fosse característica apenas de 

eucariontes. Contudo, a presença desta isoforma foi também relatada em 
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bactérias como Photobacterium leiognathi, Caulobacter crescentus, 

Pseudomonas diminuta e Pseudomonas maltophilia (Puget & Michelson, 1974, 

Steinman, 1982, Steinman, 1985). Bactérias que possuem a CuZnSOD são 

aparentemente mais tolerantes ao estresse oxidativo extracelular que as demais 

bactérias, o que as permite ocupar outros nichos ecológicos. Ambas, CuZnSOD 

bacteriana e eucariótica, apresentam grande similaridade em sua seqüência de 

aminoácidos e análises da seqüência de seus genes sugerem que, em termos 

evolucionários, a CuZnSOD bacteriana é uma forma ancestral da CuZnSOD 

eucariótica (Steinman & Ely, 1990). A distribuição filogenética da SOD indica 

que a MnSOD e a FeSOD são formas homólogas ancestrais. Estas 

provavelmente surgiram antes da divergência entre procariontes e eucariontes, 

enquanto a CuZnSOD teve sua evolução independente das demais, em algum 

ponto próximo ao surgimento dos eucariontes (Bowler et ai. 1992). 

Por ser amplamente distribuída entre os organismos, a SOD tem sido 

utilizada como um indicador bioquímico em processos biológicos envolvendo 

ERO, particularmente em condições de estresse oxidativo promovido por 

exposição a UV, xenobióticos, extremos de temperatura e luminosidade, entre 

outros (Perl-Treves & Galun, 1991, Rijstenbil et ai. 1994, Malanga & 

Puntarulo, 1995). Em geral, a ativação da SOD ocorre por intermédio de fatores 

de transcrição redox-modulados. As características bioquímicas, o papel 

biológico da SOD e seu substrato foram recentemente revisadas por Fridovich 

(1997). Apesar dos avanços nos estudos desta área, os mecanismos envolvidos 

na regulação da SOD ainda não estão bem esclarecidos, principalmente em 

organismos fotossintetizantes. Os efeitos de um estresse particular, sobre a 

expressão do gene para SOD, parece ser governado pelo sítio subcelular no qual 

o estresse oxidativo é instalado, embora não se tenha conhecimento da maneira 

como tal resposta seja mediada. 

Desta forma, o estudo da regulação de enzimas de defesa, como a SOD, 

faz-se necessário ao entendimento dos mecanismos bioquímicos e moleculares 
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envolvidos nas respostas adaptativas que conferem resistência aos organismos 

às diferentes formas de estresse ambiental, sejam decorrentes dos impactos da 

atividade antrópica ou das variações naturais ( cíclicas ou não) do ambiente. 

k (M-1.s-1) 

Biomoléculas 1 •No > oNoo- 7 X 10 9 

Fotossíntese 1 RSH > HO2- + RS • 10 3 

Respiração e; 02·- 0 2·- > 0 2 + H202 10 5 

Radiações Fe3+ > 0 2 +Fez+ 10 6 

Xenobióticos 1 ~ H2Ü2 Fe
2
+; Fe; Ü2 + Oir + HO • 10 2 

Esquema 5. Ânion superóxido como mediador de danos oxidativos 

celulares. O 0 2·- gerado em diferentes situações pode reagir com moléculas 

vizinhas, gerando espécies químicas de maior potencial citotóxico. 

1.3. Aspectos da biologia do dinoflagelado Gonyaulax polyedra 

Dinoflagelados são algas unicelulares que habitam ambos ambientes, 

marinho e de água doce. Cerca de metade das espécies de dinoflagelados é 

fotossintetizante, enquanto a outra metade é composta por espécies 

heterotróficas ou parasitas. Desta forma, estes organismos possuem grande 

importância ecológica, pois atuam como produtores primários e consumidores 

na cadeia trófica aquática. Além disto, muitas espécies são simbiontes, como as 

do gênero Symbiodinium, sendo responsáveis pela atividade fotossintética 

necessária ao desenvolvimento de corais. Dinoflagelados são também 

economicamente importantes por produzirem neurotoxinas, cujos efeitos 

prejudiciais são potencializados durante eventos de marés vermelhas. Muitos 

dinoflagelados apresentam reprodução tanto assexuada quanto sexuada. No 

gênero Gonyaulax, a reprodução sexuada leva à formação de um cisto 
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(hipnozigoto ). Cistos também são formados assexuadamente. Sabe-se que 

diferentes fatores como luz, temperatura, densidade celular e carência 

nutricional são capazes de induzir a formação destes cistos assexuais em 

Gonyaulax (Anderson et ai. 1984). O encistamento em dinoflagelados 

desempenha importante papel na dispersão e sobrevivência destas algas sob 

condições ambientais desfavoráveis estando, provavelmente, relacionado ao 

fenômeno das marés vermelhas (White & Lewis, 1982, Steidinger, 1993). 

Dinoflagelados possuem peculiaridades que tomam suas afinidades 

filogenéticas e história evolutiva, enigmáticas. De fato, devido a características 

aparentemente primitivas, estes organismos já foram considerados 

intermediários evolutivos entre procariontes e eucariontes (Herzog & 

Maroteaux, 1986). Dentre tais características, inclui-se o seu núcleo, que possui 

cromossomos permanentemente condensados, além de ausência de histonas e 

nucleossomo (Rizzo, 1991 ). A divisão mitótica é distinta da dos demais 

eucariontes, e a quantidade de DNA genômico, excepcionalmente grande, 

atingindo cerca de 200 pg por núcleo, comparado aos 3,2 pg por núcleo, 

encontrado em células humanas (Holm-Hansen, 1969). Entretanto, análises 

filogenéticas recentes têm indicado um alto grau de parentesco com ciliados, 

sugerindo uma divergência mais tardia dos dinoflagelados em relação aos 

procariontes, na escala evolutiva (Saunders et ai. 1997). 

Outra característica importante destes organismos é a presença de 

cloroplastos atípicos, circundados por três membranas e contendo um pigmento 

carotenóide distinto, chamado peridinina. Este pigmento é encontrado somente 

em certas espécies de dinoflagelados, onde forma um complexo com a clorofila, 

conhecido por PCP (peridinin-chlorophyll binding protein ), o qual é 

hidrossolúvel e de estrutura distinta (Hofmann et ai. 1996). A origem dos 

cloroplastos em dinoflagelados é ainda um tema em debate, podendo ter 

ocorrido pela endosimbiose com um procarionte ou com um eucarionte 

fotossintético (Gibbs, 1981 ). 
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Certas espécies de dinoflagelados como as do gênero Gonyaulax, 

Pyrocystis e Noctiluca são ainda bioluminescentes, estando entre os 6 % dos 

dinoflagelados responsáveis pela "fosforescência dos oceanos". A emissão de 

luz nestes organismos parece ser importante para evitar sua predação pelo 

zooplâncton (Abrahams & Townsend, 1993). Devido à facilidade de seu 

monitoramento, a bioluminescência foi um dos primeiros fenômenos 

fisiológicos reportados sob o controle de um relógio circadiano, em eucariontes 

primitivos (Hastings & Sweeney, 1958). De fato, grande parte do conhecimento 

sobre os mecanismos moleculares de regulação circadiana, em dinoflagelados, 

decorre de estudos sobre a bioluminescência de Gonyaulax polyedra. Trata-se 

de um dinoflagelado marinho de aproximadamente 40 µm de diâmetro, foto­

autotrófico e bioluminescente, que exibe dois tipos diferentes de emissão de luz 

espontânea:jlashes (pulsos rápidos de luz) e glow (luz contínua). Nesta espécie, 

a bioluminescência é emitida a partir de pequenas organelas corticais 

denominadas scintillons, estimulada pela acidificação do meio (Fogel & 

Hastings, 1972). Estas organelas contêm apenas os componentes necessários à 

emissão de luz, i.e., a enzima luciferase, seu substrato (luciferina) e uma 

proteína reguladora conhecida por LBP (luciferin binding protein) (Wilson & 

Hastings, 1998). A emissão máxima de luz azul (490 nm) ocorre na fase escura 

do ciclo circadiano e este ritmo bioluminescente é atribuído à síntese e 

destruição diária de todos os seus componentes, incluindo os scintillons (Fritz 

et ai. 1990, Morse et ai. 1990). No caso das proteínas LBP e luciferase, a 

regulação circadiana de sua síntese é exercida pelo controle da tradução de seus 

respectivos transcritos (Morse et ai. 1989, Mittag et ai. 1998). 

Além do ritmo bioluminescente, outros processos também demonstraram 

ser regulados circadianamente em G. polyedra, como divisão celular, 

motilidade, fotossíntese, assimilação de nitrogênio e metabolismo oxidativo 

(Hastings et ai. 1961, Homma & Hastings, 1989, Roenneberg & Hastings, 

1991, Ramalho et ai. 1995, Hollnagel et ai. 1996). O rápido aumento do 
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volume de pesquisas nesta área transformou os dinoflagelados em excelentes 

organismos modelos ao estudo de ritmos biológicos, em eucariontes. 

Entretanto, muitos dos aspectos biológicos dos dinoflagelados, como a sua 

organização genômica e o controle da expressão de seus genes, permanecem 

ainda incertos. 
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2. OBJETIVOS 

A manutenção da atividade biológica dos organismos decorre de 

processos adaptativos que, a curto e médio prazo, requerem uma reorganização 

bioquímica, envolvendo a indução de diferentes proteínas de defesa. Embora a 

indução de antioxidantes seja freqüentemente correlacionada ao aumento de 

resistência a diferentes formas de estresse ambiental, poucos trabalhos têm 

investigado esta resposta de defesa ao nível subcelular. Como os cloroplastos 

são compartimentos celulares altamente susceptíveis ao estresse oxidativo e a 

intoxicação por metais poluentes, uma importante fonte geradora de ERO em 

sistemas biológicos, a resistência de organismos fotossintéticos ao estresse 

metálico deve ser dependente de adaptações bioquímicas que previnam o 

insulto oxidativo em seus cloroplastos. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa observou variações circadianas 

na atividade total da enzima SOD de G. polyedra, cujo máximo de atividade 

coincide com o seu pico de atividade fotossintética, sugerindo um papel na 

defesa antioxidante cloroplástica (Asano et al. 1995). Esta enzima tem sido 

considerada um excelente indicador bioquímico de estresse oxidativo, por 

representar a primeira linha de defesa antioxidante celular na interceptação de 

ERO. Apesar do grande volume de estudos sobre a ativação da SOD em 

diferentes condições ambientais, os mecanismos envolvidos na sua regulação 

ainda não estão bem esclarecidos em organismos fotossintéticos, especialmente 

em algas. Neste sentido, o interesse deste trabalho está voltado à importância de 

antioxidantes cloroplásticos, particularmente da SOD, na aquisição de 

resistência a adversidades do ambiente e ao nível de regulação desta importante 

enzima de defesa antioxidante, em algas unicelulares. O estudo em 

dinoflagelados traz ainda, como conseqüência, uma contribuição para o 

enriquecimento das informações moleculares destes organismos. 
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Assim, os objetivos específicos desta tese abordam os seguintes aspectos 

relacionados à modulação de antioxidantes cloroplásticos e respostas 

específicas da enzima SOD, na adaptação bioquímica de G. polyedra ao 

estresse imposto por metais poluentes: 

i) Bioensaios de toxicidade dos metais Hg2+, Cd2
+, Pb2

+ e Cu2
+ a G. polyedra: a) 

determinação das porcentagens de sobrevivência celular em concentrações 

crescentes de metais; b) estimativa da CE50 ( concentração efetiva para a 

redução de 50 % da sobrevivência celular), CENO (concentração máxima de 

efeito não observado) e CEM ( concentração de efeito máximo) de cada metal; 

c) efeitos de metais sobre o encistamento e bioluminescência de G. polyedra; 

ii) Avaliação dos efeitos de metais sobre o equilíbrio oxidativo de cloroplastos, 

nos modelos de tratamento, crônico e agudo; 

iii) Estudo das respostas da atividade da SOD sob exposição a metais: a) em 

diferentes tempos de exposição; b) em diferentes concentrações de metais; 

iv) Discriminação das isoformas FeSOD, MnSOD e CuZnSOD em G. 

polyedra; 

v) Identificação das isoformas de SOD que sofrem variações de atividade, sob 

estresse metálico e ao longo do ciclo circadiano; 

vi) determinação dos níveis protéicos de SOD, sob estresse metálico e ao longo 

do ciclo circadiano; 

vii) determinação dos níveis de transcritos da isoforma cloroplástica de SOD, 

sob estresse metálico e ao longo do ciclo circadiano. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Reagentes 

Meio de Cultura: Nitrato de sódio, tiamina, biotina, sulfato de zmco 

heptahidratado, cloreto de cobalto hexahidratado, cloreto de manganês 

tetrahidratado, molibdato de sódio dihidratado, cloreto de ferro hexahidratado, 

cloreto de cádmio, cloreto de mercúrio e nitrato de chumbo (Sigma). Fosfato de 

sódio monobásico anidro e sulfato de cobre pentahidratado (Merck). 

Tampões de Reação e de Extração: Fosfato de sódio monobásico (Vetec), 

fosfato de sódio dibásico (Merck), Tris-HCl, EDTA, sacarose, f3-

mercaptoetanol e cloreto de magnésio (Sigma). 

Ensaios bioquímicos: Ácido tricloro acético, 2,4-dinitro fenil hidrazina, ciclo 

hexano, guanidina, GSH, ácido perclórico (HC104), bipiridina e DTNB 

(Sigma). 

Análise de proteínas: SDS (Polyscience ). Persulfato de amônio, acrilamida, bis­

acrilamida, Tris, glicina, azul de bromofenol, TEMED, padrão de peso 

molecular Dalton Mark VII-L, BSA, Ponceau Red (Sigma). Membrana de 

nitrocelulose (BioRad). Papel de filtro 3 MM (Whatman). Filme fotossensível 

BioMax, soluções de Revelação e de Fixação (Kodak). [y 1251]-proteína A 

(Amersham). Metanol (Merck). 

Ensaios enzimáticos: Nitroblue tetrazolium, riboflavina, citocromo c, cianeto de 

potássio, xantina oxidase, hipoxantina, ascorbato e H20 2 (Sigma). Reagente de 

Bradford (BioRad). 

Cromatografia líquida de alta performance (HPLC): Acetonitrila, metanol, 

clorofórmio, diclorometano, n-hexano, acetato de etila e acetona (EM 

Science). f3-caroteno e clorofila a (Sigma). 

Extração e análise de ácidos nucléicos: Agarose, azida, brometo de etídeo, 

padrões DNA e RNA ladder, proteinase K e RNAse (Gibco BRL). Cloreto de 
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lítio, DEPC, formaldeído, MOPS, fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 

(25:24:1), acetato de sódio, hexadecil-trimetil brometo de amônio, ácido bórico, 

isotiocianato de guanidina, citrato de sódio, sarcosil, hidróxido de sódio, ácido 

clorídrico, cloreto de sódio, sódio-EDTA, SDS, formamida, azul de bromofenol 

e xileno cianol (Sigma). Fosfato de sódio dibásico, etanol absoluto e 

isopropanol (Merck). Glicerol (Nuclear). Membrana de nylon (Amersham). 

Papel de filtro 3 MM (Whatman). Filme fotossensível BioMax, soluções de 

Revelação e de Fixação (Kodak). 

Amplificação e subclonagem de produtos de PCR: Síntese de 

oligonucleotídeos, kits 3' RACE, 5' RACE e SuperScript, meio LB e enzima de 

restrição EcoRI (Gibco BRL). Cloreto de magnésio, cloreto de potássio, triton 

X-100, dNTPs, enzima Taq polimerase e kit pGEM-T vector System (promega). 

Sephadex G 1 O, ampicilina, X-gal e IPTG (Sigma). 

Marcação radioativa de ácidos nucléicos: Kit Random primers DNA labeling 

system, Concert rapid purification of PCR products (Gibco BRL). [a 32P]­

dCTP (Amersham). 

3.2. Condições de cultivo celular 

Células de G. polyedra, provenientes da linhagem Gp70 do banco de 

algas do Instituto Oceanográfico de Woods Role (MA, USA), foram 

cultivadas em meio de cultura semi-definido Guillard f/2 (Guillard & Ryther, 

1962), que consiste em água do mar enriquecida com vitaminas, nitrato, 

fosfato e metais-traço, previamente esterilizada. A densidade celular inicial de 

cada cultura foi de aproximadamente 2 x 103 células/mL. Os cultivos foram 

mantidos em incubadoras apropriadas, à 20 ± 1 ºC, sob um fotoperíodo de 12 

h claro (intensidade luminosa de 150 µE.m-2.s-1
) e 12 h escuro (ciclo LD 

12:12 h). As células expostas a metais, destinadas aos ensaios toxicológicos e 

bioquímicos, foram mantidas em meio f/2, acrescido de concentrações 
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variadas de sais de mercúrio (HgCh), cádmio (CdCh), chumbo (Pb(NO3) 2) e 

cobre (CuSO4), individualmente, sob as mesmas condições de luz e 

temperatura. 

3.3. Delineamento Experimental 

Oscilações circadianas: a expressão de processos bioquímicos foi monitorada 

ao longo do ciclo circadiano, sob um fotoperíodo alternado de claro/escuro 

(ciclo LD 12:12h) ou condições constantes de luz atenuada (ciclo LL, 40 

µE.m-2.s-1
). O início do período claro é definido como tempo zero (LD O). 

Para células em condições constantes, este início do período claro subjetivo é 

indicado como tempo circadiano zero (CT O). 

Estresse oxidativo induzido por metais: o estudo dos efeitos dos metais sobre 

o metabolismo oxidativo de G. polyedra foi realizado seguindo modelos 

crônico e agudo de estresse metálico, uma vez que a concentração e o tempo 

de exposição aos metais são variáveis determinantes de seus efeitos, em 

sistemas biológicos. 

No modelo crônico de curto prazo, as células foram mantidas em 

concentrações subletais de metais (5,0 ppb Hg2
\ 0,5 ppm Cd2

\ 2,0 ppm Pb2
\ 

O, 1 ppm Cu2+), inferiores aos seus respectivos valores médios de CE50, 

durante pelo menos 30 dias de exposição. 

No modelo agudo de tratamento, as células foram mantidas em altas 

concentrações de metais (1 O ppb Hg2
\ 1 ppm Cd2

\ 5 ppm Pb2
\ e 0,25 ppm 

Cu2+), durante 48 h de exposição. 

As doses utilizadas em cada modelo experimental, foram escolhidas 

baseando-se nos resultados prévios de bioensaios de toxicidade para cada metal, 

conforme descrito a seguir. 
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3.4. Bioensaios de toxicidade com metais poluentes 

Bioensaios foram realizados com o intuito de determinar o grau de 

toxicidade dos metais Hg2+, Cd2
+, Pb2

+ e Cu2+, ao dinoflagelado G. polyedra, 

analisando seus efeitos sobre o crescimento, encistamento e bioluminescência 

desta alga. As culturas celulares foram expostas a concentrações crescentes de 

metais, durante um período de 48 e 96 h, sob as condições experimentais de 

temperatura e luminosidade. Uma das culturas foi mantida em ausência de 

metais, como grupo controle. O crescimento e encistamento celular, em cada 

tratamento experimental, foram determinados através da contagem e 

diferenciação celular das amostras em câmaras tipo hemocitômetro, sob o 

microscópio óptico (Diaphot-TMD, Nikon Corp., Japan). Os dados de 

crescimento celular foram convertidos em porcentagem de sobrevivência em 

relação ao controle e utilizados para o cálculo dos valores de CE50, CENO e 

CEM, para cada metal. Estes parâmetros toxicológicos foram estimados pelo 

programa NOEC-V2 para testes de toxicidade, baseado no método de 

Spearman-Karber, descrito em Hamilton et ai. (1978). 

Os efeitos de metais sobre a bioluminescência de G. polyedra foram 

determinados em fotômetro equipado com célula foto-multiplicadora 

(National Instr., Austin, TX). Neste experimento, altas concentrações de 

metais foram injetadas às culturas celulares (concentrações finais: 10 ppb 

Hg2
\ 1 ppm Cd2

\ 5 ppm Pb2
\ e 0,25 ppm Cu2+) e a emissão total de luz 

registrada imediatamente após a adição de metais, durante 1 min. Como 

controles foram injetados ambos, ácido acético 0,5% (máxima emissão de luz, 

por estimulação química) e meio f/2 (emissão basal de luz, por estimulação 

mecânica). 

Os efeitos agudos e crônicos de metais sobre a bioluminescência 

espontânea de G. polyedra foram determinados em fotômetro especial (Broda 

et ai. 1986). Culturas celulares, sob exposição crônica a metais, foram 

transferidas do ciclo LD 12:12 h para condições constantes de iluminação 
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(ciclo LL) e a bioluminescência espontânea (flashes e glow) monitorada por 

aproximadamente uma semana. No tratamento agudo, os metais foram 

adicionados às culturas após sua transferência ao ciclo LL ( concentrações 

finais: 10 ppb Hg2\ 1 ppm Cd2
\ 5 ppm Pb2

\ e 0,25 ppm Cu2+) e a 

bioluminescência espontânea monitorada por 5 dias. 

3.5. Preparo de extratos celulares e determinação protéica 

Células de G. polyedra foram coletadas do meio de cultura por filtração a 

vácuo em filtro de papel Whatman 541 (Millipore) e suspensas em tampão 

fosfato O, 1 M, pH 7 ,5. Os envoltórios celulares foram rompidos através de uma 

bomba de N2 (Parr Instr., USA), sob pressão de 2.000 psi, durante 20 min, à 4 

ºC. Este método de rompimento celular é bastante eficiente e garante a 

preservação de atividade enzimática. O homogenado celular foi, então, 

centrifugado a 10.000 g, por 1 O min, à 4 ºC e o sobrenadante ( extrato bruto 

celular), separado e utilizado para os ensaios bioquímicos. Nos experimentos 

com metais, a amostragem foi realizada sempre no mesmo horário (LD 03), 

evitando assim, possíveis interferências quanto a variação circadiana de 

atividade enzimática, como já demonstrado no caso da SOD (Asano et al. 

1995). A concentração de proteínas do extrato bruto foi determinada pelo 

método de Bradford (1976), utilizando-se albumina bovina sérica (BSA) como 

proteína padrão para a confecção da curva de calibração. 

3.6. Purificação de cloroplastos 

Os cloroplastos foram isolados segundo a metodologia descrita por 

Desjardins & Morse (1993), com pequenas modificações. Cerca de 2 L de 

cultura, com densidade celular aproximada de 104 células/mL, foram utilizados 

por amostra. As células coletadas foram suspensas em 1 O mL de tampão de 

extração (0,2 M Tris pH 8, 50 mM EDT A, 50 mM sacarose, 15 mM í3-
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mercaptoetanol, 1 mM MgCh e 1 mM MnCh) e rompidas em bomba de N2 a 

2.000 psi, durante 5 min, à temperatura ambiente. Após centrifugação a 12.000 

g, por 1 O min, o sobrenadante foi separado e acrescido de 0,5 volume de pecoll 

90 % (v/v), seguido de nova centrifugação a 30.000 g, por 10 min. A fração de 

cloroplastos (densidade de 1,05 glmL), monitorada por absorbância de clorofila 

a 664 nm, foi isolada com uma pipeta Pasteur, acrescida de 1 volume de percoll 

30 % (v/v) e centrifugada a 30.000 g, por 10 min. A fração de cloroplastos foi 

isolada e lavada com 1 O volumes de tampão de extração. Os cloroplastos foram 

suspensos em 500 µL de tampão de extração e rompidos por choque térmico. 

Após nova centrifugação a 30.000 g, por 5 min, o sobrenadante foi utilizado 

como extrato para os ensaios bioquímicos. 

3. 7. Dosagem de Antioxidantes 

3. 7.1. Atividade enzimática 

Superóxido dismutase: para a determinação da atividade da SOD foram 

utilizadas duas metodologias distintas. O primeiro método é o descrito por 

McCord & Fridovich (1968), onde a SOD pode ser detectada pela sua 

habilidade em inibir a redução de uma molécula indicadora, pelo 0/-. Assim, 

sob condições aeróbias, a enzima xantina oxidase atua sobre a hipoxantina, seu 

substrato, gerando 0 2·-. Este, por sua vez, reduz o Fe3
+ pertencente à molécula 

do citocromo e (cit. e) a Fe2
+. A SOD inibe esta redução, sem interferir na 

atividade catalítica da xantina oxidase. A redução do cit. e pode ser visualizada 

espectrofotometricamente a 550 nm, comprimento de onda relativo ao pico de 

absorbância do cit.c-Fe2
+. Assim, o meio de reação foi composto por 55 µM 

hipoxantina, 22,5 mM cit. e e um volume variado de extrato celular e tampão 

fosfato O, 1 M, pH 7,8. A reação é iniciada pela adição de xantina oxidase (0,3 

U/mL). O aumento da absorbância foi seguido durante 1 min, a 550 nm. Neste 
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ensaio, uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima que 

promove 50 % de inibição da redução do cit. e, por min, à 25 ºC e em pH 7,8. 

A segunda metodologia consiste na visualização das isoformas de SOD, 

em gel de atividade. Realizou-se uma eletroforese não desnaturante em gel de 

poliacrilamida 10 % (PAGE), corado conforme o método proposto por 

Beauchamp & Fridovich (1971). Este método está baseado no princípio da 

produção de o/-, através da redução fotoquímica de flavinas. O o/- assim 

gerado, reduz o composto nitroblue tetrazolium (NBT), de coloração amarela, 

a nitroblue formazan (NBF), de coloração azulada. Devido à sua atividade 

catalítica, a SOD "seqüestra" o o/-, impedindo a redução do NBT a NBF. 

Desta forma, nas regiões do gel onde há presença de SOD formam-se bandas 

acromáticas, contrastando com as regiões de ausência de SOD, as quais 

. permanecem uniformemente azuis. Cerca de 20 µg de proteínas totais foram 

aplicados por amostra no gel e após a corrida eletroforética (2 h a 80 V), este 

foi embebido em 2,45 mM NBT por 20 min, seguido de incubação em 28 µM 

riboflavina / 28 mM EDT A por 15 min. Após esta etapa, o gel foi exposto à 

luz branca, até se obter o máximo de contraste entre as bandas acromáticas e o 

fundo azul. 

Este método permite também a discriminação das isoformas de SOD, 

com base em sua sensibilidade a inibidores específicos (Fridovich, 1974). A 

CuZnSOD é sensível ao tratamento com cianeto (CN) e H2O2, a FeSOD é 

sensível somente ao tratamento com H2O2, enquanto a MnSOD é resistente a 

ambos os tratamentos. Assim, a discriminação das isoformas presentes em G. 

polyedra foi realizada pela incubação prévia do gel em solução 10 mM KCN 

durante 30 min, e 0,5 mM H2O2 durante 60 min, antes de ser corado por 

atividade de SOD. 

Ascorbato peroxidase: a atividade da Apx foi determinada pelo método descrito 

por N akano & Asada ( 1981 ), o quàl detecta a oxidação do ascorbato, seguindo 
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o decréscimo da sua absorbância a 290 nm (e = 2,8 mM-1 .cm-1
). O meio de 

reação foi composto por O, 1 mM ascorbato, O, 1 mM EDT A, e 1 O mM H20 2, em 

tampão fosfato 50 mM, pH 7,0. A reação foi iniciada pela adição de extrato de 

cloroplastos e o decréscimo da absorbância a 290 nm, monitorado por 2 min. 

Os valores de absorbância foram corrigidos, descontando-se a oxidação não 

enzimática do ascorbato pelo H20 2• Uma unidade de atividade representa a 

quantidade de enzima que oxida um µmol de ascorbato, por min, à 25 ºC. 

3.7.2. Extração e análise de pigmentos 

Pigmentos carotenóides (~-caroteno e peridinina) e clorofila a foram 

extraídos a partir de 300 mL de culturas densas de G. polyedra (l 04 

células/mL) e analisados por HPLC de fase reversa. Para as determinações de 

S-caroteno, uma etapa de saponificação foi realizada pela adição de NaOH 

5% (em metanol). Esta suspensão foi mantida no escuro por 1 h, à 

temperatura ambiente. A extração de carotenóides foi obtida pela adição de 1 

volume de clorofórmio 100 %. Após 15 min no escuro, os carotenóides foram 

separados e coletados através de lavagem das amostras com solução 

fisiológica (NaCl 0,9 %), em funil de separação. As amostras foram 

liofilizadas e armazenadas à - 20 ºC. A fase móvel isocrática foi composta por 

5 % de diclorometano, 5 % de n-hexano, 45 % de acetonitrila e 45 % de 

metanol e a análise realizada segundo o método de Di Mascio et al. (1995). 

Peridinina e clorofila a foram extraídos com metanol e analisados de 

acordo com Pinto et al. (2000). Neste método, o pigmento exógeno bixina é 

utilizado como padrão interno para as análises quantitativas. A fase móvel foi 

composta por um gradiente linear de metanol, acetato de etila e água. Os 

pigmentos foram identificados pela comparação de seus tempos de retenção e 

espectros de absorção com os de padrões autênticos. Como padrões, foram 



30 

utilizados f3-caroteno e clorofila a comerciais e peridinina isolada e 

caracterizada de G. polyedra (Pinto et ai. 2000). 

As análises cromatográficas foram realizadas com solventes de grau 

analítico apropriado, em um sistema de HPLC (Shimadzu), equipado com 

detector de foto-diodo (SPD-Ml0AV). Para a determinação de f3-caroteno, 

utilizou-se uma coluna cromatográfica LC-18 (Supelcosil; 5 µm; 150 x 4.6 

mm; Supelco ). As determinações de peridinina e clorofila a foram realizadas 

com uma coluna cromatográfica C-18 (Hibar Lichrosorb RP-18; 5 µm; 250 x 

4 mm; Merck). A quantidade de pigmentos extraídos foi calculada em 

concentração micromolar e os níveis de f3-caroteno e peridinina expressos 

pela razão carotenóide/clorofila a. 

3.8. Determinação de lesões oxidativas 

3.8.1. Peroxidação lipídica 

Os danos oxidativos em lipídeos de cloroplastos isolados foram 

avaliados pela detecção espectrofotométrica de dienos conjugados, formados 

durante o início do processo de peroxidação (Rice-Evans et ai. 1991). Uma 

extração prévia com acetona 90 % foi realizada para eliminar a clorofila e 

minimizar sua interferência no ensaio. Após centrifugação a 1.000 g por 5 

min, os lipídeos totais foram extraídos com clorofórmio/metanol (2:1 v/v). Os 

extratos foram centrifugados a 2.600 g por 1 O min e o sobrenadante, 

recuperado com adição de 3 volumes de clorofórmio/metanol (2:1 v/v) e um 

volume de água destilada. Após nova centrifugação, a fase aquosa foi 

evaporada sob atmosfera de N2. Os lipídeos foram suspensos em ciclo hexano 

e os dienos conjugados medidos a 233 nm. Os dados estão expressos em 

unidades de absorbância por mg de proteínas cloroplásticas. 
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3.8.2. Oxidação protéica 

Os danos oxidativos sobre proteínas foram estimados pelo conteúdo de 

carbonilas protéicas das amostras (Rice-Evans et ai. 1991). Extratos celulares 

foram incubados com 10 mM 2,4-dinitro fenil hidrazina por 1 h, à 

temperatura ambiente. As proteínas foram precipitadas com ácido tricloro 

acético 20 % (w/v), lavadas 2 vezes com etanol/acetato de etila (1:1) e 

dissolvidas em solução 6 M guanidina. O conteúdo de carbonilas foi avaliado 

por medidas de absorbância a 370 nm (E: 22.000 M-1.cm-l ). Os valores 

encontram-se expressos em µmol de carbonilas por mg de proteínas 

clorop lásticas. 

3.9. Índices de estresse oxidativo 

3.9.1. Consumo de oxigênio 

Aumentos do consumo de 0 2 estão freqüentemente associados à 

·-formação de ERO, como 0 2 , H20 2 e radicais peroxil, durante a redução do 

0 2 por componentes de cadeias transportadoras de elétrons (Halliwell & 

Gutteridge, 1999). Concentrações de 0 2 dissolvido em culturas de G. 

polyedra foram medidas em um oxígrafo (YSI 5300, Yellow Spring Instr. 

Co., USA), segundo o método descrito por Robinson & Cooper (1970). Após 

estabilização do eletrodo, a concentração de 0 2 nas culturas controles foi 

tomada como 100%. Metais foram adicionados ao meio nas concentrações 

correspondentes aos tratamentos crônico ou agudo e o consumo de 0 2 

monitorado durante 1 h, sob agitação constante, à 25 ºC. 

3.9.2. Poder redutor 

Outra estimativa de estresse oxidativo é o conteúdo de GSH relativo à 

sua forma oxidada GSSG (Sies, 1999). A determinação de tióis totais foi 

realizada de acordo com o método descrito por Murphy & Kehrer (1989). 
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Células foram homogeneizadas em 0,5 M ácido perclórico contendo 5 mM 

EDTA e 0,06% bipiridina. Após centrifugação a 10.000 g por 10 min, 

alíquotas do sobrenadante (tióis solúveis) foram misturados com 2 mM 

DTNB, em 50 mM KH2POi5 mM EDTA. Após 30 min de incubação à 

temperatura ambiente, a absorbância foi medida a 412 nm, relativa à 

formação do produto TNB. 

A glutationa total (GSH+2GSSG) foi medida em um meio de reação 

contendo alíquotas das amostras e 0,6 mM DTNB, 0,2 mM NADPH e 0,1 

U/mL de GR, em tampão 50 mM KH2POi5 mM EDTA. O aumento da 

absorbância a 412 nm foi monitorado durante 2 min. Os dados foram 

calculados em nmol tióis (equivalentes de GSH) por mg proteínas totais. O 

poder redutor é estimado pela relação GSH/(GSH+2GSSG). 

3.10. Determinação dos níveis protéicos de SOD 

Os níveis protéicos de SOD foram determinados por imunodetecções em 

Western blot (Towbin et ai. 1979), utilizando-se anticorpos policlonais contra 

FeSOD e MnSOD bacteriana (E. coli) e CuZnSOD de eritrócitos bovinos. Estes 

anticorpos reagem com proteínas presentes no extrato celular de G. polyedra, 

marcando bandas protéicas específicas de 20 kDa (CuZnSOD), 24 kDa 

(MnSOD) e 32 kDa (FeSOD) (Asano, 1998). 

Realizou-se uma eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 10%, 

contendo 1 % de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Cerca de 20 µg de 

proteínas totais de cada amostra foram aplicadas no gel. Após a separação 

eletroforética a 80 V, por 1,5 h, as proteínas foram então transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose, em tampão composto por 24 mM Tris, O, 19 M 

glicina e 20 % de metanol, por 2 h, à 250 mA e visualizadas por coloração com 

0,2 % Ponceau Red. A membrana foi bloqueada em solução 3 % BSA, durante 

1 h, à 45 ºC. Após o bloqueio, a membrana foi lavada com tampão fosfato 
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salino O, 1 M (PBS), por 30 min e incubada com anticorpo primário diluído em 

0,3 % BSA-PBS (1: 100), durante aproximadamente 24 h, à 4 ºC, sob agitação. 

A membrana foi lavada 3 vezes em 0,1 M PBS, por 30 mine incubada com 1 

µCi de [y 1251]-proteína A, durante 6 h, à 40 ºC. Após sucessivas lavagens com 

O, 1 M PBS, por 1 O min, a membrana foi exposta durante 72 h, à -70 ºC, em 

filme fotossensível. 

3.11. Estratégia de clonagem da isoforma FeSOD 

3.11.1. Elaboração de primers degenerados 

A clonagem do gene codificador de FeSOD foi baseada na técnica de 

RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction). Este método é 

bastante sensível e possibilita a obtenção de seqüências completas do cDNA 

alvo de forma rápida e eficiente, tendo sido aplicado com sucesso na 

clonagem de outros genes em dinoflagelados (Le, et al. 1997, Li & Hastings, 

1998). Para isto, um estudo prévio de homologia da FeSOD foi realizado 

através de pesquisa no banco de dados do GenBank (NCBI-National Center 

for Biotechnology Information ). Análises de similaridade estrutural e 

identificação de domínios conservados foram realizadas pelo alinhamento 

múltiplo de FeSOD de diferentes organismos, pelos programas Clustal W e 

PileUp. Os domínios mais conservados e constituídos por aminoácidos 

codificados por no máximo 3 codons foram selecionados e transformados em 

seqüência de nucleotídeos, seguindo o codon usage para G. polyedra. Tais 

seqüências foram então utilizadas para a elaboração de primers degenerados, 

tendo como critérios alta temperatura de fusão, cerca de 50 % de pirimidinas 

e 50 % purinas e baixa freqüência de auto-pareamentos. 
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3.11.2. Extração de RNA total e purificação de RNA mensageiro (mRNA) 

Células foram coletadas por filtração a vácuo, a partir de 1,5 L de cultura 

(104 células/mL) e rompidas por maceração em nitrogênio líquido. O 

homogenado foi transferido para um tubo de vidro ( corex), acrescido de 1 O mL 

de tampão GIT (4 M isotiocianato de guanidina, 25 mM citrato de sódio pH 7,0, 

0,5% sarcosil e 0,1 M í3-mercaptoetanol), 1 mL de solução 2 M NaCO2CH3 pH 

4,0, 10 mL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24 :1) e mantido à 4ºC, 

por 15 min. Após centrifugação a 10.000 g, por 20 min, à 4 ºC, a fase aquosa 

foi recuperada, acrescida de 1 volume de isopropanol e incubada à -20 ºC, por 2 

h. Após nova centrifugação a 10.000 g, por 30 min, à 4 ºC, o precipitado foi 

lavado em 3 mL de tampão GIT e 3 mL de isopropanol. ORNA foi precipitado 

em solução 2 M LiCl, à 4 ºC, durante cerca de 16 h. ORNA foi recuperado por 

centrifugação, lavado em 2 M LiCl e novamente precipitado com 1 volume de 

isopropanol e 0,1 volume de 2M NaCO2CH3, pH 4,0. Após centrifugação, o 

RNA foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, seco à temperatura ambiente por 20 

mine dissolvido em água tratada com 0,1 % DEPC. A quantificação de ácidos 

nucléicos foi realizada por espectrofotometria a 260 nm. 

O mRNA (RNA poli-A) foi purificado do RNA total, em coluna de oligo­

dT celulose, suspensa em tampão (0,1 g/mL) composto por 0,5 M NaCl, 20 mM 

Tris-HCl pH 7,5, e 0,05 % azida. A amostra de RNA total (1 a 2 mg) foi 

desnaturada por 5 min à 65 ºC, incubada em gelo e aplicada à coluna 

previamente lavada com tampão A (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5). A 

amostra foi lavada com 5 mL de tampão A, seguida de nova lavagem em 

tampão B (0,1 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5). O mRNA foi eluído da coluna 

com 2 mL de água-DEPC, previamente aquecida à 65 ºC e purificado por 

precipitação com 2 volumes de etanol e 0,1 volume de 3 M NaCO2CH3, pH 5,2. 

Após centrifugação a 2.500 g, por 5 min, o mRNA foi suspenso em 20 µL de 



35 

água-DEPC e a concentração da amostra determinada por absorbância a 260 

nm. 

3.11.3. Amplificação de segmentos de cDNA por PCR: 

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) é uma técnica derivada do 

RT-PCR, onde a amplificação de segmentos de DNA ocorre a partir de mRNA 

molde, utilizando-se primers específicos para o gene de interesse e primers 

complementares a seqüências específicas nas extremidades 3' ou 5' do mRNA. 

No 3' RACE, o primer utilizado é um oligo-dT que reconhece a cauda poli­

adenilada presente na extremidade 3' do mRNA eucariótico. No 5' RACE, um 

oligonucleotídeo específico, rico em guanina e inosina, tem seqüência 

complementar a outro oligonucleotídeo artificialmente inserido na extremidade 

5' do mRNA. As amplificações por RACE foram realizadas com mRNA de 

células de G. polyedra tratadas com Cd2
+ (1 ppm, 4 h) e primers degenerados 

específicos para FeSOD (tabela 2). 

A síntese de cDNA foi realizada em reação de amplificação contendo: 

tampão (20 mM Tris-HCl pH 8,4, 50 mM KCl, 10 mM DTT), 2,5 mM MgCh, 

2 mM dNTPs, 500 nM primer, l 00 ng RNA poli-A de G. polyedra e 200 U de 

transcriptase reversa (Superscript II), em volume total de 50 µL. O ciclo 

térmico utilizado na síntese de cDNA foi: 70 ºC, 10' / 50 ºC, 50' / 70 ºC, 15'. 

Após a síntese, o RNA molde foi digerido com RNAse H, por 20 min, à 

37ºC. As amplificações subsequentes foram realizadas por PCR convencional, 

tendo como template o cDNA sintetizado por RACE. Todas as amplificações 

por PCR foram realizadas em um termociclador automático ( GeneAmp PCR 

system 2400, PE Biosystems, USA). 

As reações de PCR continham os seguintes componentes e respectivas 

concentrações finais: tampão (10 mM tris-HCl pH 9, 50 mM KCl, 0,1 % Triton 

X-100), 2 mM MgCh, 0,2 mM dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 0,2 µM 
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de cada primer e cerca de 50 - 250 ng de DNA template, em volume final de 50 

µL. Como DNA template foram utilizadas alíquotas (1:10 a 1:20 do volume 

total) da reação de síntese de cDNA por RACE. O ciclo básico de amplificação 

utilizado foi o seguinte: 

Ciclo I (utilizando-se primers degenerados): 

(30 ciclos) 

, ................................ ·--············································································! 

95 ºC, 3' 1 95 ºC, 30" 

72 ºC, 45" I 72 ºC, 1 O' 

50 ºC, 40" 

4 ºC, 00 

Tabela 2. Primers degenerados utilizados nas amplificações por RACEIPCR 

Primer (5' ~ 3') 

FSDl CAYTAYGGHAARCAYCAY 

FSDlr RTGRTGYTTDCCRTARTG 

FSD2 GCVCARGTBTGGAAYCAYAC 

FSD2r GTRTGRTTCCAVACYTGBGC 

FSD3 GAYGTBTGGGARCAYGC 

FSD3r GCRTGYTCCCAVACRTC 

* Y= e ou T; H= A, e ou T; R= A ou G; D= A, G ou T; 

V= A, e, ou G; B= e, G ou T). 
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3.11.4. Subclonagem de produtos de PCR 

Os produtos das amplificações por PCR foram submetidos à eletroforese 

em gel de agarose 1,5 %, contendo brometo de etídeo (1 O mg/mL) e 

visualizadas sob luz UV. As bandas de interesse foram isoladas de acordo com 

a pureza dos produtos das reações. Em caso de amplificações de bandas únicas, 

o DNA foi purificado diretamente da reação de PCR, por precipitação com 2 

volumes de etanol, para eliminar excesso de sais e nucleotídeos não 

incorporados. Em caso de alta freqüência de amplificações secundárias, os 

fragmentos de interesse foram submetidos à eletroforese, recuperados dos géis 

de agarose e purificados por cromatografia de exclusão molecular. Neste caso, 

o fragmento foi cortado do gel e transferido para uma microcoluna 

cromatográfica. Esta coluna foi previamente preenchida com 800 µL de resina 

sephadex GlO (ativada com água destilada, 1:1 v/v) e empacotada por 

centrifugação a 13.000 g, por 2 min. A eluição do DNA foi obtida por 

centrifugação a 13.000 g, por 10 min. Ao eluído, adicionaram-se 0,1 volume de 

3 M NaCO2CH3, pH 5,2 e 1 volume de isopropanol gelado. Após nova 

centrifugação a 13.000 g, por 15 min, o precipitado foi lavado com etanol 

absoluto e suspenso em 10 µL de água destilada. A concentração DNA foi 

determinada por espectrofotometria a 260 nm. 

Os segmentos de DNA amplificados por PCR foram subclonados no vetor 

plasmidealpGEM-T (Promega), apresentado no esquema 6. Cerca de 10 ng de 

DNA foram ligados a 30 ng do vetor, em presença da enzima DNA ligase (4 U) 

por aproximadamente 12 h, à 14 ºC. Desta reação de ligação, 2 µL foram 

diretamente adicionados a 200 µL de células competentes de E. coli, linhagem 

DH5a, em presença de 20 mM ~-mercaptoetanol. Após 30 min em gelo, as 

bactérias foram transformadas por choque térmico ( 40 s à 42 ºC, 2 min à O ºC). 

Adicionaram-se 250 µL de meio LB líquido e as bactérias foram cultivadas à 

37 ºC, por 45 min. Cerca de 50 a 100 µL desta transformação foram plaqueados 
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em meio sólido LB/amp (l00mg/ml), contendo Xgal (35 µL de solução 50 

mg/mL) e IPTG (50 µl de solução 100 mM). 

Bactérias transformadas com plasmídeos contendo os insertos formam 

colônias brancas (não utilizam galactose pois o gene para ~-galactosidase não 

pode ser transcrito), enquanto bactérias transformadas com plasmídeos sem os 

insertos formam colônias azuis (utilizam galactose pois possuem o gene para~­

galactosidase intacto). Bactérias não transformadas não contêm gene de 

resistência à ampicilina e, portanto, não crescem na presença do antibiótico. 

Assim, colônias brancas foram selecionadas e cultivadas em meio LB/amp 

líquido, à 37 ºC, sob agitação constante (250 rpm), por 12 h (OD600 - 0,8). 
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Esquema 6. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T. A seqüência do sítio de 

clonagem e o local de inserção do produto de PCR são mostrados. O fragmento 

inserido é flanqueado por sítios de restrição para EcoRI, em ambos os lados. As 

setas indicam o início da transcrição para as RNA polimerases T7 e Sp6. 

(Extraído do manualpGEM-Tvector System, Promega). 
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Em seguida, uma preparação de plasmídeo em pequena escala foi 

realizada a partir de 1,5 mL de cultura de bactérias transformadas. As bactérias 

foram coletadas por centrifugação a 13.000 g, por 2 mine suspensas em 700 µL 

de tampão stet (8 % sacarose, 5 % triton x-100, 50 mM Tris-HCl pH:8,0, 50 

mM EDT A), sob leve agitação. A ruptura celular ocorreu pela adição de 50 µL 

de solução lisozima (15 mg/mL), seguida de incubação à 95 ºC, por 90 s. Após 

centrifugação por 10 mina 13.000 g, o DNA foi extraído do sobrenadante com 

1 volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e precipitado com 

0,1 volume de 3 M NaOAc pH 5,2 e 1 volume de isopropanol. Após 30 min à 

-20 ºC, centrifugou-se a amostra por 30 min a 13.000 g. O precipitado 

(plasmídeos) foi lavado em etanol 70 % e seco à temperatura ambiente. Os 

plasmídeos foram dissolvidos em 100 µL de tampão TE (1 O mM tris, 1 mM 

EDTA, pH: 8,0), juntamente com 5 µL de RNase (10 mg/mL). Os plasmídeos 

foram digeridos com a enzima de restrição EcoRI (2U/µg de DNA), para 

liberação dos segmentos clonados. 

3.11.5. Identificação e análise molecular dos clones de cDNA 

As seqüências de bases dos produtos de PCR subclonados foram 

determinadas em um sequenciador automático (ABI Prism Genetic Analyser, 

PE Biosystems, USA) utilizando-se o kit de sequenciamento ABI Prism BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems, USA). 

Brevemente, cerca de 200 a 500 ng de plasmídeos, contendo os segmentos de 

interesse, foram adicionados a 1,5 pmoles de um dos primers universais T7 ou 

SP6 (as duas fitas de DNA foram sequenciadas), 4 µL do reagente Terminator 

Ready Reaction Mix ( contendo desoxinucleosídeos trifosfatos, uma polimerase 

termoestável e d-Rodamina, em tampão apropriado) e água totalizando volume 

final de 1 O µL. Realizou-se uma amplificação por PCR com o seguinte ciclo: 
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(25 ciclos) 
l··················································· ............................................................................................. I 

96 ºC, 10" 

60 ºC, 4' 

50 ºC, 05" 

4 ºC, oo 

Os produtos deste PCR foram purificados por precipitação com O, 1 

volume de 3 M NaCO2CH3 pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol 95 %. Após 

centrifugação a 12.000 g por 20 min, o precipitado foi lavado em etanol 70 % e 

seco a vácuo (Speed Vac SCl 10, Savant Inc., USA), por 10 min. Ao DNA, 

20µL do reagente Template Supression Reagent foram adicionados. A mistura 

foi aquecida à 95ºC, por 5 min, resfriada à 4 ºC, por 2 min e transferida a um 

microtubo de sequenciamento apropriado (PE/ABI 0,5 mL / 0,5 mL tube septa). 

A reação de sequenciamento foi realizada durante 120 min, tempo suficiente 

para sequenciar fragmentos de DNA de até 500 pb. 

O processamento e a análise das seqüências gênicas foram realizados 

através do software GCG ( Genetics Computer Group) Wisconsing package 9 .1, 

amplamente utilizado para estudos moleculares. Inicialmente, as novas 

seqüências gênicas geradas foram identificadas por buscas de similaridade no 

banco de dados do GenBank, através do programa BlastX Em seguida, análises 

estruturais foram realizadas pelo alinhamento protéico múltiplo, utilizando o 

programa PileUp. Os estudos de filogenia molecular foram baseados nas 

informações obtidas neste alinhamento múltiplo, complementados por análises 

de matrizes de distância evolutiva, descritas por Kimura (1980), através do 

programa PAUP version 3.1.1. A partir destas análises, uma árvore filogenética 

foi construída pelo programa PHYLIP (Phylogeny Inference package 3.572, 

Felsenstein, Washington Univ., 1995), utilizando-se o método alogarítmico de 

Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987). 
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3.12. Análise de expressão da FeSOD 

Padrões de expressão gênica foram avaliados pela extração de RNA de 

G. polyedra e análise por duas metodologias distintas: 

3.12.1. Hibridações em Northern Blot 

A análise do RNA (1 - 1 O µg) foi realizada por eletroforese em gel de 

agarose 1,2 % contendo formaldeído (Sambrook et al. 1989). As amostras de 

RNA foram diluídas em uma solução composta de 50 % formamida, 17,5 % 

formaldeído e 10 % de tampão 10 x MOPS (0,18 M MOPS, 40 mM 

NaC02CH3, 7,6 % v/v 1 N NaOH, 2 % v/v 0,5 M EDTA pH 7,5), aquecidas à 

65 ºC, por 15 min e resfriadas em gelo. Uma pré-corrida de 1 O min a 40 V foi 

realizada e antes de serem aplicadas no gel, as amostras foram acrescidas de 

10% v/v tampão de amostra (1 mM EDTA, 0,1 % DEPC, 0,25 % azul de 

bromofenol, 0,25 % xileno cianol, 50 % glicerol) e 1 % v/v brometo de etídeo 

(10 mg/mL). A corrida foi realizada a 5 V/cm de gel, por 3 h, em tampão 1 x 

MOPS. O RNA foi visualizado sob luz UV e documentado com o aparelho 

Image Master VDS (Pharmacia Biotech, USA). 

O gel foi embebido em solução 0,05 N NaOH, por 20 min e em solução 

10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M citrato de sódio), por 40 min. O RNA foi 

transferido por capilaridade à uma membrana de nylon (Hybond-N+, 

Amersham), por 12 hem solução 10 x SSC. A membrana foi lavada em solução 

6 x SSC, por 5 min e o RNA fixado à membrana por exposição à luz UV, 

durante 3 min. 

Realizou-se uma pré-hibridação da membrana em solução de hibridação 

(0,25 M NaCl, 0,25 M Na2HP04 pH 7,2, 1 mM EDTA pH 8, e 7 % SDS), em 

presença de 50 % formamida, por 1 h, à 40 ºC. A membrana foi hibridada com 

sondas marcadas radioativamente com [ a 32P]-dCTP ( atividade específica das 

sondas em torno de 108 cpm/µg, concentração em torno de 105 
- 106 cpm/mL de 
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solução de hibridação), por cerca de 16 h, à 40 ºC. A lavagem da membrana foi 

feita nas seguintes soluções: 2 x SSC (2 x 20 min, à temperatura ambiente), 

tampão PSE (0,25 M Na2HP04 pH 7,2, 1 mM EDTA pH 8, e 2 % SDS) (20 

min, à 50 ºC). Após as lavagens, a membrana foi exposta em filme 

fotossensível, à -70 ºC, por até 5 dias. Como sondas moleculares, foram 

utilizados os segmentos de cDNA de FeSOD, isolados neste trabalho e de LBP 

de G. polyedra. Por ser expressa constitutivamente, a LBP foi utilizada como 

controle da concentração de RNA aplicada em ambos, Northern blot e RT-PCR. 

3.12.2. Quantificação por RT-PCR 

Como a quantidade de moléculas de DNA amplificadas por PCR está 

diretamente relacionada ao número inicial de moléculas-alvo (template ), a 

quantificação de transcritos de mRNA por RT-PCR é uma forma rápida e 

extremamente sensível de se avaliar a expressão gênica, em diferentes 

condições experimentais, podendo detectar transcritos presentes em baixo 

número de cópias. 

As amplificações foram realizadas a partir de mRNA, extraídos durante os 

diferentes tratamentos experimentais e primers específicos para os genes 

codificadores de FeSOD e LBP (controle) de G. polyedra (tabela 3). A síntese 

de cDNA foi realizada em reação de amplificação contendo: tampão (10 mM 

tris-HCl pH 9,0, 50 mM KCl, 0,1 % Triton X-100), 2 mM MgCb, 0,2 mM 

dNTPs, 0,2 µM de cada primer, 250 ng RNA poli-A de G. polyedra e 200 U de 

transcriptase reversa (Superscript II), em volume total de 50 µL. O ciclo 

térmico utilizado na síntese de cDNA foi: 70 ºC, 10' / 50 ºC, 50' / 70 ºC, 15'. 

Após a síntese, o RNA molde foi digerido com RNAse H, por 20 min, à 37ºC. 

Uma nova amplificação por PCR foi realizada, contendo 2 mM MgCb, 0,2 mM 

dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 0,2 µM de cada primer e como 

template, 5 µLda reação de síntese de cDNA, em volume final de 50 µL. 
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Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1,5 %, contendo brometo de etídeo (10 mg/mL) e visualizadas sob luz UV. A 

quantificação foi estimada pela análise comparativa dos rendimentos de 

amplificação, refletidos nas intensidades das bandas amplificadas, por 

densitometria automatizada (Jmage Mas ter VDS 2. O, Pharmacia Biotech, USA). 

Tabela 3. Primers utilizados nas amplificações por RT-PCR 

(5'~ 3') FeSOD LBP 

Seqüência sense (FSI) CAITACGGTAAACATCACAACG (LBPt) TGTCTGACAA TGGCGTCGCG 

Seqüência antisense (FS2r) CGTTGTGATGTTTACCGTAATG (LBPr) CGITGGTGGAACTCGAGCTGC 

Tamanho do 170 pb 1000 pb 
segmento amplificado 

Ciclo II ( utilizando-se primers não degenerados) 

(30 ciclos) 
1 ........................................................................................................................................... 1 

95 ºC, 3' l 95 ºC, 30" 

72 ºC, 45" 1 72 ºC, 1 O' 

58 ºC, 35" 

4 ºC, oo 

3.13. Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi realizada pela técnica da Análise 

de Variância para Experimentos Inteiramente Casualisados (ANOVA), 

complementada pelo Teste de Comparações Múltiplas t de Student. No 

presente trabalho, adotamos o nível de 5 % de significância (p < 0.05), 

para todas as conclusões abordadas. 



4. RESULTADOS 

4.1. Toxicidade de metais poluentes a G. polyedra 

4.1.1. Sobrevivência celular e parâmetros toxicológicos 
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Os resultados dos bioensaios demonstram que G. polyedra é bastante 

sensível à exposição aguda aos metais avaliados. O crescimento celular, 

refletido em termos de sobrevivência em relação ao controle, foi 

significativamente inibido em função do aumento da concentração de metais no 

meio (fig. 1 ). Os decréscimos de sobrevivência celular ocorreram à 

concentrações de metais relativamente baixas, indicando uma alta toxicidade 

destes elementos poluentes ao dinoflagelado G. polyedra. Os valores dos 

parâmetros toxicológicos, estimados com base nestes dados de sobrevivência, 

encontram-se descritos na tabela 4. De acordo com os respectivos valores de 

CE50, a escala de toxicidade encontrada para G. polyedra foi Hg2
+ >Cu2

+ > 

Cd2+ >Pb2+. 
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Tabela 4 . Toxicidade de metais poluentes ao dinoflagelado G. polyedra 

Metal 

Hg2+ 

Cu 2+ 

Cd 2+ 

Pb 2+ 

CENO 

48 h 96 h 

5 X 10-4 2 5 X 10-4 
' 

0,01 0,01 

0,05 0,05 

0,50 0,25 

* Parâmetros toxicológicos 

CE50 CEM 

48 h 96 h 48 h 96 h 

5 8 X 10-3 
' 

4 X 10-3 5 X 10-2 5 X l0-2 

0,10 0,12 1,00 1,00 

0,80 0,30 10,00 10,00 

2,50 1,75 25,00 25,00 

* Concentrações de metais em ppm (mg.L- 1 ); 1 ppm de Hg = 3,68 x 10-3 µM; 1 ppm de Cu= 6,26 µM; 1 ppm de 
Cd = 4,79 µM; 1 ppm de Pb = 3,59 µM. 

4.1.2. Encistamento e bioluminescência 

Encistamento: Todos os metais estimularam o encistamento de G. polyedra de 

forma dose-dependente, sendo Cu2
+ o mais efetivo (fig. 2). Nos tratamentos 

com este metal, o encistamento ocorreu imediatamente, sendo completo 4 h 

após sua adição no meio ( fig. 3 ). Quando células mantidas sob exposição aguda 

a metais foram transferidas a um meio de cultura novo, livre de metais tóxicos, 

a porcentagem de cistos na população permaneceu alta, com exceção das 

células tratadas com Pb2
+ e Cu2+, as quais excistaram parcialmente ou por 

completo, após 96 h de cultivo, respectivamente (fig. 4). A queda da proporção 

de cistos assexuais na população indica uma habilidade de recuperação após o 

estresse metálico agudo, sugerindo efeitos algistáticos para Pb2
+ e Cu2

+. Nestas 

condições, o encistamento de G. polyedra parece ser uma importante estratégia 

para tolerar os efeitos tóxicos de metais poluentes. 
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40µm 

A B e 

Fig. 3. Morfologias celulares de G. polyedra durante o encistamento 

induzido por Cu2
+ (0,1 ppm). A. Célula mastigota normal, em meio livre de 

metais tóxicos. B. Célula liberando sua teca após 1 h de exposição a Cu2
+. C. 

Célula encistada após 4 h de exposição a Cu2
+. Os cistos assexuais de G. 

polyedra são caracterizados pela retração do citoplasma, ausência de teca e 

flagelos e síntese de parede celular cística. 
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Fig. 4. Excistamento de G. polyedra após remoção de metais tóxicos do 

meio de cultura. Células previamente expostas por 48 h a altas concentrações 

de metais (1 O ppb Hg2+, 1 ppm Cd2+, 5 ppm Pb2+ e 0,25 ppm Cu2+), foram 

concentradas por filtração, lavadas em meio de cultura f/2 e inoculadas para 

cultivo em meio f/2 novo (tempo zero). A porcentagem de cistos assexuais na 

população foi então monitorada ao longo de 96 h de cultivo. Os dados 

representam a média de três experimentos independentes, mais o desvio 

padrão. 
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Bioluminescência: A adição de altas concentrações de metais (10,0 ppb Hg2
\ 

1,0 ppm Cd2
\ 5,0 ppm Pb2

\ e 0,25 ppm Cu2+) à cultura também estimula a 

bioluminescência de G. polyedra, medida como luz total emitida no primeiro 

minuto após o tratamento (fig. 5). Esta emissão foi 4 a 8 vezes maior que a 

proporcionada por estímulo mecânico apenas, medido pela adição de meio de 

cultura f/2 ( controle de emissão basal). Como um segundo controle, a emissão 

máxima de luz, induzida por estímulo químico, foi medida pela injeção de uma 

solução de ácido acético 0,5%, a qual causou um aumento de emissão de luz 1 O 

vezes maior que o proporcionado pelo estímulo mecânico. 

Com o intuito de avaliar os efeitos prolongados da exposição a metais, 

sobre a bioluminescência espontânea de G. polyedra, as culturas mantidas em 

ciclo LD 12:12 h foram transferidas para condições constantes (ciclo LL) e os 

efeitos do estresse metálico medidos durante pelo menos 5 dias. A médio prazo, 

o efeito mais visível da exposição aguda a metais é o aumento da freqüência de 

flashes bioluminescentes. Estes são medidos como número de pulsos luminosos 

espontâneos (i.e. não mecanicamente estimulados), por unidade de tempo. Este 

efeito persiste por cerca de 2 dias, onde a intensidade do glow permanece 

similar ao controle sob tratamento com Hg2
+ e Cd2+, porém muito alterado sob 

tratamento com Pb2
+ e Cu2

+ (fig. 6). Os efeitos da exposição crônica a metais 

sobre a bioluminescência também foram analisados. Células mantidas em 

tratamento crônico com Hg2
+ e Cu2

+ tiveram a intensidade do glow luminoso 

aumentado, enquanto células tratadas com Pb2
+ e Cd2

+ tiveram a intensidade do 

glow diminuída. Além disto, a freqüência de flashes também aumentou 

drasticamente sob exposição a Cu2
+ (Fig. 7 A). Com relação aos efeitos sobre a 

ritmicidade bioluminescente, células cronicamente expostas a Hg2
+ e Cu2

+ 

apresentaram um período ligeiramente diminuído do seu ritmo circadiano de 

glow luminoso, ao contrário do pequeno aumento do mesmo, observado em 

células cronicamente expostas a Pb2
+ e Cd2

+ (fig. 7B). Como ilustrado, o ritmo 

circadiano dos flashes não foi alterado nas mesmas condições experimentais, 
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indicando que ambos, flash e glow, representam medidas diferentes dos efeitos 

do estresse metálico. 
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Fig. 5. Efeitos imediatos de altas concentrações de metais sobre a 

bioluminescência de G. polyedra. Os metais foram injetados no meio de cultura 

(concentrações finais: 10 ppb Hg2
+, 1 ppm Cd2+, 5 ppm Pb2

+ e 0,25 ppm Cu2
+) e 

a emissão de luz total medida durante 1 min. Como controles, meio f/2 ( emissão 

basal de luz) e ácido acético 0,5% (emissão máxima de luz) também foram 

injetados. Os dados encontram-se expressos como porcentagem em relação à 

emissão basal ( 100%) e representam a média de três experimentos 

independentes, mais o desvio padrão. *Significativamente diferente do grupo 

controle (p < 0,05). 
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Fig. 6. Efeitos de altas concentrações de metais sobre a amplitude e 

ritmicidade de glow (linhas) e flashes ( curvas preenchidas) 

bioluminescentes de G. polyedra. Culturas celulares foram transferidas para 

condições constantes de iluminação ( ciclo LL) e acrescidas de altas 

concentrações de metais ( concentrações finais: 1 O ppb Hg2+, 1 ppm Cd2
+, 5 ppm 

Pb2+ e 0,25 ppm Cu2+). Os efeitos sobre o glow e flashes bioluminescentes 

foram monitorados durante 5 dias de tratamento, à 20 ± 1 ºC. As setas indicam o 

momento da adição de metais no meio. 
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Fig. 7 A. Efeitos do estresse metálico crônico sobre a intensidade de glow 

(linhas) e flashes (curvas preenchidas) bioluminescentes de G. polyedra. 

Culturas celulares expostas a concentrações subletais de metais (5 ppb Hg2+, 0,5 

ppm Cd2+, 2 ppm Pb2+ e 0,1 ppm Cu2+), por 30 dias, foram transferidas para 

condições constantes de iluminação ( ciclo LL) e os efeitos sobre a amplitude de 

glow e freqüência de flashes bioluminescentes, monitorados durante uma 

semana, à 20 ± 1 ºC. 
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Fig. 7B. Efeitos do estresse metálico crônico sobre a ritmicidade do glow 

bioluminescentes de G. polyedra Os dados do experimento na fig. 7 A foram 

plotados de forma a evidenciar os efeitos crônicos dos metais, sobre o período 

do ritmo circadiano do glow bioluminescente. Os metais Hg2
+ e Cu2

+ 

encurtaram ligeiramente o período bioluminescente, enquanto um pequeno 

prolongamento deste período foi observado sob tratamento com Cd2
+ e Pb2

+. 

4.2. Balanço oxidativo em cloroplastos 

Antioxidantes: Cloroplastos foram isolados de células mantidas sob tratamento 

crônico ou agudo a metais e as atividades de enzimas antioxidantes 

determinadas (fig. 8). Sob tratamento crônico, aumentos significativos na 

atividade das enzimas SOD (Hg2+, 1 O %; Cd2+, 70 %; Pb2
\ 56 %; Cu2+, 30 % ) e 
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Apx (Hg2+, 80 %; Cd2+, 171 %; Pb2+, 232 %; Cu2+, 317 % ) foram observadas. A 

resposta da enzima Apx foi maior que a da SOD, com aumentos de até 5 vezes 

em sua atividade. Esta alta indução da Apx poderia estar relacionada aos níveis 

elevados de H2O2, provenientes não apenas da sua produção não enzimática, 

mas também do aumento das reações catalisadas pela SOD, no tratamento 

crônico. De fato, induções semelhantes de Apx em decorrência de alta atividade 

de SOD foram observadas em tabaco e na alga unicelular Selenastrum 

capricornutum, sob condições de estresse metálico (Van Camp et ai. 1996, 

Sauser et ai. 1997). Contudo, sob tratamento agudo com metais, nenhuma 

alteração significativa foi detectada na atividade de ambas enzimas, com 

exceção da SOD (35 %) em células de G. polyedra tratadas com Cd2
+. 

Quanto à análise de pigmentos, diferentes respostas foram observadas 

para dois importantes carotenóides de G. polyedra, dependendo do modelo de 

estresse metálico aplicado (Fig. 9). Células submetidas a tratamento crônico 

com metais apresentaram poucas alterações nos níveis de f3-caroteno, embora, 

em geral, os níveis de peridinina tenham diminuído significativamente (Hg2+, 
14 %; Cd2+, 12 %; Pb2

+, 16 %). Inversamente, sob exposição aguda a metais, 

um aumento de cerca de 2 vezes foi observado nos níveis de f3-caroteno, 

enquanto nenhuma alteração significativa foi detectada nos níveis de peridinina, 

nas mesmas condições experimentais. 

Como o f3-caroteno é considerado um eficiente supressor de moléculas 

eletronicamente excitadas ( e.g. 02 e ~g) e carbonilas triplet), esta alta razão í3-
caroteno/clorofila a encontrada sob estresse metálico agudo sugere uma maior 

necessidade de fotoproteção. Do mesmo modo, baixos níveis de 

peridinina/clorofila a observados sob tratamento crônico indicam uma menor 

capacidade de captação de energia luminosa, uma vez que a peridinina é um 

dos principais pigmentos antenas em G. polyedra. 
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Fig. 8. Atividades das enzimas SOD (A) e Apx (B), em cloroplastos de 

células de G. polyedra, mantidas sob estresse metálico crônico ou agudo. Os 

dados representam a média de três experimentos independentes, mais o desvio 

padrão. *Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 
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Fig. 9. Pigmentos carotenóides em cloroplastos de células de G. polyedra, 

mantidas sob estresse metálico crônico ou agudo. As concentrações de ~­

caroteno (A) e peridinina (B) foram normalizadas pelo conteúdo de clorofila a 

(Chl a). Os dados representam a média de três experimentos independentes, 

mais o desvio padrão. *Significativamente diferente do grupo controle (p < 

0,05). 
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Índices de estresse oxidativo: Como a indução de antioxidantes contra a 

produção exacerbada de ERO difere de acordo com a severidade do estresse, as 

diferentes respostas antioxidantes, encontradas nos tratamentos crônico e 

agudo, sugerem a indução de estados oxidativos distintos, por cada modelo de 

estresse metálico. Para investigar esta hipótese, o consumo de 0 2 e o poder 

redutor das células expostas a metais foram monitorados. Embora moderados, 

aumentos no consumo de 0 2 (8 - 15 %) foram observados após a adição de 

metais à cultura celular (fig. 10). Altas doses de metais resultaram em um 

consumo de 0 2 mais acentuado quando comparado com a adição de doses 

subletais, indicando que a produção de ERO é mais exacerbada durante o 

modelo agudo de estresse metálico. Nestas mesmas condições agudas, 

diminuições no poder redutor celular foram encontradas (Hg2+, 16 %; Cd2+, 24 

%; Pb2
\ 18 % ), com exceção das células tratadas com Cu2+, indicando um 

estado celular pró-oxidativo (fig. 11). Inversamente, com exceção do 

tratamento com Pb2+, aumentos no poder redutor foram detectados em células 

submetidas ao modelo crônico de estresse metálico (Hg2+, 122 %; Cd2+, 192 %; 

Cu2+, 66 % ), indicando uma alta capacidade antioxidante celular. 

Lesões oxidativas: Uma vez que estados oxidativos celulares distintos parecem 

ser instalados de acordo com o tratamento metálico, uma possível correlação 

entre danos oxidativos e modelo de estresse metálico foi examinada. Este 

estudo foi focalizado sobre proteínas e lipídeos, por serem estes as principais 

moléculas estruturais dos cloroplastos. O conteúdo de carbonilas protéicas foi 

utilizado como índice de oxidação de proteínas (fig. 12A), enquanto os níveis 

de dienos cortjugados foram avaliados para se estimar os primeiros estágios de 

peroxidação lipídica (fig. 12B). Sob exposição crônica a metais, estimulações 

de oxidação protéica (81 %) e peroxidação lipídica (58 %) ocorreram somente 

em células tratadas com Pb2
+. Entretanto, grandes aumentos nos níveis de 

carbonilas protéicas (Hg2+, 92 %; Cd2+, 50 %; Pb2+, 161 %; Cu2+, 56 % ) e 
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dienos conjugados (Hg2+, 137 %; Cd2+, 125 %; Pb2
\ 255 %; Cu2+, 278 %) 

foram detectados em células sob tratamento agudo a metais, indicando um 

estado celular pró-oxidativo. Nestas condições, constituintes das membranas 

interna e externa dos cloroplastos, bem como componentes dos tilacóides, são 

considerados os principais alvos para danos oxidativos (Asada & Takahashi, 

1987). 
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Fig. 1 O. Consumo de 0 2 por células expostas a diferentes concentrações de 

metais. Altas concentrações (10 ppb Hg2+, 1 ppm Cd2
+, 5 ppm Pb2

+ e 0,25 ppm Cu2
\ 

círculos abertos) ou concentrações subletais (5 ppb Hg2+, 0,5 ppm Cd2
+, 2 ppm Pb2

+ e 

O, 1 ppm Cu2+; círculos preenchidos) de metais foram adicionadas às culturas 

celulares, nos tempos indicados pelas setas. O consumo de 0 2 foi monitorado durante 

60 min, imediatamente após a adição de metais no meio. Os dados estão expressos em 

porcentagem em relação à concentração inicial ( 100%) de 0 2 no meio. A 

concentração de 0 2 nas culturas controles, mantidas em ausência de metais, não 

variou significativamente em 60 min. 
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Fig. 11. Poder redutor em células de G. polyedra mantidas sob estresse 

metálico crônico ou agudo. Os dados estão expressos como conteúdo de 

glutationa reduzida em relação à glutationa total (reduzida + oxidada) e 

representam a média de três experimentos independentes, mais o desvio padrão. 

*Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 
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Fig. 12. Lesões oxidativas sobre proteínas (A) e lipídeos (B) de cloroplastos 

de células de G. polyedra, mantidas sob estresse metálico crônico ou agudo. 

Os dados representam a média de três experimentos independentes, mais o 

desvio padrão. *Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 
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4.3. Padrões de indução da enzima SOD 

Com o intuito de avaliar a importância da enzima SOD na resistência de 

G. polyedra ao estresse metálico, respostas específicas desta enzima foram 

estudadas sob diferentes tratamentos experimentais com metais. 

4.3.1. Efeitos do tempo de exposição e concentração de metais 

Curso temporal: A figura 13 mostra a indução de atividade total da SOD por 

concentrações fixas de metais, ao longo do tempo. Células expostas a 

concentrações subletais de Hg2+, Cd2+, Pb2
+ e Cu2

+ apresentaram um aumento 

gradual na atividade da SOD até 12 h após a adição destes metais às culturas 

celulares. Os valores máximos de atividade, atingidos após este período, 

mantiveram-se até o final do experimento (96 h). Entretanto, quando as células 

foram expostas a altas concentrações de metais, rápidos aumentos na atividade 

da SOD, seguidos de declínios acentuados da mesma, foram observados. 

Células tratadas com Hg2
+ e Cd2

+ apresentaram máximo de atividade de SOD 6h 

após a adição destes metais na cultura, enquanto a exposição aos metais Pb2
+ e 

Cu2
+ promoveram um máximo de indução após cerca de 1 - 2 h de tratamento. 

Dose-dependência: Com base nos dados de indução temporal, os efeitos de 

diferentes concentrações de metais sobre a atividade total da SOD foram 

analisados por meio de curvas dose-resposta, durante um tempo de exposição 

fixo de 6 h (fig. 14). Após este curto período, aumentos na atividade da SOD 

foram observados conforme o aumento da concentração de metais no meio. 

Esta indução dose-dependente foi observada para todos os metais analisados. O 

declínio de atividade encontrado nas concentrações mais altas de cada metal 

correspondem, provavelmente, ao aumento da taxa de mortalidade celular, 

nestas condições. 
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Fig. 13. Curso temporal da indução da atividade total da SOD. Células de G. 

polyedra foram expostas a altas concentrações (10 ppb Hg2
+, 1 ppm Cd2

+, 5 ppm 

Pb2
+ e 0,25 ppm Cu2

+; círculos abertos), ou concentrações subletais (5 ppb Hg2
+, 

0,5 ppm Cd2
+, 2 ppm Pb2

+ e 0,1 ppm Cu2
+; círculos preenchidos) de metais e a 

atividade da SOD medida em intervalos de tempo regulares. Os dados 

representam a média de três experimentos independentes, mais o desvio padrão. 
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Fig. 14. Indução dose-dependente da atividade total da SOD. Células de G. 

polyedra foram expostas à diferentes concentrações de metais e a atividade da 

SOD medida após 6 h de exposição. Os dados representam a média de três 

experimentos independentes, mais o desvio padrão. 
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4.3.2. Isoformas de SOD presentes em G. polyedra 

O perfil eletroforético das diferentes isoformas de SOD, presentes no 

extrato bruto celular de G. polyedra, é mostrado na figura 15. A discriminação 

das isoformas foi baseada no tratamento com inibidores específicos, 

previamente à coloração do gel por atividade de SOD. Sete bandas acromáticas 

podem ser observadas no perfil eletroforético. Duas destas bandas 

desapareceram do gel após tratamento com CN- e H20 2, sendo assim, atribuídas 

à atividade da CuZnSOD. Outras três bandas, resistentes ao tratamento com 

cianeto, mas inibidas por H20 2, foram identificadas como referentes à atividade 

da FeSOD. Por fim, as bandas resistentes a ambos os tratamentos foram 

atribuídas à atividade da MnSOD. 

A isoforma responsável pela atividade de SOD nos cloroplastos foi 

identificada pela análise comparativa dos perfis eletroforéticos obtidos com o 

extrato bruto celular e o extrato de cloroplastos, isolados por gradiente de 

densidade. Neste experimento, as bandas visualizadas com maior nitidez foram 

as correspondentes à atividade da FeSOD (Fig. 16A). A migração das bandas 

parece ser de certa forma influenciada pela grande quantidade de pigmentos 

presente nos extratos de cloroplastos, principalmente pelo complexo PCP, 

presente em grande abundância no lúmen dos tilacóides (Le et ai. 1997). 

Análises em Western blot, utilizando-se anticorpos policlonais contra 

FeSOD, marcaram uma banda protéica específica de cerca de 32 kDa, 

confirmando a presença desta isoforma nos cloroplastos de G. polyedra (Fig. 

16B). lmunodetecções, utilizando anticorpos policlonais contra MnSOD e 

CuZnSOD, não resultaram em marcações específicas com proteínas presentes 

no extrato de cloroplastos deste dinoflagelado ( dado não mostrado). 
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Fig. 15. Isoformas de SOD detectadas no extrato bruto celular de G. 

polyedra. São mostrados perfis eletroforéticos em géis de atividade de SOD. 

A discriminação das isoformas de SOD foi baseada na sensibilidade 

característica aos inibidores CW (CuZnSOD) e H2O2 (CuZnSOD e FeSOD). 
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Fig.16. Detecção de FeSOD em extratos de cloroplastos de G. polyedra. A. 

Perfis eletroforéticos em gel de atividade de SOD. EB: extrato bruto celular, 

CL: extrato de cloroplastos. B. Imunodetecção por Western blot, com extrato 

de cloroplastos e anticorpo policlonal contra FeSOD. Padrão de peso 

molecular: albumina bovina ( 45 kDa), GAPDH (36 kDa), anidrase carbônica 

(29 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa) e a-lacto albumina (14 kDa). 
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4.3.3. Indução diferencial das isoformas de SOD 

Estresse metálico: Análises dos perfis eletroforéticos das isoformas de SOD, 

em extratos de células expostas a altas concentrações de metais, revelaram 

padrões distintos de indução enzimática. Neste experimento, aumentos 

significativos de atividade, refletidos na maior intensidade das bandas 

acromáticas, foram detectados apenas para as isoformas FeSOD e MnSOD, 

conforme evidenciado pela análise densitométrica do gel (Fig. 17). 

Imunodetecções em Western blot, com anticorpos policlonais contra cada 

isoforma de SOD, também mostraram diferenças quanto aos níveis protéicos 

desta enzima, em células mantidas em presença ou ausência de metais (fig. 18). 

A análise densitométrica da auto-radiografia apontou quantidades cerca de 2 a 5 

vezes maiores de FeSOD e até 1 O vezes maiores de MnSOD em células tratadas 

com metais, ao passo que os níveis de CuZnSOD não variaram 

significativamente, em relação ao controle. 

Oscilação circadiana: Apesar da variação circadiana da atividade da SOD ter 

sido descrita há cerca de dez anos em G. polyedra (Colepicolo et ai. 1992), 

pouco é sabido sobre a natureza desta ritmicidade. Com o intuito de investigar 

as isoformas responsáveis pela oscilação diária de atividade da SOD, análises 

dos perfis eletroforéticos, em géis de atividade, foram realizadas com extratos 

celulares coletados ao longo de 24 h. A coloração específica para SOD revelou 

bandas acromáticas de maior intensidade em extratos de células coletadas nas 

primeiras horas do período claro, corroborando com os dados obtidos pelo 

método do cite, onde o pico máximo de atividade é encontrado em torno do 

LD03 (fig. 19). A análise densitométrica do respectivo gel indicou aumentos 

significativos, apenas para a atividade das isoformas FeSOD e MnSOD, 

enquanto a atividade da CuZnSOD apresentou poucas variações, com relação à 

fase do dia. Estas oscilações diárias de atividade também são acompanhadas de 

variações nos níveis protéicos de FeSOD e MnSOD, conforme indicado pelas 
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imunodetecções em Western blot (fig. 20). Os níveis celulares de CuZnSOD 

mostraram-se bastante similares ao longo do período de 24 h. 
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Fig. 17. Aumentos das atividades de FeSOD e MnSOD por exposição a 

metais. A. Perfil eletroforético em gel de atividade de SOD, de extratos de 

células expostas a altas concentrações de metais (10 ppb Hg2
+, 1 ppm Cd2+, 5 

ppm Pb2+ e 0,25 ppm Cu2+), por 6 h. Quantidades protéicas iguais de cada 

extrato (20 µg) foram aplicadas no gel. B. Análise densitométrica do respectivo 

gel, revelando aumentos específicos das atividades das isoformas FeSOD e 

MnSOD. 
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Fig 18. Aumentos dos níveis protéicos de FeSOD e MnSOD por exposição a 

metais. A. Imunodetecção por Western blot, com extratos de células expostas a 

altas concentrações de metais (1 O ppb Hg2+, 1 ppm Cd2+, 5 ppm Pb2
+ e 0,25 ppm 

Cu2+), por 6 h. Quantidades protéicas iguais de cada extrato (20 µg) foram 

aplicadas no gel. B. Análise densitométrica respectiva, revelando aumentos 

específicos dos níveis protéicos das isoformas FeSOD e MnSOD. 
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Fig. 19. Oscilações circadianas das atividades de FeSOD e MnSOD. 

Ritmicidade circadiana da atividade total da SOD, em células cultivadas sob (A) 

ciclo claro/escuro (LD 12:12 h) ou (B) claro constante (LL, sob luz atenuada). 

C. Perfil eletroforético em gel de atividade de SOD, de extratos de células 

coletadas ao longo de 24 h, cultivadas sob ciclo LD 12:12 h. Quantidades 

protéicas iguais de cada extrato (20 µg) foram aplicadas no gel. D. Análise 

densitométrica do respectivo gel, revelando maiores atividades das isoformas 

FeSOD e MnSOD, durante a fase clara. 
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Fig 20. Oscilações circadianas dos níveis protéicos de FeSOD e MnSOD. A. 

Imunodetecções por Western blot, com extratos de células coletadas ao longo de 

24 h, cultivadas sob ciclo LD 12:12 h. Quantidades protéicas iguais de cada 

extrato (20 µg) foram aplicadas no gel. B. Análise densitométrica respectiva, 

revelando maiores níveis protéicos de FeSOD e MnSOD, durante a fase clara. 
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4.4. Clonagem· parcial e análise de expressão da FeSOD 

Os experimentos anteriores indicam que, sob estresse metálico, as 

isoformas de SOD que sofrem variações em sua atividade são a FeSOD e a 

MnSOD. Estas mesmas isoformas também oscilam circadianamente, com 

máximo de atividade no início do período diurno. Em ambos os casos, as 

variações de atividade enzimática são acompanhadas de variações também nos 

níveis de proteína. Como a exposição a metais poluentes promove distúrbios no 

metabolismo oxidativo em cloroplastos de G. polyedra e pela FeSOD ser a 

isoforma responsável pela detoxificação de 0 2 ·- nestas organelas, os estudos 

moleculares foram focalizados sobre a expressão da FeSOD, nas diferentes 

condições experimentais propostas. 

4.4.1. Caracterização molecular prévia 

Estudo de similaridade e elaboração de primers degenerados: Realizou-se uma 

breve pesquisa no GeneBank a respeito das seqüências de FeSOD descritas até 

o momento. O alinhamento de algumas destas seqüências revelou um alto grau 

de similaridade, encontrando-se pelo menos 3 domínios altamente conservados, 

relacionados ao sítio catalítico desta enzima ( fig. 21 ). 

Fig. 21. Estudo comparativo de similaridade entre FeSOD de diferentes 

organismos. Seqüências protéicas extraídas do GenBank foram alinhadas pelo 

programa Clustal W e a análise de similaridade realizada através do programa 

Box shade. Os resíduos conservados estão destacados em negrito, ao longo das 

seqüências de aminoácidos e representados por letras maiúsculas na seqüência 

consensus, em caso de 100% de identidade. 



N. plumbaginifolia 
chloroplast(tobacco) 
A. tha l iana 
Glycine max 
P. boryanum 
L. pneumophila 
P . leiognathi 
E . coli 
P. putida 
T . cruz i 
L . chagasi 
Monocercomonas sp . 
H. acosta 
T. vaginalis 
e . je j uni 
T. pyriformis 
consensus 

N. plumbaginifolia 
chloropl ast(tobacco) 
A. thaliana 
Glycine max 
P . boryanum 
L. pneumophila 
P. le i ognathi 
E. coli 
P. putida 
T . cruzi 
L. chagasi 
Monocercomonas sp. 
H. acosta 
T . vaginalis 
e . jejuni 
T. pyri formis 
consensus 

N. plumbaginifolia 
chloroplast(tobacco) 
A. thaliana 
Glycine max 
P . boryanum 
L . pneumophila 
P . leiognathi 
E . coli 
P. put i da 
T. cruzi 
L. chagasi 
Monocercomonas sp . 
H. acosta 
T. vag i nalis 
C . jejuni 
T . pyri formis 
consensus 

FeSOD 
1 .. . .. . ... . MTMITNSSSVPGDPLESTCRGGGGA 
1 ......... . .. . .......... .. ......... . 
1 ...... . .. .. . SLHSSLKLELQLQRMAASSAVTA 
1 ........ .. MASLGGLQNVSGINFLIKEGPKVNA 
1 . . . .... . . . . . ....... . . . ....... .. .. . 
1 
1 
1 
1 . .. . . . . . . . . . ... ... ... . . . ...... . ... . 
1 
1 MFRRVSMKAATATAPVGFAFLCYHTLPLLRYP . . . . 

72 

1 .. .... . ................ .. .... . . . . . .......... .. .. . . 
1 .... .. ... ... .... .... ... .. ... . ........... . ... .. ... . 
1 
1 . . ... . .. .. . . . .. ... . . ... . . .. . .... . .. Ml!IIIRKIIIIDTm!G 
1 . . ......... . ..... . ... . . . .... .. ......... . . H EYS clE 
1 felp lpy dal 

41 
16 
39 
41 
17 
17 
17 
17 
16 
48 
47 

1 
1 
1 

16 DF . 
1 0 lv. 

EI Fs 

5 1 ph ms 
HLI SIIIIH­

tlefhygkhhnaYv nln 

89 
64 
87 
89 
66 SK 
63 
63 
63 
63 
96 EK 
94 
32 
32 
32 
62 
57 

101 gvfnnaaqvwNHtfyw cl 

l YNKG 
YNKG 
YNNG 
YNKG 

. P 

KAI DS •• . A • E .. . 
s . . 

. T 

laeai k 



N. plumbaginifolia 
chloroplast(tobacco) 
A. thaliana 
Glycine max 
P . boryanum 
L. pneumophila 
P . leiognathi 
E. col i 
P . putida 
T. cruzi 
L . chagasi 
Monocercomonas sp. 
H. acosta 
T. vagi nalis 
e . jejuni 
T . pyriformis 
consensus 

N. plumbaginifolia 
chloroplast(tobacco) 
A. thaliana 
Glycine max 
P . boryanum 
L. pneumophila 
P . leiognathi 
E . coli 
P. put i da 
T . cruzi 
L . chagasi 
Monocercomonas sp. 
H. acosta 
T. vaginalis 
e. jejuni 
T. pyriformis 
consensus 

N. plumbaginifolia 
chloroplast(tobacco) 
A. thaliana 
Glycine max 
P . boryanum 
L . pneumophila 
P . leiognathi 
E. coli 
P. putida 
T . cruzi 
L. chagasi 
Monocercomonas sp . 
H. acosta 
T. vag i nalis 
e . jejuni 
T. pyriformis 
consensus 

129 
104 
127 
129 
106 
100 
100 
100 
100 
135 
133 

67 
67 
67 

106 

73 

YKPEEK ............... K 
YKPEEK .........•..... K 
YSNE ................. K 
YRARKFDGENVANPPSPDEDNK 
'ooGG ......... .. . . .. .. T 
jQD.QSG ............... A 
KN.SDG .........•... .. K 

K .• ADG ....... ........ S 
~VDPSNKN ......... . .... Q 
tvoPRTK ... • ..... • .. ... E 

QNADKS ............. .. . 
NKDGS .... ..... •. ..... 

YKNKESK ............. .. . 
• YNTKNQ ............... K 

99 - - __ 
151 fgSyd Fk eF aa qfGsgwawlv 

164 
139 
168 
179 
139 
134 
134 
134 
133 
171 
168 

ETAGRIT •.. ..... 
EIIRPRcl!KEi.lQ. I] 

101 T . ... .....•...•.. .. ...... 

101 us 
101 T ..•.. .....•. •. ... •..... . 
141 
134 

HRIAIIAl]EKEA.H 
cjL.KIJTEvlK. I] 

201 plltiDvwehayyldf n rp yi fw l 

213 
188 
209 
229 
188 
182 
182 
182 
181 

216 

SSRLKAA, ...•............. 
SSRLKAAT ...••............ 
SARLEAA SA .•...•......•. 
SSRLEQA LITSA ......... .. . 

QNLAA .. ................. . 
S ..• SNLK ......... ... . .. . •. 

. •• KNLi·············· ··· 
• . . KNL ................ . 
EEGKTF ............. ... . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

CQMYEKATK . .. ..... .... . ... . 

189 IIIIIIIAKAYEWALKEGMGSVSFYANELHPVK 
182 - REI EKRYLQAIE ................ . 
251 vnwefv a 



74 

Amplificações de segmentos do cDNA de FeSOD de G. polyedra por RACE / 

PCR: Primers degenerados foram construídos com base nas seqüências de 

aminoácidos dos domínios conservados em FeSOD de diferentes organismos, 

presumindo-se que os mesmos também ocorram em G. polyedra. A posição 

relativa destes domínios conservados e dos primers para FeSOD encontram-se 

descritos na figura 22. Estes primers foram utilizados em amplificações por PCR, 

tendo como template moléculas de cDNA sintetizadas por RACE, a partir de 

mRNA de G. polyedra. Optou-se por utilizar células tratadas com Cd2
+ (1 ppm, 

4h) devido aos altos níveis de atividade de SOD encontrados sob tal tratamento, 

presumindo-se um nível igualmente alto de transcritos de FeSOD. 

Apesar das amplificações controles da técnica terem sido satisfatórias, os 

produtos das primeiras reações de PCR, utilizando-se combinações mistas de 

primers "adaptadores" e primers específicos a FeSOD, em geral, não foram 

ideais, contendo muitas amplificações secundárias ou ausência de bandas ( fig. 

23). Entretanto, re-amplificações destas reações, utilizando-se somente primers 

específicos à FeSOD, produziram bandas mais definidas e de tamanho esperado 

(fig. 24). Ambas as técnicas de 3 'RACE e 5 'RACE produziram segmentos de 

cDNA de 280 e 170 pb, amplificados com as combinações de primers FSD2 x 

FSD3r e FSD 1 x FSD2r, respectivamente. 
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Fig. 22. Estratégia de clonagem do cDNA codificador de FeSOD em G. 

polyedra. A. Representação da estrutura primária da FeSOD, destacando os 

principais domínios conservados. B. Esquema do cDNA da FeSOD, sintetizado a 

partir de mRNA de G. polyedra por técnicas de PCR, mostrando a posição 

relativa dos domínios conservados e dos primers utilizados nas amplificações 

dos segmentos de 170 e 280 pb. AnP: Anchor primer; AdP: Adapter primer 

(primers inespecíficos, complementares às extremidades 5' e 3' do cDNA). 
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MWMl 2 3 4 

600pb _ 

Fig. 23. Amplificações em PCR utilizando-se primers construídos para 

FeSOD e primers inespecíficos. Combinações utilizadas: 1: (3'RACE) FSDl x 

AdP, 2: (5'RACE) AnP X FSD3R, J: controle 3'RACE, 1: controle 5'RACE. MWM = 

padrão molecular (100 bp DNA ladder). 

A B 
MWMl 2 3 4 5 MWM 1 2 

._ 280 pb 

._ 170 pb 

Fig. 24. Re-amplificações em PCR, utilizando-se apenas primers 

construídos para FeSOD. Combinações utilizadas: A. (3'RACE) 1: FSDl x 

AdP, 2: FSDl x FSD3r, J: FSD2 x AdP, 1: FSD2 x FSD3r, ~: (5'RACE) FSD2 x 

FSD3r. B. 1: (3'RACE) FSDl x FSD2r, 2: (5'RACE): FSDl x FSD2r. MWM = padrão 

molecular (100 bp DNA ladder). 
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Subclonagem e sequenciamento: Os segmentos de FeSOD amplificados por 

RACEIPCR foram subclonados no vetor plasmidealpGEM-T e introduzidos em 

células de E. coli, da linhagem DH5a. A eficiência de transformação esteve 

sempre em tomo de 50 - 80%. A confirmação da inserção dos segmentos ao 

vetor e subsequente transformação bacteriana, foi obtida pela digestão de 

plasmídeos com a enzima de restrição EcoRI. Em geral, as digestões 

produziram duas bandas, uma referente ao vetor (3 kb) e outra ao segmento de 

DNA inserido, quando submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5 % (fig. 

25). 

Alguns clones produziram mais de um fragmento quando digeridos com 

EcoRI, cuja somatória dos tamanhos condiz com o tamanho do fragmento 

original, indicando a presença de sítios adicionais para EcoRI. Assim, com base 

nas diferenças de tamanho e número de fragmentos, oito clones contendo o 

fragmento de 280 pb e quatro clones contendo o de 170 pb foram selecionados 

para sequenciamento e análise. 
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Fig. 25. Subclonagem de produtos de PCR. Clones contendo os segmentos de 

280 pb (A) e 170 pb (B) foram submetidos a digestão com a enzima de restrição 

EcoRI, para liberação dos insertos do vetor e conseqüente confirmação da 

clonagem. MWM = padrão molecular (100 bp DNA ladder). 

• 
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Estudo comparativo da seqüência parcial do cDNA de FeSOD de G. polyedra: 

As seqüências dos segmentos clonados foram comparadas com seqüências 

protéicas catalogadas no GeneBank. Esta pesquisa foi realizada por uma busca 

de similaridade no banco de dados do NCBI, utilizando-se o programa BlastX 

Este, traduz automaticamente a seqüência nucleotídica nas 6 fases de leitura e 

as compara com diferentes seqüências protéicas, indicando com quais proteínas 

o segmento gênico de interesse possui maior similaridade. 

Dos clones contendo o segmento de 280 pb, quatro deles possuem 

seqüências idênticas, apresentando maior similaridade com FeSOD de uma 

cianobactéria, Synechococcus sp (76 %). O único gene clonado de FeSOD em 

algas, descrito até o momento, diz respeito à Chlamydomonas reinhardtii, uma 

alga verde unicelular. A similaridade encontrada entre os segmentos clonados 

de 280 pb e a FeSOD desta alga é de 77 %. Além disto, três dos quatro 

diferentes clones de 170 pb também apresentaram similaridade com FeSOD de 

uma cianobactéria, P. boryanum (83 % ). A similaridade destes segmentos com 

a FeSOD de C. reinhardtii é de 70 % (fig. 26). 

A seqüência deduzida de aminoácidos foi obtida pela tradução da 

seqüência consensus dos clones correlatos (fig. 27). Os segmentos de 170 e 280 

pb representam seqüências adjacentes do gene de FeSOD, possuindo um 

segmento curto de DNA em comum. Desta forma, a somatória de ambos 

originou uma seqüência nucleotídica de 429 pb, cerca de 70 % da região 

codificadora ( ORF) do gene para FeSOD. O estudo preliminar de -homologia 

protéica, por análise filogenética, indica que a FeSOD de G. polyedra pode ter 

se originado a partir do mesmo ancestral das demais FeSOD cianobacterianas 

(fig. 28). 
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Fig. 26. Estudo de similaridade dos segmentos clonados de 280 e 170 pb 

com proteínas catalogadas no banco de dados do GenBank. Uma pesquisa 

foi realizada através do programa Blast.X, encontrando-se uma alta 

similaridade com a proteína FeSOD, de cianobactérias. 

Segmento de 280 pb: 

splP18655ISODF _SYNP7 SUPEROXIDE DISMUTASE (FE) >gil79688lpirllS04423 superoxide dismutase 
(EC 1.15.1.1) (Fe) - Synechococcus sp Length = 201 

Score = 137 bits (342), Expect = 2e-32 
Identities = 62/93 (66%), Positives= 72/93 (76%) 
Frame= +l 

Query: 1 AQVWNHTFYWHSMK.PGGGGAPHGKV AELIERDFGSYEEFATQFKAAGGGQFGSGW AWLVL 180 
AQ WNH+FYW+S+ KP GGGAP G +A+ I DFGS+ EF T+FKA QFGSGWAWLVL 

Sbjct: 74 AQAWNHS FYWNS I K.PNGGGAPTGALADKIAADFGSFENFVTEFKQAAA TQFGSGWAWLVL 133 

Query: 181 KDGKLAITKTPNAETPL TEAGVTPLL TIDVWEH 279 
+G L ITKT NA+TP+ G TPLLTIDVWEH 

Sbjct: 134 DNGTLKITKTGNADTPIA H- GQTPLL TIDVWEH 165 

pirllJC46l l superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) (Fe) - Chlamydomonas reinhardtii >gil726293 (U22416) 
superoxide dismutase precursor [Chlamydomonas reinhardtii] Length = 234 

Score = 132 bits (330), Expect = 5e-3 l 
Identities = 62/93 ( 66% ), Positives = 73/93 (77% ), Gaps = 1/93 (1 % ) 
Frame=+l 

Query: 1 AQVWNHTFYWHSMKPGGGGAPHGKVAELIERDFGSYEEFATQFKAAGGGQFGSGW AWL-V 177 
AQVWNHTF +W S MKP GGGAP G +AE I RDFGS ++F +FK AG QFGSGW AWL 

Sbjct: 106 AQVWNHTF FWESMKPNGGGAPTGALAEAITRDFGSLDKFKEEFKQAGMTQFGSGW AWLNA 165 

Query: 178 LKDGKLAITKTPNAET PLTEAGVTPLLTIDVWEH 279 
K GKL+I+K+PNA P+ E G TP+LT+DVWEH 

Sbjct: 166 DKTGKLSI SKSPNAVN PVVE GKTPILTVDVWEH 198 
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Segmento de 170 pb: 

splP50061 ISODF _pLEBO SUPEROXIDE DISMUT ASE (FE) >gil608558 (U 17612) superoxide dismutase 
[Plectonema boryanum J Length = 199 

Score = 86.6 bits (211 ), Expect = 2e- l 7 
ldentities = 35/56 (62%), Positives= 47/56 (83%) 
Frame = +l 

Query : 1 EFHYGKHHNAYVTNLNKLIEGTDLANA PLEEIVKAAASNASKAGLFNNAAQVWNHT 168 
++HYGKHH AYVTNLNKL+EGT + + LE+++K + ++SK G+FNNAAQVWNHT 

Sbjct: 26 DYHYGKHHAAYVTNLNKLVEGTPMESLSLEDVIKQSFG DSSKVGVFNNAAQVWNHT 81 

pirllJC461 l superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) (Fe) - Chlamydomonas reinhardtii >giJ726293 (U22416) 
superoxide dismutase precursor [Chlamydomonas reinhardtii] Length = 234 

Score = 7 5. 7 bits (183 ), Expect = 4e- l 4 
Identities = 34/56 (60%), Positives= 40/56 (70%) 
Frame = +l 

Query : 1 EFH YGKHHNAYVT NLNKLIEGT DL ANAPLEEIVKAAASNASKAGLFNNAAQVWNHT 168 
EFH +GKHH AYV N+NK + GT L LEEIV A+ +N +FNNAAQVWNHT 

Sbjct: 57 EFHWGKHHRAYVDNMNKQVAGTPLDGKSLEEIVLASWNNGQPTPVFNNAAQVWNHT 112 
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Fig. 27. Alinhamento das seqüências nucleotídicas dos segmentos 

clonados de 280 e 170 pb, referentes ao cDNA da FeSOD de G. polyedra. 

As seqüências consensus dos respectivos clones encontram-se sublinhadas. 

Clones de 280 (!b: 
Name: fs3280 5t7trim Len: 280 Check: 9291 Weight: 1.00 
Name: fs3280 d2t7trim Len: 280 Check: 1580 Weight: 1.00 
Name: fs3280 a2t7trim Len: 280 Check: 8775 Weight: 1.00 
Name: fs3280 2t7trim Len: 280 Check: 911 O Weight: 1.00 

1 50 
fs3280 5t7t GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCT ACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG 
fs3280 d2t7t GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCT ACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG 
fs3280 a2t7t GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCT ACTGG CA TTCGA TGA AACCGGGCGG 
fs3280 2t7tr GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCT ACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG 
280 consensus GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCT ACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG 

51 100 
fs3280 5t7tr CGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG 
fs3280 d2t7t TGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG 
fs3280 a2t7t CGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG 
fs3280 2t7tr CGGCGGCGCG CCGCACGGTA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG 
280 consensus CGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG 

101 150 
fs3280 5t7tr GCTCTT ACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG 
fs3280 d2t7t GCTCTT ACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG 
fs3280 a2t7t GCTCTTGCGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG 
fs3280 2t7tr GCTCTT ACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG 
280 consensus GCTCTTACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG 

fs3280 5t7tr 
fs3280 d2t7t 
fs3280 a2t7t 
fs3280 2t7tr 
280 consensus 

151 200 
TTCGGTTCTG GTTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT 
TTCGGTTCTG GTTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT 
TTCGGTTCTG GCTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT 
TTCGGTTCTG GTT AGGCTTG GCTGGCCCTG AAAG ATGGCA AGCTCGCCAT 
TTCGGTTCTG GTTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT 

201 250 
fs3280 5t7tr CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC 
fs3280 d2t7t CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC 
fs3280 a2t7t CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC 
fs3280 2t7tr CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC 
280 consensus CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC 

251 280 
fs3280 5t7tr CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA 
fs3280 d2t7t CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA 
fs3280 a2t7t CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA 
fs3280 2t7tr CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA 
280 consensus CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA 



Clones de 170 pb: 
Name: fsod3 l 70 _ csp6trim 
Name: fsod5170 _fsp6trim 
Name: fsod5170_dsp6trim 

Len: 168 Check: 5559 
Len: 168 Check: 5559 
Len: 168 Check: 6008 

Weight: 1.00 
Weight: 1.00 
Weight: 1.00 

83 

1 50 
fsod3170 _ csp GAATTTCATT ACGGT AAACA TCACAACGCG T ATGTGACCA ATCTGAACAA 
fsod5 l 70 _fsp GAATTTCATT ACGGT AAACA TCACAACGCG T ATGTGACCA ATCTGAACAA 
fsod5170_dsp GAGTTTCATT ACGGTAAACA TCACAACGCG TATGTGACCA ATCTGAACAA 
170consensus GAATTTCATT ACGGTAAACA TCACAACGCG TATGTGACCA ATCTGAACAA 

51 100 
fsod3170_csp ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TCCCCTGGAA GAAATCGTGA 
fsod5170_fsp ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TCCCCTGGAA GAAATCGTGA 
fsod5170_dsp ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TTCCCTGGAA GAAATCGTGA 
170 consensus ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TCCCCTGGAA GAAATCGTGA 

101 150 
fsod3170 _ csp AAGCCGCCGC GAGT AATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC 
fsod5170_fsp AAGCCGCCGC GAGTAATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC 
fsod5170 _ dsp AAGCCGCCGC GAGTGATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC 
170 consensus AAGCCGCCGC GAGT AATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC 

151 168 
fsod3170_csp CAAGTCTGGA ACCACACA 
fsod5170 _fsp CAAGTCTGGA ACCACACA 
fsod5170_dsp CAAGTCTGGA ACCACACA 
170 consensus CAAGTCTGGA ACCACACA 
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Fig. 28. FeSOD de G. polyedra e inferências filogenéticas. A. Seqüências 

nucleotídica e protéica (em negrito) da FeSOD de G. polyedra. A seqüência 

protéica é composta por 143 aminoácidos (correspondente a cerca de 70 % da 

seqüência total da FeSOD) e deriva da somatória das seqüências deduzidas de 

aminoácidos dos segmentos consensus de 170 e 280 pb. B. Estudo prévio da 

homologia desta seqüência parcial da FeSOD de G. polyedra com demais 

FeSOD procarióticas e eucarióticas. Nesta análise filogenética, utilizou-se o 

método de Neighbor joining para a construção da árvore, e o método de 

correção de distância de Kimura, onde a distância filogenética eqüivale ao 

número médio estimado de substituições, a cada 100 aminoácidos. 

A FeSOD de G. polvedra: 

5' GAATTTCATTACGGTAAACATCACAACGCGTATGTGACCAATCTGAACAA 50 

E FHYG KHH NA YVT NL N 

ACTGATCGAGGGCACAGATCTCGCCAACGCTCCCCTGGAAGAAATCGTGA 100 

K LI E G T DL ANA SL E E IV 

AAGCCGCCGCGAGTAATGCTTCCAAAGCTGGTTTGTTCAACAACGCCGCC 150 

K AAA S DAS KA GLF N NAA 

CAAGTCTGGAACCACACCTTCTACTGGCATTCGATGAAACCGGGCGGCGG 200 

QVW NH TFY W H S M K P G G 

CGGCGCGCCGCACGGCAAAG TTGCCGAACTGATCGAACGTGATTTCGGCT 250 

G G A P H G KV A E LI E RD F G 

CTTACGAGGAATTCGCAACTCAGTTCAAAGCGGCCGGCGGTGGCCAGTTC 300 

S Y E E F AT Q F K A A G G G Q F 

GGTTCTGGTTGGGCTTGGCTGGTCCTGAAAGATGGCAAGCTCGCCATCAC 350 

GS GW A W L V L K D G K LA I 

AAAGACTCCGAATGCCGAGACCCCGCTGACGGAAGCTGGCGTGACGCCGC 400 

T K T P NA E T P L TE A G V T P 

TTCTGACGATTGATGTCTGGGAGCACGCA 3' 429 
L L TI D VW EH A 
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Testes de hibridação entre os segmentos de FeSOD clonados por PCR e ácidos 

nucléicos de G. polyedra: Amostras de RNA total de G. polyedra (1 - 10 µg) 

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2 % e transferidas para 

uma membrana de nylon. Hibridações em Northern blot, utilizando-se cada um 

dos segmentos clonados de FeSOD como sondas moleculares, também 

revelaram sinais positivos, porém, somente em concentrações acima de 1 µg de 

RNA total (fig. 29). Marcações com as sondas de 170 e 280 pb revelaram uma 

banda em torno de 700 pb. A presença destes sinais positivos indica 

especificidade entre as sondas e os ácidos nucléicos de G. polyedra, cujo 

tamanho estimado das bandas condiz com o tamanho médio da região 

codificadora do gene de FeSOD (entre 650 pb a 1200pb). 

Entretanto, estas hibridações positivas específicas entre ácidos nucléicos 

de G. polyedra e sondas homólogas de FeSOD não são obtidas facilmente, sob 

condições padrões de hibridação, sendo necessários ajustes metodológicos. 

Além disto, amplificações em PCR utilizando combinações mistas de primers 

específicos para FeSOD e primers universais inespecíficos, a partir de mRNA 

ou alíquotas de bibliotecas de cDNA de G. polyedra, produziram muitos 

produtos secundários, impossibilitando a clonagem completa do gene para 

FeSOD por esta metodologia ( dado não mostrado). Estes resultados sugerem 

que a abundância de transcritos de FeSOD em G. polyedra seja muito baixa, 

dificultando a sua detecção. Em plantas por exemplo, é comum a FeSOD não 

ser detectada sob condições normais de cultivo, por esta não ser expressa 

constitutivamente (Van Camp et ai. 1990). Contudo, pelo fato dos dois 

fragmentos de FeSOD amplificados majoritariamente (170 e 280 pb) possuírem 

alta similaridade com FeSOD de cianobactérias e da alga C. reinhardtii (>70%) 

e por produzirem sinais positivos específicos nas hibridações em Northern blot, 

acredita-se, portanto, que estes fragmentos representem seqüências gênicas 

codificadoras da FeSOD de G. polyedra. 
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4.4.2. Padrões de expressão 

Estresse metálico: Os efeitos do estresse metálico, sobre a expressão da 

isoforma FeSOD, foram estudados em células de G. polyedra expostas a altas 

concentrações de metais (10,0 ppb Hg2
\ 1,0 ppm Cd2

\ 5,0 ppm Pb2
\ e 0,25 

ppm Cu2+) por 4 h. Análises por hibridações em Northern blot mostraram que 

os níveis de transcritos de FeSOD aumentam substancialmente em resposta ao 

tratamento com os metais poluentes (Hg2
+, 90 %; Cd2\120 %; Pb2\130 %; 

Cu2+, 62 %), enquanto os níveis de mRNA para LBP (controle) não variaram 

significativamente, nas mesmas condições experimentais (fig. 30). 

Análises quantitativas por RT-PCR, utilizando-se primers específicos, 

corroboraram os resultados anteriores revelando, também, um claro aumento na 

abundância dos transcritos de FeSOD durante estresse metálico. Os níveis de 

mRNA para FeSOD atingiram valores até 9 vezes maiores, sob tratamento com 

Pb2
+ (fig. 31 ). Como controle, um segmento do gene para LBP foi amplificado 

a partir das mesmas amostras de mRNA. Análises densitométricas do gel 

mostraram um rendimento de amplificação de segmentos de LBP semelhante 

em todos os tratamentos experimentais, sugerindo que o aumento da transcrição 

de FeSOD é um efeito específico da exposição aos metais poluentes. 

Estes resultados indicam um controle positivo da expressão de FeSOD de 

G. polyedra, sob as condições de estresse metálico adotadas. Como o estresse 

oxidativo em cloroplastos é um efeito relevante da exposição a metais neste 

dinoflagelado, o rápido aumento da expressão de enzimas antioxidantes como a 

FeSOD parece ser uma importante resposta adaptativa ao nível molecular. Em 

plantas, induções de SOD, envolvendo aumentos nos níveis de proteína e 

mRNA, têm sido correlacionadas com o aumento da resistência a diversas 

formas de estresse ambiental (Bowler et al. 1992, Amsellem et al, 1993, Gupta 

et al. 1993), sendo esta ativação modulada por fatores de transcrição redox­

sensíveis. 
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Fig. 29. Hibridações em Northern blot com RNA total de G. polyedra. Os 

segmentos clonados de 170 e 280 pb, referentes ao cDNA de FeSOD, foram 

marcados radioativamente e utilizados como sondas moleculares. 
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Fig 30. Aumento de transcritos de FeSOD por exposição a metais. A. 

Análises em Northern blot com RNA total (1 O µg), extraído de células expostas 

a altas concentrações de metais (10 ppb Hg2+, 1 ppm Cd2
+, 5 ppm Pb2

+ e 0,25 

ppm Cu2+), por 4 h. Segmentos dos genes para FeSOD e LBP (controle) foram 

utilizados como sondas moleculares homólogas. B. Análise densitométrica 

respectiva, revelando aumentos específicos na quantidade de transcritos de 

FeSOD. 
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Fig 31. Quantificação de transcritos de FeSOD por RT-PCR. A. Gel de 

agarose 1,5 % corado com brometo de etídeo, mostrando segmentos 

amplificados com primers específicos para F eSOD e LBP (controle), a partir de 

mRNA (250 ng) extraído de células expostas a altas concentrações de metais (1 O 

ppb Hg2+, 1 ppm Cd2+, 5 ppm Pb2+ e 0,25 ppm Cu2+), por 4 h. B. Análise 

densitométrica do respectivo gel, revelando aumentos específicos na quantidade 

de transcritos para FeSOD. MWM = padrão molecular (100 bp DNA ladder). 
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Expressão circadiana: Com o intuito de verificar se a oscilação diária de 

FeSOD em G. polyedra também é acompanhada de variações nos níveis de seus 

transcritos, hibridações em Northern blot, com sondas homólogas específicas, 

foram realizadas com amostras de mRNA extraídas ao longo do ciclo circadiano 

(fig. 32). Segundo as análises densitométricas, nenhuma variação significativa 

foi observada nos níveis diários de transcritos de FeSOD, sugerindo um 

controle de expressão diferenciado, pelo relógio circadiano. 

Oscilações circadianas nos níveis de diferentes enzimas de G. polyedra 

têm sido descritas, como GAPDH, envolvida no metabolismo energético e LBP 

e luciferase, envolvidas na bioluminescência deste dinoflagelado (Morse et ai., 

1989, Fagan et ai. 1999). Apesar da regulação da ritmicidade de proteínas poder 

ocorrer aos níveis de transcrição, tradução e/ou modificações pós-traducionais, 

como reportado em Neurospora crassa e Drosophila melanogaster (Aronson et 

ai. 1994, Garceau et ai. 1997), aceita-se que o relógio circadiano de G. 

polyedra exerça o seu controle através da modulação da tradução de transcritos. 

Neste caso, assim como reportado para GAPDH, LBP e luciferase, é provável 

que a regulação circadiana da síntese de FeSOD também ocorra ao nível 

traducional, neste dinoflagelado. 
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Fig 32. Níveis diários de transcritos de FeSOD. A. Análises em Northern blot 

com mRNA (1 µg) extraído de células coletadas ao longo de 24 h, cultivadas sob 

ciclo LD 12:12 h. Segmentos dos genes para FeSOD e LBP (controle) foram 

utilizados como sondas moleculares homólogas. B. Análise densitométrica 

respectiva, revelando ausência de oscilações diárias significativas na quantidade 

de transcritos para FeSOD. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1. Efeitos do estresse metálico em G. polyedra 

Algas unicelulares são essenciais para manutenção do equilíbrio 

ecológico em ecossistemas marinhos, pois exercem importantes funções como 

principais produtores primários, além de contribuírem para a oxigenação e 

ciclagem de nutrientes no ambiente marinho. Desta forma, ensaios 

toxicológicos com microalgas são relevantes à avaliação do potencial tóxico de 

poluentes, em ecossistemas marinhos (Walsh, 1988). Testes padrões de 

biotoxicidade avaliam os efeitos de substâncias químicas sobre o crescimento e 

viabilidade de representantes da biota, estabelecendo níveis máximos de 

tolerância para cada poluente. Estes estudos possuem uma grande importância 

na prevenção dos impactos de poluentes ambientais, através do estabelecimento 

de níveis limitantes de descarga de produtos químicos específicos no mar, tendo 

ampla aplicação em programas de monitoramento e gerenciamento ambiental. 

Dinoflagelados, em particular, atuam como produtores primários ou 

consumidores na cadeia trófica, além de participarem de eventos de marés 

vermelhas. Apesar da grande importância ecológica e econômica dos 

dinoflagelados, poucos estudos de ecotoxicologia têm sido realizados com estes 

importantes componentes da cadeia trófica marinha. O presente trabalho 

representa o primeiro estudo comparativo dos efeitos tóxicos de diferentes 

metais poluentes e das respostas adaptativas ao estresse metálico, em um 

dinoflagelado bioluminescente. Em G. polyedra, os quatro metais poluentes 

avaliados, Hg2+, Cd2+, Pb2+, e Cu2+, causaram aumentos significativos de 

mortalidade celular e formação de cistos assexuais, em concentrações 

relativamente baixas. Em geral, bioensaios com microalgas mostram que as 

concentrações de metais poluentes que inibem significativamente o crescimento 

celular variam de 0,5 - 500 ppb Hg2+, 0,02 - 140 ppm Cd2+, 0,2 -250 ppm Pb2+, 
e O, 1 -7 ppm Cu2

+ (Hollibaugh et ai. 1980). As concentrações estimadas para 
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G. polyedra encontram-se próximas aos limites mínimos destes intervalos, 

indicando uma alta sensibilidade deste dinoflagelado aos metais avaliados. A 

sobrevivência celular a altas concentrações de metais pode estar relacionada, 

em parte, à rápida formação de cistos assexuais observada nos bioensaios. De 

fato, o encistamento de dinoflagelados é uma forma de resistência à condições 

ambientais desfavoráveis (Anderson et al. 1984). Em representantes de água 

doce como Peridinium cinctum e Peridinium willey, por exemplo, o 

encistamento é induzido por carência nutricional (Chapman & Pfiester, 1995). 

Em G. polyedra, a formação de cistos também tem sido reportada por baixas 

temperaturas e tratamento com indoleaminas (Balzer & Hardeland, 1991, 

Behrmann & Hardeland, 1995). 

As células encistadas em presença de Pb2
+ e Cu2

+ excistaram, parcial ou 

completamente, quando cultivadas em meio livre de metais tóxicos, mostrando 

uma capacidade de recuperação celular. Entretanto, o mesmo não foi observado 

sob tratamento com os metais Hg2
+ e Cd2+, indicando efeitos tóxicos 

irreversíveis. Uma recuperação após exposição a Cu2
+ também foi observada 

em outras duas espécies de dinoflagelados, Amphidinium carterae e 

Prorocentrum micans (Lage et al. 1994). Apesar dos efeitos algistáticos 

promovidos por Pb2
+ e Cu2

+ nas concentrações testadas, a escala de toxicidade 

encontrada para G. polyedra foi Hg2
+ >Cu2

+ > Cd2
+ >Pb2

+, baseado nos 

respectivos valores de CE50. 

No ambiente natural, organismos que habitam locais cronicamente 

poluídos são expostos a baixas concentrações de metais, sob longos períodos de 

exposição. Em outros casos, os organismos podem ser abruptamente expostos a 

altas concentrações de metais como, por exemplo, durante a descarga de 

efluentes em ambientes costeiros. Estas duas situações foram parcialmente 

simuladas em nossos experimentos, primeiramente pela exposição crônica de 

G. polyedra à concentrações subletais de metais e, posteriormente, por pulsos 

de exposição aguda, a altas concentrações. Sob tratamento agudo, o efeito mais 
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dramático foi a estimulação imediata da bioluminescência total e o aumento da 

freqüência de flashes bioluminescentes. Sob condições crônicas, não foram 

observadas alterações expressivas no ritmo bioluminescente, indicando que o 

mecanismo de temporização celular não é significativamente afetado pela 

exposição a metais. Contudo, pequenos efeitos foram notados. As exposições a 

Hg2
+ e Cu2

+, os dois primeiros metais na escala de toxicidade para G. polyedra, 

resultaram em amplitudes maiores e períodos mais curtos no ritmo de glow 

bioluminescente, enquanto Cd2
+ e Pb2

+ diminuíram a amplitude e prolongaram 

o período. A exposição crônica a Cu2
+ também causou aumentos expressivos na 

freqüência de flashes bioluminescentes, enquanto os tratamentos com os demais 

metais causaram um efeito ligeiramente oposto. 

Estes efeitos variados, sobre os parâmetros bioluminescentes de G. 

polyedra, apontam diferenças no mecanismo de ação de cada metal poluente. 

Entretanto, sabe-se que íons de metais tóxicos são capazes de atravessar 

membranas por carreadores não-específicos de íons multivalentes, causando 

despolarização de membranas e acidificação do citoplasma (Cumming & 

Gregory, 1990). Metais pesados também podem causar alteração de 

:funcionamento de membranas pela interação com íons Ca2+, associados a 

fosfolipídeos de membrana (Green et al. 1980). No caso de G. polyedra, é 

provável que os quatro metais poluentes analisados também atuem sobre 

membranas vacuolares, uma vez que o aumento da freqüência de flashes 

bioluminescentes é atribuído à estimulação de potenciais de ação, conduzidos 

na membrana que compõe os scintillons. 

Os bioensaios de toxicidade conduzidos neste trabalho mostram, 

portanto, que G. polyedra possui um grande potencial como espécie indicadora 

dos efeitos de substâncias poluentes in natura. Como o encistamento está 

relacionado à dispersão e sobrevivência desta alga, a ocorrência de marés 

vermelhas, decorrentes de afloramentos desta espécie de dinoflagelado, poderia 

ser um forte indício da contaminação do ambiente marinho por metais tóxicos. 
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Estes afloramentos de G. polyedra podem ser facilmente detectados 

durante o dia, devido à forte coloração vermelho-alaranjada resultante da alta 

concentração celular de pigmentos carotenóides nesta alga, especialmente de 

peridinina (Pinto et ai. 2000). Durante a noite, a detecção seria facilitada pela 

grande emissão de luz natural por células de G. polyedra, decorrente de 

aumentos na freqüência de seus flashes bioluminescentes, por estimulação 

química. Além disto, este fenômeno pode ser observado sob níveis de 

contaminação relativamente baixos, uma vez que esta espécie de dinoflagelado 

se mostrou altamente sensível aos efeitos de metais poluentes, quando 

comparada a outras espécies de algas unicelulares. Como G. polyedra possui 

distribuição cosmopolita, a aplicação desta alga em programas de 

monitoramento ambiental poderia, ainda, ser estendida a várias regiões 

geográficas . 

5.2. Modulação de antioxidantes cloroplásticos 

Estudos recentes têm demonstrado que o estresse oxidativo é um 

importante mediador da toxicidade de metais poluentes (Stohs & Bagchi, 1995, 

Patra & Panda, 1998). De fato, a manutenção de uma alta capacidade 

antioxidante celular tem sido correlacionada com o aumento da resistência a 

diferentes formas de estresse ambiental, incluindo o estresse metálico (Sinha et 

ai. 1997, Dat et ai. 1998, Thomas et ai. 1999). A indução de antioxidantes é, 

portanto, uma importante resposta adaptativa que garante a manutenção da 

atividade biológica durante adversidades ambientais. Apesar dos inúmeros 

estudos nesta área, pouco se sabe sobre a resposta antioxidante de defesa ao 

nível subcelular, particularmente em cloroplastos de microalgas marinhas. Por 

este motivo, abordou-se também o estudo dos efeitos de metais poluentes sobre 

o balanço oxidativo nos cloroplastos de G. polyedra, de acordo com os modelos 

crônico e agudo de estresse metálico, estipulados nos bioensaios de toxicidade. 
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Os resultados indicaram diferentes respostas antioxidantes conforme o 

tipo de metal e modelo de estresse aplicado. Sob exposição crônica, aumentos 

nas atividades das enzimas SOD e Apx e nos níveis de peridinina foram 

encontrados. Peridinina é um importante carotenóide encontrado somente em 

certas espécies de dinoflagelados, pertencente ao complexo hidrossolúvel PCP, 

localizado no PSII (Knoetzel & Rensing, 1990). Apesar da sua capacidade de 

suprimir 0 2 (
1i\g) in vitro (Pinto et ai. 2000), a principal função biológica da 

peridinina parece ser a captação de energia luminosa nos cloroplastos. Neste 

sentido, a diminuição do nível de peridinina em células de G. polyedra, sob 

exposição crônica a metais, pode ser uma estratégia de controle do fluxo de 

elétrons entre PSII e PSI, prevenindo a formação excessiva de 0 2 ·- pela Reação 

de Mehler e danos foto-oxidativos subsequentes (Foyer, 1996). Isto explicaria, 

também, a constância dos níveis basais de J3-caroteno, encontrada sob as 

mesmas condições experimentais. Contudo, uma redução da captação de 

energia luminosa, durante o estresse metálico crônico, poderia também 

acarretar em redução da capacidade fotossintética. De fato, a fotossíntese é 

provavelmente o processo metabólico mais sensível ao estresse metálico nos 

vegetais. Inibições de crescimento, clorose e necrose de tecidos são sintomas 

comuns da intoxicação por metais (Murthy et ai. 1989, Murthy & Mohanty, 

1991, Gonzales et ai. 1998). 

Uma resposta antioxidante diferente foi encontrada sob estresse metálico 

agudo. Enquanto apenas pequenas modificações foram detectadas na atividade 

enzimática e nos níveis de peridinina, o conteúdo de J3-caroteno celular dobrou, 

sugerindo uma maior necessidade de proteção contra danos foto-oxidativos. De 

fato, modulações de pigmentos carotenóides são consideradas especialmente 

importantes na prevenção de danos foto-oxidativos, em plantas submetidas a 

alta intensidade luminosa ou baixas temperaturas (Ramalho et ai. 1998, Garcia­

Plasaola et al. 1999). Durante o estresse metálico, o fluxo de elétrons nos 
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cloroplastos pode ser interrompido, favorecendo a produção de ER0. Neste 

sentido, a manutenção de altos níveis de ~-caroteno também deve contribuir 

para a atenuação dos efeitos da fotoinibição, no modelo de estresse aplicado. 

As distintas respostas antioxidantes observadas nos modelos crônico e 

agudo, parecem estar relacionadas à intensidade do estresse aplicado. De 

acordo com os resultados de consumo de 0 2 e poder redutor, diferentes estados 

oxidativos celulares são atingidos durante os modelos crônico e agudo de 

estresse metálico. Assim, a indução de antioxidantes cloroplásticos resultaria de 

um processo de aclimatação ao aumento paulatino da concentração de ER0, 

durante o tratamento crônico. Por outro lado, o consumo exacerbado de 0 2 e 

menor poder redutor, encontrados nas células sob estresse agudo, sugerem uma 

geração abrupta de ER0, durante um curto intervalo de tempo, excedendo a 

capacidade antioxidante celular. É sabido que a regeneração de ascorbato nos 

cloroplastos ocorre pelo ciclo ascorbato-glutationa, dependente de GSH e 

NADPH, uma vez que não há transporte ativo de ascorbato para o interior desta 

organela (Halliwell & Gutteridge, 1999). Além dos baixos níveis de GSH 

encontrados durante o tratamento agudo, níveis limitantes de NADPH e rápida 

oxidação de ascorbato podem também ocorrer nestas condições. Desta forma, a 

menor disponibilidade de ascorbato poderia estar limitando a atividade da 

enzima Apx. Como conseqüência, o acúmulo de H20 2 passaria a inibir a 

atividade da FeS0D. Nestas mesmas condições, o ~-caroteno parece ser menos 

sensível e sua indução poderia compensar, em parte, a inativação enzimática 

pelos níveis elevados de ER0. Uma resposta antioxidante similar foi observada 

na alga Ceratophyllum demersum, exposta a Cu2
+. Níveis aumentados de 

antioxidantes foram detectados durante exposição a concentrações subletais do 

metal, enquanto uma capacidade antioxidante reduzida e letalidade foram 

observadas a doses mais altas de Cu2+, em decorrência de insultos oxidativos 

(Devi & Prasad, 1998). 
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Se tal estado pró-oxidativo é instalado pelo modelo agudo de estresse 

metálico, nos cloroplastos de G. polyedra, conseqüentes danos oxidativos 

seriam esperados. De fato, níveis aumentados de dienos conjugados e 

carbonilas protéicas foram detectados, predominantemente, em cloroplastos de 

células mantidas sob tratamento agudo com metais, indicando eventos de 

peroxidação lipídica e oxidação protéica. 

Os distúrbios do equilíbrio oxidativo cloroplástico são também 

dependentes das propriedades intrínsecas de cada metal tóxico, conforme 

evidenciado nas figuras 11 e 12. Dentre os metais poluentes avaliados, Cu2
+ e 

Pb2
+ foram os que promoveram os efeitos mais distintos. Embora tóxico a altas 

doses, o Cu2
+ é um micronutriente essencial para a atividade de muitas enzimas 

como a própria SOD e, por isto, seus efeitos podem ser atenuados durante 

condições crônicas. Por outro lado, o tratamento com Pb2
+ foi o mais severo, 

causando lesões oxidativas mesmo em concentrações subletais. A peroxidação 

de membranas é um efeito conhecido do tratamento com Pb2
+ (Quinlan et al. 

1988). Os efeitos indiretos deste metal são baseados na estimulação de 

peroxidação lipídica F e3
+ -dependente e alteração no empacotamento de lipídeos 

de membrana (Adonaylo & Oteiza, 1999). Neste contexto, o aumento de 

· oxidação protéica, verificado em células tratadas com Pb2+, poderia resultar do 

ataque de produtos intermediários de peroxidação lipídica, como radicais alquil 

peroxil e aldeídos reativos. 

Assim, a instalação de um estado pró-oxidante em cloroplastos de G. 

polyedra depende da intensidade do estresse e das propriedades de cada metal. 

Sob tais condições adversas, a modulação de antioxidantes cloroplásticos 

parece ser uma importante estratégia adaptativa deste dinoflagelado, ao estresse 

metálico. De acordo com o modelo proposto, a resposta antioxidante a curto 

prazo inclui o aumento de fotoproteção, por altos níveis de í3-caroteno, 

enquanto a manutenção de uma alta capacidade antioxidante e menor captação 
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de energia luminosa, devido a níveis reduzidos de peridinina, são componentes 

da resposta a longo prazo. 

5.3. lsoformas de SOD e padrões de indução enzimática 

A indução de enzimas antioxidantes é um importante componente da 

resposta antioxidante, observada em cloroplastos de G. polyedra sob estresse 

metálico. Neste trabalho, os estudos foram concentrados na enzima SOD por 

esta representar a primeira linha de defesa antioxidante, além de ser 

amplamente utilizada como indicador bioquímico de estresse oxidativo, em 

diferentes circunstâncias (Tsang et ai. 1991, Davidson & Pearson, 1996). 

Aumentos dose-dependentes na atividade total da SOD foram observados em 

células de G. polyedra, expostas a diferentes concentrações de metais 

poluentes. Estas respostas de atividade são rápidas, ocorrendo nas primeiras 

horas de exposição deste dinoflagelado aos metais. Análises complementares 

demonstraram que FeSOD e MnSOD são as isoformas induzidas. Estas mesmas 

isoformas apresentam ainda uma oscilação circadiana, com máximo de 

atividade no início do período diurno. Em ambos os casos, as induções de 

atividade enzimática são acompanhadas de variações nos níveis de proteína. 

A resistência a diversas formas de estresse ambiental tem sido 

correlacionada a aumentos nos níveis de SOD (Bowler et ai. 1991, Van Camp 

et ai. 1994). Em microalgas, induções de atividade de SOD têm sido descritas 

sob exposição a radiação UV-B em Chlorella vulgaris e Symbiodinium sp. e a 

metais tóxicos em Ditylum brightwellii e Tetraselmis gracilis (Lesser & Shick, 

1989, Rijstenbil et ai. 1994, Malanga & Puntarulo, 1995, Okamoto et ai. 1996). 

As isoformas de SOD também sofrem indução diferenciada conforme o tipo de 

estresse ambiental, embora o processo de regulação seja ainda incerto. Perfis 

eletroforéticos alterados em géis de atividade de SOD e surgimento de novas 

isoenzimas de CuZnSOD foram detectados em peixes habitantes de áreas 

litorâneas contaminadas por metais, no Oceano Atlântico (Pedrajas et ai. 1993, 
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Rodriguez-Ariza et al. 1994). Em plantas, induções de FeSOD cloroplástica 

ocorrem sob exposição ao herbicida paraquat e durante fotoinibição provocada 

por alta intensidade luminosa, enquanto induções específicas de CuZnSOD são 

verificadas sob tratamento com alumínio, desidratação e estresse osmótico 

(Hassan & Scandalios, 1990, Guan & Scandalios, 1998, Richards et ai. 1998). 

As induções de FeSOD e MnSOD, observadas em G. polyedra, também 

indicam que isoformas específicas de SOD podem ser utilizadas como 

biomarcadores de estresse ambiental e de áreas poluídas por metais. 

Provavelmente, a indução destas isoformas possui um importante papel protetor 

nos sítios subcelulares mais sensíveis ao tratamento metálico, onde o estresse 

oxidativo é instalado. De acordo com os resultados apresentados, a exposição 

de G. polyedra a metais poluentes é capaz de promover um estresse oxidativo 

em seus cloroplastos, particularmente sob tratamento agudo. Além disto, a 

oscilação circadiana da SOD, verificada neste dinoflagelado, é provavelmente 

uma adaptação que previne a instalação de um estado pró-oxidativo em seus 

cloroplastos. Nesta microalga, os níveis máximos de SOD coincidem com o 

pico de atividade fotossintética, quando as condições são de intensa utilização 

de energia luminosa e produção de altas concentrações de oxigênio (Samuelson 

et ai. 1983). Neste sentido, a manutenção do equilíbrio oxidativo nos 

cloroplastos de G. polyedra parece ser um fator determinante para a sua 

aptidão, perante adversidades ambientais. 

5.4. Expressão diferencial de FeSOD: regulação redox versus controle 

circadiano 

Os padrões de indução de isoformas de SOD, por exposição a metais, 

indicam uma resposta sítio-específica em G. polyedra. Por este motivo, os 

estudos foram voltados aos aspectos moleculares desta resposta adaptativa. A 

partir de uma otimização das técnicas de purificação de cloroplastos e ensaios 

enzimáticos em géis de poliacrilamida, a alta atividade de SOD detectada nestas 



101 

organelas, durante exposição a metais, foi atribuída à FeSOD. A presença desta 

isoforma em G. polyedra foi posteriormente confirmada pela clonagem parcial 

do cDNA codificador de FeSOD neste dinoflagelado, por técnicas baseadas em 

PCR. Análises preliminares de filogenia molecular indicaram uma alta 

similaridade com a FeSOD de cianobactérias. De acordo com a teoria 

endosimbiôntica, cianobactérias e ancestrais dos cloroplastos modernos são 

filogeneticamente próximos, implicando em uma alta homologia entre proteínas 

cloroplásticas e proteínas correlatas, em cianobactérias. A análise de distância 

filogenética apresentada neste trabalho separa a FeSOD cianobacteriana, 

cloroplástica e citossólica em três grupos cladísticos distintos. O grupo 

citossólico inclui, predominantemente, seqüências de protobactérias e 

eucariontes heterotróficos primitivos, enquanto a grande proximidade entre os 

grupos de FeSOD cianobacteriana e plastídica dá suporte à origem 

endosimbiôntica dos cloroplastos. Embora situada dentro do grupo plastídico, a 

FeSOD de G. polyedra, assim como a da microalga C. reinhardtii, não forma 

um grupo monofilético com a FeSOD de plantas vasculares, aparentando ter se 

originado a partir de um ancestral comum à FeSOD cianobacteriana. 

Uma importante revelação deste trabalho diz respeito aos diferentes 

níveis de regulação observados para FeSOD de G. polyedra, conforme a 

condição ambiental. Segundo o modelo de estresse metálico adotado, induções 

de FeSOD incluem aumentos específicos nos seus níveis de mRNA, indicando 

um controle transcricional positivo, pelo tratamento com metais poluentes. 

Embora a indução de isoformas de SOD, acompanhadas por aumentos 

em seus transcritos, seja bem documentada durante o estresse oxidativo em 

diversos organismos (Hérouart et al. 1993, Bueno et al. 1998, Franco et al. 

1999), este é o primeiro relato da indução de uma isoforma cloroplástica por 

metais, em dinoflagelados marinhos e também a primeira evidência de 

regulação gênica, ao nível transcricional, em G. polyedra. Em contrapartida, a 

ritmicidade diária, detectada nos níveis de FeSOD deste dinoflagelado, não é 
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acompanhada de oscilações nos seus níveis de mRNA, os quais permanecem 

constantes durante todo o ciclo circadiano. Esta observação corrobora a 

hipótese de uma regulação traducional predominante, no controle de fenômenos 

rítmicos pelo relógio circadiano de G. polyedra. 

O estresse oxidativo é um conhecido indutor da transcrição de genes 

específicos de defesa, embora o mecanismo pelo qual a modulação da 

expressão destes genes ocorra, ainda esteja em debate. Este tipo de resposta 

adaptativa tem sido bem caracterizada em procariontes, nos quais genes 

codificadores de enzimas antioxidantes como a SOD são ativados por fatores de 

transcrição como os do sistema Sox RIS (Ding & Demple, 1997). Em 

eucariontes, a transdução da mensagem externa até o núcleo e conseqüente 

ativação gênica, também pode ocorrer por sinalização redox. As atividades de 

fatores de transcrição como o AP-1, formado pelo produto dos proto-oncogenes 

c-fos e c-jun, NF-KB, envolvido em diversos processos celulares, e yAP-1, 

importante na defesa contra estresse oxidativo em leveduras, sofrem 

modulações por oxidantes como o H20 2. (Flohé, et al. 1997, Kuge et al. 1997, 

Suzuki et al. 1997). 

Estudos sobre a regulação gênica de SOD em eucariontes têm sido 

predominantemente centrados na isoforma mitocondrial. Em mamíferos, o gene 

para MnSOD é caracterizado pela ausência dos elementos promotores .clássicos 

TATA boxe CAAT box. Entretanto, a região promotora é rica em bases guanina 

e citosina (GC box), apresentando múltiplos sítios reconhecidos pelo fator de 

transcrição Spl, uma proteína do tipo zinc finger. O gene para MnSOD 

humana, por exemplo, possui sete sítios para Sp 1, organizados em repetições 

em tandem na sua região promotora. A expressão da MnSOD humana é 

regulada pelo fator Spl, o qual atua como promotor basal e também como 

ativador transcricional (Y eh et ai. 1998). Entretanto, outros fatores de 

transcrição, como NF-KB e C/EBP, também estão envolvidos em sua regulação, 
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dependendo do estímulo externo (Jones et ai. 1997). Em contraste, a análise da 

seqüência da extremidade 5' do gene para MnSOD em Drosophila, revela a 

presença de ambas TATA e CAAT box, localizadas nas posições -24 e -72, 

respectivamente. A região promotora apresenta, ainda, 11 sítios reconhecidos 

pelo fator de transcrição AP-1, além de outros sítios de ligação a diferentes 

fatores de transcrição. Estudos com moscas mutantes, deficientes no gene ri 

( codificador de MAP quinase ), indicam que a expressão do gene para MnSOD 

em Drosophila pode ser controlada pela via de transdução de sinal de MAP 

quinase, a qual facilita a formação de AP-1, ativando assim a transcrição gênica 

(Duttaroy et ai. 1997). 

Em vegetais, estes mecanismos são menos esclarecidos, embora estudos 

de regulação da SOD em plantas submetidas a estresse ambiental também 

indiquem um controle por modulação redox (Scandalios, 1997). Grande parte 

dos estudos sobre a regulação de SOD em vegetais tem sido realizada em 

milho, onde todas as isoformas de SOD, incluindo as presentes nos 

cloroplastos, são codificadas no núcleo. Acredita-se que o gene da FeSOD 

cloroplástica era originalmente codificado na própria organela e posteriormente, 

ao longo da evolução, foi transferido ao núcleo celular (Van Camp et ai. 1990). 

Em tabaco, a GSH tem sido apontada como ativadora da expressão de 

diferentes genes estresse-responsivos, incluindo a CuZnSOD citossólica (Van 

Camp et ai. 1997). De fato, a ligação de fatores de transcrição à região 

promotora, na extremidade 5' de genes alvos, pode ser afetada por oxidações de 

grupos tiólicos em resíduos de cisteína localizados no sítio de ligação com o 

DNA (Hidalgo et ai. 1997, Arrigo, 1999). Devido à alta sensibilidade destes 

grupos tiólicos, o estado redox celular pode modular positiva ou negativamente 

a atividade de fatores de transcrição e, portanto, acarretar em indução ou 

repressão de expressão gênica (Griffith, 1999). Em G. polyedra, a regulação 

transcricional da FeSOD poderia ser modulada por um mecanismo semelhante, 

uma vez que o estado redox celular indicado pela razão GSH/(GSH + 2 GSSG) 
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é alterado significativamente conforme o modelo de estresse metálico aplicado, 

embora estudos mais específicos devam ser conduzidos para se verificar esta 

hipótese. 

Trabalhos recentes mostraram que a expressão de MnSOD também pode 

ser regulada ao nível pós-transcricional, através do controle da tradução ou 

estabilidade de mRNA. Em ratos, a tradução da MnSOD é aumentada pela 

ligação de uma proteína redox sensível à região não codificadora da 

extremidade 3' do mRNA (Chung et ai. 1998). Segundo este modelo, a 

expressão gênica é ativada traducionalmente, de forma pouco usual, 

provavelmente por facilitar a formação do complexo de pré-iniciação. Em 

geral, mecanismos de regulação traducional envolvem a ligação de proteínas 

específicas (trans-acting factor) em seqüências específicas no mRNA (cis­

acting factor) impedindo a tradução protéica, e não ativando sua tradução. Um 

mecanismo de controle semelhante tem sido proposto para a regulação 

circadiana de proteínas em G. polyedra. Morse e colaboradores (1989), 

demonstraram que os níveis de mRNA para a LBP permanecem constantes 

durante todo o período em que a proteína oscila circadianamente. Este controle 

temporal envolve fatores protéicos trans-acting que reprimem a tradução da 

LBP, pela interação com seqüências regulatórias cis-acting na extremidade 3' 

do seu mRNA, ligando-se de forma circadiana a ele (Mittag et ai. 1994). Este 

modelo de regulação é observado, não só em G. polyedra, mas também em 

outras algas unicelulares como C. reinhardtii, sugerindo uma conservação deste 

mecanismo de regulação circadiana ao longo da evolução (Mittag, 1996). 

Estudos recentes sugerem também o envolvimento de quinases e fosfatases no 

controle da ritmicidade de processos celulares de G. polyedra (Comolli et ai. 

1996, Asano et ai. 1998). 

Embora a regulação circadiana da FeSOD, ao contrário da sua ativação 

transcricional pela exposição a metais, seja controlada traducionalmente, o 

exato mecanismo regulatório é incerto, podendo ser semelhante ao modelo 
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descrito para a LBP, ou ainda, ocorrer pelo bloqueio do enlongamento 

traducional, conforme sugerido recentemente para a isoforma cloroplástica da 

GAPDH (Fagan et al. 1999). Contudo, o fato da FeSOD poder ser regulada em 

diferentes níveis enfatiza, ainda mais, a complexidade dos mecanismos 

envolvidos na resposta bioquímica e molecular ao estresse oxidativo, em G. 

polyedra. Neste sentido, a elucidação da seqüência completa do gene para 

FeSOD deste dinoflagelado e o estudo da sua estrutura gênica, são essenciais 

para a compreensão dos elementos envolvidos em sua regulação. 

e,et:10TECA 
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6. CONCLUSÕES 

As informações obtidas nesta tese permitem concluir que os metais 

poluentes avaliados são extremamente tóxicos ao dinoflagelado marinho G. 

polyedra, causando decréscimos de sobrevivência celular a concentrações 

relativamente baixas. A escala de toxicidade encontrada, com base nos 

respectivos valores de CE50, foi Hg2
+ >Cu2

+ > Cd2
+ >Pb2

+. O encistamento e a 

bioluminescência deste dinoflagelado são também estimulados pelo tratamento 

com os metais tóxicos, apontando um grande potencial de aplicação desta alga 

em programas de monitoramento ambiental. 

A resistência de G. polyedra ao estresse metálico envolve respostas 

celulares, como o encistamento e também subcelulares, como a indução de 

antioxidantes cloroplásticos. A exposição aguda aos metais tóxicos é capaz de 

instalar um estresse oxidativo nos cloroplastos desta alga. Apesar do 

concomitante aumento dos níveis de ~-caroteno, o estresse metálico agudo é 

deletério, sobrepujando o sistema de defesa antioxidante cloroplástico. 

Entretanto, sob estresse metálico crônico de curto prazo, a manutenção de alta 

capacidade antioxidante é uma estratégia relevante na atenuação das lesões 

oxidativas em lipídeos e proteínas, prevenindo possíveis danos estruturais e 

perda de funções cloroplásticas. Esta modulação de antioxidantes cloroplásticos 

sugere que a adaptação bioquímica de G. polyedra inclui respostas rápidas e 

específicas ao sítio subcelular onde o estresse oxidativo é instalado. Um 

importante componente desta resposta adaptativa é a indução da enzima SOD, 

em particular, o aumento imediato da expressão da FeSOD cloroplástica. Em G. 

polyedra, induções de FeSOD podem ocorrer pela regulação transcricional 

positiva, em presença de metais tóxicos, ou pelo controle circadiano traducional 

desta isoforma. Estas diferentes possibilidades de regulação protéica, reveladas 

neste trabalho, salientam a importância da FeSOD na manutenção do equilíbrio 

oxidativo cloroplástico durante adversidades ambientais e lançam novas 

perspectivas a respeito do controle de expressão gênica em G. polyedra. 
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