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RESUMO

A ativagdo do oxigénio molecular em suas espécies reativas ¢ uma constante
ameaga aos organismos fotossintéticos, uma vez que os cloroplastos sdo compartimentos
celulares altamente susceptiveis ao estresse oxidativo. Sob condigbes normais, a geragdo
de ERO nestas organelas ¢ lenta e controlada, embora possa ser exacerbada pela exposigdo
a xenobilticos e outros fatores de estresse ambiental. Como a intoxica¢do por metais
poluentes é uma importante fonte de estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, a
resisténcia de organismos fotossintéticos ao estresse metalico deve ser dependente de
adapta¢des bioquimicas que previnam o insulto oxidativo em seus cloroplastos. Com o
intuito de investigar esta hipOtese, os niveis de antioxidantes cloroplasticos e os padrdes de
indugfo da enzima SOD foram estudados no dinoflagelado marinho G. polyedra, sob
diferentes modelos de estresse metalico. Primeiramente, os efeitos dos metais poluentes
Hg>*, Cd*, Pb** e Cu®, sobre alguns aspectos fisiologicos deste dinoflagelado, foram
avaliados por bioensaios de toxicidade. G. polyedra se mostrou altamente sensivel a estes
metais, 0s quais causaram aumentos significativos de mortalidade celular, alta freqiiéncia
de flashes bioluminescentes e formagdo de cistos assexuais, em concentragdes
relativamente baixas. A escala de toxicidade encontrada foi Hg*"> Cu*">Cd**> Pb*, de
acordo com seus respectivos valores de CE50. O encistamento parece ser uma importante
estratégia celular de resisténcia a toxicidade de metais, em particular a Pb** ¢ Cu?*, uma
vez que as células tratadas com estes metais foram capazes de retomar, parcial ou
completamente, o estado fisiologico normal quando inoculadas em meio livre de metais
toxicos.

Com base nos bioensaios de toxicidade, dois modelos de estresse metalico, cronico
e agudo, foram estabelecidos e o balango oxidativo, em cloroplastos isolados de G.
polyedra, avaliado nestas condi¢Ges 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 niveis reduzidos do carotendide peridinina,
enquanto nenhuma alteragio foi observada quanto aos niveis de B-caroteno. Em contraste,
células submetidas a estresse metalico agudo exibiram niveis dobrados de P-caroteno,
embora nenhuma alteragdo significativa tenha sido observada para os demais
antioxidantes. A correlagdo entre o tratamento agudo e a instalagdo de estresse oxidativo
foi inferida pelo consumo de oxigénio exacerbado e menor poder redutor, observados em

células expostas aos metais. Em decorréncia do estado pré-oxidante, aumentos de lesbes



oxidativas sobre lipideos e proteinas cloroplasticas foram detectados predominantemente
em células sob tratamento agudo.

Respostas especificas da enzima SOD também foram estudadas, observando-se um
aumento dose-dependente em sua atividade, que ocorreu nas primeiras horas de exposi¢éo
aos metais. Das trés isoformas detectadas em G. polyedra, apenas FeSOD e MnSOD foram
induzidas pelos metais, enquanto os niveis celulares de CuZnSOD ndo variaram
significativamente, nas mesmas condi¢des experimentais. Além da indugdo 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. Analises preliminares
de filogenia molecular com esta isoforma cloroplastica de G. polyedra indicaram uma alta
similaridade com FeSOD cianobacteriana, corroborando a teoria endosimbiontica para a
origem dos cloroplastos modernos. Indugdes de FeSOD, por exposi¢do aos metais
poluentes, incluiram aumentos nos seus niveis de mRNA, revelando um controle
transcricional positivo, inédito em G. polyedra. Com relagédo & oscilagdo circadiana desta
isoforma cloroplastica, niveis constantes de transcritos de FeSOD foram detectados ao
longo de 24 h, evidenciando um controle circadiano distinto, ao nivel traducional.

A partir das informagdes obtidas nesta tese, conclui-se que os metais poluentes
avaliados s3o extremamente toxicos a G. polyedra e capazes de induzir um estresse
oxidativo em seus cloroplastos, especialmente sob condi¢des agudas de exposigdo. Durante
o0 estresse metalico crénico, entretanto, a manutengdo de uma alta capacidade antioxidante,
incluindo o aumento imediato da expressdo da FeSOD, é uma estratégia relevante na
atenua¢do das lesdes oxidativas em lipideos e proteinas, prevenindo possiveis danos
estruturais e perda de fungdes cloroplasticas. Esta modulagio de antioxidantes
cloroplasticos sugere que a adaptagio bioquimica de G. polyedra inclui respostas répidas e
especificas ao sitio subcelular onde o estresse oxidativo € instalado, processo este
importante na resisténcia deste dinoflagelado a exposi¢do a metais poluentes. As diferentes
possibilidades de regulagdo da FeSOD, reveladas neste trabalho, salientam ainda a
importancia desta isoforma na manutengdo do equilibrio oxidativo cloroplastico durante
adversidades ambientais e langam novas perspectivas a respeito do controle de expressédo
génica, em G. polyedra. O presente trabalho contribui, portanto, para o entendimento dos

componentes bioquimicos 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 pattern
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 Hg>*, Cd**, Pb**
and Cu**. 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 Hg*™> Cu*">Cd**> Pb*,
based on the EC50 values of each metal. Induction of resting cysts appears to be an
important strategy for cell survival, particularly during Pb**and Cu®* treatments, since cells
partially or completely excysted within 96 h after metal removal 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 B-carotene content. In contrast, cells subjected to acute metal
stress displayed twice as much B-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. In 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 levels 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 modern chloroplasts. Induction of FeSOD by metal exposure included increases
in its mRNA levels, revealing a novel mechanism of positive transcriptional regulation in
G. polyedra. In contrast, the mRNA levels of FeSOD remained constant through out the
circadian cycle, indicating a distinct circadian control at the translational level.

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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ABREVIATURAS

AbSOD: anticorpo policlonal contra superéxido dismutase
Amp: ampicilina

Apx: ascorbato peroxidase

BSA: albumina sérica bovina

CAT: catalase

cDNA: complementary DNA

CEM: concentragdo de efeito maximo

CENO: concentragdo maxima de efeito ndo observado
CES5O0: concentragdo efetiva para a reducgéo de 50 % da sobrevivéncia celular
D.O: densidade 6ptica

dCTP: desoxi ribo citidina trifosfato

DEPC: dietil pirocarbonato

dNTP: desoxi ribo nucleotideos trifosfatos

DTNB: 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzéico

DTT: ditiotreitol

EDTA : 4cido etileno diamino tetra acético

ERO: espécies reativas de oxigénio

GAPDH: gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase

GPx: glutationa peroxidase

GR: glutationa redutase

GSH: glutationa reduzida

GSSG: glutationa oxidada

h: hora

HPLC: high performance liquid chromatography
IPTG: isopropil tio B-galactosideo

LB: Meio de Cultura Luria-Broth

min: minuto



MOPS: 3-(N-morfolino) acido propano-sulfonico

MT: metal

NADP": nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (oxidada)
NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (reduzida)
PAGE: non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis
PBS: tampao fosfato salino

PCP: peridinin-chlorophyll binding protein complex

PCR: polymerase chain reaction

POD: peroxidases

PSI: fotossistema I

PSII: fotossistema I1

RACE: rapid amplification of cDNA ends

RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reaction
RuBisco: ribulose 1,5 difosfato carboxilase/oxidase

s: segundo

SDS: dodecil sulfato de sddio

SDS-PAGE: denaturing polyacrylamide gel electrophoresis
SOD: superoxido dismutase

TEMED: N,N,N',N', tetra metil etileno diamina

TNB: 5-tio-2-nitrobenzoato

Tris: tris (hidroxi metil) amino metano

u.a: unidades arbitrarias

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosideo
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1. INTRODUCAO

1.1. Processos de adaptacio as variacdes do ambiente

Estudos em biologia moderna tém se voltado a compreensdo das
estratégias adaptativas que conferem resisténcia aos organismos frente as
adversidades do ambiente. A capacidade intrinseca de percepgio, sinalizagio e
resposta as varidveis ambientais é uma caracteristica comum a todos os
organismos, importante na manutengdo de seus processos vitais, durante
condi¢des de estresse ambiental.

As diferentes formas de estresse podem decorrer tanto de variagdes
naturais do meio, como dos impactos da atividade antrépica. VariagGes ditas
naturais podem incluir mudangas periddicas (circadianas, sazonais, etc.) de
fatores abidticos como temperatura, intensidade luminosa e pressdo de
oxigénio. Tais oscila¢des influenciam o metabolismo celular dos organismos,
resultando em extensas modificagdes bioquimicas. Por outro lado, variagdes
ambientais decorrentes da atividade antrépica resultam, muitas vezes, em
mudangas drasticas do meio, acarretando danos severos a biota (Davison &
Pearson, 1996). Um exemplo da interferéncia antropica no ambiente marinho é
a contamina¢do por metais que, nas ultimas décadas, tem recebido atengdo
especial devido a sua grande descarga no ambiente, longa persisténcia e
toxicidade a uma variedade de organismos. Como muitos metais sdo
importantes nutrientes requeridos em processos bioldgicos, a maioria dos
organismos possui a capacidade de concentra-los. Contudo, alguns metais como
o cadmio (Cd*" ), chumbo (Pb*) e o mercirio (Hg?") ndio sdo essenciais ao
crescimento celular e consistem em elementos extremamente téxicos (Trevors
et al. 1986). O aclimulo destes metais toxicos pode ser bastante aumentado
através da cadeia alimentar marinha, devido a sua rapida assimilagdo pelos
organismos e retengdo por longos periodos em seus tecidos. Assim, um dos

principais problemas com relagdo & poluicdo por metais é a alta meia-vida



biolégica destes elementos. Neste sentido, o fitoplancton é, provavelmente, o
mais importante vetor biolégico de metais téxicos, uma vez que estes
organismos constituem a maior biomassa de produtores primarios dos oceanos
e representam o primeiro ponto de entrada de poluentes na cadeia alimentar
marinha. Em decorréncia da exposicdo a estes metais, varios efeitos nocivos aos
organismos tém sido documentados, incluindo alteragdes no metabolismo
oxidativo das c€lulas, que pode significar o passo inicial para a promogéo de
diversos danos celulares (Vangronsveld & Clijsters, 1994).

Nestas. circunstancias, a reagdo dos organismos contra as adversidades do
ambiente pode ocorrer através de diferentes processos adaptativos. Segundo
Prosser (1986), a tolerdncia e sincroniza¢do dos organismos as variagGes
naturais periddicas do seu ambiente ocorrem devido a um processo particular,
definido como adaptacio de capacidade. Um exemplo disto é a capacidade de
sincronizag¢do metabdlica dos organismos, em rela¢do as oscilagdes do seu meio
externo, devido @ manutengdo de um ritmo enddégeno controlado pelo reldgio
bioldgico (Rietveld, 1996). Além deste, um outro processo conhecido por
adaptag@o de resisténcia é especialmente importante em condi¢des ambientais
extremas. Ambos processos adaptativos incluem respostas celulares de curto e
médio prazo, dentro de limites geneticamente estabelecidos, envolvendo
reorganizacdes de vias bioquimicas e ativa¢do de proteinas de defesa (Huggett,
et al. 1992). Estudos pioneiros nesta area revelaram modulagdes na expressio
de um grupo comum de genes, codificadores de proteinas pertencentes a vias de
detoxificagdo e/ou reparo de danos celulares (Elstner, 1988). Assim, indu¢des
de proteinas como as citocromo P450 mono-oxigenases, metalotioneinas,
proteinas de choque térmico e enzimas antioxidantes, por exemplo, ocorrem
perante exposicdo subta a xenobidticos, metais pesados, extremos de
temperatura e estresse oxidativo, respectivamente (Bohnert et al. 1995). Esta
capacidade de adaptagdo bioquimica €, portanto, uma importante propriedade

encontrada em todos os organismos, responsavel pela ampliacio dos seus



limites de resisténcia as adversidades do meio. A longo prazo, a plasticidade e
eficacia de tais mecanismos moleculares de resisténcia parecem ser importantes
no estabelecimento de caracteristicas adaptativas que aumentem a aptiddo dos

organismos, ao longo do processo evolutivo.

1.2. Toxicidade do Oxigénio

Um importante componente de tais estratégias adaptativas € a transdugdo
do sinal de estresse entre os meios extra e intracelulares, disparando as diversas
respostas moleculares (Burdon, 1996). Entretanto, tal via de sinalizagdo €
complexa, com mecanismos e natureza de fatores envolvidos, bastante
varidveis. Recentemente, processos de sinalizagdo redox tém sido descritos,
envolvendo diferentes moléculas redox sensiveis e espécies reativas de
oxigénio (ERO) como moduladores (Suzuki et al. 1997). De fato, efeitos de
diferentes fatores de estresse ambiental convergem a uma via bioquimica
comum, caracterizada por elevagdes na concentragdo celular de ERO. Este
desbalango metabdlico onde a condi¢do pré-oxidante predomina, em relagdo a
antioxidante, ¢ conhecido como estresse oxidativo celular. Apesar da sua
funcdo protetora contra infec¢do microbiana em células fagocitarias e do seu
papel enquanto moléculas sinalizadoras em diferentes processos celulares, as
ERO também sdo conhecidas pelos seus efeitos deletérios sobre as células,
devido a sua capacidade de reagir e oxidar biomoléculas fundamentais como os
lipideos de membrana, proteinas e acidos nucléicos, provocando alteragdes
drasticas de suas conformagdes nativas e, consequentemente, de suas fungdes
biolégicas.

Cloroplastos constituem uma importante fonte geradora de ERO em
organismos fotossintetizantes. Nestas organelas, a alta concentragcdo de
oxigénio e o fluxo de elétrons requeridos no processo fotossintético, favorecem
a condicdo pré-oxidante. Outra importante fonte de ERO em sistemas

biolégicos ¢ a formagdo de complexos com metais de transicdo, uma vez que



estes sdo eficientes catalisadores de reacdes redox e indutores de estresse
oxidativo celular. Assim, diferentes fatores de pressdo ambiental como, por
exemplo, fatores que interferem na fotossintese ou que aumentam a
disponibilidade de metais para rea¢des quimicas, podem instalar um estresse
secundario nos organismos, o estresse oxidativo. Nestas condi¢des, a ativacdo
do sistema de defesa antioxidante celular € essencial para a sobrevivéncia dos

organismos (Esquema 1).

Oxidacao de
Estresse ambiental | I biomoléculas
Alta intensidade luminosa ﬂ
Extremos de temperatura Geracio de
Raios UV I:> Danos celulares
Radia¢des ionizantes ERO
Poluentes
Patégenos

i l S Inducio de
antioxidantes

Esquema 1. Antioxidantes e resisténcia ao estresse ambiental. Diferentes

fatores de estresse ambiental podem promover um estado pré-oxidante celular,
através da estimulacdo da produg¢do de ERO. Nestas condi¢Ges, a indugdo de
antioxidantes ¢ um importante mecanismo de defesa, prevenindo lesdes

oxidativas e conseqiientes danos celulares.

1.2.1. Espécies reativas de oxigénio e antioxidantes

A utilizagdo metabdlica do oxigénio molecular (O,) na obtengdo de
energia trouxe grandes vantagens aos organismos. Na fosforilagdo oxidativa, o
O, atua como aceptor final de elétrons, onde é reduzido a agua, sendo esta a via

metabdlica responsavel pela manutengdo do equilibrio energético dos seres



aerobios. Entretanto, apesar do O, ser essencial para a sobrevivéncia destes
organismos, ele pode se tornar toxico devido & formacgfo intracelular de
bioprodutos decorrentes de seu metabolismo, as ERO. Algumas destas espécies
semi-reduzidas sdo altamente reativas, podendo provocar s€rios danos
celulares, inclusive letalidade. A toxicidade do O, provém da formagdo de
produtos decorrentes da sua reducdo ou excitagdo a outros estados. A redugdo
completa do O, a 4gua requer quatro elétrons. Quando esta redugéo do O, se
processa em passos univalentes, ha a formagao de intermediarios reativos, entre

eles o anion superdéxido (O,"), o perdxido de hidrogénio (HyO,) e o radical

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

Esquema 2. Principais vias de reducio univalente do oxigénio e formacio

de intermediarios reativos.

O O, apresenta dois elétrons desemparelhados com spins paralelos,
requerendo uma inversdo de spin quando um par de elétrons lhe € adicionado,
conforme o principio de exclusdo de Pauli. Como esta inversdo de spin ocorre
durante um periodo relativamente longo, o O, tem maior tendéncia em reagir
com espécies que possuam elétrons desemparelhados, do que com substratos
doadores de pares de elétrons (Salin, 1987). Nestas condi¢8es, forma-se o O,

que também pode estar presente na forma protonada, como radical hidroperoxil



(HO,"). O O," também pode ser produzido pela redugdo univalente do O, ou
oxidag¢do univalente do HyO,. O O,™ pode, ainda, ser formado enzimaticamente
por certas flavoproteinas desidrogenases (Freeman & Crapo, 1982, Farber et al.
1990) ou espontaneamente, pela auto-oxidagéo de substratos como ferridoxinas,
hidroquinonas, tidéis € heme-proteinas reduzidas (Fridovich, 1974). O H,0,,
assim como o O,", pode agir tanto como oxidante quanto redutor, sendo a mais
estavel das ERO. Sua rea¢do com substratos organicos ndo é muito eficiente,
mas possui grande tendéncia em formar complexos com metais de transi¢do. A
mais reativa das ERO é o HO®, produto da redugdo univalente do H,0,. Devido
ao seu alto poder oxidante, 0 HO® reage com o primeiro substrato disponivel,
apresentando grande potencial destrutivo em sistemas biologicos (Halliwel &
Gutteridge, 1999).

ERO eletronicamente excitadas também podem ser geradas quando
elétrons sdo elevados ao orbital mais alto e seu spin € invertido. Este spin anti-
paralelo resultante é referido como estado singler. Quando energia suficiente é
fornecida ao O,, este passa do estado fundamental triplet para o estado excitado
singlet (0, 'Ag). O 0, (‘'Ag) pode ser formado em diferentes sistemas quimicos,
bioquimicos ou fotoquimicos. Em vegetais, um mecanismo muito comum de
formagio de O, (‘Ag) é o sistema fotossensitizante, no qual os pigmentos
vegetais absorvem um foton e o transferem para o O,. Neste sistema, os
pigmentos carotendides, abundantes nos tecidos vegetais, desempenham
importante fungfio antioxidante, atuando como supressores de O, (‘Ag) (Di
Mascio et al. 1995). Por serem altamente reativas, as ERO possuem meia vida
bastante curta e sdo conhecidas pelos seus efeitos deletérios sobre os tecidos
celulares (Halliwel & Gutteridge, 1999). Estudos recentes em mamiferos tém
sugerido a participagdo de ERO como agentes significativos no
desenvolvimento de diversas patologias pulmonares, hepaticas e cardiacas,

decorrentes de lipoperoxidagdo e alteragdes histo-patologicas nestes tecidos
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(Jamal & Sprowls, 1987, Salovsky et al. 1992, Kostic et al. 1993), bem como o
desenvolvimento de diversas doengas como porfiria e cancer (Zhong et al.
1990, Monteiro et al. 1991). Apesar dos seus efeitos prejudiciais, as ERO
também possuem papel importante na manutengdo homeostatica de
determinados organismos como, por exemplo, certas algas marinhas, providas
de radicais de haletos de alquila utilizados na prote¢do contra predadores e
supressdo do crescimento da microflora ambiental. As ERO também atuam na
prote¢do da integridade celular contra infecgdo microbiana em células
fagocitarias (Halliwel & Gutteridge, 1999) e possuem um papel bioldgico
bastante importante, enquanto moléculas sinalizadoras em diferentes processos
celulares, como aquisi¢do de resisténcia sistémica em plantas e apoptose (Khan
& Wilson, 1995).

Apesar da alta reatividade das ERO, estas podem ser toleradas e
utilizadas em determinados niveis pelos organismos. Diferentes substincias
exercem papel de fundamental importincia na destruicdo espontidnea e
metabolizago destas espécies (Tabela 1). Entre as substdncias que fazem parte
do sistema nfo-enzimatico de defesa antioxidante encontram-se a vitamina C,
vitamina E, carotendides, flavonoéides, bilirrubina, 4cido urico, tidis e proteinas
plasmaticas, como a ceruloplasmina (Rice-Evans et al. 1991, Rice-Evans et al.
1996). Quanto aos mecanismos enzimaticos da defesa antioxidante, podemos
citar as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases
(POD). Estas enzimas sdo responsaveis pela manutencdo do equilibrio entre
produgdo e remogdo de ERO, fundamental para a sobrevivéncia dos seres
aerébios. As reagdes enzimaticas envolvidas na manutengdo dos niveis

intracelulares de ERO sdo demonstradas nas equagdes seguintes.



Reacdes catalisadas por enzimas de defesa antioxidante:

SOD
1) 0, + 0, + H —— H,0, + O,

AT
2) HzOz + H202 L) 2 Hzo + 02

POD
3) HzOz + R(OH)Z _— 2 HzO + ROZ
GPx
4y H0,+2GSH — 2 H,0 + GSSG

5)  GSSG +NADP)H +H' —CR_, 2 GSH + NAD(P)'

Tabela 1. Principais componentes da defesa antioxidante celular

Nio-enzimatica Moléculas alvo
Ascorbato 0,('Ag), HO®, 0,”, HO,®
Carotendides 0,('Ag), RO*
a-tocoferol RO,’, cadeia de radicais
Glutationa inespecifica
Urato 0, (‘Ag), metais
Fenolicos e flavondides inespecificos
Enzimatica

SOD 0,”

POD H,O,

CAT H,0O




A CAT ¢ uma enzima tetramérica que possui um grupo heme ligado ao
seu sitio ativo, presente na maioria dos organismos aerébios. Nos vegetais, a
CAT encontra-se predominantemente nos peroxissomos e aparentemente
ausente nos cloroplastos (Salin, 1987). Assim, a remocdo de H,0O, nestas
organelas ¢ delegada as peroxidases, presentes em grandes quantidades nos
tecidos vegetais. Estas enzimas, além do papel antioxidante, participam de
varios outros processos fisiologicos como lignificagdo, desenvolvimento e
crescimento vegetal. A indugdo da atividade de peroxidases também tem sido
considerada uma resposta geral a varias condi¢bes de estresse, como
contaminagdo por metais e processos fisiologicos que envolvam H,0,
(VanAssche & Clijsters, 1990).

Em animais, a enzima glutationa peroxidase (GPx) desempenha papel de
particular importancia na detoxificacdo de H,0O,. Trata-se de uma seleno-
enzima que utiliza o tripeptideo tidlico glutationa (GSH), como doador de
elétrons para a reducdo de H,O, (reagfo 4). A glutationa oxidada (GSSG) pode
ser novamente convertida a sua forma reduzida pela enzima glutationa redutase
(GR), a qual utiliza elétrons do NADPH para o restabelecimento dos niveis
intracelulares de GSH (reagdo 5). Apesar da presenga do substrato GSH e da
enzima GR, a presenga da seleno-enzima GPx em plantas é pouco freqiiente
(Halliwel & Gutteridge, 1999).

Um outro importante mecanismo de remocdo de H,O, em vegetais,
particularmente nos cloroplastos, € o ciclo ascorbato-glutationa. Nele, o
ascorbato ¢ peroxidado a deidroascorbato pela enzima ascorbato peroxidase
(Apx) e este é novamente reduzido pela GSH. Os niveis de GSH sido
restabelecidos pela enzima GR. Neste ciclo, o0 HO, ¢ removido pelo NADPH

gerado na fotossintese (esquema 3).
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Esquema 3. Ciclo ascorbato-glutationa (extraido de Halliwel & Gutteridge,
1999).

Assim, os organismos dispdem de estratégias de defesa antioxidante
contra desbalangos do metabolismo oxidativo. De acordo com Sies (1993), ha
trés etapas de defesa: prevencdo da formagéo de ERO, que inclui a quelacéo de
ions metalicos por proteinas especificas, como as metalotioneinas em animais e
peptideos conhecidos como fitoquelatinas, nos vegetais (Grill & Winnacker,
1985). Além destes, também ha a prevengdo contra a formagdo de ERO por
radiagdo UV, realizada por pigmentos especializados como os carotendides;
interceptacio ou inativa¢io das ERO que, uma vez formadas, podem causar
danos aos componentes celulares. Nesta etapa, as ERO sdo transformadas em
produtos finais ndo reativos e/ou transferidas para outros compartimentos
celulares menos sensiveis a oxidagdo, pelos diversos componentes
antioxidantes presentes nas células. A ultima etapa de defesa € o reparo dos
danos causados pelas ERO. Quando um desbalango oxidativo € instalado,
favorecendo a condi¢do pré-oxidante em detrimento da antioxidante,

caracteriza-se o estado de estresse oxidativo celular.

1.2.2. Estresse oxidativo induzido por metais em cloroplastos
A ativag¢do do O, e sua conseqliente toxicidade € uma constante ameaga

aos organismos fotossintetizantes. Os cloroplastos sdo compartimentos
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celulares extremamente susceptiveis ao estresse oxidativo, devido a alta
concentracdo interna de O,, presenga de fluxo de elétrons e metais, em seu
microambiente. Nestas organelas, os mecanismos geradores de ERO incluem
reagdes fotodindmicas. Alta energia luminosa pode aumentar os niveis de
moléculas excitadas como, por exemplo, clorofila triplete ¢ O, (‘Ag). Esta
Ultima espécie é altamente eletrofilica, podendo oxidar novas moléculas. O O,”
também pode ser gerado pela redugdo do O, pela ferridoxina reduzida no
fotossistema I (PSI), em reag¢dio conhecida como Rea¢do de Mehler (Foyer,
1996). A difusdo do O," ao estroma pode levar a sua dismutagio espontinea,
gerando H,0, e O,. A reagdo entre H,O, e metais forma o potente oxidante
HO®, causando danos moleculares. Além disto, os lipideos da membrana do
envelope do cloroplasto e dos seus tilacoides contém uma alta porcentagem de
acidos graxos poli-insaturados sendo, portanto, muito susceptiveis a
peroxidagdo. Sob condi¢gdes normais, estes mecanismos geradores de ERO sédo
lentos, podendo porém ser acelerados sob exposi¢do a xenobidticos ou altas
intensidades luminosas.

Uma importante fonte de estresse oxidativo em sistemas biologicos é a
intoxicagdo com metais, uma vez que estes sdo eficientes catalisadores de
reagdes redox. Um dos metais mais importantes em sistemas biolégicos é o
ferro (Fe®), seguido do cobre (Cu®"). A concentragdo idnica de Fe*™ no sangue
humano é mantida a niveis baixos devido a sua alta reatividade com O, e H,O,.
Proteinas como a trasferrina, um scavenger de Fe*", ferritina e hemosiderina,
armazenadoras de Fe®", possuem importante papel na manuten¢io dos niveis
séricos deste metal. A formagdo de HO® pode ocorrer pela complexagio entre
metais e H,O,, de acordo com a Reagdo de Fenton (reagdo 1) ou pela reagdo
entre O, ¢ H,0,, catalisada por fons metalicos (MT), conhecida como Reagdo

de Haber-Weiss (reagio 2):
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1) MT "+ H,0, —> MT ™!+ HO* + OH'

MT ", MT ™!
2) H202 + 02.- — > 0OH + 02 + HO’

A oxidacdo de biomoléculas também pode ser catalisada por metais. O
Fe’*, por exemplo, é um conhecido catalisador de peroxidagso lipidica, estando
diretamente envolvido tanto na inicia¢do, quanto na propagagdo da
lipoperoxidac¢do. Além disto, os metais catalisam a oxidagdo de proteinas e
DNA e podem potencializar a toxicidade de xenobidticos como o paraquat

(Esquema 4).

uebra da cadeia de ~ PQ*' i-) PQ**
0

transporte de elétrons: PQ""+0,— PQ2++ 0,”

MT versus paraguat: ~ MT "'+ PQ"—— PQ** + MT "
MT "+ H,0, — MT """ + OH +HO"

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

Apesar de ndo serem redox ativos, metais como o Cd** , Hg*" e Pb**
também sdo capazes de promover estresse oxidativo celular (Stohs & Bagchi,
1995), produzindo peroxidagdo lipidica e danos em DNA, embora os
mecanismos envolvidos sejam indiretos. Sabe-se que estes metais possuem alta
afinidade com grupos sulfidrilicos (-SH), podendo inativar enzimas que
participam de passos metabdlicos 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 importancia
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biolégica como calcio (Ca?"), alterando a sua homeostase e provocando a
ativagio de varios sistemas Ca’'-dependentes, entre eles a ativagio de
endonucleases, e Fe’*, alterando a sua disponibilidade a reacdes redox. Alguns
metais pesados também sfio capazes de interferir no processo fotossintético,
favorecendo o escoamento de elétrons ao O, (Asada & Takahashi, 1987,
Tschiersh & Ohmann, 1993).

Assim, a exposi¢do aos metais como conseqiiéncia da polui¢do ambiental,
pode ativar diferentes mecanismos geradores de ERO e instalar um estado de
estresse oxidativo celular. Nestas condigdes, a sobrevivéncia 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
SOD e Apx, responsaveis pela detoxificagdo de O," e H,0,, respectivamente,
além de antioxidantes de baixo peso molecular. Dentre estes, GSH é um
antioxidante soltivel que pode atuar diretamente como agente redutor ou
indiretamente, como co-substrato de diferentes reagdes enzimaticas (Sies,
1999). Além destes, compostos fendlicos, abundantes em vegetais, ajudam a
atenuar danos oxidativos (Rice-Evans et al. 1996). Pigmentos carotenoides,
além de foto-receptores, também previnem danos oxidativos, principalmente
por atuarem como supressores fisicos de espécies eletronicamente excitadas
(Krinsky, 1989).

A modulaggo destes antioxidantes €, portanto, uma importante estratégia
para suportar adversidades ambientais. De fato, a manuten¢do de uma alta
capacidade antioxidante tem sido relacionada ao aumento de resisténcia a
diferentes fatores de estresse ambiental (Tsang et al. 1991, Van Camp et al.
1996). No entanto, apenas poucos estudos tém analisado esta resposta
antioxidante ao nivel subcelular, principalmente em cloroplastos de algas
unicelulares como os dinoflagelados, os quais desempenham importante fungdo

ecoldgica.
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1.2.3. SOD e resisténcia ao estresse ambiental

A defesa contra possiveis efeitos deletérios, decorrentes do estresse
ambiental, pode ocorrer através de respostas localizadas envolvendo padrdes
alterados de expressdo molecular, como a ativagdo de enzimas antioxidantes.
Recentemente, o papel da enzima SOD em organismos sob pressdes ambientais
tem recebido grande atengfio. A importancia da SOD reside no fato desta ser a
enzima antioxidante de maior distribui¢do entre os organismos e por ela
controlar os niveis celulares de O,”, que apesar de ndo ser uma espécie
altamente reativa, tem sua toxicidade atribuida & fun¢éo precursora na formagao
de espécies mais reativas ou citotoxicas (Fridovich, 1986, Hassan, 1988)
(Esquema 5). Trata-se de uma familia de metalo-enzimas, classificadas de
acordo com o seu cofator metalico. Até o momento, foram descritas cinco
isoformas da enzima: as mais comumente encontradas sio a FeSOD, MnSOD e
a CuZnSOD. Recentemente, duas novas e distintas isoformas, NiSOD e
FeZnSOD, foram descritas em fungos do género Streptomyces, o que sugere
diferentes origens evolutivas para esta enzima, salientando a importancia da sua
fungdo biologica (Youn et al. 1996, Kim et al. 1998).

A SOD ¢ encontrada em grandes quantidades nos organismos aerobios,
embora ausente ou em quantidades muito pequenas, em anaerobios obrigatorios
(Fridovich, 1982). As isoformas desta enzima apresentam-se diferentemente
distribuidas, conforme o compartimento celular e o organismo em questdo. Em
geral, as isoformas predominantes em procariontes sio 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, Delesus et al. 1989). As plantas superiores geralmente
contém, além das demais, uma FeSOD presente nos cloroplastos (Kwiatowski,
1987). No inicio, pensava-se que a CuZnSOD fosse caracteristica apenas de

eucariontes. Contudo, a presenga desta isoforma foi também relatada em
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bactérias como Photobacterium leiognathi, Caulobacter crescentus,
Pseudomonas diminuta € Pseudomonas maltophilia (Puget & Michelson, 1974,
Steinman, 1982, Steinman, 1985). Bactérias que possuem a CuZnSOD sdo
aparentemente mais tolerantes ao estresse oxidativo extracelular que as demais
bactérias, o que as permite ocupar outros nichos ecologicos. Ambas, CuZnSOD
bacteriana e eucaridtica, apresentam grande similaridade em sua seqiiéncia de
aminoacidos e analises da seqiiéncia de seus genes sugerem que, em termos
evolucionarios, a CuZnSOD bacteriana é uma forma ancestral da CuZnSOD
eucariotica (Steinman & Ely, 1990). A distribui¢do filogenética da SOD indica
que a MnSOD e a FeSOD sdo formas homodlogas ancestrais. Estas
provavelmente surgiram antes da divergéncia entre procariontes € eucariontes,
enquanto a CuZnSOD teve sua evolugdo independente das demais, em algum
ponto préoximo ao surgimento dos eucariontes (Bowler et al. 1992).

Por ser amplamente distribuida entre os organismos, a SOD tem sido
utilizada como um indicador bioquimico em processos biolégicos envolvendo
ERO, particularmente em condigdes de estresse oxidativo promovido por
exposigdo a UV, xenobidticos, extremos de temperatura e luminosidade, entre
outros (Perl-Treves & Galun, 1991, Rijstenbil et al. 1994, Malanga &
Puntarulo, 1995). Em geral, a ativagdo da SOD ocorre por intermédio de fatores
de transcrigdo redox-modulados. As caracteristicas bioquimicas, o papel
biolégico da SOD e seu substrato foram recentemente revisadas por Fridovich
(1997). Apesar dos avangos nos estudos desta area, os mecanismos envolvidos
na regulacdo da SOD ainda ndo estdo bem esclarecidos, principalmente em
organismos fotossintetizantes. Os efeitos de um estresse particular, sobre a
expressdo do gene para SOD, parece ser governado pelo sitio subcelular no qual
0 estresse oxidativo € instalado, embora ndo se tenha conhecimento da maneira
como tal resposta seja mediada.

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

faz-se necessario ao entendimento dos mecanismos bioquimicos e moleculares
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envolvidos nas respostas adaptativas que conferem resisténcia aos organismos
as diferentes formas de estresse ambiental, sejam decorrentes dos impactos da

atividade antrépica ou das variagées naturais (ciclicas ou ndo) do ambiente.

kM1s™h
Biomoléculas ‘NO — > ONOO™ 7x10°
Fotossintese RSH > HO,”+RS* 10°
.. 0,* 5
Respiracdo = O 0, — > 0,+H0, 10
Radiag¢des Fe** ———> O, +Fe? 106
Xenobioticos H,0, FLZ/F_G; 0,+OH +HO® 10?2

Esquema 5. Anion superoxido como mediador de danos oxidativos
celulares. O O," gerado em diferentes situagdes pode reagir com moléculas

vizinhas, gerando espécies quimicas de maior potencial citotoxico.

1.3. Aspectos da biologia do dinoflagelado Gonyaulax polyedra
Dinoflagelados sfo algas unicelulares que habitam ambos ambientes,
marinho e de agua doce. Cerca de metade das espécies de dinoflagelados €
fotossintetizante, enquanto a outra metade €é composta por espécies
heterotroficas ou parasitas. Desta forma, estes organismos possuem grande
importancia ecoldgica, pois atuam como produtores primarios e consumidores
na cadeia tréfica aquatica. Além disto, muitas espécies s@o simbiontes, como as
do género Symbiodinium, sendo responsaveis pela atividade fotossintética
necessaria ao desenvolvimento de corais. Dinoflagelados sdo também
economicamente importantes por produzirem neurotoxinas, cujos efeitos
prejudiciais sdo potencializados durante eventos de marés vermelhas. Muitos
dinoflagelados apresentam reprodugfio tanto assexuada quanto sexuada. No

género Gonyaulax, a reproducdo sexuada leva a formag¢do de um cisto
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(hipnozigoto). Cistos também sfo formados assexuadamente. Sabe-se que
diferentes fatores como luz, temperatura, densidade celular e caréncia
nutricional sdo capazes de induzir a formacdo destes cistos assexuais em
Gonyaulax (Anderson et al. 1984). O encistamento em dinoflagelados
desempenha importante papel na dispersdo e sobrevivéncia destas algas sob
condi¢des ambientais desfavoraveis estando, provavelmente, relacionado ao
fendmeno das marés vermelhas (White & Lewis, 1982, Steidinger, 1993).

Dinoflagelados possuem peculiaridades que tornam suas afinidades
filogenéticas e historia evolutiva, enigmaticas. De fato, devido a caracteristicas
aparentemente primitivas, estes organismos ja foram considerados
intermedidrios evolutivos entre procariontes e eucariontes (Herzog &
Maroteaux, 1986). Dentre tais caracteristicas, inclui-se o seu nucleo, que possui
cromossomos permanentemente condensados, além de auséncia de histonas e
nucleossomo (Rizzo, 1991). A divisdo mitdtica € distinta da dos demais
eucariontes, ¢ a quantidade de DNA gendOmico, excepcionalmente grande,
atingindo cerca de 200 pg por nucleo, comparado aos 3,2 pg por nucleo,
encontrado em células humanas (Holm-Hansen, 1969). Entretanto, anélises
filogenéticas recentes tém indicado um alto grau de parentesco com ciliados,
sugerindo uma divergéncia mais tardia dos dinoflagelados em rela¢do aos
procariontes, na escala evolutiva (Saunders et al. 1997).

Outra caracteristica importante destes organismos € a presenga de
cloroplastos atipicos, circundados por trés membranas e contendo um pigmento
carotendide 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 ¢
hidrossoluvel e de estrutura distinta (Hofmann et al. 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 género Gonyaulax,
Pyrocystis e Noctiluca sdo ainda bioluminescentes, estando entre os 6 % dos
dinoflagelados responsaveis pela “fosforescéncia dos oceanos”. A emissdo de
luz nestes organismos parece ser importante para evitar sua predagdo pelo
zooplancton (Abrahams & Townsend, 1993). Devido a facilidade de seu
monitoramento, a bioluminescéncia foi um dos primeiros fenémenos
fisiologicos reportados sob o controle de um reldgio circadiano, em eucariontes
primitivos (Hastings & Sweeney, 1958). De fato, grande parte do conhecimento
sobre 0os mecanismos moleculares de regula¢do circadiana, em dinoflagelados,
decorre de estudos sobre a bioluminescéncia de Gonyaulax polyedra. Trata-se
de um dinoflagelado marinho de aproximadamente 40 um de didmetro, foto-
autotrofico e bioluminescente, que exibe dois tipos diferentes de emissdo de luz
espontanea: flashes (pulsos rapidos de luz) e glow (luz continua). Nesta espécie,
a bioluminescéncia ¢ emitida a partir de pequenas organelas corticais
denominadas scintillons, estimulada pela acidificagdo do meio (Fogel &
Hastings, 1972). Estas organelas contém apenas os componentes necessarios a
emissdo de luz, i.e., a enzima luciferase, seu substrato (luciferina) e uma
proteina reguladora conhecida por LBP (luciferin binding protein) (Wilson &
Hastings, 1998). A emissdo maxima de luz azul (490 nm) ocorre na fase escura
do ciclo circadiano e este ritmo bioluminescente € atribuido a sintese e
destruigdo didria de todos os seus componentes, incluindo os scintillons (Fritz
et al. 1990, Morse et al. 1990). No caso das proteinas LBP e luciferase, a
regulagdo circadiana de sua sintese ¢ exercida pelo controle da tradu¢do de seus
respectivos transcritos (Morse et al. 1989, Mittag et al. 1998).

Além do ritmo bioluminescente, outros processos também demonstraram
ser regulados circadianamente em G. polyedra, como divisdo -celular,
motilidade, fotossintese, assimilagdo de nitrogénio e metabolismo oxidativo
(Hastings et al. 1961, Homma & Hastings, 1989, Roenneberg & Hastings,
1991, Ramalho et al. 1995, Hollnagel et al. 1996). O rapido aumento do
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volume de pesquisas nesta area transformou os dinoflagelados em excelentes
organismos modelos ao estudo de ritmos bioldgicos, em eucariontes.
Entretanto, muitos dos aspectos bioldgicos dos dinoflagelados, como a sua
organizagdo gendmica € o controle da expressdo de seus genes, permanecem

ainda incertos.
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2. OBJETIVOS

A manuten¢do da atividade bioldgica dos organismos decorre de
processos adaptativos que, a curto e médio prazo, requerem uma reorganizagao
bioquimica, envolvendo a indugdo de diferentes proteinas de defesa. Embora a
indugdo de antioxidantes seja freqiientemente correlacionada ao aumento de
resisténcia a diferentes formas de estresse ambiental, poucos trabalhos t€m
investigado esta resposta de defesa ao nivel subcelular. Como os cloroplastos
sd0 compartimentos celulares altamente susceptiveis ao estresse oxidativo e a
intoxica¢do por metais poluentes, uma importante fonte geradora de ERO em
sistemas biologicos, a resisténcia de organismos fotossintéticos ao estresse
metalico deve ser dependente de adaptagdes bioquimicas que previnam o
insulto oxidativo em seus cloroplastos.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa observou variagdes circadianas
na atividade total da enzima SOD de G. polyedra, cujo maximo de atividade
coincide com o seu pico de atividade fotossintética, sugerindo um papel na
defesa antioxidante cloroplastica (Asano et al. 1995). Esta enzima tem sido
considerada um excelente indicador bioquimico de estresse oxidativo, por
representar a primeira linha de defesa antioxidante celular na interceptagdo de
ERO. Apesar do grande volume de estudos sobre a ativacdo da SOD em
diferentes condi¢des ambientais, os mecanismos envolvidos na sua regulagdo
ainda ndo estdo bem esclarecidos em organismos fotossintéticos, especialmente
em algas. Neste sentido, o interesse deste trabalho esta voltado a importancia de
antioxidantes cloroplasticos, particularmente da SOD, na aquisi¢do de
resisténcia a adversidades do ambiente e ao nivel de regulagio desta importante
enzima de defesa antioxidante, em algas unicelulares. O estudo em
dinoflagelados traz ainda, como conseqiiéncia, uma contribuigdo para o

enriquecimento das informag6es moleculares destes organismos.
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Assim, os objetivos especificos desta tese abordam os seguintes aspectos
relacionados a modulagdo de antioxidantes cloroplasticos e respostas
especificas da enzima SOD, na adaptagdo bioquimica de G. polyedra ao

estresse imposto por metais poluentes:

i) Bioensaios de toxicidade dos metais Hg”*, Cd**, Pb** e Cu** a G. polyedra: a)
determinacdo das porcentagens de sobrevivéncia celular em concentracdes
crescentes de metais; b) estimativa da CES50 (concentragdo efetiva para a
reducdo de 50 % da sobrevivéncia celular), CENO (concentragdo maxima de
efeito ndo observado) e CEM (concentragdo de efeito maximo) de cada metal,;

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

ii) Avalia¢do dos efeitos de metais sobre o equilibrio oxidativo de cloroplastos,

nos modelos de tratamento, cronico e agudo;

iii) Estudo das respostas da atividade da SOD sob exposi¢cdo a metais: a) em

diferentes tempos de exposi¢do; b) em diferentes concentragdes de metais;

iv) Discriminagdo das isoformas FeSOD, MnSOD e CuZnSOD em G.
polyedra;

v) Identificagdo das isoformas de SOD que sofrem variagdes de atividade, sob

estresse metalico e ao longo do ciclo circadiano;

vi) determinagdo dos niveis protéicos de SOD, sob estresse metalico e ao longo

do ciclo circadiano;

vii) determinag¢do dos niveis de transcritos da isoforma cloroplastica de SOD,

sob estresse metalico e ao longo do ciclo circadiano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Meio de Cultura: Nitrato de s6dio, tiamina, biotina, sulfato de zinco

heptahidratado, cloreto de cobalto hexahidratado, cloreto de manganés
tetrahidratado, molibdato de sédio dihidratado, cloreto de ferro hexahidratado,
cloreto de cadmio, cloreto de mercurio e nitrato de chumbo (Sigma). Fosfato de
s0dio monobasico anidro e sulfato de cobre pentahidratado (Merck).

Tampoes de Reagdo e de Extragdo: Fosfato de sddio monobdsico (Vetec),

fosfato de sodio dibasico (Merck), Tris-HCl, EDTA, sacarose, p-

mercaptoetanol e cloreto de magnésio (Sigma).
Ensaios biogquimicos: Acido tricloro acético, 2,4-dinitro fenil hidrazina, ciclo

hexano, guanidina, GSH, 4cido perclérico (HCIO,), bipiridina e DTNB

(Sigma).

Andlise de proteinas: SDS (Polyscience). Persulfato de amoénio, acrilamida, bis-

acrilamida, Tris, glicina, azul de bromofenol, TEMED, padrio de peso
molecular Dalton Mark VII-L, BSA, Ponceau Red (Sigma). Membrana de
nitrocelulose (BioRad). Papel de filtro 3 MM (Whatman). Filme fotossensivel
BioMax, solugdes de Revelagio e de Fixagiio (Kodak). [y '*I]-proteina A
(Amersham). Metanol (Merck).

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

potassio, xantina oxidase, hipoxantina, ascorbato e HO, (Sigma). Reagente de
Bradford (BioRad).

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

cloroféormio, diclorometano, n-hexano, acetato de etila e acetona (EM
Science). B-caroteno e clorofila a (Sigma).

Extragdo e andlise de dcidos nucléicos: Agarose, azida, brometo de etideo,

padrdes DNA e RNA ladder, proteinase K e RNAse (Gibco BRL). Cloreto de
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litio, DEPC, formaldeido, MOPS, fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico
(25:24:1), acetato de sodio, hexadecil-trimetil brometo de amdnio, acido bdrico,
isotiocianato de guanidina, citrato de sédio, sarcosil, hidroxido de sodio, 4cido
cloridrico, cloreto de sddio, sddio-EDTA, SDS, formamida, azul de bromofenol
e xileno cianol (Sigma). Fosfato de sdodio dibésico, etanol absoluto e
isopropanol (Merck). Glicerol (Nuclear). Membrana de nylon (Amersham).
Papel de filtro 3 MM (Whatman). Filme fotossensivel BioMax, solugdes de
Revelagdo e de Fixagdo (Kodak).

Amplificacdo e subclonagem de produtos de PCR: Sintese de

oligonucleotideos, kits 3> RACE, 5> RACE e SuperScript, meio LB e enzima de
restrico EcoRI (Gibco BRL). Cloreto de magnésio, cloreto de potassio, triton
X-100, dNTPs, enzima Taq polimerase e kit pPGEM-T vector System (promega).
Sephadex G10, ampicilina, X-gal e IPTG (Sigma).

Marcacgdo radioativa de dcidos nucléicos: Kit Random primers DNA labeling

system, Concert rapid purification of PCR products (Gibco BRL). [a 32p]-
dCTP (Amersham).

3.2. Condicdes de cultivo celular

Células de G. polyedra, provenientes da linhagem Gp70 do banco de
algas do Instituto Oceanografico de Woods Hole (MA, USA), foram
cultivadas em meio de cultura semi-definido Guillard /2 (Guillard & Ryther,
1962), que consiste em agua do mar enriquecida com vitaminas, nitrato,
fosfato e metais-trago, previamente esterilizada. A densidade celular inicial de
cada cultura foi de aproximadamente 2 x 10° células/mL. Os cultivos foram
mantidos em incubadoras apropriadas, a 20 + 1 °C, sob um fotoperiodo de 12
h claro (intensidade luminosa de 150 pE.m™s™) e 12 h escuro (ciclo LD
12:12 h). As células expostas a metais, destinadas aos ensaios toxicologicos e

bioquimicos, foram mantidas em meio /2, acrescido de concentra¢des
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variadas de sais de mercurio (HgCl,), cadmio (CdCl;), chumbo (Pb(NOs),) e
cobre (CuSQ,), individualmente, sob as mesmas condigdes de luz e

temperatura.

3.3. Delineamento Experimental

Oscilagoes circadianas: a expressdo de processos bioquimicos foi monitorada

ao longo do ciclo circadiano, sob um fotoperiodo alternado de claro/escuro
(ciclo LD 12:12h) ou condi¢des constantes de luz atenuada (ciclo LL, 40
LE.m?.s7). O inicio do periodo claro é definido como tempo zero (LD 0).
Para células em condigdes constantes, este inicio do periodo claro subjetivo €

indicado como tempo circadiano zero (CT 0).

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

0 metabolismo oxidativo de G. polyedra foi realizado seguindo modelos
cronico e agudo de estresse metélico, uma vez que a concentragdo € o tempo
de exposicdo aos metais sdo variaveis determinantes de seus efeitos, em
sistemas bioldgicos.

No modelo cronico de curto prazo, as células foram mantidas em
concentrac¢des subletais de metais (5,0 ppb Hg*'; 0,5 ppm Cd*"; 2,0 ppm Pb*";
0,1 ppm Cu®"), inferiores aos seus respectivos valores médios de CESO,
durante pelo menos 30 dias de exposi¢do.

No modelo agudo de tratamento, as células foram mantidas em altas
concentragdes de metais (10 ppb Hg?*; 1 ppm Cd*; 5 ppm Pb*"; e 0,25 ppm
Cu?"), durante 48 h de exposicdo.

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 Hg?*, Cd*", Pb** e Cu**, ao dinoflagelado G. polyedra,
analisando seus efeitos sobre o crescimento, encistamento e bioluminescéncia
desta alga. As culturas celulares foram expostas a concentragdes crescentes de
metais, durante um periodo de 48 e 96 h, sob as condigdes experimentais de
temperatura e luminosidade. Uma das culturas foi mantida em auséncia de
metais, como grupo controle. O crescimento e encistamento celular, em cada
tratamento experimental, foram determinados através da contagem e
diferenciagdo celular das amostras em cdmaras tipo hemocitometro, sob o
microscopio optico (Diaphot-TMD, Nikon Corp., Japan). Os dados de
crescimento celular foram convertidos em porcentagem de sobrevivéncia em
relagdo ao controle e utilizados para o calculo dos valores de CE50, CENO e
CEM, para cada metal. Estes pardmetros toxicoldgicos foram estimados pelo
programa NOEC-V2 para testes de toxicidade, baseado no método de
Spearman-Karber, descrito em Hamilton et al. (1978).

Os efeitos de metais sobre a bioluminescéncia de G. polyedra foram
determinados em fotdmetro equipado com célula foto-multiplicadora
(National Instr., Austin, TX). Neste experimento, altas concentragdes de
metais foram injetadas as culturas celulares (concentragdes finais: 10 ppb
Hg®"; 1 ppm Cd*"; 5 ppm Pb*"; ¢ 0,25 ppm Cu*") e a emisséo total de luz
registrada imediatamente apos a adi¢do de metais, durante 1 min. Como
controles foram injetados ambos, acido acético 0,5% (maxima emissdo de luz,
por estimulagéo quimica) e meio f/2 (emissdo basal de luz, por estimulagdo
mecénica).

Os efeitos agudos e cronicos de metais sobre a bioluminescéncia
espontdnea de G. polyedra foram determinados em fotdmetro especial (Broda
et al. 1986). Culturas celulares, sob exposi¢cdo cronica a metais, foram

transferidas do ciclo LD 12:12 h para condigbes constantes de iluminagéo
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(ciclo LL) e a bioluminescéncia espontanea (flashes € glow) monitorada por
aproximadamente uma semana. No tratamento agudo, os metais foram
adicionados as culturas apo6s sua transferéncia ao ciclo LL (concentragOes
finais: 10 ppb Hg; 1 ppm Cd*; 5 ppm Pb*; e 0,25 ppm Cu’’) e a

bioluminescéncia espontdnea monitorada por 5 dias.

3.5. Preparo de extratos celulares e determinacio protéica

Células de G. polyedra foram coletadas do meio de cultura por filtragio a
vacuo em filtro de papel Whatman 541 (Millipore) e suspensas em tampdo
fosfato 0,1 M, pH 7,5. Os envoltdrios celulares foram rompidos através de uma
bomba de N, (Parr Instr., USA), sob pressdo de 2.000 psi, durante 20 min, a 4
°C. Este método de rompimento celular € bastante eficiente e garante a
preservagdo de atividade enzimatica. O homogenado celular foi, entdo,
centrifugado a 10.000 g, por 10 min, a 4 °C e o sobrenadante (extrato bruto
celular), separado e utilizado para os ensaios bioquimicos. Nos experimentos
com metais, a amostragem foi realizada sempre no mesmo horario (LD 03),
evitando assim, possiveis interferéncias quanto a variagdo circadiana de
atividade enzimatica, como ja demonstrado no caso da SOD (Asano et al.
1995). A concentracdo de proteinas do extrato bruto foi determinada pelo
método de Bradford (1976), utilizando-se albumina bovina sérica (BSA) como

proteina padrdo para a confec¢do da curva de calibrag@o.

3.6. Purificacio de cloroplastos

Os cloroplastos foram isolados segundo a metodologia descrita por
Desjardins & Morse (1993), com pequenas modificagdes. Cerca de 2 L de
cultura, com densidade celular aproximada de 10* células/mL, foram utilizados
por amostra. As células coletadas foram suspensas em 10 mL de tampdo de

extragdo (0,2 M Tris pH 8§, 50 mM EDTA, 50 mM sacarose, 15 mM B-
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mercaptoetanol, 1 mM MgCl, e 1| mM MnCl,) e rompidas em bomba de N, a
2.000 psi, durante 5 min, a temperatura ambiente. Apds centrifugagdo a 12.000
g, por 10 min, o sobrenadante foi separado e acrescido de 0,5 volume de pecoll
90 % (v/v), seguido de nova centrifugacdo a 30.000 g, por 10 min. A fragdo de
cloroplastos (densidade de 1,05 g/mL), monitorada por absorbancia 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 fracdo de cloroplastos foi
isolada e lavada com 10 volumes de tampdo de extragdo. Os cloroplastos foram
suspensos em 500 pl. de tampdo de extracdo e rompidos por choque térmico.
Apds nova centrifugagdo a 30.000 g, por 5 min, o sobrenadante foi utilizado

como extrato para os ensaios bioquimicos.

3.7. Dosagem de Antioxidantes
3.7.1. Atividade enzimatica

Superoxido dismutase: para a determinacdo 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 redugdo de uma molécula indicadora, pelo O,”. Assim,
sob condi¢des aerdbias, a enzima xantina oxidase atua sobre a hipoxantina, seu
substrato, gerando O,". Este, por sua vez, reduz o Fe** pertencente & molécula
do citocromo ¢ (cit. ¢) a Fe**. A SOD inibe esta redugdo, sem interferir na
atividade catalitica da xantina oxidase. A redug¢fo do cit. ¢ pode ser visualizada
espectrofotometricamente a 550 nm, comprimento de onda relativo ao pico de
absorbancia do cit.c-Fe**. Assim, o meio de reagdo foi composto por 55 uM
hipoxantina, 22,5 mM cit. ¢ € um volume variado de extrato celular e tamp3o
fosfato 0,1 M, pH 7,8. A reagdo ¢ iniciada pela adi¢do de xantina oxidase (0,3

U/mL). O aumento da absorbancia foi seguido durante 1 min, a 550 nm. Neste
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ensaio, uma unidade de atividade € definida como a quantidade de enzima que
promove 50 % de inibi¢do da reducdo do cit. ¢, por min, a 25 °C e em pH 7,8.

A segunda metodologia consiste na visualizagdo das isoformas de SOD,
em gel de atividade. Realizou-se uma eletroforese ndo desnaturante em gel de
poliacrilamida 10 % (PAGE), corado conforme o método proposto por
Beauchamp & Fridovich (1971). Este método estd baseado no principio da
produgdo de O,", através da reducgdo fotoquimica de flavinas. O O," assim
gerado, reduz o composto nitroblue tetrazolium (NBT), de coloragdo amarela,
a nitroblue formazan (NBF), de colora¢do azulada. Devido a sua atividade
catalitica, a SOD "seqliestra" o O,"", impedindo a redug¢do do NBT a NBF.
Desta forma, nas regides do gel onde ha presenca de SOD formam-se bandas
acromaticas, contrastando com as regides de auséncia de SOD, as quais
.permanecem uniformemente azuis. Cerca de 20 pug de proteinas totais foram
aplicados por amostra no gel e apds a corrida eletroforética (2 h a 80 V), este
foi embebido em 2,45 mM NBT por 20 min, seguido de incubagfo em 28 uM
riboflavina / 28 mM EDTA por 15 min. Apds esta etapa, o gel foi exposto a
luz branca, até se obter o maximo de contraste entre as bandas acromaticas e o
fundo azul.

Este método permite também a discriminagdo das isoformas de SOD,
com base em sua sensibilidade a inibidores especificos (Fridovich, 1974). A
CuZnSOD ¢ sensivel ao tratamento com cianeto (CN) e H,O,, a FeSOD ¢
sensivel somente ao tratamento com H,0,, enquanto a MnSOD ¢ resistente a
ambos os tratamentos. Assim, a discrimina¢fio das isoformas presentes em G.
polyedra foi realizada pela incubagfo prévia do gel em solugdo 10 mM KCN
durante 30 min, e 0,5 mM H,0, durante 60 min, antes de ser corado por

atividade de SOD.

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

por Nakano & Asada (1981), o qual detecta a oxidagfo do ascorbato, seguindo
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o decréscimo da sua absorbancia a 290 nm (¢ = 2,8 mM™.cm™). O meio de
reagdo foi composto por 0,1 mM ascorbato, 0,1 mM EDTA, e 10 mM H,0,, em
tamp&o fosfato 50 mM, pH 7,0. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de extrato de
cloroplastos e o decréscimo da absorbédncia a 290 nm, monitorado por 2 min.
Os valores de absorbancia foram corrigidos, descontando-se a oxidagdo ndo
enzimatica do ascorbato pelo H,O,. Uma unidade de atividade representa a

quantidade de enzima que oxida um pumol de ascorbato, por min, a 25 °C.

3.7.2. Extracio e anilise de pigmentos

Pigmentos carotendides (B-caroteno e peridinina) e clorofila a foram
extraidos a partir de 300 mL de culturas densas de G. polyedra (10*
células/mL) e analisados por HPLC de fase reversa. Para as determinagdes de
B-caroteno, uma etapa de saponificagio foi realizada pela adigdo de NaOH
3% (em metanol). Esta suspensio foi mantida no escuro por 1 h, a
temperatura ambiente. A extragdo de carotendides foi obtida pela adigéo de 1
volume de cloroférmio 100 %. Apds 15 min no escuro, os carotenodides foram
separados e coletados através de lavagem das amostras com solugdo
fisiologica (NaCl 0,9 %), em funil de separagdo. As amostras foram
liofilizadas e armazenadas a - 20 °C. A fase mével isocratica foi composta por
5 % de diclorometano, 5 % de n-hexano, 45 % de acetonitrila e 45 % de
metanol e a analise realizada segundo o método de Di Mascio et al. (1995).

Peridinina e clorofila a foram extraidos com metanol e analisados de
acordo com Pinto et al. (2000). Neste método, o pigmento exdgeno bixina é
utilizado como padrfo interno para as analises quantitativas. A fase movel foi
composta por um gradiente linear de metanol, acetato de etila e agua. Os
pigmentos foram identificados pela comparagdo de seus tempos de retencéo e

espectros de absor¢do com os de padrées auténticos. Como padrdes, foram
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utilizados B-caroteno e clorofila a comerciais e peridinina isolada e
caracterizada de G. polyedra (Pinto et al. 2000).

As andlises cromatograficas foram realizadas com solventes de grau
analitico apropriado, em um sistema de HPLC (Shimadzu), equipado com
detector de foto-diodo (SPD-M10AV). Para a determinagdo de P-caroteno,
utilizou-se uma coluna cromatografica LC-18 (Supelcosil; 5 yum; 150 x 4.6
mm; Supelco). As determinagdes de peridinina e clorofila a foram realizadas
com uma coluna cromatografica C-18 (Hibar Lichrosorb RP-18; 5 um; 250 x
4 mm; Merck). A quantidade de pigmentos extraidos foi calculada em
concentragdo micromolar € os niveis de [-caroteno e peridinina expressos

pela razdo carotendide/clorofila a.

3.8. Determinac¢io de lesdes oxidativas
3.8.1. Peroxidagio lipidica

Os danos oxidativos em lipideos de cloroplastos isolados foram
avaliados pela detecgdo espectrofotométrica de dienos conjugados, formados
durante o inicio do processo de peroxidacdo (Rice-Evans et al. 1991). Uma
extragdo prévia com acetona 90 % foi realizada para eliminar a clorofila e
minimizar sua interferéncia no ensaio. Apds centrifugagdo a 1.000 g por 5
min, os lipideos totais foram extraidos com cloroférmio/metanol (2:1 v/v). Os
extratos foram centrifugados a 2.600 g por 10 min e o sobrenadante,
recuperado com adi¢do de 3 volumes de cloroférmio/metanol (2:1 v/v) e um
volume de 4gua destilada. Apdés nova centrifugagdo, a fase aquosa foi

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

¢ os dienos conjugados medidos a 233 nm. Os dados estdo expressos em

unidades de absorbancia por mg de proteinas cloroplasticas.
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3.8.2. Oxidacéo protéica

Os danos oxidativos sobre proteinas foram estimados pelo conteudo de
carbonilas protéicas das amostras (Rice-Evans ef al. 1991). Extratos celulares
foram incubados com 10 mM 2,4-dinitro fenil hidrazina por 1 h, a
temperatura ambiente. As proteinas foram precipitadas com é&cido tricloro
acético 20 % (w/v), lavadas 2 vezes com etanol/acetato de etila (1:1) e

dissolvidas em solu¢do 6 M guanidina. O contetido de carbonilas foi avaliado
por medidas de absorbancia a 370 nm (g: 22.000 M-1.cm-1). Os valores

encontram-se expressos em umol de carbonilas por mg de proteinas

cloroplasticas.

3.9. Indices de estresse oxidativo
3.9.1. Consumo de oxigénio

Aumentos do consumo de O, estdo freqiientemente associados a

formagdo de ERO, como 0, , H,0, e radicais peroxil, durante a redugido do
O, por componentes de cadeias transportadoras de elétrons (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Concentragdes de O, dissolvido em culturas de G.
polyedra foram medidas em um oxigrafo (YSI 5300, Yellow Spring Instr.
Co., USA), segundo o método descrito por Robinson & Cooper (1970). Apoés
estabiliza¢do do eletrodo, a concentragdo de O, nas culturas controles foi
tomada como 100%. Metais foram adicionados ao meio nas concentragfes
correspondentes aos tratamentos cronico ou agudo e o consumo de O,

monitorado durante 1 h, sob agitagdo constante, a 25 °C.

3.9.2. Poder redutor

Outra estimativa de estresse oxidativo € o conteudo de GSH relativo a
sua forma oxidada GSSG (Sies, 1999). A determinagdo de tidis totais foi
realizada de acordo com o método descrito por Murphy & Kehrer (1989).
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Células foram homogeneizadas em 0,5 M 4cido perclorico contendo 5 mM
EDTA e 0,06% bipiridina. Apos centrifugacdo a 10.000 g por 10 min,
aliquotas do sobrenadante (tidis soluveis) foram misturados com 2 mM
DTNB, em 50 mM KH,PO,/5 mM EDTA. Apo6s 30 min de incubagdo a
temperatura ambiente, a absorbincia foi medida a 412 nm, relativa a
formagdo do produto TNB.

A glutationa total (GSH+2GSSG) foi medida em um meio de reagéo
contendo aliquotas das amostras ¢ 0,6 mM DTNB, 0,2 mM NADPH e 0,1
U/mL de GR, em tampdo 50 mM KH,POy/5 mM EDTA. O aumento da
absorbancia a 412 nm foi monitorado durante 2 min. Os dados foram
calculados em nmol tidis (equivalentes de GSH) por mg proteinas totais. O

poder redutor € estimado pela relagio GSH/(GSH+2GSSG).

3.10. Determinac¢io dos niveis protéicos de SOD

Os niveis protéicos de SOD foram determinados por imunodetecg¢des em
Western blot (Towbin et al. 1979), utilizando-se anticorpos policlonais contra
FeSOD e MnSOD bacteriana (E. coli) e CuZnSOD de eritrocitos bovinos. Estes
anticorpos reagem com proteinas presentes no extrato celular de G. polyedra,
marcando bandas protéicas especificas 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 pg de
proteinas totais de cada amostra foram aplicadas no gel. Apds a separagdo
eletroforética a 80 V, por 1,5 h, as proteinas foram entdo transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, em tampdo composto por 24 mM Tris, 0,19 M
glicina e 20 % de metanol, por 2 h, 4 250 mA e visualizadas por coloragdo com
0,2 % Ponceau Red. A membrana foi bloqueada em solugdo 3 % BSA, durante

1 h, a 45 °C. Apbs o bloqueio, a membrana foi lavada com tampio fosfato
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salino 0,1 M (PBS), por 30 min e incubada com anticorpo primario diluido em
0,3 % BSA-PBS (1:100), durante aproximadamente 24 h, a 4 °C, sob agitagéo.
A membrana foi lavada 3 vezes em 0,1 M PBS, por 30 min e incubada com 1
uCi de [y '"I]-proteina A, durante 6 h, a4 40 °C. Apds sucessivas lavagens com
0,1 M PBS, por 10 min, a membrana foi exposta durante 72 h, a -70 °C, em

filme fotossensivel.

3.11. Estratégia de clonagem da isoforma FeSOD
3.11.1. Elaboracio 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 sensivel e possibilita a obten¢do de seqiiéncias completas do cDNA
alvo de forma rapida 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
Jor Biotechnology Information). Andlises de similaridade estrutural e
identificagdo de dominios conservados foram realizadas pelo alinhamento
multiplo de FeSOD de diferentes organismos, pelos programas Clustal W e
PileUp. Os dominios mais conservados e constituidos por aminoacidos
codificados por no maximo 3 codons foram selecionados e transformados em
seqiiéncia de nucleotideos, seguindo o codon usage para G. polyedra. Tais
seqliéncias foram entdo utilizadas para a elaboragdo de primers degenerados,
tendo como critérios alta temperatura de fusio, cerca de 50 % de pirimidinas

e 50 % purinas e baixa freqiiéncia de auto-pareamentos.
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3.11.2. Extracio de RNA total e purificagio de RNA mensageiro (mRNA)

Células foram coletadas por filtragdo a vacuo, a partir de 1,5 L de cultura
(10* células/mL) e rompidas por maceragdo em nitrogénio liquido. O
homogenado foi transferido para um tubo de vidro (corex), acrescido de 10 mL
de tampdo GIT (4 M isotiocianato de guanidina, 25 mM citrato de sédio pH 7,0,
0,5% sarcosil e 0,1 M B-mercaptoetanol), 1 mL de solugdo 2 M NaCO,CH; pH
4,0, 10 mL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e mantido a 4°C,
por 15 min. Apés centrifugagdo a 10.000 g, por 20 min, a 4 °C, a fase aquosa
foi recuperada, acrescida de 1 volume de isopropanol e incubada a -20 °C, por 2
h. Apés nova centrifugagdo a 10.000 g, por 30 min, a 4 °C, o precipitado foi
lavado em 3 mL de tampdo GIT e 3 mL de isopropanol. O RNA4 foi precipitado
em solugdo 2 M LiCl, a 4 °C, durante cerca de 16 h. O RNA foi recuperado por
centrifugacfo, lavado em 2 M LiCl e novamente precipitado com 1 volume de
isopropanol e 0,1 volume de 2M NaCO,CHj, pH 4,0. Apds centrifugagio, o
RNA foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, seco a temperatura ambiente por 20
min e dissolvido em 4gua tratada com 0,1 % DEPC. A quantificagio de acidos
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 tampdo (0,1 g/mL) composto por 0,5 M NaCl, 20 mM
Tris-HC1 pH 7,5, e 0,05 % azida. A amostra de RNA total (1 a 2 mg) foi
desnaturada por 5 min 4 65 °C, incubada em gelo e aplicada a coluna
previamente lavada com tampdo A (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,5). A
amostra foi lavada com 5 mL de tampdo A, seguida de nova lavagem em
tampao B (0,1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,5). O mRNA foi eluido da coluna
com 2 mL de agua-DEPC, previamente aquecida a 65 °C e purificado por
precipitagdo com 2 volumes de etanol e 0,1 volume de 3 M NaCO,CH;, pH 5,2.
Apds centrifugacdo a 2.500 g, por 5 min, 0 mRNA foi suspenso em 20 pL de



35

agua-DEPC e a concentragdo da amostra determinada por absorbancia a 260

nm.

3.11.3. Amplificacdo de segmentos de cDNA por PCR:

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) é uma técnica derivada do
RT-PCR, onde a amplificagdo de segmentos de DNA ocorre a partir de mRNA
molde, utilizando-se primers especificos para o gene de interesse e primers
complementares a seqiiéncias especificas 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 eucaridtico. No 5’ RACE, um
oligonucleotideo especifico, rico em guanina e inosina, tem seqiiéncia
complementar a outro oligonucleotideo artificialmente inserido na extremidade
5> do mRNA. As amplificagdes por RACE foram realizadas com mRNA de
células de G. polyedra tratadas com Cd*" (1 ppm, 4 h) e primers degenerados
especificos para FeSOD (tabela 2).

A sintese de ¢cDNA foi realizada em reagdo de amplificagdo contendo:
tampédo (20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCl, 10 mM DTT), 2,5 mM MgCl,,
2 mM dNTPs, 500 nM primer, 100 ng RNA poli-A de G. polyedra e 200 U de
transcriptase reversa (Superscript 11), em volume total de 50 pL. O ciclo
térmico utilizado na sintese de cDNA foi: 70 °C, 10'/ 50 °C, 50'/ 70 °C, 15'.

Apos a sintese, 0 RNA molde foi digerido com RNAse H, por 20 min, a
37°C. As amplificagBes subsequentes foram realizadas por PCR convencional,
tendo como template o cDNA sintetizado por RACE. Todas as amplifica¢des
por PCR foram realizadas em um termociclador automatico (GeneAmp PCR
system 2400, PE Biosystems, USA).

As reacdes de PCR continham os seguintes componentes e respectivas
concentracdes finais: tampdo (10 mM tris-HC1 pH 9, 50 mM KCl, 0,1 % Triton
X-100), 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 0,2 uM
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de cada primer e cerca de 50 - 250 ng de DNA template, em volume final de 50
pL. Como DNA template foram utilizadas aliquotas (1:10 a 1:20 do volume
total) da reacgdo de sintese de cDNA por RACE. O ciclo bésico de amplificagdo

utilizado foi o seguinte:

Ciclo I (utilizando-se primers degenerados):

(30 ciclos)

72 °C, 45" | 72 °C, 10'
50 °C, 40"

95°C, 3" | 95°C, 30"

4°C, w0

Tabela 2. Primers degenerados utilizados nas amplificacdes por RACE/PCR

Primer (5>—>3)

FSD1  |CAYTAYGGHAARCAYCAY

FSDI1r RTGRTGYTTDCCRTARTG

FSD2 | GCVCARGTBTGGAAYCAYAC

FSD2r | GTRTGRTTCCAVACYTGBGC

FSD3 GAYGTBTGGGARCAYGC

FSD3r |GCRTGYTCCCAVACRTC

*Y=CouT;H=A,CouT,R=AouG;D=A,GouT;
V=AC,ouG;B=C,GouT).
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3.11.4. Subclonagem de produtos de PCR

Os produtos das amplificagdes por PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5 %, contendo brometo de etideo (10 mg/mL) e
visualizadas sob luz UV. As bandas de interesse foram isoladas de acordo com
a pureza dos produtos das rea¢des. Em caso de amplifica¢des de bandas tUnicas,
0 DNA foi purificado diretamente da reacdo de PCR, por precipitacdo com 2
volumes de etanol, para eliminar excesso de sais e nucleotideos ndo
incorporados. Em caso de alta freqiiéncia de amplifica¢Ges secundarias, os
fragmentos de interesse foram submetidos a eletroforese, recuperados dos géis
de agarose e purificados por cromatografia de exclusdo molecular. Neste caso,
o fragmento foi cortado do gel e transferido para uma microcoluna
cromatografica. Esta coluna foi previamente preenchida com 800 uL. de resina
sephadex G10 (ativada com 4gua destilada, 1:1 v/v) e empacotada por
centrifugacdo a 13.000 g, por 2 min. A eluigdo do DNA foi obtida por
centrifugagdo a 13.000 g, por 10 min. Ao eluido, adicionaram-se 0,1 volume de
3 M NaCO,CHj;, pH 5,2 e 1 volume de isopropanol gelado. Apds nova
centrifugagdo a 13.000 g, por 15 min, o precipitado foi lavado com etanol
absoluto e suspenso em 10 pl. de 4gua destilada. A concentra¢do DNA foi
determinada por espectrofotometria a 260 nm.

Os segmentos de DNA amplificados por PCR foram subclonados no vetor
plasmideal pGEM-T (Promega), apresentado no esquema 6. Cerca de 10 ng de
DNA foram ligados a 30 ng do vetor, em presenga da enzima DNA ligase (4 U)
por aproximadamente 12 h, & 14 °C. Desta reag¢do de ligagdo, 2 pl. foram
diretamente adicionados a 200 uL de células competentes de E. coli, linhagem
DH5a, em presenga de 20 mM B-mercaptoetanol. Apos 30 min em gelo, as
bactérias foram transformadas por choque térmico (40 s 4 42 °C, 2 min a 0 °C).
Adicionaram-se 250 pL. de meio LB liquido e as bactérias foram cultivadas a

37 °C, por 45 min. Cerca de 50 a 100 pL desta transformacdo foram plaqueados
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em meio s6lido LB/amp (100mg/ml), contendo Xgal (35 pL de solugdo 50
mg/mL) e IPTG (50 pl de solugdo 100 mM).

Bactérias transformadas com plasmideos contendo os insertos formam
colonias brancas (ndo utilizam galactose pois o gene para B-galactosidase ndo
pode ser transcrito), enquanto bactérias transformadas com plasmideos sem os
insertos formam coldnias azuis (utilizam galactose pois possuem o gene para [3-
galactosidase intacto). Bactérias ndo transformadas ndo contém gene de
resisténcia & ampicilina e, portanto, ndo crescem na presen¢a do antibiotico.
Assim, col6nias brancas foram selecionadas e cultivadas em meio LB/amp

liquido, a 37 °C, sob agitagdo constante (250 rpm), por 12 h (ODgg ~ 0,8).
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T7 Transcription Start

5'...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3’ ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAAICC CGGGﬁZ TGCAG“CGTAC G|AGG[G CCGGC“GGTAC

T7 Promoter

Apal  Aall sont BsZi
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CGCCG GCGCC CTTAA GCTA FTIAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
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SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT . ., ¥
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &'
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Esquema 6. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T. A seqiiéncia do sitio de
clonagem e o local de inser¢do do produto de PCR sdo mostrados. O fragmento
inserido ¢ flanqueado por sitios de restrigdo para EcoRI, em ambos os lados. As
setas indicam o inicio da transcricdo para as RNA polimerases T7 e Spo6.

(Extraido do manual pGEM-T vector System, Promega).
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Em seguida, uma prepara¢do de plasmideo em pequena escala foi
realizada a partir de 1,5 mL de cultura de bactérias transformadas. As bactérias
foram coletadas por centrifuga¢do a 13.000 g, por 2 min e suspensas em 700 pL
de tampdo stet (8 % sacarose, 5 % triton x-100, 50 mM Tris-HCI1 pH:8,0, 50
mM EDTA), sob leve agitagfo. A ruptura celular ocorreu pela adigdo de 50 pL
de solugéo lisozima (15 mg/mL), seguida de incubagdo a 95 °C, por 90 s. Apos
centrifuga¢do por 10 min a 13.000 g, o DNA foi extraido do sobrenadante com
1 volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e precipitado com
0,1 volume de 3 M NaOAc pH 5,2 e 1 volume de isopropanol. Apés 30 min a
=20 °C, centrifugou-se a amostra por 30 min a 13.000 g. O precipitado
(plasmideos) foi lavado em etanol 70 % e seco a temperatura ambiente. Os
plasmideos foram dissolvidos em 100 pL de tampdo TE (10 mM tris, 1 mM
EDTA, pH: 8,0), juntamente com 5 puL de RNase (10 mg/mL). Os plasmideos
foram digeridos com a enzima de restrigio EcoRI (2U/ug de DNA), para

liberagdio dos segmentos clonados.

3.11.5. Identifica¢iio e analise molecular dos clones de cDNA

As seqiiéncias de bases dos produtos de PCR subclonados foram
determinadas em um sequenciador automatico (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 plasmideos, 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 uL do reagente Terminator
Ready Reaction Mix (contendo desoxinucleosideos trifosfatos, uma polimerase
termoestavel e d-Rodamina, em tampdo apropriado) e agua totalizando volume

final de 10 uL. Realizou-se uma amplificagdo por PCR com o seguinte ciclo:
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(25 ciclos)

96 °C, 10"
60 °C, 4'
50 °C, 05"
4°C,

Os produtos deste PCR foram purificados por precipitagdo com 0,1

volume de 3 M NaCO,CH; pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol 95 %. Apds

centrifugacdo a 12.000 g por 20 min, o precipitado foi lavado em etanol 70 % e
seco a vacuo (Speed Vac SC110, Savant Inc., USA), por 10 min. Ao DNA,
20uL do reagente Template Supression Reagent foram adicionados. A mistura
foi aquecida a 95°C, por 5 min, resfriada a 4 °C, por 2 min e transferida a um
microtubo de sequenciamento apropriado (PE/ABI 0,5 mL / 0,5 mL tube septa).
A reagdo de sequenciamento foi realizada durante 120 min, tempo suficiente
para sequenciar fragmentos de DNA de até 500 pb.

O processamento e a analise das seqii€ncias génicas foram realizados
através do software GCG (Genetics Computer Group) Wisconsing package 9.1,
amplamente utilizado para estudos moleculares. Inicialmente, as novas
seqiiéncias gé€nicas geradas foram identificadas por buscas de similaridade no
banco de dados do GenBank, através do programa BlastX. Em seguida, andlises
estruturais foram realizadas pelo alinhamento protéico multiplo, utilizando o
programa PileUp. Os estudos de filogenia molecular foram baseados nas
informagdes obtidas neste alinhamento multiplo, complementados por andlises
de matrizes de distincia evolutiva, descritas por Kimura (1980), através do
programa PAUP version 3.1.1. A partir destas andlises, uma arvore filogenética
foi construida pelo programa PHYLIP (Phylogeny Inference package 3.572,
Felsenstein, Washington Univ., 1995), utilizando-se o método alogaritmico de

Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987).
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3.12. Anailise de expressio da FeSOD

Padrdes de expressdo génica foram avaliados pela extragdo de RNA de

G. polyedra e analise por duas metodologias distintas:

3.12.1. Hibridacdes em Northern Blot

A analise do RNA (1 - 10 pg) foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 1,2 % contendo formaldeido (Sambrook er al. 1989). As amostras de
RNA foram diluidas em uma solugdo composta de 50 % formamida, 17,5 %
formaldeido ¢ 10 % de tampio 10 x MOPS (0,18 M MOPS, 40 mM
NaCO,CH;s, 7,6 % v/v 1 N NaOH, 2 % v/v 0,5 M EDTA pH 7,5), aquecidas a
65 °C, por 15 min e resfriadas em gelo. Uma pré-corrida de 10 min a 40 V foi
realizada e antes de serem aplicadas no gel, as amostras foram acrescidas de
10% v/v tampdo 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 etideo
(10 mg/mL). A corrida foi realizada a 5 V/cm de gel, por 3 h, em tampdo 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 solu¢do 0,05 N NaOH, por 20 min € em solugdo
10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M citrato de sodio), por 40 min. O RNA foi
transferido por capilaridade a uma membrana de nylon (Hybond-N+,
Amersham), por 12 h em solugdo 10 x SSC. A membrana foi lavada em solugio
6 x SSC, por 5 min e 0 RNA fixado & membrana por exposi¢do a luz UV,
durante 3 min.

Realizou-se uma pré-hibridacdo da membrana em solugdo de hibridagdo
(0,25 M Na(l, 0,25 M Na,HPO, pH 7,2, 1 mM EDTA pH 8, e 7 % SDS), em
presenca de 50 % formamida, por 1 h, 4 40 °C. A membrana foi hibridada com
sondas marcadas radioativamente com [o **P]-dCTP (atividade especifica das

sondas em torno de 10® cpm/pg, concentragiio em torno de 10° - 10° cpm/mL de
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solugo de hibridagio), por cerca de 16 h, a 40 °C. A lavagem da membrana foi
feita nas seguintes solugdes: 2 x SSC (2 x 20 min, a temperatura ambiente),
tampdo PSE (0,25 M Na,HPO, pH 7,2, | mM EDTA pH §, e 2 % SDS) (20
min, 3 50 °C). Apds as lavagens, a membrana foi exposta em filme
fotossensivel, a -70 °C, 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 concentragdo de RNA aplicada em ambos, Northern blot e RT-PCR.

3.12.2. Quantifica¢iio por RT-PCR

Como a quantidade de moléculas de DNA amplificadas por PCR esta
diretamente relacionada ao nimero inicial de moléculas-alvo (template), a
quantifica¢do de transcritos de mRNA por RT-PCR é uma forma répida e
extremamente sensivel de se avaliar a expressdo génica, em diferentes
condi¢cdes experimentais, podendo detectar transcritos presentes em baixo
numero de cépias.

As amplificagGes foram realizadas a partir de mRNA, extraidos durante os
diferentes tratamentos experimentais e primers especificos para os genes
codificadores de FeSOD e LBP (controle) de G. polyedra (tabela 3). A sintese
de ¢DNA foi realizada em reagfo de amplificagdio contendo: tampio (10 mM
tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCl, 0,1 % Triton X-100), 2 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,2 pM de cada primer, 250 ng RNA poli-A de G. polyedra e 200 U de
transcriptase reversa (Superscript 1I), em volume total de 50 uL. O ciclo
térmico utilizado na sintese de ¢cDNA foi: 70 °C, 10' / 50 °C, 50' / 70 °C, 15"
Apbs a sintese, 0 RNA molde foi digerido com RNAse H, por 20 min, a 37°C.
Uma nova amplifica¢iio por PCR foi realizada, contendo 2 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 0,2 pM de cada primer e como
template, 5 uL. da reagdo de sintese de cDNA, em volume final de 50 pL.
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Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose

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

quantificagdo foi estimada pela andlise comparativa dos rendimentos de

amplifica¢do, refletidos nas intensidades das bandas amplificadas, por

densitometria automatizada (Image Master VDS 2.0, Pharmacia Biotech, USA).

Tabela 3. Primers utilizados nas amplifica¢des por RT-PCR

(5°>>3%)

FeSOD

LBP

Seqiiéncia sense

(FS1) CATTACGGTAAACATCACAACG

(LBPf) TGTCTGACAATGGCGTCGCG

Seqiiéncia antisense

(FS2r) CGTTGTGATGTTTACCGTAATG

(LBPr) CGTTGGTGGAACTCGAGCTGC

Tamanho do

segmento amplificado

170 pb

1000 pb

Ciclo II (utilizando-se primers ndo degenerados)

(30 ciclos)

95 °C, 3'

95 °C, 30"

3.13. Analise estatistica

58 °C, 35"

72 °C, 45"

72 °C, 10’

\ 4°C, ©

A andlise estatistica dos dados foi realizada pela técnica da Analise

de Varidncia para Experimentos Inteiramente Casualisados (ANOVA),

complementada pelo Teste de Comparagdes Multiplas ¢ de Student. No

presente trabalho, adotamos o nivel de 5 % de significancia (p < 0.05),

para todas as conclusdes abordadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Toxicidade de metais poluentes a G. polyedra
4.1.1. Sobrevivéncia celular e parametros toxicologicos

Os resultados dos bioensaios demonstram que G. polyedra ¢ bastante
sensivel a exposi¢do aguda aos metais avaliados. O crescimento celular,
refletido em termos de sobrevivéncia em relagdo ao controle, foi
significativamente inibido em fung¢do do aumento da concentragdo de metais no
meio (fig. 1). Os decréscimos de sobrevivéncia celular ocorreram a
concentragdes de metais relativamente baixas, indicando uma alta toxicidade
destes elementos poluentes ao dinoflagelado G. polyedra. Os valores dos
pardmetros toxicoldgicos, estimados com base nestes dados de sobrevivéncia,
encontram-se descritos na tabela 4. De acordo com os respectivos valores de
CES0, a escala de toxicidade encontrada para G. polyedra foi Hg*" >Cu** >
Cd*" >Pb*".
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Fig.1. Sobrevivéncia celular relativa, apés 48 ¢ 96 h de exposicio, a
concentracdes crescentes de metais. Altas concentragdes dos quatro metais
poluentes aumentaram a mortalidade celular em ambos os periodos analisados.
Os dados representam a média de trés experimentos independentes, mais o

desvio padrdo. *Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05).
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Tabela 4 . Toxicidade de metais poluentes ao dinoflagelado G. polyedra

* A . ;e
Parametros toxicologicos

Metal CENO CES0 CEM

48h 96 h 48h 96 h 48h 96 h
Hg > 5x104 2,5x104  58x103  4x103 5x102  5x10°2
Cu? 0,01 0,01 0,10 0,12 1,00 1,00
Cd* 0,05 0,05 0,80 0,30 10,00 10,00
Pb ** 0,50 0,25 2,50 1,75 25,00 25,00

* Concentragdes de metais em ppm (mg.L'l); 1 ppm de Hg = 3,68 x 10-3 uM; 1 ppm de Cu = 6,26 uM; 1 ppm de
Cd=4,79 uM; 1 ppm de Pb = 3,59 uM.

4.1.2. Encistamento e bioluminescéncia

Encistamento: Todos os metais estimularam o encistamento de G. polyedra de
forma dose-dependente, sendo Cu>* o mais efetivo (fig. 2). Nos tratamentos
com este metal, o encistamento ocorreu imediatamente, sendo completo 4 h
apos sua adi¢do no meio (fig. 3). Quando células mantidas sob exposigdo aguda
a metais foram transferidas a um meio de cultura novo, livre de metais toxicos,
a porcentagem de cistos na populagdo permaneceu alta, com exce¢do das
células tratadas com Pb*'e Cu®’, as quais excistaram parcialmente ou por
completo, apds 96 h de cultivo, respectivamente (fig. 4). A queda da proporgio
de cistos assexuais na populagfo indica uma habilidade de recuperagio apds o
estresse metalico agudo, sugerindo efeitos algistaticos para Pb*'e Cu®’. Nestas
condi¢des, o encistamento de G. polyedra parece ser uma importante estratégia

para tolerar os efeitos toxicos de metais poluentes.
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Fig. 2. Estimula¢io do encistamento de G. polyedra, apés 48 e 96 h de
exposi¢iio, a concentracdes crescentes de metais. Os dados estdo expressos
como porcentagem de cistos assexuais na populagdo celular total e representam
a média de trés experimentos independentes, mais o desvio padrdo.

*Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05).
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Fig. 4. Excistamento de G. polyedra apos remog¢io de metais toxicos do
meio de cultura. Células previamente expostas por 48 h a altas concentragdes
de metais (10 ppb Hg®", 1 ppm Cd*, 5 ppm Pb** e 0,25 ppm Cu*"), foram
concentradas por filtragao, lavadas em meio de cultura f/2 e inoculadas para
cultivo em meio /2 novo (tempo zero). A porcentagem de cistos assexuais na
populagdo foi entdo monitorada ao longo de 96 h de cultivo. Os dados

representam a média de trés experimentos independentes, mais o desvio

padrao.
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Bioluminescéncia: A adigdo de altas concentragdes de metais (10,0 ppb Hg”";

1,0 ppm Cd**; 5,0 ppm Pb>"; e 0,25 ppm Cu®") a cultura também estimula a
bioluminescéncia de G. polyedra, medida como luz total emitida no primeiro
minuto apds o tratamento (fig. 5). Esta emissdo foi 4 a 8 vezes maior que a
proporcionada por estimulo mecéanico apenas, medido pela adi¢do de meio de
cultura /2 (controle de emissdo basal). Como um segundo controle, a emissdo
maxima de luz, induzida por estimulo quimico, foi medida pela inje¢do de uma
solucdo de &cido acético 0,5%, a qual causou um aumento de emissdo de luz 10
vezes maior que o proporcionado pelo estimulo mecanico.

Com o intuito de avaliar os efeitos prolongados da exposi¢do a metais,
sobre a bioluminescéncia espontdnea de G. polyedra, as culturas mantidas em
ciclo LD 12:12 h foram transferidas para condi¢es constantes (ciclo LL) e os
efeitos do estresse metalico medidos durante pelo menos 5 dias. A médio prazo,
o efeito mais visivel da exposi¢cdo aguda a metais € o aumento da freqii€ncia de
flashes bioluminescentes. Estes sdo medidos como niimero de pulsos luminosos
espontineos (i.e. ndo 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 Hg*" e Cd**, porém muito alterado sob
tratamento com Pb*'e Cu®* (fig. 6). Os efeitos da exposicdo cronica a metais
sobre a bioluminescéncia também foram analisados. Células mantidas em
tratamento cronico com Hg** e Cu®" tiveram a intensidade do glow luminoso
aumentado, enquanto células tratadas com Pb*'e Cd** tiveram a intensidade do
glow diminuida. Além disto, a freqiiéncia de flashes também aumentou
drasticamente sob exposi¢do a Cu®” (Fig. 7A). Com relagdo aos efeitos sobre a
ritmicidade bioluminescente, células cronicamente expostas a Hg?" e Cu**
apresentaram um periodo ligeiramente diminuido do seu ritmo circadiano de
glow luminoso, ao contrario do pequeno aumento do mesmo, observado em
células cronicamente expostas a Pb*'e Cd** (fig. 7B). Como ilustrado, o ritmo

circadiano dos flashes ndo foi alterado nas mesmas condi¢des experimentais,
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indicando que ambos, flash e glow, representam medidas diferentes dos efeitos

do estresse metalico.
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Fig. 5. Efeitos imediatos de altas concentracdes de metais sobre a
bioluminescéncia de G. polyedra. Os metais foram injetados no meio de cultura
(concentragdes finais: 10 ppb Hg®’, 1 ppm Cd*, 5 ppm Pb*" ¢ 0,25 ppm Cu*") e
a emissdo de luz total medida durante 1 min. Como controles, meio /2 (emissédo
basal de luz) e acido acético 0,5% (emissdo méaxima de luz) também foram
injetados. Os dados encontram-se expressos como porcentagem em relacdo a
emissdo basal (100%) e representam a média de trés experimentos
independentes, mais o desvio padrio. *Significativamente diferente do grupo

controle (p < 0,05).
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Fig. 7B. Efeitos do estresse metalico cronico sobre a ritmicidade do glow
bioluminescentes de G. polyedra Os dados do experimento na fig. 7A foram
plotados de forma a evidenciar os efeitos crénicos dos metais, sobre o periodo
do ritmo circadiano do glow bioluminescente. Os metais Hg” e Cu®
encurtaram ligeiramente o periodo bioluminescente, enquanto um pequeno

prolongamento deste periodo foi observado sob tratamento com Cd*" e Pb*".

4.2. Balanco oxidativo em cloroplastos

Antioxidantes: Cloroplastos foram isolados de células mantidas sob tratamento

cronico ou agudo a metais e as atividades de enzimas antioxidantes

determinadas (fig. 8). Sob tratamento crénico, aumentos significativos na

atividade das enzimas SOD (Hg*", 10 %; Cd*, 70 %; Pb*, 56 %; Cu*", 30 %) e
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Apx (Hg*", 80 %; Cd**, 171 %; Pb*', 232 %; Cu®*, 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 indugdo da Apx poderia estar relacionada aos niveis
elevados de H,0,, provenientes ndo apenas da sua produgdo ndo enzimatica,
mas também do aumento das reacdes catalisadas pela SOD, no tratamento
cronico. De fato, indu¢des semelhantes de Apx em decorréncia de alta atividade
de SOD foram observadas em tabaco e na alga unicelular Selenastrum
capricornutum, sob condi¢Ges de estresse metalico (Van Camp et al. 1996,
Sauser et al. 1997). Contudo, sob tratamento agudo com metais, nenhuma
alteracdo significativa foi detectada na atividade de ambas enzimas, com
excegdo da SOD (35 %) em células de G. polyedra tratadas com Cd*'.

Quanto & analise de pigmentos, diferentes respostas foram observadas
para dois importantes carotendides de G. polyedra, dependendo do modelo de
estresse metalico aplicado (Fig. 9). Células submetidas a tratamento crénico
com metais apresentaram poucas alteragdes nos niveis de B-caroteno, embora,
em geral, os niveis de peridinina tenham diminuido significativamente (Hg”,
14 %; Cd*, 12 %; Pb*", 16 %). Inversamente, sob exposi¢do aguda a metais,
um aumento de cerca de 2 vezes foi observado nos niveis de B-caroteno,
enquanto nenhuma alteragdo significativa foi detectada nos niveis de peridinina,
nas mesmas condigdes experimentais.

Como o PB-caroteno € considerado um eficiente supressor de moléculas
eletronicamente excitadas (e.g. O, ('Ag) e carbonilas friplet), esta alta razdo -
caroteno/clorofila a encontrada sob estresse metalico agudo sugere uma maior
necessidade de fotoprotecdo. Do mesmo modo, baixos niveis de
peridinina/clorofila a observados sob tratamento croénico indicam uma menor
capacidade de captacdo de energia luminosa, uma vez que a peridinina € um

dos principais pigmentos antenas em G. polyedra.



Atividade de SOD (U x mg-1)

fi-caroteno / Chl a

250

150

100

501

. W
2001

0

controle Hg

Estresse cronico
Estresse agudo

a

2+ 2+

Pb 2+

ca? Cu

Atividade de Apx (U x mg-1)

57

controle

ol

L

2+
Cu

Ccd 2+ Pb 2+

Hg 2+
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células de G. polyedra, mantidas sob estresse metalico cronico ou agudo. Os

dados representam a média de trés experimentos independentes, mais o desvio

padrdo. *Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05).
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Fig. 9. Pigmentos carotendides em cloroplastos de células de G. polyedra,

mantidas sob estresse metalico cronico ou agudo. As concentragdes de [3-

caroteno (A) e peridinina (B) foram normalizadas pelo contetudo de clorofila a

(Chl a). Os dados representam a média de trés experimentos independentes,

mais o desvio padrdo. *Significativamente diferente do grupo controle (p <

0,05).
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Indices de estresse oxidativo: Como a indugcdo de antioxidantes contra a

produgao exacerbada de ERO difere de acordo com a severidade do estresse, as
diferentes respostas antioxidantes, encontradas nos tratamentos cronico e
agudo, sugerem a inducdo de estados oxidativos distintos, por cada modelo de
estresse metalico. Para investigar esta hipdtese, o consumo de O, e o poder
redutor das células expostas a metais foram monitorados. Embora moderados,
aumentos no consumo de O, (8 — 15 %) foram observados apds a adi¢do de
metais a cultura celular (fig. 10). Altas doses de metais resultaram em um
consumo de O, mais acentuado quando comparado com a adicdo de doses
subletais, indicando que a produ¢do de ERO é mais exacerbada durante o
modelo agudo de estresse metalico. Nestas mesmas condigdes agudas,
diminui¢des no poder redutor celular foram encontradas (Hg*!, 16 %; Cd*", 24
%; Pb*, 18 %), com exce¢do das células tratadas com Cu®’, indicando um
estado celular pré-oxidativo (fig. 11). Inversamente, com exce¢do do
tratamento com Pb*, aumentos no poder redutor foram detectados em células
submetidas ao modelo cronico de estresse metalico (Hg2+, 122 %; Cd2+, 192 %;

Cu*, 66 %), indicando uma alta capacidade antioxidante celular.

Lesdes oxidativas: Uma vez que estados oxidativos celulares distintos parecem

ser instalados de acordo com o tratamento metalico, uma possivel correlagao
entre danos oxidativos € modelo de estresse metalico foi examinada. Este
estudo foi focalizado sobre proteinas e lipideos, por serem estes as principais
moléculas estruturais dos cloroplastos. O conteudo de carbonilas protéicas foi
utilizado como indice de oxidagdo de proteinas (fig. 12A), enquanto os niveis
de dienos conjugados foram avaliados para se estimar os primeiros estagios de
peroxidacdo lipidica (fig. 12B). Sob exposi¢do cronica a metais, estimulagdes
de oxidagdo protéica (81 %) e peroxidacdo lipidica (58 %) ocorreram somente
em células tratadas com Pb*". Entretanto, grandes aumentos nos niveis de

carbonilas protéicas (Hg®', 92 %; Cd*, 50 %; Pb*', 161 %; Cu®*, 56 %) e
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dienos conjugados (Hg®", 137 %; Cd**, 125 %; Pb*, 255 %; Cu*, 278 %)
foram detectados em células sob tratamento agudo a metais, indicando um
estado celular pro-oxidativo. Nestas condi¢des, constituintes das membranas
interna e externa dos cloroplastos, bem como componentes dos tilacéides, sdo

considerados os principais alvos para danos oxidativos (Asada & Takahashi,
1987).
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Fig. 10. Consumo de O, por células expostas a diferentes concentracdes de
metais. Altas concentra¢des (10 ppb Hg’*, 1 ppm Cd**, 5 ppm Pb*" e 0,25 ppm Cu’";
circulos abertos) ou concentragdes subletais (5 ppb Hg**, 0,5 ppm Cd**, 2 ppm Pb*" e

0,1 ppm Cu2+; circulos preenchidos) de metais foram adicionadas as culturas

celulares, nos tempos indicados pelas setas. O consumo de O, foi monitorado durante
60 min, imediatamente ap6s a adi¢do de metais no meio. Os dados estdo expressos em
porcentagem em relagdo a concentragdo inicial (100%) de O, no meio. A
concentragdo de O, nas culturas controles, mantidas em auséncia de metais, ndo

variou significativamente em 60 min.
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Fig. 11. Poder redutor em células de G. polyedra mantidas sob estresse
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Fig. 12. Lesoes oxidativas sobre proteinas (A) e lipideos (B) de cloroplastos
de células de G. polyedra, mantidas sob estresse metalico cronico ou agudo.
Os dados representam a média de trés experimentos independentes, mais o

desvio padrdo. *Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05).
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4.3. Padrdes de inducio da enzima SOD
Com o intuito de avaliar a importancia da enzima SOD na resisténcia de
G. polyedra ao estresse metdlico, respostas especificas desta enzima foram

estudadas sob diferentes tratamentos experimentais com metais.

4.3.1. Efeitos do tempo de exposi¢io e concentracio de metais

Curso temporal: A figura 13 mostra a indu¢do de atividade total da SOD por

concentragdes fixas de metais, ao longo do tempo. Células expostas a
concentragdes subletais de Hg?", Cd*", Pb*" e Cu®" apresentaram um aumento
gradual na atividade da SOD até 12 h ap6s a adigdo destes metais as culturas
celulares. Os valores maximos de atividade, atingidos apods este periodo,
mantiveram-se até o final do experimento (96 h). Entretanto, quando as células
foram expostas a altas concentra¢es de metais, rapidos aumentos na atividade
da SOD, seguidos de declinios acentuados da mesma, foram observados.
Células tratadas com Hg*'e Cd*" apresentaram maximo de atividade de SOD 6h
ap6s a adicdo destes metais na cultura, enquanto a exposi¢io aos metais Pb*" e

2+ y . . ~ r
Cu”™" promoveram um maximo de indu¢fo apds cerca de 1 — 2 h de tratamento.

Dose-dependéncia: Com base nos dados de indug¢do temporal, os efeitos de

diferentes concentra¢des de metais sobre a atividade total da SOD foram
analisados por meio de curvas dose-resposta, durante um tempo de exposi¢do
fixo de 6 h (fig. 14). Apos este curto periodo, aumentos na atividade da SOD
foram observados conforme o aumento da concentracio de metais no meio.
Esta indugfo dose-dependente foi observada para todos os metais analisados. O
declinio de atividade encontrado nas concentra¢cdes mais altas de cada metal
correspondem, provavelmente, ao aumento da taxa de mortalidade celular,

nestas condigdes.
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Fig. 13. Curso temporal da indugio da atividade total da SOD. Células de G.
polyedra foram expostas a altas concentragdes (10 ppb Hg*", 1 ppm Cd*", 5 ppm

Pb*" ¢ 0,25 ppm Cu**; circulos abertos), ou concentragdes subletais (5 ppb Hg*',

0,5 ppm Cd*", 2 ppm Pb*" e 0,1 ppm Cu®"; circulos preenchidos) de metais e a

atividade da SOD medida em intervalos de tempo regulares. Os dados

representam a média de trés experimentos independentes, mais o desvio padréo.
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Fig. 14. Indugio dose-dependente da atividade total da SOD. Células de G.
polyedra foram expostas a diferentes concentragdes de metais e a atividade da
SOD medida apds 6 h de exposicdo. Os dados representam a média de trés

experimentos independentes, mais o desvio padrio.
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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 discriminagao
das isoformas foi baseada no tratamento com inibidores especificos,
previamente a coloragdo do gel por atividade de SOD. Sete bandas acromaticas
podem ser observadas no perfil eletroforético. Duas destas bandas
desapareceram do gel apds tratamento com CN” e H,O,, sendo assim, atribuidas
a atividade da CuZnSOD. Outras trés bandas, resistentes ao tratamento com
cianeto, mas inibidas por H,O,, foram identificadas como referentes a atividade
da FeSOD. Por fim, as bandas resistentes a ambos os tratamentos foram
atribuidas a atividade da MnSOD.

A isoforma responsavel pela atividade de SOD nos cloroplastos foi
identificada pela analise 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 a atividade da FeSOD (Fig. 16A). A migragdo 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 abundancia no lumen dos tilacdides (Le et al. 1997).

Andlises em Western blot, utilizando-se anticorpos policlonais contra
FeSOD, marcaram uma banda protéica especifica de cerca de 32 kDa,
confirmando a presenga desta isoforma nos cloroplastos de G. polyedra (Fig.
16B). Imunodetec¢des, utilizando anticorpos policlonais contra MnSOD e
CuZnSOD, ndo resultaram em marcagdes especificas com proteinas presentes

no extrato de cloroplastos deste dinoflagelado (dado ndo mostrado).
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Fig. 15. Isoformas de SOD detectadas no extrato bruto celular de G.

polyedra. Sao mostrados perfis eletroforéticos em géis de atividade de SOD.
A discriminagdo das isoformas de SOD foi baseada na sensibilidade

caracteristica aos inibidores CN™ (CuZnSOD) e H,0O, (CuZnSOD e FeSOD).
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Fig.16. Detecgdo 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. Imunodetec¢do por Western blot, com extrato
de cloroplastos e anticorpo policlonal contra FeSOD. Padrio de peso
molecular: albumina bovina (45 kDa), GAPDH (36 kDa), anidrase carbonica
(29 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa) e a-lacto albumina (14 kDa).
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4.3.3. Inducio diferencial das isoformas de SOD

Estresse metdlico: Analises dos perfis eletroforéticos das isoformas de SOD,

em extratos de células expostas a altas concentragdes de metais, revelaram
padrdes distintos de indugdo enzimatica. Neste experimento, aumentos
significativos de atividade, refletidos na maior intensidade das bandas
acromaticas, foram detectados apenas para as isoformas FeSOD e MnSOD,
conforme evidenciado pela analise densitométrica do gel (Fig. 17).
Imunodetecgdes em Western blot, com anticorpos policlonais contra cada
isoforma de SOD, também mostraram diferengas quanto aos niveis protéicos
desta enzima, em células mantidas em presenga ou auséncia de metais (fig. 18).
A andlise densitométrica da auto-radiografia apontou quantidades cerca de 2 a 5
vezes maiores de FeSOD e até 10 vezes maiores de MnSOD em células tratadas
com metais, ao passo que os niveis de CuZnSOD nfo variaram

significativamente, em relagdo ao controle.

Oscilagdo circadiana: Apesar da variagdo circadiana da atividade da SOD ter

sido descrita ha cerca de dez anos em G. polyedra (Colepicolo et al. 1992),
pouco ¢ sabido sobre a natureza desta ritmicidade. Com o intuito de investigar
as isoformas responséveis pela oscilagdo diaria de atividade da SOD, analises
dos perfis eletroforéticos, em géis de atividade, foram realizadas com extratos
celulares coletados ao longo de 24 h. A coloragdo especifica para SOD revelou
bandas acromaticas de maior intensidade em extratos de células coletadas nas
primeiras horas do periodo claro, corroborando com os dados obtidos pelo
método do cit.c, onde o pico maximo de atividade é encontrado em torno do
LDO03 (fig. 19). A andlise densitométrica do respectivo gel indicou aumentos
significativos, apenas para a atividade das isoformas FeSOD e MnSOD,
enquanto a atividade da CuZnSOD apresentou poucas variagdes, com relagdo a
fase do dia. Estas oscilagdes didrias de atividade também sdo acompanhadas de

variagGes nos niveis protéicos de FeSOD e MnSOD, conforme indicado pelas
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imunodetec¢des em Western blot (fig. 20). Os niveis celulares de CuZnSOD

mostraram-se bastante similares ao longo do periodo de 24 h.

A B
contr. Hg** Cd** Pb*" Cu*

CuZnSOD

Densidade dptica (u.a.)

1 2 3 4 5 6 7
[ I 1 [ 1 |
FeSOD MnSOD  CuZnSOD

PAGE

Fig. 17. Aumentos das atividades de FeSOD ¢ MnSOD por exposi¢io a
metais. A. Perfil eletroforético em gel de atividade de SOD, de extratos de
células expostas a altas concentragdes de metais (10 ppb Hg*", 1 ppm Cd**, 5
ppm Pb* e 0,25 ppm Cu®), por 6 h. Quantidades protéicas iguais de cada
extrato (20 pg) foram aplicadas no gel. B. Anélise densitométrica do respectivo
gel, revelando aumentos especificos das atividades das isoformas FeSOD e

MnSOD.
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Western blot

Fig 18. Aumentos dos niveis protéicos de FeSOD e MnSOD por exposi¢io a
metais. A. Imunodetecgdo por Western blot, com extratos de células expostas a
altas concentragdes de metais (10 ppb Hg*", 1 ppm Cd**, 5 ppm Pb** e 0,25 ppm
Cu®"), por 6 h. Quantidades protéicas iguais de cada extrato (20 pg) foram
aplicadas no gel. B. Analise densitométrica respectiva, revelando aumentos

especificos dos niveis protéicos das isoformas FeSOD e MnSOD.
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Fig. 19. Oscilagdes 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 pg) foram aplicadas no gel. D. Analise

densitométrica do respectivo gel, revelando maiores atividades das isoformas

FeSOD e MnSOD, durante a fase clara.
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Fig 20. Oscilagdes circadianas dos niveis protéicos de FeSOD e MnSOD. A.

Imunodetecgdes 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 ug) foram aplicadas no gel. B. Andlise densitométrica respectiva,

revelando maiores niveis protéicos de FeSOD e MnSOD, durante a fase clara .
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4.4. Clonagem parcial e analise de expressio da FeSOD

Os experimentos anteriores indicam que, sob estresse metalico, as
isoformas de SOD que sofrem variagdes em sua atividade sdo a FeSOD e a
MnSOD. Estas mesmas isoformas também oscilam circadianamente, com
maximo de atividade no inicio do periodo diurno. Em ambos os casos, as
variagOes de atividade enzimatica sdo acompanhadas de variagdes também nos
niveis de proteina. Como a exposi¢do a metais poluentes promove disturbios no
metabolismo oxidativo em cloroplastos de G. polyedra e pela FeSOD ser a
isoforma responsavel pela detoxificagdo de O," nestas organelas, os estudos
moleculares foram focalizados sobre a expressdo da FeSOD, nas diferentes

condi¢des experimentais propostas.

4.4.1. Caracterizagdo molecular prévia

Estudo de similaridade e elaboracdo de primers degenerados: Realizou-se uma

breve pesquisa no GeneBank a respeito das seqiiéncias de FeSOD descritas até
o momento. O alinhamento de algumas destas seqiiéncias revelou um alto grau
de similaridade, encontrando-se pelo menos 3 dominios altamente conservados,

relacionados ao sitio catalitico desta enzima (fig. 21).

Fig. 21. Estudo comparativo de similaridade entre FeSOD de diferentes
organismos. Seqiiéncias protéicas extraidas do GenBank foram alinhadas pelo
programa Clustal W e a andlise de similaridade realizada através do programa
Box shade. Os residuos conservados estdo destacados em negrito, ao longo das
seqiiéncias de aminoacidos e representados por letras maitisculas na seqiiéncia

consensus, em caso de 100% de identidade.
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Amplificacoes de segmentos do ¢cDNA de FeSOD de G. polyedra por RACE /

PCR: Primers degenerados foram construidos com base nas seqiiéncias de
aminodcidos dos dominios conservados em FeSOD de diferentes organismos,
presumindo-se que 0s mesmos também ocorram em G. polyedra. A posi¢do
relativa destes dominios conservados e dos primers para FeSOD encontram-se
descritos na figura 22. Estes primers foram utilizados em amplifica¢des 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 Cd*" (1 ppm,
4h) devido aos altos niveis de atividade de SOD encontrados sob tal tratamento,
presumindo-se um nivel igualmente alto de transcritos de FeSOD.

Apesar das amplificagdes controles da técnica terem sido satisfatdrias, os
produtos das primeiras reacdes de PCR, utilizando-se combinagdes mistas de
primers “adaptadores” e primers especificos a FeSOD, em geral, ndo foram
ideais, contendo muitas amplifica¢des secundarias ou auséncia de bandas (fig.
23). Entretanto, re-amplificagcdes destas reagdes, utilizando-se somente primers
especificos & 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 combinag¢des de primers FSD2 x
FSD3r e FSD1 x FSD2r, respectivamente.
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Subclonagem e sequenciamento: Os segmentos de FeSOD amplificados por

RACE/PCR foram subclonados no vetor plasmideal pGEM-T e introduzidos em
células de E. coli, da linhagem DHS5a. A eficiéncia de transformagdo esteve
sempre em torno de 50 - 80%. A confirmagédo da inser¢do dos segmentos ao
vetor ¢ subsequente transformagdo bacteriana, foi obtida pela digestdo de
plasmideos com a enzima de restricdio EcoRI. Em geral, as digestoes
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 somatoria dos tamanhos condiz com o tamanho do fragmento
original, indicando a presenca de sitios adicionais para EcoRI. Assim, com base
nas diferengas de tamanho e nimero de fragmentos, oito clones contendo o
fragmento de 280 pb e quatro clones contendo o de 170 pb foram selecionados

para sequenciamento e analise.
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Estudo comparativo da seqiiéncia parcial do cDNA de FeSOD de G. polyedra:

As seqiiéncias dos segmentos clonados foram comparadas com seqiiéncias
protéicas catalogadas no GeneBank. Esta pesquisa foi realizada por uma busca
de similaridade no banco de dados do NCBJ, utilizando-se o programa BlastX.
Este, traduz automaticamente a seqii€éncia nucleotidica nas 6 fases de leitura e
as compara com diferentes seqii€ncias proté€icas, indicando com quais proteinas
o segmento génico de interesse possui maior similaridade.

Dos clones contendo o segmento de 280 pb, quatro deles possuem
seqiiéncias idénticas, apresentando maior similaridade com FeSOD de uma
cianobactéria, Synechococcus sp (76 %). O tnico gene clonado de FeSOD em
algas, descrito até o momento, diz respeito a Chlamydomonas reinhardtii, uma
alga verde unicelular. A similaridade encontrada entre os segmentos clonados
de 280 pb e a FeSOD desta alga ¢ de 77 %. Além disto, trés 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 € de 70 % (fig. 26).

A seqii€éncia deduzida de aminoacidos foi obtida pela tradugdo da
seqiiéncia consensus dos clones correlatos (fig. 27). Os segmentos de 170 ¢ 280
pb representam seqiiéncias adjacentes do gene de FeSOD, possuindo um
segmento curto de DNA em comum. Desta forma, a somatdéria de ambos
originou uma seqiiéncia nucleotidica de 429 pb, cerca de 70 % da regido
codificadora (ORF) do gene para FeSOD. O estudo preliminar de homologia
protéica, por andlise 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 proteinas catalogadas no banco de dados do GenBank. Uma pesquisa
foi realizada através do programa BlastX, encontrando-se uma alta

similaridade com a proteina FeSOD, de cianobactérias.

Segmento de 280 pb:

sp|P18655|SODF_SYNP7 SUPEROXIDE DISMUTASE (FE) >gi|79688|pit|[S04423 superoxide dismutase
(EC 1.15.1.1) (Fe) - Synechococcus sp Length = 201

Score = 137 bits (342), Expect = 2¢-32
Identities = 62/93 (66%), Positives = 72/93 (76%)
Frame = +1

Query: 1 AQVWNHTFY WHSMKPGGGGAPHGKVAELIERDFGSYEEFATQFKAAGGGQFGSGWAWLVL 180
AQ WNH+FYW+S+KP GGGAP G +A+ 1 DFGS+ EF T+FK A QFGSGWAWLVL
Shjct: 74 AQAWNHS FYWNS 1 KPNGGGAPTGALADKIAADFGSFENFVTEFKQAAA TQFGSGWAWLVL 133

Query: 181 KDGKLAITKTPNAETPLTEAGVTPLLTIDVWEH 279
+G L ITKT NA+TP+ G TPLLTIDVWEH
Sbjct: 134 DNGTLKITKTGNADTPIA H- GQTPLLTIDVWEH 165

pirllJC4611 superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) (Fe) - Chlamydomonas reinhardtii >gi|726293 (U22416)
superoxide dismutase precursor [Chlamydomonas reinhardtii] Length = 234

Score = 132 bits (330), Expect = 5e-31
Identities = 62/93 (66%), Positives = 73/93 (77%), Gaps = 1/93 (1%)
Frame = +1

Query: 1 AQVWNHTFY WHSMKPGGGGAPHGKVAELIERDFGSY EEFATQFKAAGGGQFGSGWAWL-V 177
AQVWNHTF +W S MKP GGGAP G +AE I RDFGS +HF +FK AG QFGSGWAWL
Shjct: 106 AQVWNHTF FWESMKPNGGGAPTGALAEAITRDFGSLDKFKEEFKQAGMTQFGSGWAWLNA 165

Query: 178 LKDGKLAITKTPNAET PLTEAGVTPLLTIDVWEH 279
K GKLH+K+PNA P+ E G TP+LT+DVWEH
Sbjct: 166 DKTGKLSI SKSPNAVN PVVE GKTPILTVDVWEH 198
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Segmento de 170 pb:

spiP50061|SODF_PLEBO SUPEROXIDE DISMUTASE (FE) >gi|608558 (U17612) superoxide dismutase
[Plectonema boryanum} Length = 199

Score = 86.6 bits (211), Expect = 2e-17
Identities = 35/56 (62%), Positives = 47/56 (83%)
Frame = +1

Query: 1| EFHYGKHHNAYVTNLNKLIEGTDLANA PLEEIVKAAASNASKAGLFNNAAQVWNHT 168
+HHYGKHH AYVTNLNKLA+EGT + + LE+++K +  ++SK G+FNNAAQVWNHT
Sbjct: 26  DYHYGKHHAAY VTNLNKLVEGTPMESLSLED VIKQSFG DSSKVGVFNNAAQVWNHT 81

pir||JC4611 superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) (Fe) - Chlamydomonas reinhardtii >gi|726293 (U22416)
superoxide dismutase precursor [Chlamydomonas reinhardtii] Length = 234

Score = 75.7 bits (183), Expect = 4e-14
Identities = 34/56 (60%), Positives = 40/56 (70%)
Frame = +1

Query: 1 EFH YGKHHNAY VT 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 seqiiéncias nucleotidicas dos segmentos

clonados de 280 e 170 pb, referentes ao cDNA da FeSOD de G. polyedra.

As seqliéncias consensus dos respectivos clones encontram-se sublinhadas.

Clones de 280 pb:

Name: {53280 5t7trim Len: 280 Check: 9291 Weight: 1.00
Name: £53280 d2t7trim Len: 280 Check: 1580 Weight: 1.00
Name: 53280 a2t7trim Len: 280 Check: 8775 Weight: 1.00
Name: {53280 _2t7trim Len: 280 Check: 9110 Weight: 1.00

53280 5t7t
53280 d2t7t
53280 a2t7t
53280 2t7tr
280 consensus

53280 5t7tr
53280 d2t7t
53280 a2t7t
fs3280 2t7tr
280 consensus

53280 5t7tr
53280 d2t7t
3280 a2t7t
53280 2t7tr
280 consensus

53280 5t7tr
53280 d2t7t
53280 a2t7t
fs3280 2t7tr
280 consensus

53280 5t7tr
fs3280 d2t7t
3280 a2t7t
fs3280 2t7tr
280 consensus

53280 St7tr
fs3280 d2t7t
53280 a2t7t
53280 2t7tr
280 consensus

1 50
GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCTACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG
GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCTACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG
GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCTACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG
GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCTACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG
GCCCAAGTCT GGAACCACAC CTTCTACTGG CATTCGATGA AACCGGGCGG

51 100
CGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG
TGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG
CGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG
CGGCGGCGCG CCGCACGGTA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG
CGGCGGCGCG CCGCACGGCA AAGTTGCCGA ACTGATCGAA CGTGATTTCG

101 150
GCTCTTACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG
GCTCTTACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG
GCTCTTGCGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG
GCTCTTACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG
GCTCTTACGA GGAATTCGCA ACTCAGTTCA AAGCGGCCGG CGGTGGCCAG

151 200
TTCGGTTCTG GTTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT
TTCGGTTCTG GTTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT
TTCGGTTCTG GCTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT
TTCGGTTCTG GTTAGGCTTG GCTGGCCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT
TTCGGTTCTG GTTGGGCTTG GCTGGTCCTG AAAGATGGCA AGCTCGCCAT

201 250

CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC
CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC
CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC
CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC
CACAAAGACT CCGAATGCCG AGACCCCGCT GACGGAAGCT GGCGTGACGC

251 280
CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA
CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA
CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA
CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA
CGCTTCTGAC GATTGATGTC TGGGAGCACGCA
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Clones de 170 pb:

Name: £s0d3170 csp6trim Len: 168 Check: 5559 Weight: 1.00
Name: fsod5170 fsp6trim Len: 168 Check: 5559 Weight: 1.00
Name: fs0d5170_dsp6trim Len: 168 Check: 6008 Weight: 1.00

fsod3170_csp
fsod5170_fsp
fs0d5170 dsp
170 consensus

fsod3170_csp
fsod5170_fsp
fsod5170_dsp
170 consensus

fs0d3170 csp
fsod5170 fsp
fsod5170 dsp
170 consensus

fs0d3170_csp
fsod5170_fsp
fsod5170_dsp
170 consensus

1 50
GAATTTCATT ACGGTAAACA TCACAACGCG TATGTGACCA ATCTGAACAA
GAATTTCATT ACGGTAAACA TCACAACGCG TATGTGACCA ATCTGAACAA
GAGTTTCATT ACGGTAAACA TCACAACGCG TATGTGACCA ATCTGAACAA
GAATTTCATT ACGGTAAACA TCACAACGCG TATGTGACCA ATCTGAACAA

51 100
ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TCCCCTGGAA GAAATCGTGA
ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TCCCCTGGAA GAAATCGTGA
ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TTCCCTGGAA GAAATCGTGA
ACTGATCGAG GGCACAGATC TCGCCAACGC TCCCCTGGAA GAAATCGTGA

101 150
AAGCCGCCGC GAGTAATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC
AAGCCGCCGC GAGTAATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC
AAGCCGCCGC GAGTGATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC
AAGCCGCCGC GAGTAATGCT TCCAAAGCTG GTTTGTTCAA CAACGCCGCC

151 168
CAAGTCTGGA ACCACACA
CAAGTCTGGA ACCACACA
CAAGTCTGGA ACCACACA
CAAGTCTGGA ACCACACA
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Fig. 28. FeSOD de G. polyedra e inferéncias filogenéticas. A. Seqii€ncias
nucleotidica e protéica (em negrito) da FeSOD de G. polyedra. A seqiiéncia
protéica é composta por 143 aminoacidos (correspondente a cerca de 70 % da
seqiiéncia total da FeSOD) e deriva da somatéria das seqiiéncias deduzidas de
aminoacidos dos segmentos consensus de 170 e 280 pb. B. Estudo prévio da
homologia desta seqiiéncia parcial da FeSOD de G. polyedra com demais
FeSOD procaridticas e eucaridticas. Nesta analise filogenética, utilizou-se o
método de Neighbor joining para a construgdo da arvore, € o método de
corre¢do de distdncia de Kimura, onde a distancia filogenética eqiiivale ao

nimero médio estimado de substituigdes, a cada 100 aminoacidos.

A FeSOD de G. polyedra :

5" GAATTTCATTACGGTAAACATCACAACGCGTATGTGACCAATCTGAACAA 50
E FH Y GG KHH N A Y VT NUL N
ACTGATCGAGGGCACAGATCTCGCCAACGCTCCCCTGGAAGAAATCGTGA 100
K L 1T E G T DL A NASUILE E 1YV
AAGCCGCCGCGAGTAATGCTTCCAAAGCTGGTTTGTTCAACAACGCCGCC 150
K A A A §S D AS K A GL F N N A A
CAAGTCTGGAACCACACCTTCTACTGGCATTCGATGAAACCGGGCGGCGG 200
Q VW N HTVFY WH S M K P G G
CGGCGCGCCGCACGGCAAAG TTGCCGAACTGATCGAACGTGATTTCGGCT 250
G G AP H G K V A E L I E R D F G
CTTACGAGGAATTCGCAACTCAGTTCAAAGCGGCCGGCGGTGGCCAGTTC 300
S ' Y E E F A T Q F K A A GG G G Q F
GGTTCTGGTTGGGCTTGGCTGGTCCTGAAAGATGGCAAGCTCGCCATCAC 350
G S G W A W L vV L K D G K L A I
AAAGACTCCGAATGCCGAGACCCCGCTGACGGAAGCTGGCGTGACGCCGC 400
T K T P N A E T P L T E A G V T P
TTCTGACGATTGATGTCTGGGAGCACGCA 3' 429
L L T I D V W E H A
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Testes de hibridacdo entre os segmentos de FeSOD clonados por PCR e acidos

nucléicos de G. polyedra: Amostras de RNA total de G. polyedra (1 - 10 pg)

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2 % e transferidas para
uma membrana de nylon. Hibridagdes em Northern blot, utilizando-se cada um
dos segmentos clonados de FeSOD como sondas moleculares, também
revelaram sinais positivos, porém, somente em concentragdes acima de 1 pg de
RNA total (fig. 29). Marcagdes com as sondas de 170 e 280 pb revelaram uma
banda em torno de 700 pb. A presenca destes sinais positivos indica
especificidade entre as sondas e os acidos nucléicos de G. polyedra, cujo
tamanho estimado das bandas condiz com o tamanho médio da regido
codificadora do gene de FeSOD (entre 650 pb a 1200pb).

Entretanto, estas hibridagdes positivas especificas entre acidos nucléicos
de G. polyedra e sondas homoélogas de FeSOD ndo sdo obtidas facilmente, sob
condigdes padrdes de hibridagdo, sendo necessérios ajustes metodologicos.
Além disto, amplificagdes em PCR utilizando combinagdes mistas de primers
especificos para FeSOD e primers universais inespecificos, a partir de mRNA
ou aliquotas de bibliotecas de ¢cDNA de G. polyedra, produziram muitos
produtos secundarios, impossibilitando a clonagem completa do gene para
FeSOD por esta metodologia (dado ndo mostrado). Estes resultados sugerem
que a abundancia de transcritos de FeSOD em G. polyedra seja muito baixa,
dificultando a sua detec¢do. Em plantas por exemplo, € comum a FeSOD nio
ser detectada sob condi¢Ges normais de cultivo, por esta ndo ser expressa
constitutivamente (Van Camp et al. 1990). Contudo, pelo fato dos dois
fragmentos de FeSOD amplificados majoritariamente (170 e 280 pb) possuirem
alta similaridade com FeSOD de cianobactérias e da alga C. reinhardtii (>70%)
e por produzirem sinais positivos especificos nas hibridagdes em Northern blot,
acredita-se, portanto, que estes fragmentos representem seqiiéncias génicas

codificadoras da FeSOD de G. polyedra.
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4.4.2. Padroes de expressiao

Estresse _metdlico: Os efeitos do estresse metalico, sobre a expressdo da

isoforma FeSOD, foram estudados em células de G. polyedra expostas a altas
concentragdes de metais (10,0 ppb Hg>"; 1,0 ppm Cd*; 5,0 ppm Pb*"; e 0,25
ppm Cu®") por 4 h. Anélises por hibridagdes em Northern blot mostraram que
os niveis de transcritos de FeSOD aumentam substancialmente em resposta ao
tratamento com os metais poluentes (Hg>", 90 %; Cd**,120 %; Pb*,130 %;
Cu®*, 62 %), enquanto os niveis de mRNA para LBP (controle) ndo variaram
significativamente, nas mesmas condi¢gdes experimentais (fig. 30).

Analises quantitativas por RT-PCR, utilizando-se primers especificos,
corroboraram os resultados anteriores revelando, também, um claro aumento na
abundancia dos transcritos de FeSOD durante estresse metalico. Os niveis de
mRNA para FeSOD atingiram valores até 9 vezes maiores, sob tratamento com
Pb*" (fig. 31). Como controle, um segmento do gene para LBP foi amplificado
a partir das mesmas amostras de mRNA. Andlises densitométricas do gel
mostraram um rendimento de amplificagdo de segmentos de LBP semelhante
em todos os tratamentos experimentais, sugerindo que o aumento da transcri¢do
de FeSOD ¢ um efeito especifico da exposi¢do aos metais poluentes.

Estes resultados indicam um controle positivo da expressdo de FeSOD de
G. polyedra, sob as condi¢des de estresse metalico adotadas. Como o estresse
oxidativo em cloroplastos é um efeito relevante da exposi¢cdo a metais neste
dinoflagelado, o rapido aumento da expressdo de enzimas antioxidantes como a
FeSOD parece ser uma importante resposta adaptativa ao nivel molecular. Em
plantas, indugdes de SOD, envolvendo aumentos nos niveis de proteina e
mRNA, t€m sido correlacionadas com o aumento da resisténcia a diversas
formas de estresse ambiental (Bowler et al. 1992, Amsellem et al, 1993, Gupta
et al. 1993), sendo esta ativagdo modulada por fatores de transcrigdo redox-

sensiveis.
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Fig 31. Quantificacio de transcritos de FeSOD por RT-PCR. A. Gel de
agarose 1,5 % corado com brometo de etideo, mostrando segmentos
amplificados com primers especificos para FeSOD e LBP (controle), a partir de
mRNA (250 ng) extraido de células expostas a altas concentrag¢bes de metais (10
ppb Hg®*, 1 ppm Cd*, 5 ppm Pb* e 0,25 ppm Cu®"), por 4 h. B. Analise
densitométrica do respectivo gel, revelando aumentos especificos na quantidade

de transcritos para FeSOD. MWM = padrdo molecular (100 bp DNA ladder).
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Expressdo circadiana: Com o intuito de verificar se a oscilagdo diaria de

FeSOD em G. polyedra também € acompanhada de variagdes nos niveis de seus
transcritos, hibrida¢des em Northern blot, com sondas homologas especificas,
foram realizadas com amostras de mRNA extraidas ao longo do ciclo circadiano
(fig. 32). Segundo as analises densitométricas, nenhuma variagdo significativa
foi observada nos niveis diarios de transcritos de FeSOD, sugerindo um
controle de expressdo diferenciado, pelo reldgio circadiano.

Oscilagdes circadianas nos niveis de diferentes enzimas de G. polyedra
tém sido descritas, como GAPDH, envolvida no metabolismo energético ¢ LBP
e luciferase, envolvidas na bioluminescéncia deste dinoflagelado (Morse et al.,
1989, Fagan et al. 1999). Apesar da regulagdo da ritmicidade de proteinas poder
ocorrer aos niveis de transcri¢do, tradugdo e/ou modificagdes pos-traducionais,
como reportado em Neurospora crassa € Drosophila melanogaster (Aronson et
al. 1994, Garceau et al. 1997), aceita-se que o relogio circadiano de G.
polyedra exerga o seu controle através da modulagdo da tradugdo de transcritos.
Neste caso, assim como reportado para GAPDH, LBP e luciferase, ¢ provavel
que a regulagdo circadiana da sintese de FeSOD também ocorra ao nivel

traducional, neste dinoflagelado.
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Fig 32. Niveis diarios de transcritos de FeSOD. A. Analises em Northern blot
com mRNA (1 pg) extraido 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 homdlogas. B. Analise densitométrica
respectiva, revelando auséncia de oscilagdes diarias significativas na quantidade

de transcritos para FeSOD.
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos do estresse metalico em G. polyedra

Algas unicelulares sdo essenciais para manutengdo do equilibrio
ecologico em ecossistemas marinhos, pois exercem importantes fungdes como
principais produtores primdrios, além de contribuirem para a oxigenagdo e
ciclagem de nutrientes no ambiente marinho. Desta forma, ensaios
toxicologicos com microalgas séo relevantes a avaliagdo do potencial téxico de
poluentes, em ecossistemas marinhos (Walsh, 1988). Testes padrdes de
biotoxicidade avaliam os efeitos de substidncias quimicas sobre o crescimento e
viabilidade de representantes da biota, estabelecendo niveis maximos de
tolerancia para cada poluente. Estes estudos possuem uma grande importincia
na prevengdo dos impactos de poluentes ambientais, através do estabelecimento
de niveis limitantes de descarga de produtos quimicos especificos no mar, tendo
ampla aplicagdo em programas de monitoramento e gerenciamento ambiental.

Dinoflagelados, em particular, atuam como produtores primarios ou
consumidores na cadeia tréfica, além de participarem de eventos de marés
vermelhas. Apesar da grande importdncia ecologica e econOmica dos
dinoflagelados, poucos estudos de ecotoxicologia t€ém sido realizados com estes
importantes componentes da cadeia trofica marinha. O presente trabalho
representa o primeiro estudo comparativo dos efeitos toxicos de diferentes
metais poluentes e das respostas adaptativas ao estresse metalico, em um
dinoflagelado bioluminescente. Em G. polyedra, os quatro metais poluentes
avaliados, Hg”", Cd*, Pb?", e Cu®', causaram aumentos significativos de
mortalidade celular e formacdo de cistos assexuais, em concentragdes
relativamente baixas. Em geral, bioensaios com microalgas mostram que as
concentragdes de metais poluentes que inibem significativamente o crescimento
celular variam de 0,5 - 500 ppb Hg?*, 0,02 — 140 ppm Cd*", 0,2 — 250 ppm Pb*",
e 0,1 =7 ppm Cu®*" (Hollibaugh et al. 1980). As concentragdes estimadas para
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G. polyedra encontram-se proximas aos limites minimos destes intervalos,
indicando uma alta sensibilidade deste dinoflagelado aos metais avaliados. A
sobrevivéncia celular a altas concentragdes de metais pode estar relacionada,
em parte, a rapida formagdo de cistos assexuais observada nos bioensaios. De
fato, o encistamento de dinoflagelados é uma forma de resisténcia a condigdes
ambientais desfavoraveis (Anderson et al. 1984). Em representantes de agua
doce como Peridinium cinctum e Peridinium willey, por exemplo, o
encistamento € induzido por caréncia nutricional (Chapman & Pfiester, 1995).
Em G. polyedra, a formagdo de cistos também tem sido reportada por baixas
temperaturas e tratamento com indoleaminas (Balzer & Hardeland, 1991,
Behrmann & Hardeland, 1995).

As células encistadas em presenca de Pb*" e Cu®" excistaram, parcial ou
completamente, quando cultivadas em meio livre de metais toxicos, mostrando
uma capacidade de recuperacéo celular. Entretanto, o0 mesmo ndo foi observado
sob tratamento com os metais Hg” e Cd**, indicando efeitos toxicos
irreversiveis. Uma recuperagio apés exposi¢io a Cu”" também foi observada
em outras duas espécies de dinoflagelados, Amphidinium carterae e
Prorocentrum micans (Lage et al. 1994). Apesar dos efeitos algistaticos
promovidos por Pb*" ¢ Cu®* nas concentragdes testadas, a escala de toxicidade
encontrada para G. polyedra foi Hg”* >Cu** > Cd** >Pb*', baseado nos
respectivos valores de CES0.

No ambiente natural, organismos que habitam locais cronicamente
poluidos sdo expostos a baixas concentragcdes de metais, sob longos periodos de
exposi¢do. Em outros casos, os organismos podem ser abruptamente expostos a
altas concentragdes de metais como, por exemplo, durante a descarga de
efluentes em ambientes costeiros. Estas duas situagdes foram parcialmente
simuladas em nossos experimentos, primeiramente pela exposi¢do cronica de
G. polyedra a concentragdes subletais de metais e, posteriormente, por pulsos

de exposicdo aguda, a altas concentragdes. Sob tratamento agudo, o efeito mais
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dramatico foi a estimulagdo imediata da bioluminescéncia total e o aumento da
freqiiéncia de flashes bioluminescentes. Sob condi¢des cronicas, ndo foram
observadas alteragdes expressivas no ritmo bioluminescente, indicando que o
mecanismo de temporizagdo celular ndo ¢ significativamente afetado pela
exposi¢do a metais. Contudo, pequenos efeitos foram notados. As exposigdes a
Hg*" e Cu®*, os dois primeiros metais na escala de toxicidade para G. polyedra,
resultaram em amplitudes maiores e periodos mais curtos no ritmo de glow
bioluminescente, enquanto Cd** ¢ Pb*" diminuiram a amplitude e prolongaram
o periodo. A exposi¢o cronica a Cu®" também causou aumentos expressivos na
freqiiéncia de flashes bioluminescentes, enquanto os tratamentos com os demais
metais causaram um efeito ligeiramente oposto.

Estes efeitos variados, sobre os parametros bioluminescentes de G.
polyedra, apontam diferengas no mecanismo de a¢do de cada metal poluente.
Entretanto, sabe-se que ions de metais toxicos sdo capazes de atravessar
membranas por carreadores ndo-especificos de ions multivalentes, causando
despolarizagdo de membranas e acidificagdo do citoplasma (Cumming &
Gregory, 1990). Metais pesados também podem causar alteragdo de
funcionamento de membranas pela interacdo com fons Ca®*, associados a
fosfolipideos de membrana (Green et al. 1980). No caso de G. polyedra, é
provavel que os quatro metais poluentes analisados também atuem sobre
membranas vacuolares, uma vez que o aumento da freqiiéncia de flashes
bioluminescentes ¢ atribuido a estimulacdo de potenciais de agédo, conduzidos
na membrana que compde os scintillons.

Os bioensaios de toxicidade conduzidos neste trabalho mostram,
portanto, que G. polyedra possui um grande potencial como espécie indicadora
dos efeitos de substancias poluentes in natura. Como o encistamento esta
relacionado a dispersdo e sobrevivéncia desta alga, a ocorréncia de marés
vermelhas, decorrentes de afloramentos desta espécie de dinoflagelado, poderia

ser um forte indicio da contamina¢do do ambiente marinho por metais téxicos.
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Estes afloramentos de G. polyedra podem ser facilmente detectados
durante o dia, devido a forte coloracdo vermelho-alaranjada resultante da alta
concentra¢do celular de pigmentos carotendides nesta alga, especialmente de
peridinina (Pinto et al. 2000). Durante a noite, a detecgdo seria facilitada pela
grande emissdo de luz natural por células de G. polyedra, decorrente de
aumentos na freqiiéncia de seus flashes bioluminescentes, por estimulagdo
quimica. Além disto, este fendmeno pode ser observado sob niveis de
contaminag¢do relativamente baixos, uma vez que esta espécie de dinoflagelado
se mostrou altamente sensivel aos efeitos de metais poluentes, quando
comparada a outras espécies de algas unicelulares. Como G. polyedra possui
distribui¢do cosmopolita, a aplicagdo desta alga em programas de
monitoramento ambiental poderia, ainda, ser estendida a varias regides

geograficas .

5.2. Modulacio de antioxidantes cloroplasticos

Estudos recentes tém demonstrado que o estresse oxidativo é um
importante mediador da toxicidade de metais poluentes (Stohs & Bagchi, 1995,
Patra & Panda, 1998). De fato, a manutengdo de uma alta capacidade
antioxidante celular tem sido correlacionada com o aumento da resisténcia a
diferentes formas de estresse ambiental, incluindo o estresse metdlico (Sinha et
al. 1997, Dat et al. 1998, Thomas et al. 1999). A inducdo de antioxidantes &,
portanto, uma importante resposta adaptativa que garante a manutengdo da
atividade biolégica durante adversidades ambientais. Apesar dos inUimeros
estudos nesta area, pouco se sabe sobre a resposta antioxidante de defesa ao
nivel subcelular, particularmente em cloroplastos de microalgas marinhas. Por
este motivo, abordou-se também o estudo dos efeitos de metais poluentes sobre
o balango oxidativo nos cloroplastos de G. polyedra, de acordo com os modelos

cronico e agudo de estresse metélico, estipulados nos bioensaios de toxicidade.
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Os resultados indicaram diferentes respostas antioxidantes conforme o
tipo de metal ¢ modelo de estresse aplicado. Sob exposi¢do cronica, aumentos
nas atividades das enzimas SOD e Apx e nos niveis de peridinina foram
encontrados. Peridinina € um importante carotendide encontrado somente em
certas espécies de dinoflagelados, pertencente ao complexo hidrossoluvel PCP,
localizado no PSII (Knoetzel & Rensing, 1990). Apesar da sua capacidade de
suprimir O, (‘Ag) in vitro (Pinto et al. 2000), a principal fungio biologica da
peridinina parece ser a captagdo de energia luminosa nos cloroplastos. Neste
sentido, a diminui¢do do nivel de peridinina em células de G. polyedra, sob
exposigdo cronica a metais, pode ser uma estratégia de controle do fluxo de
elétrons entre PSII ¢ PSI, prevenindo a formagio excessiva de O, pela Reagio
de Mehler e danos foto-oxidativos subsequentes (Foyer, 1996). Isto explicaria,
também, a constancia dos niveis basais de f-caroteno, encontrada sob as
mesmas condigdes experimentais. Contudo, uma redugdo da captagdo de
energia luminosa, durante o estresse metalico cronico, poderia também
acarretar em redugdo da capacidade fotossintética. De fato, a fotossintese é
provavelmente o processo metabolico mais sensivel ao estresse metalico nos
vegetais. Inibi¢cdes de crescimento, clorose € necrose de tecidos sdo sintomas
comuns da intoxicagdo por metais (Murthy ef al. 1989, Murthy & Mohanty,
1991, Gonzales et al. 1998).

Uma resposta antioxidante diferente foi encontrada sob estresse metalico
agudo. Enquanto apenas pequenas modificagdes foram detectadas na atividade
enzimatica e nos niveis de peridinina, o conteudo de B-caroteno celular dobrou,
sugerindo uma maior necessidade de protecdo contra danos foto-oxidativos. De
fato, modula¢des de pigmentos carotenodides sdo consideradas especialmente
importantes na prevengdo de danos foto-oxidativos, em plantas submetidas a
alta intensidade luminosa ou baixas temperaturas (Ramalho et al. 1998, Garcia-

Plasaola et al. 1999). Durante o estresse metalico, o fluxo de elétrons nos
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cloroplastos pode ser interrompido, favorecendo a produgdo de ERO. Neste
sentido, a manutengdo de altos niveis de -caroteno também deve contribuir
para a atenuagdo dos efeitos da fotoinibi¢cdo, no modelo de estresse aplicado.

As distintas respostas antioxidantes observadas nos modelos crdnico e
agudo, parecem estar relacionadas a intensidade do estresse aplicado. De
acordo com os resultados de consumo de O, e poder redutor, diferentes estados
oxidativos celulares sdo atingidos durante os modelos cronico e agudo de
estresse metalico. Assim, a indugdo de antioxidantes cloroplasticos resultaria de
um processo de aclimatagdo ao aumento paulatino da concentra¢do de ERO,
durante o tratamento crénico. Por outro lado, o consumo exacerbado de O, e
menor poder redutor, encontrados nas células sob estresse agudo, sugerem uma
geragdo abrupta de ERO, durante um curto intervalo de tempo, excedendo a
capacidade antioxidante celular. E sabido que a regeneragdio de ascorbato nos
cloroplastos ocorre pelo ciclo ascorbato-glutationa, dependente de GSH e
NADPH, uma vez que ndo ha transporte ativo de ascorbato para o interior desta
organela (Halliwell & Gutteridge, 1999). Além dos baixos niveis de GSH
encontrados durante o tratamento agudo, niveis limitantes de NADPH e rapida
oxida¢do de ascorbato podem também ocorrer nestas condi¢des. Desta forma, a
menor disponibilidade de ascorbato poderia estar limitando a atividade da
enzima Apx. Como conseqii€éncia, o acumulo de H,O, passaria a inibir a
atividade da FeSOD. Nestas mesmas condigdes, o B-caroteno parece ser menos
sensivel ¢ sua indugdo poderia compensar, em parte, a inativagdo enzimatica
pelos niveis elevados de ERO. Uma resposta antioxidante similar foi observada
na alga Ceratophyllum demersum, exposta a Cu*". Niveis aumentados de
antioxidantes foram detectados durante exposi¢do a concentragdes subletais do
metal, enquanto uma capacidade antioxidante reduzida ¢ letalidade foram
observadas a doses mais altas de Cu**, em decorréncia de insultos oxidativos

(Devi & Prasad, 1998).
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Se tal estado pré-oxidativo € instalado pelo modelo agudo de estresse
metalico, nos cloroplastos de G. polyedra, conseqiientes danos oxidativos
seriam esperados. De fato, niveis aumentados de dienos conjugados e
carbonilas protéicas foram detectados, predominantemente, em cloroplastos de
células mantidas sob tratamento agudo com metais, indicando eventos de
peroxidac¢do lipidica e oxidagdo protéica.

Os distarbios do equilibrio oxidativo cloropléstico sdo também
dependentes das propriedades intrinsecas de cada metal toxico, conforme
evidenciado nas figuras 11 e 12. Dentre os metais poluentes avaliados, Cu** e
Pb*" foram os que promoveram os efeitos mais distintos. Embora téxico a altas
doses, o Cu”" é um micronutriente essencial para a atividade de muitas enzimas
como a propria SOD e, por isto, seus efeitos podem ser atenuados durante
condi¢des cronicas. Por outro lado, o tratamento com Pb>* foi o mais severo,
causando lesdes oxidativas mesmo em concentragdes subletais. A peroxidagao
de membranas é um efeito conhecido do tratamento com Pb** (Quinlan e al.
1988). Os efeitos indiretos deste metal sdo baseados na estimulagdo de
peroxidacio lipidica Fe’"-dependente e alteracdo no empacotamento de lipideos
de membrana (Adonaylo & Oteiza, 1999). Neste contexto, o aumento de
oxidacdo protéica, verificado em células tratadas com Pb*", poderia resultar do
ataque de produtos intermedidrios de peroxidacao lipidica, como radicais alquil
peroxil e aldeidos reativos.

Assim, a instalagdo de um estado pré-oxidante em cloroplastos de G.
polyedra depende da intensidade do estresse e das propriedades de cada metal.
Sob tais condi¢des adversas, a modulacdo de antioxidantes cloroplasticos
parece ser uma importante estratégia adaptativa deste dinoflagelado, ao estresse
metalico. De acordo com o modelo proposto, a resposta antioxidante a curto
prazo inclui o aumento de fotoprotecdo, por altos niveis de [(-caroteno,

enquanto a manutencdo de uma alta capacidade antioxidante e menor captagédo
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de energia luminosa, devido a niveis reduzidos de peridinina, sdo componentes

da resposta a longo prazo.

5.3. Isoformas de SOD e padroes de indugio enzim:tica

A indugdo de enzimas antioxidantes ¢ um importante componente da
resposta antioxidante, observada em cloroplastos de G. polyedra sob estresse
metalico. 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 bioquimico de estresse oxidativo, em
diferentes circunstincias (Tsang et al. 1991, Davidson & Pearson, 1996).
Aumentos dose-dependentes na atividade total da SOD foram observados em
células de G. polyedra, expostas a diferentes concentragdes de metais
poluentes. Estas respostas de atividade sdo rapidas, ocorrendo nas primeiras
horas de exposi¢do deste dinoflagelado aos metais. Andalises complementares
demonstraram que FeSOD e MnSOD sdo as isoformas induzidas. Estas mesmas
isoformas apresentam ainda uma oscilagdo circadiana, com maximo de
atividade no inicio do periodo diurno. Em ambos os casos, as indugdes de
atividade enzimatica sdo acompanhadas de variagdes nos niveis de proteina.

A resisténcia a diversas formas de estresse ambiental tem sido
correlacionada a aumentos nos niveis de SOD (Bowler et al. 1991, Van Camp
et al. 1994). Em microalgas, indugdes de atividade de SOD té€m sido descritas
sob exposicdo a radiacdo UV-B em Chlorella vulgaris e Symbiodinium sp. € a
metais toxicos em Ditylum brightwellii e Tetraselmis gracilis (Lesser & Shick,
1989, Rijstenbil et al. 1994, Malanga & Puntarulo, 1995, Okamoto et al. 1996).
As isoformas de SOD também sofrem indugdo diferenciada conforme o tipo de
estresse ambiental, embora o processo de regulagdo 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 areas

litoraneas contaminadas por metais, no Oceano Atlantico (Pedrajas et al. 1993,



“wSTTUTO o QUivica 100
iy s ]

Rodriguez-Ariza et al. 1994). Em plantas, indugdes de FeSOD cloroplastica
ocorrem sob exposi¢do ao herbicida paraquat e durante fotoinibi¢do provocada
por alta intensidade luminosa, enquanto indugdes especificas de CuZnSOD sédo
verificadas sob tratamento com aluminio, desidratacdo e estresse osmotico
(Hassan & Scandalios, 1990, Guan & Scandalios, 1998, Richards et al. 1998).
As indugdes de FeSOD e MnSOD, observadas em G. polyedra, também
indicam que isoformas especificas de SOD podem ser utilizadas como
biomarcadores de estresse ambiental e de 4reas poluidas por metais.
Provavelmente, a inducdo destas isoformas possui um importante papel protetor
nos sitios subcelulares mais sensiveis ao tratamento metalico, onde o estresse
oxidativo ¢ instalado. De acordo com os resultados apresentados, a exposi¢do
de G. polyedra a metais poluentes ¢ capaz de promover um estresse oxidativo
em seus cloroplastos, particularmente sob tratamento agudo. Além disto, a
oscilagdo circadiana da SOD, verificada neste dinoflagelado, ¢ provavelmente
uma adaptagdo que previne a instalagdo de um estado pro-oxidativo em seus
cloroplastos. Nesta microalga, os niveis maximos de SOD coincidem com o
pico de atividade fotossintética, quando as condig¢des sdo de intensa utilizacdo
de energia luminosa e produgédo de altas concentragdes de oxigénio (Samuelson
et al. 1983). Neste sentido, a manutencdo do equilibrio oxidativo nos
cloroplastos de G. polyedra parece ser um fator determinante para a sua

aptiddo, perante adversidades ambientais.

5.4. Expressdo diferencial de FeSOD: regulacio redox versus controle
circadiano

Os padrdes de indugdo de isoformas de SOD, por exposicdo a metais,
indicam uma resposta sitio-especifica em G. polyedra. Por este motivo, os
estudos foram voltados aos aspectos moleculares desta resposta adaptativa. A
partir de uma otimizagdo das técnicas de purificacdo de cloroplastos e ensaios

enzimaticos em géis de poliacrilamida, a alta atividade de SOD detectada nestas
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organelas, durante exposigdo a metais, foi atribuida a FeSOD. A presenca desta
isoforma em G. polyedra foi posteriormente confirmada pela clonagem parcial
do ¢DNA codificador de FeSOD neste dinoflagelado, por técnicas baseadas em
PCR. Analises preliminares de filogenia molecular indicaram uma alta
similaridade com a FeSOD de cianobactérias. De acordo com a teoria
endosimbidntica, cianobactérias e ancestrais dos cloroplastos modernos sdo
filogeneticamente préoximos, implicando em uma alta homologia entre proteinas
cloroplasticas e proteinas correlatas, em cianobactérias. A andlise de distdncia
filogenética apresentada neste trabalho separa a FeSOD cianobacteriana,
cloroplastica e citossolica em trés grupos cladisticos distintos. O grupo
citossélico inclui, predominantemente, seqiiéncias de protobactérias e
eucariontes heterotroficos primitivos, enquanto a grande proximidade entre os
grupos de FeSOD cianobacteriana e plastidica dd4 suporte a origem
endosimbiontica dos cloroplastos. Embora situada dentro do grupo plastidico, a
FeSOD de G. polyedra, assim como a da microalga C. reinhardtii, ndo forma
um grupo monofilético com a FeSOD de plantas vasculares, aparentando ter se
originado a partir de um ancestral comum a FeSOD cianobacteriana.

Uma importante revelagdo deste trabalho diz respeito aos diferentes
niveis de regulagdo observados para FeSOD de G. polyedra, conforme a
condicdo ambiental. Segundo o modelo de estresse metalico adotado, indugdes
de FeSOD incluem aumentos especificos nos seus niveis de mRNA, indicando
um controle transcricional positivo, pelo tratamento com metais poluentes.

Embora a indugédo 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 € o primeiro relato da indugdo de uma isoforma cloroplastica por
metais, em dinoflagelados marinhos e também a primeira evidéncia de
regulacdo génica, ao nivel transcricional, em G. polyedra. Em contrapartida, a

ritmicidade diaria, detectada nos niveis de FeSOD deste dinoflagelado, ndo é
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acompanhada de oscilagdes nos seus niveis de mRNA, os quais permanecem
constantes durante todo o ciclo circadiano. Esta observagdo corrobora a
hipétese de uma regulagdo traducional predominante, no controle de fendmenos
ritmicos pelo relogio circadiano de G. polyedra.

O estresse oxidativo ¢ um conhecido indutor da transcri¢do de genes
especificos de defesa, embora o mecanismo pelo qual a modulagdo da
expressdo 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 sdo ativados por fatores de
transcrigdo como os do sistema Sox R/S (Ding & Demple, 1997). Em
eucariontes, a transdugdo da mensagem externa até o nicleo e conseqiiente
ativagdo génica, também pode ocorrer por sinalizagdo redox. As atividades de
fatores de transcricdo como o AP-1, formado pelo produto dos proto-oncogenes
c-fos e c-jun, NFxB, envolvido em diversos processos celulares, € yAP-1,
importante na defesa contra estresse oxidativo em leveduras, sofrem
modulagdes por oxidantes como o H,O,. (Flohé, et al. 1997, Kuge et al. 1997,
Suzuki et al. 1997).

Estudos sobre a regulagdo génica de SOD em eucariontes t€ém sido
predominantemente centrados na isoforma mitocondrial. Em mamiferos, o gene
para MnSOD ¢ caracterizado pela auséncia dos elementos promotores classicos
TATA box e CAAT box. Entretanto, a regido promotora € rica em bases guanina
e citosina (GC box), apresentando multiplos sitios reconhecidos pelo fator de
transcrigdo Spl, uma proteina do tipo zinc finger. O gene para MnSOD
humana, por exemplo, possui sete sitios para Spl, organizados em repeti¢des
em tandem na sua regido promotora. A expressio da MnSOD humana ¢
regulada pelo fator Spl, o qual atua como promotor basal € também como
ativador transcricional (Yeh et al. 1998). Entretanto, outros fatores de

transcrigdo, como NF-kB e C/EBP, também estfo envolvidos em sua regulagio,
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dependendo do estimulo externo (Jones et al. 1997). Em contraste, a andlise da
seqiiéncia da extremidade 5' do gene para MnSOD em Drosophila, revela a
presen¢a de ambas TATA e CAAT box, localizadas nas posi¢es -24 e -72,
respectivamente. A regido promotora apresenta, ainda, 11 sitios reconhecidos
pelo fator de transcricdo AP-1, além de outros sitios de ligagdo a diferentes
fatores de transcri¢do. Estudos com moscas mutantes, deficientes no gene r/
(codificador de MAP quinase), indicam que a expressdo do gene para MnSOD
em Drosophila pode ser controlada pela via de transduc¢do de sinal de MAP
quinase, a qual facilita a formacdo de AP-1, ativando assim a transcri¢do génica
(Duttaroy et al. 1997).

Em vegetais, estes mecanismos sdo menos esclarecidos, embora estudos
de regulagdo da SOD em plantas submetidas a estresse ambiental também
indiquem um controle por modulagdo redox (Scandalios, 1997). Grande parte
dos estudos sobre a regulagdo de SOD em vegetais tem sido realizada em
milho, onde todas as isoformas de SOD, incluindo as presentes nos
cloroplastos, sdo codificadas no nucleo. Acredita-se que o gene da FeSOD
cloropléstica era originalmente codificado na propria organela e posteriormente,
ao longo da evolugdo, foi transferido ao ntcleo celular (Van Camp et al. 1990).
Em tabaco, a GSH tem sido apontada como ativadora da expressdo de
diferentes genes estresse-responsivos, incluindo a CuZnSOD citossdlica (Van
Camp et al. 1997). De fato, a ligagdo de fatores de transcrigdo a regido
promotora, na extremidade 5’ de genes alvos, pode ser afetada por oxidacdes de
grupos tidlicos em residuos de cisteina localizados no sitio de ligagdo com o
DNA (Hidalgo et al. 1997, Arrigo, 1999). Devido a alta sensibilidade destes
grupos tidlicos, o estado redox celular pode modular positiva ou negativamente
a atividade de fatores de transcri¢do e, portanto, acarretar em indugfo ou
repressdo de expressdo gé€nica (Griffith, 1999). Em G. polyedra, a regulagdo
transcricional da FeSOD poderia ser modulada por um mecanismo semelhante,

uma vez que o estado redox celular indicado pela razio GSH/(GSH + 2 GSSG)
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¢ alterado significativamente conforme o modelo de estresse metalico aplicado,
embora estudos mais especificos devam ser conduzidos para se verificar esta
hipédtese.

Trabalhos recentes mostraram que a expressdo de MnSOD também pode
ser regulada ao nivel pos-transcricional, através do controle da tradugdo ou
estabilidade de mRNA. Em ratos, a tradugdo da MnSOD ¢é aumentada pela
ligagdo de uma proteina redox sensivel a regido ndo codificadora da
extremidade 3’ do mRNA (Chung et al. 1998). Segundo este modelo, a
expressdo génica € ativada traducionalmente, de forma pouco usual,
provavelmente por facilitar a formagdo do complexo de pré-iniciagdo. Em
geral, mecanismos de regulagdo traducional envolvem a ligacdo de proteinas
especificas (frans-acting factor) em seqliéncias especificas no mRNA (cis-
acting factor) impedindo a traducdo protéica, e ndo ativando sua tradugdo. Um
mecanismo de controle semelhante tem sido proposto para a regulagdo
circadiana de proteinas em G. polyedra. Morse e colaboradores (1989),
demonstraram que os niveis de mRNA para a LBP permanecem constantes
durante todo o periodo em que a proteina oscila circadianamente. Este controle
temporal envolve fatores protéicos trans-acting que reprimem a tradugdo da
LBP, pela interagdo com seqiiéncias regulatorias cis-acting na extremidade 3’
do seu mRNA, ligando-se de forma circadiana a ele (Mittag et al. 1994). Este
modelo de regulagdo € observado, ndo s6 em G. polyedra, mas também em
outras algas unicelulares como C. reinhardtii, sugerindo uma conservacio deste
mecanismo de regulagdo circadiana ao longo da evolugdo (Mittag, 1996).
Estudos recentes sugerem também o envolvimento de quinases e fosfatases no
controle da ritmicidade de processos celulares de G. polyedra (Comolli et al.
1996, Asano et al. 1998).

Embora a regulagdo circadiana da FeSOD, ao contrario da sua ativagio
transcricional pela exposi¢do a metais, seja controlada traducionalmente, o

exato mecanismo regulatorio € 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 cloroplastica da
GAPDH (Fagan et al. 1999). Contudo, o fato da FeSOD poder ser regulada em
diferentes niveis enfatiza, ainda mais, a complexidade dos mecanismos
envolvidos na resposta bioquimica e molecular ao estresse oxidativo, em G.
polyedra. Neste sentido, a elucidacdo da seqiiéncia completa do gene para
FeSOD deste dinoflagelado e o estudo da sua estrutura génica, sdo essenciais

para a compreensdo dos elementos envolvidos em sua regulagéo.
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6. CONCLUSOES

As informagOes obtidas nesta tese permitem concluir que os metais
poluentes avaliados sdo extremamente toxicos ao dinoflagelado marinho G.
polyedra, causando decréscimos de sobrevivéncia celular a concentragdes
relativamente baixas. A escala de toxicidade encontrada, com base nos
respectivos valores de CE50, foi Hg*' >Cu®* > Cd** >Pb*". O encistamento ¢ a
bioluminescéncia deste dinoflagelado sdo também estimulados pelo tratamento
com o0s metais toxicos, apontando um grande potencial de aplicagdo desta alga
em programas de monitoramento ambiental.

A resisténcia de G. polyedra ao estresse metalico envolve respostas
celulares, como o encistamento e¢ também subcelulares, como a indugdo de
antioxidantes cloroplasticos. A exposi¢do aguda aos metais téxicos € capaz de
instalar um estresse oxidativo nos cloroplastos desta alga. Apesar do
concomitante aumento dos niveis de B-caroteno, o estresse metalico agudo ¢
deletério, sobrepujando o sistema de defesa antioxidante cloroplastico.
Entretanto, sob estresse metalico cronico de curto prazo, a manutencdo de alta
capacidade antioxidante é uma estratégia relevante na atenuagfo das lesdes
oxidativas em lipideos e proteinas, prevenindo possiveis danos estruturais e
perda de fungdes cloroplasticas. Esta modulagdo de antioxidantes cloroplasticos
sugere que a adaptacdo bioquimica de G. polyedra inclui respostas rapidas e
especificas ao sitio subcelular onde o estresse oxidativo € instalado. Um
importante componente desta resposta adaptativa é a indug@o da enzima SOD,
em particular, o aumento imediato da expressdo da FeSOD cloroplastica. Em G.
polyedra, inducdes de FeSOD podem ocorrer pela regulacdo transcricional
positiva, em presenca de metais toxicos, ou pelo controle circadiano traducional
desta isoforma. Estas diferentes possibilidades de regulagdo protéica, reveladas
neste trabalho, salientam a importancia da FeSOD na manutengdo do equilibrio
oxidativo cloroplastico durante adversidades ambientais e¢ langam novas

perspectivas a respeito do controle de expressdo génica em G. polyedra.
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