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RESUMO

Almeida, J.V. Efeitos Toxicos de Benzo(a)pireno sobre a Macroalga Vermelha
Gracilaria birdiae. 2010. 141p. Dissertagdo (Mestrado) - Programa de Pods-
Graduagao em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo.

Os organismos chamados de algas apresentam uma grande diversidade de espécies e
ocupam uma grande variedade de nichos ecoldgicos. Fundamentais para a manuteng¢do das
condi¢des que permitem a vida no planeta, inclusive porque constituem a base de cadeias
troficas de ecossistemas aquaticos, as algas vém sofrendo com o descarte continuo de residuos
resultantes das mais variadas atividades humanas. Por outro lado, as algas, ao serem expostas
aos poluentes, podem indicar a presenca dos mesmos em seus habitats por meio de seus
biomarcadores.

Neste sentido, este trabalho preocupou-se em caracterizar as bases moleculares da
toxicidade do hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA) benzo(a)pireno (BaP), presente no
petroleo cru e derivado da combustdo parcial de matéria organica, sobre a macroalga
vermelha Gracilaria birdiae, uma Rhodophyta marinha nativa. Para avaliar a agressividade
do poluente, a alga foi exposta a diferentes concentragcdes do HPA em dgua do mar, tanto em
situacdes de exposi¢do aguda (24 e 96h) quanto cronica (7 e 15 dias). Apos estes periodos de
exposi¢do, alguns biomarcadores bioquimicos e fisiologicos da alga tiveram seus
comportamentos analisados. Foram eles: taxas de crescimento (TC); duas defesas
antioxidantes: os niveis do tripeptideo de baixo peso molecular glutationa (GSH) e a atividade
da enzima superoxido dismutase (SOD); os niveis do dimero de glutationa GSSG; a
fotossintese da macroalga; e seu aspecto de pigmentagao geral.

Foi possivel observar que BaP ¢ toxico para a macroalga G. birdiae. Aumentos da
concentracdo do HPA nos meios de cultura das algas provocaram menores TC. A partir destes

dados de TC foi possivel determinar uma curva de inibi¢do do crescimento da alga e a



respectiva ICsy de BaP para um periodo de exposi¢ao de 15 dias, com valor de 69 ng do HPA
para cada mL de agua do mar. Apds diferentes exposi¢des a BaP, incluindo em 1Cs, algas
expostas a BaP apresentaram niveis reduzidos do antioxidante GSH, o mesmo efeito que fora
observado para GSSG (com exce¢ao da exposicao de 96h). O desempenho fotossintético, a
atividade de SOD e a pigmentacao de G. birdiae mostraram ser sistemas menos sensiveis a
presenca de BaP, e foram prejudicados em concentragdes mais elevadas do poluente, em torno
de 10 a 20 pg/mL. Nestas situagdes, a despigmentacao severa da macroalga foi acompanhada
de decaimentos expressivos de alguns parametros fotossintéticos (i.e., rTETR, RQE, Iy, B) da
alga.

Numa outra abordagem, alguns experimentos foram feitos com o intuito de descobrir
se a alga era capaz de eliminar e biorremediar BaP presente na 4gua do mar. Aparentemente, a
alga ndo apresenta tal capacidade; porém, uma cinética mais detalhada se faz necessaria para a
confirmacao desta observagao.

Concluindo, os resultados do trabalho corroboram outros dados da literatura a respeito
da toxicidade de BaP sobre sistemas vivos. Ainda, apesar de a sensibilidade de G. birdiae a
BaP nao ter sido alta, foi possivel apontar alguns sistemas bioquimicos da alga capazes de
desempenhar papel como biomarcadores de exposi¢cdo ao poluente estudado, o que pode

auxiliar na tomada de medidas para o manejo e a conservagdo de areas impactadas.

Palavras-chave: algas, poluigdo, mar, ecotoxicologia, biomarcador, benzo(a)pireno.



ABSTRACT

Almeida, J.V. 2010. 141p. Toxic Effects of Benzo(a)pyrene on the Red Macroalga
Gracilaria birdiae. Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo.

Algae show a great biodiversity and occupy many different ecological niches. Besides
being essential for the maintenance that allow life on Earth, algae are on the basis of aquatic
food chains and they suffer with continuous residue discharge that comes from different
human activities. However, once algae are exposed to pollutants, biomarkers can indicate its
presence on the environment.

The aim of this work was on the characterization of benzo(a)pyrene (BaP; a polycyclic
aromatic hydrocarbon (PAH) derived from crude oil and from incomplete combustion of
organic matter) toxicity against the red macroalga Gracilaria birdiae, a marine brazillian
Rhodophyta. BaP toxicity in marine water was investigated under different exposure
concentrations after acute (24 and 96h) and chronic (7 and 15 days) conditions. At the end of
the exposures time, some of the algae’s biochemical and physiological biomarkers were
analyzed: growth rate (GR); two antioxidant defenses: the low molecular weight peptide
glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SOD) enzyme activity; glutathione disulfide
(GSSG) levels; the macroalga photosynthetic capacity; and the general colour aspect.

Increased BaP concentrations led to a decrease of GR values. From GR data it was
possible to obtain an inhibition growth curve and the respective BaP ICsy for a 15-day
exposure time period with value of 69 ng/mL. After different BaP exposure conditions,
including 1Csy, exposed algae presented decreased GSH levels, the same effects observed for
GSSG (except for 96h exposure). The photosynthetic yield, SOD activity and colour aspect of
G. birdiae appeared to be more resistant systems against BaP, and were affected only in

higher BaP concentrations (10 to 20 pg/mL). In such situations, G. birdiae lost its red colour,
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which was accompanied by considerable photosynthetic parameters (i.e., TETR, RQE, I, B)
decay.

In a different approach, some experiments were done in order to discover any BaP
clean-up and bioremediation played by G. birdiae. Preliminary results suggests that the alga
has low remediation efficiency, although more investigations need to be done to confirm this.

In summary, the results presented here show similar tendencies with literature data in
respect of BaP toxicity against living organisms. Even though G. birdiae presented reasonable
resistance to BaP, it was possible to identify some of the alga’s biochemical systems as BaP
exposure biomarkers. This situation can be useful for impacted areas assessment and

management.

Keywords: algae, pollution, sea, ecotoxicology, biomarker, benzo(a)pyrene.
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1. Introducao

1.1 As algas

De forma simplificada e com inumeras exce¢des pode-se dizer que algas sdo
organismos aquaticos fotossintetizantes autotroficos, tipicamente menores € menos
complexos estruturalmente se comparados com as plantas terricolas (GRAHAM e WILCOX,
2000a). Desde espécies representadas por células tnicas de um micrémetro de didmetro até
organismos gigantes de cinqilienta metros de comprimento, as algas sao abundantes e antigas e
podem ser encontradas em qualquer ecossistema da biosfera (GRAHAM e WILCOX, 2000b).

Sao muitos os papéis ecologicos desempenhados pelas algas. Talvez aquele que seja o
de maior importancia, e que ¢ desempenhado especialmente pelo plancton, ¢ o fato de algas
comporem a base das cadeias troficas marinha e de d4gua doce, condi¢ao imprescindivel para a
manuten¢do do equilibrio ecolégico (GRAHAM e WILCOX, 2000c).

As algas também estao envolvidas numa enormidade de associagdes bidticas, algumas
delas obrigatdrias, como ¢ o caso daquela existente entre os recifes de corais e as algas
zooxantelas. O fato dessa relacdo ser obrigatéria explica o porque da distribui¢do dos recifes
de corais estar limitada a 4guas rasas e bem iluminadas (GRAHAM e WILCOX, 2000b).

Com relagdo ao processo evolutivo, o surgimento das algas parece ter sido um evento
determinante. Coletivamente, microalgas marinhas vém modificando a atmosfera do planeta
por mais de 2,7 bilhdes de anos (BUICK, 1992). Um subgrupo das algas, as cianobactérias,
constitui o primeiro grupo de organismos fotossintetizadores oxigénicos, e atribui-se a elas o
processo de formacdo de uma atmosfera rica em O, e 0zOnio. Sem uma atmosfera com esta
configuracdo ndo se faria possivel a origem da vida eucaridtica na Terra, uma vez que a
ocupac¢ao de dguas rasas e do ambiente terrestre pelas algas e outros organismos nao teria sido

possivel (GRAHAM e WILCOX, 2000d).



15

As algas exercem forte influéncia, em escala global, na ciclagem quimica e
biogeoquimica de carbono, enxofre, nitrogénio, fosforo e oxigénio. Nesse sentido, sua
participagcdo vem ganhando maior significancia conforme o crescimento populacional humano
tem provocado alteracdes massivas na ciclagem dos elementos citados (GRAHAM e
WILCOX, 2000d). RIEBESELL ef al. (1993) sugere que as algas possuem a capacidade de
reduzir os niveis de CO, atmosférico por meio de fotossintese seguida da sedimentacdo do
carbono organico produzido para as profundidades dos oceanos.

A existéncia de depositos de 6leo e calcario também sdo atribuidos, em grande parte,
as algas, uma vez que sua sedimentacdo, que persiste a milhares de milhdes de anos,
contribuiu e contribui bastante para esta formacao (GRAHAM e WILCOX, 2000b).

Por milénios as civilizagdes ao redor do mundo vém coletando algas para alimentagao
direta, forragem (biomassa vegetal como racdo) e como fertilizantes. Atualmente, sdo bastante
utilizadas na alimentagdo de varios tipos de culturas, como aquiculturas de camardo e de
mariscos. Junto a biotecnologia, apresentam-se como ferramentas bastante uteis: configuram-
se como fonte de biomoléculas de uso industrial, como 4gar e carragenanas, além de fazer
parte de bio-reatores (GRAHAM e WILCOX, 2000b). Essas caracteristicas atribuem a elas
expressivo valor econémico.

Mais recentemente, tem sido utilizadas na absor¢do de nutrientes em excesso em
efluentes, reduzindo a poluicdo de corpos d’agua (DERRAIK, 2002; MARINHO-SORIANO,
2005). Nesse sentido, muitas macroalgas marinhas vém apresentando a capacidade de
absor¢do de compostos organicos presentes na dgua com posterior acimulo em seus tecidos
durante o crescimento. Essa capacidade fez com que se pensasse em usa-las como biofiltros
para a limpeza de ambientes aquaticos com elevada concentragdo desses compostos (JONES
et al., 2002; YANG et al., 2005; MARINHO-SORIANO, 2005; MSUYA et al., 2006;

HERNANDEZ et al., 2002; 2005; 20006).
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Podendo ser considerada uma etapa posterior a biofiltragdo, a capacidade de

metabolizar diferentes poluentes, como fenois, herbicidas, hidrocarbonetos policiclico

aromaticos (HPA), dentre outros, j& foi descrita para alguns organismos como bactérias,

fungos, plantas e microalgas (WARSHAWSKY et al., 1995; SEMPLE et al., 1999; JUHASZ
e NAIDU, 2000; MORANT et al., 2003; ROCHA et al., 2007).

Como essas algas nao geram residuos (ou geram residuos menos toxicos) e produzem

agar, carragenanas e coloides, e podem ser utilizadas como adubo e como racdo animais, elas

representam uma proposta duplamente “ecoamigavel” ao sistema, melhorando a qualidade da

agua e gerando renda as familias, j& que sua biomassa pode ser comercializada (MARINHO-

SORIANO, 2005).

1.1.1 Algas Vermelhas - Filo Rhodophyta

Como as plantas, as algas realizam fotossintese para converter energia solar em
energia quimica. Porém, o verde de suas clorofilas ¢ muitas vezes incoberto por grandes
quantidades de pigmentos acessdrios e fotoprotetores. Esses pigmentos ajudam na captagdo da
luz ndo absorvida diretamente pelas clorofilas, posteriormente canalizando-a para a clorofila
a. E a composicio e a quantidade desses pigmentos que garantem as algas uma variedade de
cores, ¢ para alguns grupos de algas, seus nomes comuns, como algas marrons, algas
vermelhas e algas verdes (GRAHAM e WILCOX, 2000b).

Para algas vermelhas ja foram descritas aproximadamente 6 mil espécies, porém
acredita-se que existam mais (GRAHAM e WILCOX, 2000d). Dentre as Rhodophyta, pode-
se destacar o género Gracilaria (ordem Gracilariales, familia Gracilariaceae), do qual a
maioria das espécies apresenta distribuicdo tropical, acompanhando as &aguas quentes
caracteristicas (20 °C ou mais). Ainda, Gracilaria, que possui mais de 100 espécies descritas,

18 no Brasil (OLIVEIRA e PLASTINO, 1994), pode sobreviver a diluicdes, altas
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concentracdes de nutrientes, baixa movimentagdo da agua, combinadas a altas temperaturas
e/ou soterramento de parte do talo.

As espécies de Gracilaria se destacam pela utilizacdo na alimentacdo humana e na
agricultura (como fertilizantes e corretivos de solo). O ficocoloide agar, produzido também
por esse género, atribui-lhe grande valor econdmico na medida em que apresenta inimeras
aplicagcdes nas mais diversas areas industriais (MARINHO-SORIANO, 2005). Porém, as
populagdes selvagens de espécies de Gracilaria, que no Brasil estdo distribuidas desde o
Maranhao até o Rio Grande do Sul, vém sofrendo muito com a alta exploracdo dos bancos
naturais, fendmeno decorrente da alta demanda por esses organismos. Nesse sentido, os
cultivos tém adquirido importancia ecologica e tém-se constituido como a unica alternativa
para as empresas que atuam no setor (DONATO, 2005). A Figura 1 c ilustra esse tipo de

cultura.
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Figura 1. As populagdes naturais de Gracilaria birdiae podem ter como substrato os recifes
de arenito encontrados na costa do RN (a), normalmente habitando o infralitoral e a regido
entre-marés. Mais recentemente, ela também vem sendo cultivada no ambiente marinho
amarrada a cordas conectadas a sistemas flutuantes (c¢). As fotos b e d permitem visualizar a
atual relacdo existente entre as comunidades de nativos da Praia de Rio do Fogo (RN) e este
organismo. As algas, ao serem compradas pela industria, desempenham um papel sécio-
economico local. Todas as fotos (1° semestre/2008) foram cordialmente concedidas por Julio
Avanzo.

Dentre as Gracilaria, a espécie Gracilaria birdiae inclui individuos de talo cilindrico
que podem atingir até 46 cm de comprimento e 2,3 mm de didmetro (Fig. 1 ¢). E uma espécie
nativa, cujos representantes sdo encontrados na regido entre-marés e no infralitoral, com
distribuicao que vai desde a costa do Ceara (3° S) até a costa do estado do Espirito Santo (20°
S) (PLASTINO e OLIVEIRA, 2002).

Esta Rhodophyta estd entre as principais agarofitas do género, o que atrela a ela valor
econdmico ¢ interesse mercadologico (COSTA, 2000; URSI, 2000). Desse modo, sua

exploragdo ¢ significativa, sendo realizada inclusive por familias de pescadores (OLIVEIRA e
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MIRANDA, 1998). As Figuras 1 b ¢ 1 d facilitam entender como se da a relagdao entre os
nativos e as algas.

Em laboratoério, G. birdiae apresenta grande resisténcia e crescimento satisfatorio

(URSI, 2000), que associados ao atual baixo entendimento ecotoxicoldgico que se tem da

espécie, caracteriza-a como um interessante modelo de estudo.

1.2 A Atividade Humana e a Integridade Oceanica
O ambiente aquatico ¢ altamente complexo, € por essa razao escultura-se com os mais

distintos e variados ecossistemas, abrangendo tanto os biomas de agua doce como os grandes
ecossistemas marinhos (GOLDBERG, 1995; RAND et al., 1995; WARD, 1995).

Nao ¢ nova a evidéncia da acao poluidora do homem, fato esse que remonta ao inicio
das atividades da civilizacdo humana (HIS et al., 1999). Entretanto, nenhuma atencao havia
sido dada ha até aproximadamente dois séculos atrds, durante os quais os efeitos da
industrializagdo, da agricultura intensiva e da exploracdo dos estudrios decorrente das
ocupagdes urbana e turistica atingiram limiares com graves reflexos e conseqiiéncias para
todos os ecossistemas (ISLAM e TANAKA, 2004). Segundo LOVEJOY (1997), a atividade
humana foi e continua sendo responsavel pelo maior declinio da diversidade bioldgica; a
continuar nesse ritmo, as taxas de extingdes naturais do planeta poderiam ser aceleradas em
uma ordem de 1000 a 10000 vezes (DERRAIK, 2002).

Nesse contexto, os oceanos, tidos em tempos remotos como sistemas diluidores de
propor¢des intangiveis, estdo contaminados por excesso de compostos organicos €
inorganicos. Esse tipo de situacdo pode provocar queda acentuada da biodiversidade global,
de maneira direta, caso as doses letais sejam alcancadas, ou indiretamente, por meio da

eutrofizacdo associada a reducdes drasticas da concentragao de O,.
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1.3 Ecotoxicologia e Biomarcadores
O termo ecotoxicologia foi introduzido por Truhaut em 1969 e ¢ derivado das palavras

ecologia e toxicologia. Refletiu a preocupacdo crescente com os possiveis efeitos que
compostos quimicos langados no ambiente poderiam exercer sobre outras espécies que nao
apenas o homem. E a area do conhecimento incumbida de investigar os potenciais efeitos
danosos de substancias quimicas (toxicologia) sobre ecossistemas, ou seja, no contexto
ecologico. E um ramo da grande 4rea denominada toxicologia ambiental (WALKER et al.,
1996a).

Estabelecer a significancia biologica da toxicidade dos residuos toxicos, isto &,
progredir a partir dos resultados analiticos até a obtengdo dos reais efeitos sobre individuos,
populagdes ou comunidades, ¢ uma realidade da ecotoxicologia (WALKER et al., 1996b).

Biomarcador ¢, em um sentido amplo, qualquer medida refletindo uma interagao entre
um sistema bioldgico e um risco em potencial, que pode ser quimico, fisico ou biologico
(IPCS, 1993). Biomarcadores representam medidas do efeito, que podem estar relacionadas a
quantidades particulares dos poluentes, e nesse sentido permitem avaliar os poluentes de
forma quantitativa em termos biologicos (WALKER et al., 1996¢). Essas respostas sdo
avaliadas a partir dos organismos (bioindicadores) em diferentes niveis de organizagao sub-
individual: molecular, celular e fisiolégico (VAN DER OOST et al., 2003).

Os biomarcadores podem ser pouco ou muito especificos e estdo divididos em
biomarcadores de exposicao, que indicam a exposi¢do do organismo a um composto quimico
sem passar informacdo sobre o grau do efeito adverso provocado por essa mudanga; e
biomarcadores de efeito, capazes de demonstrar as alteracdes sofridas pelo organismo
(WALKER et al., 1996d). Segundo BUCHELI e FONT (1995), os biomarcadores sdo
sinalizadores de aviso antecipado, ou seja, refletem de maneira precoce as respostas
biologicas adversas decorrentes de toxinas antropogénicas langadas no ambiente. Sendo

assim, efeitos observados sobre niveis hierarquicos muito altos, como comunidades e/ou
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ecossistemas, estdo relacionados a mudancas mais anteriores ocorridas sobre as funcdes
biologicas. Nesse contexto, os biomarcadores podem apresentar um carater preventivo,
evitando que efeitos negativos atinjam hierarquias ecologicas mais derivadas e complexas
(BAYNE et al., 1995).

Dados ecotoxicoldgicos relacionados a nocividade de uma substidncia para um
organismo sdo coletados mais facilmente determinando sua toxicidade aguda, que € o inicio
rapido de sintomas. Embora este tipo de toxicidade seja interessante quando somos expostos
acidentalmente a produtos quimicos puros, na ecotoxicologia estamos normalmente mais
preocupados com as exposi¢cdes cronicas a doses individuais relativamente baixas de um
composto toxico. Mesmo assim, ¢ importante salientar que um mesmo xenobidtico pode
provocar tanto efeitos agudos como crénicos no mesmo organismo, embora, normalmente,
mediante mecanismos fisiologicos diferentes (BAIRD, 2002).

Como espécies distintas diferem significativamente quanto a sua suceptibilidade a um
dado produto quimico, os cientistas criaram as relacdes dose-resposta para substincias
toxicas. Essas relacdes podem ser expressas na forma de curvas que relacionam o efeito
percentual medido no organismo (por exemplo, inibi¢do de crescimento, morte, dentre outros)
a doses crescentes do agente toxico; importante considerar que os resultados obtidos estardo
sempre vinculados a um tempo total de exposicdo fixo, 0 mesmo ao qual o organismo foi
exposto. Como a faixa de doses em tais graficos excede com frequéncia uma ordem de
grandeza, e como os efeitos no extremo inferior da escala de concentragdes sdo muitas vezes
importantes na tomada de decisdes ambientais (e ndo podem ser claramente observados pelo
uso de escalas lineares), o grafico dose-resposta ¢ frequentemente representado com escala
logaritmica para os valores de dose. Normalmente, resulta dessa transformac¢ao uma curva em

forma de “S” ou “sigméide” (BAIRD, 2002).
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A partir destas curvas determina-se a ICsy, concentragdo do agente tdoxico que provoca
50 % do efeito medido no organismo testado. Quanto menor o valor de ICsy, mais toxico € o
produto quimico, j& que ¢ requerida uma menor quantidade da substancia para afetar o
organismo testado (BAIRD, 2002). Uma vez determinada a ICsy, pode-se assumir o valor
como referencial de condicdo de exposi¢ao com o intuito de caracterizar biomarcadores no
organismo investigado.

Nas curvas dose-resposta existe uma dose abaixo da qual nenhuma das réplicas
experimentais ¢ afetada; ela ¢ chamada de limiar ou NOEL. Apos a obtengdo do NOEL a
partir de estudos com organismos cobaia que ndo seres humanos, ¢ comum dividi-lo por um
fator de seguranga de 100 a fim de determinar-se a dose diaria maxima (DDM) ou dose

referencial de toxicidade (RfD) para humanos.

1.4 Os hidrocarbonetos policiclico aromaticos como poluentes
Segundo WALKER et al. (1996d), as principais classes de poluentes sao 1) poluentes

organicos, 2) ions inorganicos, 3) compostos organometalicos, 4) isdtopos radioativos e 5)
poluentes gasosos. Nesta introducao, iremos nos ater a categoria dos organicos.

Poluentes organicos sdo aqueles que possuem carbono em sua estrutura quimica.
Dentre eles, pode-se destacar, por exemplo, os detergentes e os hidrocarbonetos. Didxido e
monodxido de carbono, apesar de apresentarem atomos de carbono, sdo da categoria dos
poluentes gasosos (WALKER et al., 1996d).

Os hidrocarbonetos sdo moléculas que apresentam baixa polaridade e baixa
solubilidade em solventes organicos polares. Sdo encontrados principalmente em depdsitos de
petroleo e de gas natural localizados no estrato superior da crosta terrestre. As principais
fontes de poluicao por hidrocarbonetos sdo os derramamentos de petroleo e a combustdao

incompleta de combustiveis fosseis, madeira e demais materiais organicos (WALKER et al.,
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1996d). Os derramamentos de petréleo ocorrem principalmente por acidentes em navios-
tanque, refinarias e locais de perfuracao de petréleo (BAIRD, 2002).

Hidrocarbonetos podem ser divididos em duas categorias: 1) dos alcanos, alcenos e
alcinos, e 2) dos hidrocarbonetos aromaticos, distintos por possuir um (monociclico) ou mais
(policiclico) anéis de benzeno na sua estrutura. As constantes de reatividade dos HPA sdo
maiores do que a dos alcanos, o que os torna mais suscetiveis a transformagdes quimicas e
bioquimicas (WALKER et al., 1996d).

Levantamentos e relatdrios elaborados por agéncias reguladoras ambientais facilitam
entender a dimensao da poluicao provocada pelos HPA a 4gua, ar e solo. No estado de Sao
Paulo, a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), empresa publica
integrante da Secretaria do Meio Ambiente (SMA), ¢ a responsavel por tais servigos. Em seus
relatorios (disponiveis em www.cetesb.sp.gov.br) os HPA sempre figuram como uma
categoria de poluentes que ¢ encontrada com alta frequéncia no ambiente natural, algumas
vezes em niveis acima daqueles estipulados como adequados a vida, caracterizando estas
areas como contaminadas.

Do total de HPAs, dezesseis estdo indicados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US-EPA; www.epa.gov) como poluentes prioritarios, os quais vém sendo
cuidadosamente estudados devido a sua toxicidade, persisténcia e predominancia no meio
ambiente. Dentre os HPA, pode-se destacar o benzo(a)pireno (BaP), que sera tratado no

topico que segue.

1.5 Benzo(a)pireno
BaP apresenta estrutura quimica com cinco anéis benzénicos condensados e sua

molécula ¢ tida como um derivado do pireno: em tese, se um anel benzénico ¢ adicionado a
ligacdo “a” do pireno, ¢ obtida uma molécula de BaP (BAIRD, 2002). A Figura 2 mostra a

molécula deste HPA.
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Figura 2. Estrutura quimica de BaP.

BaP ¢ um dos poluentes prioritarios que compdem a lista da US-EPA. Nesse sentido,
para agua potavel, a US-EPA determina uma concentra¢do maxima do contaminante (MCL)
para BaP em 0,2 ng/mL. No Brasil o poluente também ¢ motivo de preocupagdo, e dessa
forma, a legislacdo que regulamenta as concentracdes de BaP no ambiente também sdo
rigidas. Tanto a CETESB quanto o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) tém
suas proprias determinagdes relacionadas ao HPA: a CETESB estipula para &aguas
subterraneas no Estado de Sdo Paulo uma concentracdo méxima de 0,7 ng/mL de BaP, a partir
da qual a area ¢ considerada contaminada, indicando necessidade de acdo remediadora por lei
(CETESB, 2005); a Resolugdo CONAMA N° 357, de 17 de margo de 2005, estipula
concentragdes de BaP para corpos d’agua compreendidas no intervalo de 0,018 a 0,7 ng/mL
dependendo do tipo de uso destinado a agua.

Nas ultimas duas décadas a CETESB tem realizado o monitoramento de BaP por meio
de amostragens de agua (e dos sedimentos dos assoalhos submersos), ar e solo no Estado de
Sao Paulo. Em 1999, houve um levantamento detalhado da regido estuarina de Santos e Sao
Vicente (CETESB, 2001). A Figura 3, gerada com os dados obtidos nessa época, mostra que
em determinados setores do estudrio as concentracdes de BaP em organismos € nos

sedimentos estavam acima daquelas toleradas para o consumo humano.
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Figura 3. Mapa da contaminag@o por BaP no sistema estuarino de Santos e S3o Vicente, em
1999. Os locais 5, 6 e 7 (regido estuarina de Santos) estavam, na época, sob forte influéncia
dos efluentes das induastrias COSIPA, Ultrafértil e Dow Quimica, além da regido portuéria.
Todos os simbolos preenchidos em vermelho representam amostragens nas quais os niveis de
BaP apresentavam alta toxicidade. Os simbolos de organismos em vermelho representam
amostras improprias para consumo humano. Circulos rosa enumerados representam os locais
amostrados. Dados: CETESB, Sec. do Meio Ambiente do Estado de Sdo Paulo.

A CETESB, em 2008 (2008a), amostrou as trés unidades principais da costa paulista:
Litoral Norte, Baixada Santista e Litoral Sul. BaP pode ser detectado em amostras de
sedimentos das trés regides, apesar de em todos 0s casos sua concentracdo estar abaixo da

limiar (ou NOEL).
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1.6 Compreendendo a toxicidade de BaP
Uma das caracteristicas mais problematicas dos HPA, e consequentemente de BaP, ¢

sua capacidade carcinogénica. BaP ¢ um dos carcindgenos mais conhecidos. Monitoramentos
feitos de 200 anos até os dias atuais mostram que exposi¢des ocupacionais em niveis elevados
a alcatrao de hulha (carvao mineral), que tem BaP como principal componente toxico, tenha
induzido cancer em seres humanos. Em 1775, limpadores de chaminés ja apresentavam maior
incidéncia de cancer. Atualmente, observa-se que individuos que trabalham em fornos de
coque e em industrias de produgdo de gas tém risco maior de adquirir cancer de pulmao e rins.
Na populagao em geral, um problema que chama a atencdo da saude publica ¢ o habito de
fumar. Acredita-se que parte da toxicidade da fumaga de cigarros esteja relacionada a
presenca de alguns HPA (BAIRD, 2002).

A molécula de BaP em si ndo ¢ um agente carcinogénico. Para se tornar toxica,
necessita ser transformada nos organismos mediante algumas reacdes metabolicas (BAIRD,
2002).

A primeira transformagdo quimica sofrida por BaP nos organismos ¢ uma oxidagao
caracterizada pela formag¢ao de um anel epdxido a partir de uma ligacao dupla C=C em um
dos anéis benzénicos. Posteriormente, a mesma molécula de BaP pode sofrer adicao de uma
molécula de 4gua junto ao epoxido, formando dois grupos —OH em carbonos adjacentes (i.e.
BaP 7,8-diol). Ainda considerando-se o mesmo anel benzénico da molécula de BaP, a ligagao
dupla remanescente pode sofrer uma 2* epoxidagao, e o composto resultante, um diol-epoxido
de BaP (BaPDE) ¢ um eletrofilo ativo, isto é, uma molécula com grande afinidade por
estruturas quimicas com alta densidade de elétrons, como purinas e pirimidinas (BAIRD,
2002). Assim, a molécula de BaPDE tem a capacidade de formar um aduto com guanina
(BaPDE-DNA), podendo ocasionar mutag¢des por transversdao do tipo G = T, o que pode

levar ao cancer. Estas mutacdes também podem ativar proto-oncogenes, inativar genes
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supressores de tumor, ou causar instabilidade genética (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007b).

Porém, ndo ¢ apenas a formacdo do aduto BaPDE-DNA que atribui a BaP seu
potencial carcinogénico. A atividade biotransformadora realizada por citocromo P450
(CYP450; detalhada em 1.9) e por peroxidases e ainda a acdo oxidante de outras moléculas,

como lipideos e sulfitos, pode provocar a formagao da espécie reativa de oxigénio (ERO)
anion radical superoxido (7O;) ao transformarem BaP em 6-hidroxibenzo(a)pireno. Em outro

mecanismo, BaP 7,8-diol pode ser reduzido a catecol (ao invés de sofrer uma 2% epoxidagao,
como descrito no paragrafo acima), cuja oxida¢do pode provocar a formagao de outras ERO,
quinonas e semiquinonas, todos capazes de gerar lesdes ao DNA (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007b).

O atual balanco de evidéncias sustenta a no¢cdo de que ERO estdo envolvidas com
carcinogénese: elas podem ter agdo proliferativa, induzir senescéncia, aumentar a atividade de
p53, causar apoptose, facilitar a apoptose provocada por outros agentes, causar danos em
DNA, recrutar fagocitos e ativar fatores da forquilha de transcri¢cdo da classe O. Dentre as
lesdes causadas por ERO sobre DNA pode-se destacar a formacdo de 8-oxo-2'-
deoxiguanosina (8-oxodG) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007a).

Tantos os adutos formados por BaPDE e DNA quanto 8-oxodG podem ser detectados
e quantificados em amostras biologicas por diferentes métodos analiticos, os quais envolvem
primeiramente uma etapa de separag¢ao dos constituintes da amostra por cromatografia liquida
(LC) ou gasosa (GC), seguida de detec¢do do aduto em modulos detectores baseados em
diferentes principios, os quais podem ser utilizados isoladamente ou em associacdo:
absorbancia (UV e DAD), fluorescéncia (FL), e espectrometria de massas (MS) (LEE et al.,
2003; MENSING et al., 2005; BELAND et al., 2005; SINGH et al., 2006; FENG et al., 2008;

CHIANG e MEANS, 2008).
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1.7 Defesas antioxidantes
Os sistemas bioldgicos possuem estratégias e mecanismos para protegerem-se das

situacdes de desbalango da homeostase redox proporcionadas pelos HPA. Dentre estas
defesas estdo os antioxidantes, que podem ser definidos como qualquer substancia que quando
presente em baixas concentracdes se comparadas a concentragao de um substrato oxidavel,
atrasa significativamente ou previne a oxidacdo deste substrato. Outras defini¢des do termo
também consideram que substancias que removem danos oxidativos de moléculas alvo
também podem ser consideradas como antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007a).

Superoxido dismutases (SOD) sdo metalo-enzimas antioxidantes altamente eficientes

na remocao catalitica de anion radical superdxido. A reagdo catalisada pela enzima ¢ uma
rea¢ao de dismutagdo: O, +70;, + 2H" = H,0, + 0,. Sio trés os tipos principais de SOD: 1)

CuZnSOD, presente em todas as células pro e eucaridticas, principalmente no citoplasma; 2)
MnSOD, presente em bactéria, fungos, plantas e animais; em fungos e animais estdo
principalmente em mitocondrias; € 3) FeSOD, presente em pro6 e eucariotos com excecao dos

animais; comum em cloroplastos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c).

O fato de "O; ser a 1* possibilidade de ERO a ser formada a partir de oxigénio
molecular torna o papel bioldgico de SOD especial. Se um elétron ¢ adicionado a molécula de
0,, "0, ¢ formado (Fig. 4). Assim, SOD ¢ a enzima antioxidante que pode combater e
interromper mais ao inicio a cascata de rea¢des que pode formar outras ERO mais reativas do

que "0, a partir de “O,. A especificidade de SOD por “O, ¢ sempre utilizada para detectar o
envolvimento de “O, em processos bioldgicos; se SOD inibe o processo, entdo assume-se que

"0, estd envolvido (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c).
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Figura 4. Principais vias de redu¢do univalente do O, e formagdo de EROs. O,: oxigénio
molecular; “O,: anion superoxido; HO,: anion hidroperoxil, HO": radical hidroxila; HO,:
radical hidroperoxil; H,O,: peréxido de hidrogénio.

Desempenhando papel antioxidante junto com SOD e também com outros sistemas
envolvidos na remocgao direta e indireta de ERO, tais como catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), e ascorbato peroxidase (Apx), pode-se destacar o tripeptideo de baixo peso
molecular glutationa (GSH). Sao muitas as fun¢des metabolicas desempenhadas por GSH,
porém aqui vamos nos ater ao seu papel enquanto antioxidante (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007¢c).

In vitro, GSH pode reagir com varias ERO e com radicais centrados em carbono e em
nitrogénio. Como GSH esta presente nas células em altas concentragdes (mM), essa remogao
de ERO também se faz possivel in vivo. Além de atuar como antioxidante na forma livre,
GSH atua como cofator da familia de enzimas antioxidantes das GPx, no metabolismo do
ascorbato, e prevenindo a oxidagdo de grupos —SH de proteinas, impedindo seu cross-linking.
Ao sofrer oxidagdo, GSH forma o dimero de glutationa GSSG (2GSH = GSSG + 2H"). Em
células saudaveis, a razdo GSH/GSSG ¢ alta, variando de 5/1 até maior que 100/1. A
reconversao de GSSG a GSH ¢ feita pela enzima glutationa redutase (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007b).

Algumas publicacdes relatam alteragcdes da atividade enzimatica de SOD, do nivel de
transcricdo dos seus genes (via RT-PCR) e também do conteudo de GSH e GSSG em
organismos expostos a BaP. O estresse oxidativo gerado por BaP e por outras moléculas

quimicamente muito semelhantes pode ser observado em animais (MONARI et al., 2007; LIN
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e YANG, 2007; AN et al., 2008; FARINA et al., 2008; BEBIANNO e BARREIRA, 2009),

algas (DUMMERMUTH et al., 2003; LEI et al., 2006), e em outros modelos experimentais.

1.8 A bioquimica da fotossintese e seu potencial biomarcador
Quase toda a energia utilizada pelos organismos ¢ proveniente direta ou indiretamente

da energia solar, que pode ser capturada por algas, plantas e bactérias por meio da
fotossintese. A fotossintese ocorre em 3 estagios: 1) absor¢ao da energia solar; 2) utilizagao
da energia solar para produzir ATP e poder redutor na forma de NADPH; e 3) uso da energia
estocada na forma de ATP e de NADPH para a realizagdo da fixagdo de carbono a partir de
CO; (RAVEN e JOHNSON, 2001).

O processo fotossintético ocorre em organelas especializadas, chamadas de
cloroplastos. Essas organelas possuem membrana dupla, a semelhanca do que ¢ observado em
mitocondrias. As membranas internas dos cloroplastos estdo organizadas em sacos chamados
tilacoides, os quais abrigam os pigmentos fotossintéticos, responsaveis por capturar a energia
luminosa, e abrigam também o maquinario produtor de ATP. Desse modo, ¢ o local de
ocorréncia da chamada etapa de reagdes luminosas da fotossintese. A membrana tilacéide fica
imersa em um sistema semi-liquido denominado estroma. E no estroma que estdo localizadas
as enzimas necessarias para a sintese de glicose, processo chamado de etapa das reagdes de
carboxilagdo da fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Os pigmentos fotossintéticos estdo organizados em fotossistemas (PS), os quais sdo
constituidos por 200 a 400 moléculas de pigmentos associadas a proteinas de membrana. Os
PS sdo compostos por dois componentes intimamente ligados: o complexo do centro de
reacdo e o complexo antena. Os pigmentos acessorios como as clorofilas a, b, ¢ € d, mais os
carotenoides e as ficobiliproteinas (exclusivas de cianobactérias e algas) fazem parte do
complexo antena, que tem como fungdo principal absorver os fotons e transferir a energia

capturada para o complexo do centro de reacao. O centro de reagdo ¢ composto por moléculas
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de clorofila @, que ao sofrerem excitagdo podem ceder seus elétrons para a cadeia de
transporte de elétrons da fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Esse fluxo de elétrons, que segue um gradiente crescente de valores de potenciais
padrao de 6xido-redugdo, ocorre a partir da oxidagdo sofrida pela dgua (fonte dos elétrons da
fotossintese) junto ao fotossistema II (PSII) oxidado. Resumidamente, ap6s reduzirem o PSII,
os elétrons sdo transferidos ao PSI, e deste para o NADP'. A producio de ATP que ocorre
associada a esse processo ¢ denominada fotofosforilacao (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Dada a importancia fisiologica do processo fotossintético e a compreensao atual que
existe a respeito da sua bioquimica, este parece preencher os requisitos necessarios para
figurar como um bom biomarcador. Neste sentido, os trabalhos publicados por HUANG et al.
(1996), CORDI et al. (1997), MARWOOD et al. (2003), MACFARLANE (2003),
ALTENBURGER et al. (2004), DEWEZ et al. (2005), KUMMEROVA et al. (2006a, b),
HIDEG e SCHREIBER (2007), HIDEG et al. (2007) relacionam alteragao do rendimento
fotossintético de organismos expostos a diferentes condi¢cdes ambientais: exposi¢ao a
herbicidas, a fungicidas, a metais pesados, a misturas complexas, a radiagdo UV-B, e a HPA.

Ainda, BOPP e LETTLERI (2007), utilizando RT-PCR, relatam a subexpressdo do
RNA,, dos genes envolvidos com fotossintese 3Hfcp A e B em microalgas expostas a HPA,

sugerindo diminui¢@o da taxa fotossintética destes organismos.

1.9 Citocromo P450 e BaP

O O, obtido pelos eucariotos aerdbios € que ndo ¢ utilizado nas mitocondrias ¢
consumido em grande parte por enzimas oxigenases. O reticulo endoplasméatico de muitos
organismos contém isoformas da superfamilia de oxigenases conhecida como citocromo
P450. Nos procariotos, essas enzimas sao soluveis. As oxigenases CYP450 estdo envolvidas
no metabolismo de substancias enddgenas nocivas e de xenobidticos. Os ultimos também sao

denominados de ‘“compostos estranhos”, ja que ndo desempenham papel na bioquimica
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normal dos organismos vivos (WALKER et al., 1996b). Essa metabolizacdo transforma
compostos lipofilicos em hidrofilicos, que sdo mais facilmente excretados do organismo
(BUCHELI e FONT, 1995). Dessa forma, CYP450 recebe a caracterizagdo de sistema de
biotransformacao.

HPA, caracterizados como xenobidticos toxicos, sdo metabolizados por enzimas da
fase I dos sistemas de biotransformacao, das quais fazem parte as oxigenases CYP450. Essa
1* etapa, também denominada transformacdo, gera produtos mais hidrofilicos, como fendis,
dihidrodidis, quinonas e epoxidos (LECH e VODICNIK, 1985). Posteriormente, os produtos
da fase I podem ser conjugados por enzimas da fase II (i.e. papel desempenhado pela enzima
GST) e em seguida compartimentalizados ou excretados por enzimas da fase III
(VERMEULEN et al., 1992).

A catélise realizada por oxigenases CYP450 ocorre auxiliada pela acdo da enzima
CYP450 NADPH redutase. A metabolizagdo dos xenobidticos se da por meio de reacdes
redox que incorporam um dos dtomos de oxigénio de uma molécula de oxigénio molecular no
substrato, que pode ser uma molécula do poluente, e convertem o outro &tomo de oxigé€nio em
agua (i.e. atividade mono-oxigenasica) (KOOLMAN e ROEHM, 2005) (Fig. 5).

As enzimas de biotransform¢do sdo, normalmente, biomarcadores bioquimicos de
efeito sensiveis quando organismos sdo expostos a xenobidticos, podendo ter suas atividades
induzidas ou inibidas, como demonstraram PFLUGMACHER ¢ SANDERMANN (1998).
Assim, sendo o sistema mono-oxigenasico sensivel a certos tipos de poluentes ambientais, sua
atividade pode servir como monitor biolodgico (biomarcador) diante da exposi¢do a certos
tipos de compostos toxicos.

Os sistemas biotransformadores estavam associados apenas a animais. Em 1992,
SANDERMANN comentou sobre a caracterizacdo de algas e macréfitas como “figados

verdes”, enquanto outros autores relataram sobre a participacdo destes organismos enquanto



33
importantes reservatorios de contaminantes ambientais (BOLWELL et al., 1994
PFLUGMACHER et al., 1999). Em 1998, CYP450 foi identificado em macroalgas
(PFLUGMACHER ¢ SANDERMANN, 1998), enquanto sua capacidade biotransformadora

fora determinada em 1999 (PFLUGMACHER et al., 1999).

H —<:>  CYP450 HO —<:>
Substrato Apolar Produto Oxigenado

Figura 5. Esquema da reagdo catalisada por mono-oxigenases CYP450.
Adaptado de KOOLMAN e ROEHM (2005).

1.10 Analise quimica de BaP
Desde os anos 70, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ¢ utilizado na

separacao de HPA (TITATO e LANCAS, 2005). Atualmente, os métodos utilizados para a
determinagdo de HPA em agua sdo aqueles propostos pela US-EPA ou Standard Methods
(www.standardmethods.org). Ambas recomendam analises cromatograficas, seja por GC ou
por HPLC (CAVALCANTE et al., 2007).

O uso de HPLC acoplado a detecgao por luz UV tem sido reportado por varios autores,
porém devido as baixas concentracdoes de BaP encontradas nos diferentes corpos d'agua, o
enriquecimento do analito pode ser uma boa alternativa para que se consiga concentracdes dos
poluentes dentro dos intervalos de deteccao das técnicas de analise recomendadas (LEE et al.,
2003).

Neste sentido, US-EPA e Standard Methods recomendam como técnica de extracao e

enriquecimento de compostos organicos provenientes de matrizes aquosas a extragao liquido-
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liquido (LLE). Porém, a extragdo em fase solida (SPE), por sua praticidade, diminui¢ao de
custos (utiliza volumes muito menores de solvente), € menor geracao de residuos, vem sendo
utilizada de maneira crescente (CAVALCANTE et al., 2007). Para HPA em matriz aquosa
recomenda-se SPE utilizando colunas com fase estacionaria C18 (KISS et al., 1996).

A CETESB segue uma determinagdo da US-EPA de 1998 (Método 8310 — SW846)
que sugere a deteccdo e quantificacdo de HPA a partir de HPLC/FL (CETESB, 2008b). As
observagoes de LEE (2003) a respeito de BaP reforcam o método proposto pela US-EPA, uma
vez que BaP ¢ um composto que apresenta fluorescéncia relativamente intensa, o que permite
o desenvolvimento de método analitico de deteccao e quantificagdo mais seletivo e sensivel

quando comparado aqueles baseados apenas em absorcao de luz UV.
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2. Objetivos

Tendo em vista a grande diversidade de papéis ecologicos desempenhados pelas algas,

a representatividade dos ecossistemas marinhos, e a necessidade atual de entendimento e

contencdo dos impactos gerados sobre esses ambientes e sobre as espécies que dele dependem

direta e/ou indiretamente, o objetivo principal desse trabalho foi: elucidar a toxicidade de BaP

sobre a macroalga vermelha G. birdiae.

Com esse intuito, os seguintes objetivos foram explorados:

1l

1il.

1v.

Padronizagdo das condic¢des de cultura de G. birdiae em laboratorio;
Obtengao de uma curva dose-resposta relacionando inibi¢do do crescimento da
alga a concentracdes crescentes de BaP para um periodo cronico de 15 dias;
essa curva permitiu a determinagao da ICsy;
Avaliacdo do estresse oxidativo sofrido pela alga em ICsyp e em outras
condi¢des de exposi¢ao a BaP. Para tal, analisou-se os seguintes marcadores:

a. A atividade da enzima antioxidante SOD;

b. Os niveis do tripeptideo antioxidante de baixo peso molecular GSH e

do seu dimero GSSG.

Avaliagdo do desempenho fotossintético da macroalga a partir da determinagado
de parametros fotossintéticos; a fotossintese de G. birdiae foi utilizada como
biomarcador de exposi¢cdo a BaP em ICsy e em outras condigdes de exposicao
ao poluente;
Desenvolvimento de método analitico de separacdo, detec¢do e quantificacdo
de BaP em HPLC/FL com o intuito de monitorar a concentragdo de BaP nos
meios de cultura da alga; ferramenta 1til para avaliar a capacidade

biotransformadora da alga;



Vi.

Vil.

viil.
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Obtencao de iniciadores que venham a permitir no futuro a realizagdo de
experimentos de quantificagdo da transcrigdo de genes de enzimas envolvidas
na defesa de G. birdiae frente a BaP;

Desenvolvimento de método analitico para separagdo, deteccao e quantificagao

da lesdo oxidativa a DNA 8-0xodG, em HPLC/MS/MS;

Tentativa de obtencdao da fracdo microssomal e de utilizagdo da técnica de

determinagdo espectrofotométrica de CYP450.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Material bioldgico
As algas trazidas das Praias do Cotovelo e de Rio do Fogo (RN) foram tratadas de

forma a se obter cultivos unialgais, isto ¢, cultivos contendo uma Unica espécie; no caso,
Gracilaria birdiae. Para tal, no periodo pds-coleta, as algas foram mantidas em adgua do mar
sem adicdo de nutrientes e com baixas condi¢des de iluminagdo e aeragdo. Durante esse
periodo, a maioria dos contaminantes bioldgicos como parasitas € outros organismos
morreram. A alga, por ser autotrofa, ndo sofreu com o este tratamento.

Ainda no periodo pos-coleta, com o intuito de eliminar epifitas e outras espécies de
algas e manter as culturas axénicas, limpou-se G. birdiae com material de manipulacdo como
pingas e pincéis (sempre estéreis, mantidos constantemente em forno a 70 °C) e as algas
também foram trocadas de meio semanalmente. Quando necessario, utilizou-se lupas e
microscOpios para a observagao dos contaminantes bioldgicos que poderiam estar nos meios
de cultura. Identificando-se o organismo, procedia-se, em ultimo caso, com a administragao
do biocida correspondente.

Antes do inicio dos experimentos, G. birdiae foi aclimatada as mesmas condigdes de
experimentacdo (fotoperiodo, intensidade Iluminosa, aera¢do, densidade de biomassa,
concentracdo de nutrientes) por um periodo de 2 semanas. Durante a aclimatagdo, fez-se
importante a troca periddica dos meios de cultura, o que também acontecia no inicio dos
experimentos. Uma pré-selecdo de 4pices algais que respeitasse critérios como
aproveitamento de apices de um mesmo ramo algal (diminui variabilidade genética) e a
semelhanca estética apresentada ajudaram bastante na escolha das réplicas.

As algas que compunham o cultivo principal, o estoque de algas, eram mantidas nas

condi¢des gerais de cultivo que seguem: dgua do mar com salinidade 32 %o, pH 7,9,
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temperatura 25 °C, fotoperiodo de 14h de luz e 10h de escuro, aeracdo automatica de 30 em
30 min., meio Von Stosch (VS) 0,1 % (v/v), irradiancia de 90 — 100 pmol de foton.m™.s™
(fornecidas por lampadas fluorescentes, brancas, frias, Philips TL-D 15 W/75-650).
Irradidncia monitorada utilizando-se o fotometro PMA 2200 (Solar Light Company). A

Tabela 1 mostra os constituintes do meio nutritivo VS.

Tabela 1. Composicdo do meio Von Stosch. pH 7.8.
Informagdes obtidas de Ursi e Plastino (2001).

Compostos Von Stosch ‘
NaNO; 0,50 mM
NaHPO4.12H,0 30 uM
MnSO4. H,O 0,10 uM
FeCl3.6H,O 1,15 uM
Tiamina 0,59 uM
Biotina 4,10 nM
Cianocobalamina 0,74 nM
EDTA 12,70 uM

3.2 Preparacao das solucoes de trabalho de BaP
As solucdes de BaP utilizadas para adicionar-se o poluente aos meios de cultura das

algas eram preparadas da maneira como se descreve a seguir.

Uma solugdo estoque concentrada de BaP (mg/mL) era preparada em tetrahidrofurano
(THF) : MeOH (1:1). Solu¢des de trabalho de BaP eram preparadas a partir de dilui¢des
realizadas da solugdo estoque, dilui¢des essas feitas com MeOH 100 %. Como sdo diluigdes
de algumas ordens de grandeza, as solucdes de trabalho de BaP atingiam niveis infimos de
THEF. Preparava-se uma solucao de trabalho do poluente para cada condi¢do de exposig¢do a
BaP. A concentracao de BaP nestas solugdes de trabalho era sempre 100 vezes maior do que
aquelas que pretendia-se obter nos meio de cultura das algas. Assim, para cada caso, 1 parte

da solucao de trabalho era misturada a 99 partes de agua do mar, promovendo-se nesse
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processo a diluicao de 100 vezes de MeOH e também de BaP. Ao final, obtinha-se MeOH 1
% (v/v) e a concentracao de BaP pretendida. Exemplo: para uma concentragdo final de BaP de
20 ng/mL nos meios de cultura das algas, preparava-se uma solu¢ao de trabalho de BaP 2000

ng/mL em MeOH 100 %. Desta, misturava-se 1 parte a 99 partes de agua do mar.

3.3 Determinacao da ICso de BaP sobre G. birdiae
Determinou-se a ICsg, concentragao de BaP na qual se observa inibi¢ao de 50 % do

crescimento da alga, para um periodo de exposi¢ao de 15 dias. Cada amostra continha 8§ talos
uniapicais de aproximadamente 2 cm. Importante a padronizagdo do niumero de apices ja que
esta por¢ao da alga ¢ a que apresenta maior atividade meristematica. As concentragdes de BaP
utilizadas foram, em ng/mL: 0; 20; 50; 100; 200; 350; 500; 800; 2000.

As medigdes de biomassa de alga fresca foram realizadas de 3 em 3 dias, sempre no
mesmo horario, obtidas apds leve secagem em papel toalha.

O tratamento dos dados procedeu da seguinte maneira: valores brutos de biomassa (em
mg) foram logaritmizados e cruzados contra o tempo (em dias). Esse cruzamento permitiu a
obtencdo de retas, cujos coeficientes angulares foram assumidos como taxas de crescimento
(TC) (LAING et al., 1989). Em seguida, realizou-se a normalizagdo destes valores de TC e a
logaritmizagao dos valores das concentragdes de BaP utilizadas no intervalo 0 — 2000 ng/mL;
o cruzamento entre os dados de TC normalizadas com os valores logaritmizados de
concentracoes de BaP revelou uma natureza nao linear em forma de “S” do tipo dose-
dependente. A curva que melhor se ajustou a estes dados foi a sigmoidal com inclinagdo
variavel, a partir da qual fez-se possivel a determinagdo da ICsy. Para analise dos dados
obtidos, o programa GraphPad Prism (versao 4) foi utilizado.

As condicdes as quais as algas eram pré-aclimatadas por 2 semanas antes do inicio dos
experimentos e as condi¢cdes de cultivo das algas durante a condugao dos experimentos eram

as mesmas daquelas citadas em condi¢des gerais de cultivo do ultimo paragrafo do item 3.1,
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considerando-se, além daquelas, a adicdo de MeOH 1 % (v/v) e uma densidade de 2 mg de
alga por mL de meio de cultura. Essas condi¢cdes valem para todos os experimentos
apresentados nesta dissertacdo, e ndo apenas para o experimento de obtencao da ICsy. Ainda,
para minimizar possiveis efeitos de iluminagdo diferencial dentro das incubadoras, realizou-se

rodizio das amostras nas diferentes prateleiras.

3.4 Defesas Antioxidantes
Uma enormidade de artigos cientificos relatam a ocorréncia de geragao de estresse

oxidativo em decorréncia da exposi¢ao a BaP. Neste sentido, trés biomarcadores classicos
deste tipo de estresse foram investigados: a enzima antioxidante SOD, o antioxidante de baixo

peso molecular GSH e o dimero GSSG.

3.4.1S0D

3.4.1.1 Preparacao dos extratos
A uma biomassa de alga fresca que variou entre 200 e 500 mg era adicionado N;

liquido para o congelamento do organismo, manuten¢do da situacdo metabolica resultante do
tratamento aplicado e também para facilitar a trituracdo do material bioldgico; procedeu-se
com a dilui¢do de 5 vezes desse material: para cada mg adicionava-se 5 uL de tampao fosfato
20 mM, pH 7,4, contendo Triton X-100 1 % (v/v), PMSF 1 mM, isopropanol 1 % (v/v), e
NaCl 150 mM.

Em seguida, as amostras eram trituradas em triturador de tecido Tissue Tearor
(Tekmar Ultra-Turrax, 20.000 rpm) por 20 segundos, sempre imersas em gelo. Esse triturado
era entdo levado ao sonicador de ponteira (Sonifier 250, Branson) num processo composto de
10 ciclos: 5 ciclos de 15 segundos de aplicacdo de pulso (amplitude de 50 %) alternados com
5 ciclos de descanso, sem aplicagdo de energia. Seguia-se com a centrifugagdo a 4 °C, 16.000
g, por 15 min. O sobrenadante era a fragdo que continha SOD. O ensaio era realizado

imediatamente.
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3.4.1.2 Ensaio enzimatico

"
0 U » 1/5H,0, + 1/,0,
H : SOD
HN N '
)\ | /> ok CitC(Fe?*)
o) N N citocromo C (reduzido, A = 550 nm)
H
xantina
xantina oxidase
(0]
H . 3+
N N 0, CitC(Fe3")
)\ | >= 0 citocromo C (oxidado)
N
(0) ” H

acido urico

Figura 6. O esquema mostra o que ocorre dentro da cubeta durante o ensaio para se
determinar a atividade de SOD. Ao oxidar xantina, xantina oxidase reduz oxigénio molecular
a anion superéxido (“0,), que, em seguida, reduz o Fe’" do citocromo ¢ (CitC) a Fe*'; a
formacio de CitC(Fe’™) pode ser monitorada em espectrofotdmetro a 550 nm. Se o
homogenato contiver SOD, esta dismutara ~O, a peroxido de hidrogénio (H,O;) e oxigénio
(0,), impedindo, em parte, a redugdo de CitC(Fe’") a CitC(Fe®").

O meio de reacdo foi preparado com 25 mL de tampdo fosfato 50 mM, pH 7,8,
contendo EDTA 0,10 mM; aos 25 mL adicionava-se 10 mL de solu¢do de NaOH 10 mM,
0,76 mg de xantina e 6,2 mg de ferricitocromo ¢ (CitC da Fig. 6). Preparou-se, a parte, uma
solugdo 0,50 U/mL de xantina oxidase (25 U/mL). Como esta enzima degrada facilmente, ¢
necessario, primeiramente, verificar a sua atividade. Para tanto, adicionavam-se a uma cubeta
de 1 mL volumes diferentes da solugdo de xantina oxidase descrita, 700 pL de meio de reacao
e volume de tampao (fosfato 50 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,8) suficiente para completar 1 mL;
monitorou-se a variagdo da absorbancia em espectrofotdmetro em 550 nm, a 25 °C, por 3 min.
O volume de xantina oxidase utilizado no ensaio foi aquele que fornece uma reta de
coeficiente angular em torno de 0,025 unidades de absorbancia.min™.

O ensaio de SOD foi iniciado adicionando-se a uma cubeta de 1 mL 700 pL de meio
de reagdo, 5 pL de homogenato, e o volume de xantina oxidase encontrado no teste anterior.
O volume final foi sempre acertado para 1 mL com tampao fosfato 50 mM, EDTA 0,1 mM,

pH 7,8. Monitorou-se a absorbancia em 550 nm, a 25 °C, por 3 min. A atividade de SOD foi
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obtida por meio da determinacao das inclinagdes das retas (k) com e sem homogenato.
Calculou-se a inibigdo percentual através da relagdo (1 — kcom homogenato/Ksem homogenato) X 100 €,
finalmente, determinou-se a atividade de SOD por meio do valor em 50 % de inibigao,
multiplicando-se, ainda, pelo fator de diluicdo do homogenato na cubeta. Uma unidade de

SOD ¢ definida como a quantidade necessaria para inibir a reducao do ferricitocromo ¢ em 50

% (FLOHE e OTTING, 1984).

3.4.2 Niveis de GSH e do dimero de glutationa GSSG

3.4.2.1 Preparacao dos extratos
Partiu-se de 300 mg de biomassa de alga fresca, a qual adicionou-se N, liquido para o

congelamento do organismo, o que permitiu a manutencdo da situacdo metabdlica resultante
do tratamento aplicado e uma pré-trituragdo do material bioldgico. O material sofreu diluigdo
de 10 x (para cada mg de alga adicionou-se 10 pL de tampao) em tampao fosfato 100 mM,
pH 7,0, NEM 10 mM. Em seguida, o material foi levado para trituragdo em mixer Tissue
Tearor (Tekmar Ultra-Turrax, 20.000 rpm), por 20 segundos, amostra envolta em gelo. O
extrato foi entdo submetido a ultra-som, em sonicador de ponteira (Sonifier 250, Branson),
num processo composto de 16 ciclos: 8 ciclos de 15 segundos de aplicacdo de pulso
(amplitude de 50 %) alternados com 8 ciclos de descanso, sem aplicacdo de energia.
Procedeu-se uma centrifugagao a 10.000 g por 20 min. e coletou-se o sobrenadante.
3.4.2.2 Determinacao da concentracao de GSH e GSSG

O sobrenadante resultante foi injetado em sistema HPLC (Agilent 1200®) acoplado a
um espectrometro de massas (QTRAP-3200 Applied Biosystems®/SCIEX com fonte turbo-
V), composto de fonte ESI e analisador de massas do tipo triplo quadrupolo, utilizando-se um
método analitico previamente desenvolvido por colegas de laboratério (dados em processo de
publicacao). O programa utilizado para operagdo remota foi o Analyst versao 1.4.2, Applied

Biosystems/MDS SCIEX.
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Esse método de separagao, detec¢do e quantificagdo de GSH e GSSG desenvolvido
consistiu na utilizagdo de coluna C18 (5 um, 250 x 4,6 mm, Luna, Phenomenex), com volume
de injecao de amostra de 10 uL, fluxo de 0,9 mL/min, gradiente binario [A — 65 % de MeOH,
acido formico 0,1 %, 5 mM de acetato de amonio; B — acido formico 0,1 %, 5 mM de acetato
de amonio]: 0 — 0,5 min. 100 % de B; 0,51 - 2,0 min. 0 % de B; 2,01 — 5 min. 0 % de B; 5,01
— 5,05 min. 100 % de B; 12 min. 100 % de B. Os tempos de retencao de GSH e GSSG eram,
respectivamente, 6,28 ¢ 5,99 min. Para identificacdo e quantificagdo de glutationa nos seus
diferentes estados redox, utilizou-se fragmentacao (MS/MS) no modo monitoramento de
reacdo multipla (MRM). As curvas de calibragdo do método apresentaram-se linear no
intervalo 50 — 5000 ng/mL (r > 0,99).

Durante a padronizagdo deste método, percebia-se alteracao da razao GSH/GSSG das
amostras com o passar do tempo. O valor da razdo apontada acima diminuia, ou seja,
moléculas de GSH oxidavam-se, formando o dimero GSSG. Para evitar que houvesse
interferéncia dessa reacdo quimica nos dados de quantificagdo obtidos, permitindo uma
analise confiavel do balango das formas de glutationa, a estratégia adotada foi derivatizar (por
15 min., temperatura ambiente 25 °C) as moléculas de GSH com NEM, derivatizante quimico
com alta capacidade de reagir de forma estavel com grupamentos tiol no intervalo de pH 6,5 —
7,5 (-SH da cadeia lateral da cisteina realiza ataque a dupla ligacdo do anel do NEM,
estabilizando-se) (CAMERA e PICARDO, 2002). Dessa maneira, a massa rastreada no
espectrometro de massas, para GSH, era na verdade a resultante da soma da massa de GSH +
NEM + 1 (433,1 Da) (Fig. 7), sendo o 1 referente a ionizag¢do positiva por adi¢do de 1 proton.
Para a deteccdo e quantificagdo de GSSG a massa rastreada era 613,1 Da, resultante da soma

de GSSG + 1.
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Figura 7. Esquema apresentando as moléculas e as respectivas massas moleculares (M, em
g/mol) de glutationa (GSH) e N-etilmaleimida (NEM), assim como a molécula de glutationa
derivatizada com NEM (GSH + NEM).

Apods a realizagio das quantificagdes, determinou-se o Indice Redox (IR) das
amostras. O IR informa qual percentual de moléculas de glutationa encontra-se na forma
reduzida de GSH (antioxidante). Para o calculo do IR, fez-se necessario transformar os
valores de quantidade de GSSG encontrados nas amostras em valores de quantidade de GSH.
O valor do IR pode ser obtido pela equagdo: {quantidade de GSH/ quantidade de GSSG
(transformada para valores de quantidade de GSH) + quantidade de GSH} x 100 (o indice ¢
uma porcentagem).

Para a transformacao das quantidades de GSSG encontradas nas amostras em valores
de quantidade de GSH, fez-se necessario levar em consideragdo a estequiometria 2 GSH - 1
GSSG + 2 H', e também que as massas moleculares de GSH e GSSG, sdo, respectivamente,
307,32 g/mol e 612,63 g/mol. Quanto maior o valor encontrado para o indice, maior a
capacidade antioxidante do organismo, j& que uma maior parcela do total de moléculas de

glutationa encontra-se na forma reduzida.

3.5 Quantificacao de proteina
O conteudo protéico soluvel dos extratos algais utilizado para normalizar os resultados

de atividade de SOD foi obtido pelo método de BRADFORD (1976). Para a confeccio da
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curva de calibracao utilizou-se 5 aliquotas de BSA (20 a 100 uL de uma solugao 0,1 mg/mL),
200 pL de reagente de Bradford (Coomassie”, cromoforo Brilliant Blue G 250, apresenta
absortividade méxima em 595 nm) e agua para completar 1 mL. A proteina das amostras foi
determinada em 5 pL de homogenato adicionado a 795 uL de agua e 200 uL do reagente de

Bradford. Leituras das amostras realizadas em 595 nm, em espectrofotdmetro Hitachi U-2000.

3.6 Analise da fotossintese de G. birdiae
O desempenho fotossintético da alga foi determinado por meio de leituras de

fluorescéncia da clorofila a do fotossistema II dos cloroplastos de G. birdiae (NECCHI, 2004;
NECCHI e ALVES, 2005). Para tal, utilizou-se o fluorimetro Underwater Fluorometer
Diving-PAM (Walz, Alemanha), um analisador submersivel de desempenho fotossintético
que apresenta funcionamento baseado em pulso de luz de amplitude modulada (PAM)
associado a pulsos de luz saturante. O método € pouco invasivo, o que permite obter dados de
uma mesma amostra em momentos distintos de um mesmo experimento.

Padronizou-se a quantidade de clorofilas que foram lidas por amostra por meio dos
valores de F;, que estiveram entre 0,2 ¢ 0,4 unidades de fluorescéncia antes do inicio das
leituras. Os apices dos talos (sempre uniapicais) foram as regides algais a partir das quais os
dados fotossintéticos foram obtidos. Em cada leitura, 6 talos da alga eram posicionados dentro
do adaptador (apresentado em 4.4), todos eles com suas extremidades apicais voltadas para o
cabo de fibra 6tica do equipamento.

Foram obtidas de cada réplica experimental curvas PI. Estas curvas relacionam rETR
(variavel dependente) com niveis crescentes de PAR (variavel independente) aplicados sobre
a alga pelo fluorimetro.

Apo6s a obtencao das curvas PI, pode-se obter os valores dos parametros fotossintéticos
que permitiram avaliar de fato a fotossintese da alga em cada uma das situagdes apresentadas.

A melhor curva que passa pelos pontos dos graficos PI e os valores de 3 variaveis
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fotossintéticas foram obtidos a partir da aplicagdo da equagao de PLATT et al. (1980). As 3

variaveis foram: eficiéncia fotossintética (a), intensidade de luz saturante (Ix) e fotoinibi¢do
(B

Além disso, para cada amostra, mais dois pardmetros fotossintéticos foram

determinados: o0 RQE = AF/F,,, do qual AF = F,,» - F;; e a rETR,,ux = AF/F,» x PAR x 0,5; 0,5

corresponde ao percentual de luz incidente sobre a alga que ¢ absorvido pelo fotossistema II

(50 % da luz total para cada fotossistema).

3.7 Método analitico para deteccao e quantificacao de BaP nos

meios de cultura da alga
Este topico ira descrever o método analitico desenvolvido em sistema HPLC/RF para

quantificar BaP nos meios de cultura de G. birdiae. Com o uso dele foi possivel investigar um
pouco sobre a biotransformagao de BaP pela alga, sobre a solubilidade do poluente em agua
do mar e sobre o rendimento dos processos de extracao realizados.

Utilizando uma coluna C18 (5 pm, 250 x 4,6 mm, Luna, Phenomenex), o método
consiste na inje¢do de 20 uL de amostra, fluxo de 1 mL/min, gradiente binério de separagdo: 0
— 5 min., 80 % de ACN; 5 — 7 min., 95 % de ACN; 7 — 15 min., 95 % de ACN; 15 — 17 min.,
80 % de ACN; 17 — 24 min., 80 % de ACN. De 0 — 8 min., A,x 270 nm € Aep 330 nm, que sdo
as caracteristicas de fluorescéncia do NFL, com tempo de eluicdo em 5,4 min. A partir de
8,01 min. até 24 min., as caracteristicas de excitacdo e de emissdo utilizadas passam a ser as
do BaP: A 250 nm € Aey 420 nm. BaP ¢ detectado em 12,8 min. A curva de calibragao do
método apresentou-se linear no intervalo 0,25 — 50 ng/mL (r > 0,98). Amostras de BaP
injetadas a partir de fase organica metandlica.

O sistema cromatografico utilizado era composto de mdédulos Shimadzu: duas bombas

isocraticas LC-6AD, auto-injetor SIL-10AF, detector de fluorescéncia RF-10Ax1, médulo de
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controle SCL-10Avp e degaseificador de hélio DGU-2A. Operagao remota executada pelo

programa de computador Class-VP versao 6.14, Shimadzu.

3.8 Enriquecimento de BaP
Uma vez que a agua do mar apresentou-se como uma matriz complexa para ser injetada

no sistema analitico descrito acima, procedeu-se com a extragdo de BaP dos meios de cultura
da alga de maneira a poder ressuspendé-lo e injeta-lo a partir de fase organica metanolica.
Ainda, isso permitiria investigar concentragdes de BaP dos meios de cultura das algas que

estivessem abaixo do LOD e LOQ do método analitico desenvolvido.

3.8.1 Extracao em fase sélida
A extracao de BaP dos meios de cultura das algas pelo método SPE baseou-se no

seguinte procedimento: condicionamento/ativacao dos cartuchos C18 com 12 mL de ACN;
lavagem, para remocao do ativador, com 15 mL de dgua MilliQ; 100 mL de amostra; nova
lavagem, desta vez para remogao de eventuais tragos da amostra que tenham ficado retidos na
coluna, com 15 mL de agua MilliQ; eluicdo do poluente com 12 mL de ACN. As etapas
descritas respeitaram um fluxo aproximado de 2 mL/min. Secagem do eluato em fluxo de N,
e re-suspensao de BaP em 100 pL de MeOH:THF (1:1), com posterior dilui¢cao para 500 puL
em MeOH. Ao final, procedeu-se com a inje¢ao em sistema analitico HPLC/RF.

As colunas C18 (Cartuchos Sep-Pak C18 Classic, Waters) foram utilizadas acopladas
a um sistema de vacuo Vacuum Manifold Visiprep DL (Supelco) e bomba de vacuo.

3.8.2 Extracao liquido-liquido

As experiéncias de extragdo de BaP dos meios de cultura das algas pelo método LLE
consistiram na utilizagdo, em separado, de 3 solventes organicos: DCM; hexano; e
¢éter:hexano (1:1). Para cada um dos solventes, 5 mL de dgua do mar contendo 10 ng/mL de
BaP foram misturados com 3 volumes de fase organica de 30 % de 5 mL (volume da amostra

inicial). Essa mistura foi feita em vortex, por 2 min., por volume. Ao Final, os 3 volumes
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foram reunidos e a fase organica foi totalmente evaporada em fluxo de N,. BaP foi
ressuspenso em 100 uL de MeOH:THF (1:1), com posterior dilui¢ao para 500 uL. em MeOH.

Ao final, procedeu-se com a injecao em sistema analitico HPLC/RF.

3.9 Extracao e digestao do DNA total de G. birdiae
As extracdes de DNA total de G. birdiae foram realizadas com o intuito de permitir a

realizagdao dos experimentos de biologia molecular e de andlise de possiveis danos gerados ao
DNA da alga pela exposicao a BaP. Com relagdo a ultima, o DNA extraido ainda sofreu

digestao a nucleosideos antes de ser injetado em sistema HPLC/MS/MS.

3.9.1 Extracao de DNA
A extracao de DNA de Rhodophyta foi realizada de acordo com o que esta descrito em

FAUGERON et al. (2001), com adaptagdes.

A 50 mg de biomassa de alga fresca pré-macerada (em almofariz e pistilo com N,
liquido; amostra ndo pode descongelar) foram adicionados 800 uL de tampao de lise (Tris 0,1
M, pH 8,0; EDTA 0,05 M; NaCl 0,2 M; KAc 2,5 M), 100 pL de Tween 20 (10 %, v/v) e 16
uL de proteinase k (solugdo a 10 mg/mL, em MilliQ). A essa mistura, adicionou-se 5 uL de
RNAse (10 mg/mL) e deixou-se incubando por 1h em temperatura ambiente. Passada 1h,
realizou-s centrifugacao a 15.000 g por 15 min., a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado (cortar
pontas das ponteiras para evitar fragmentacao do DNA).

Ao sobrenadante foi adicionado: 700 uL de fenol equilibrado com Tris-HCI pH 8,0;
mais 700 uL de solugdo cloroférmio:alcool isoamilico (24:1); e misturou-se delicadamente,
por inversdo, por 3 min. Em seguida, centrifugou-se a 22.000 g por 20 min., a 4 °C. O
sobrenadante (fase aquosa) foi coletado e transferido para um novo tubo. A fase aquosa
adicionou-se 500 pL de solucdo cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e misturou-se

delicadamente por inversdo. Centrifugou-se a 22.000 g por 5 min., a 4 °C. O sobrenadante
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(fase aquosa) foi coletado e transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado
adicionando-se 2,5 volumes de EtOH 96 % gelado; precipitagdo overnight, a -20 °C.

As amostras foram centrifugadas a 15.000 g por 15 min., a 4 °C. Descartou-se o EtOH
dos tubos. O DNA ficou grudado no fundo do frasco. Adicionou-se 500 pL de EtOH 70 %
gelado e misturou-se delicadamente. As amostras foram centrifugadas a 15.000 g por 5 min.,
a 4 °C. Descartou-se o EtOH e o DNA foi seco em Speed Vac (SC 110, Savant) por 30 min.
Ressuspendeu-se o DNA em 50 pL de agua MilliQ e misturou-se delicadamente, por inversao
do tubo. O DNA foi mantido em freezer a -20 °C.

Para quantificar e conferir a qualidade do DNA das amostras, utilizou-se um
espectrofotometro (NanoDrop 1000, Thermo). A razao de absor¢ao 260/280 nm, que deve ser
> 1,8, e um espectro de absor¢do no intervalo 230 - 320 nm foram obtidos. E importante que

aparega um pico de absor¢do proeminente em 260 nm (absor¢do por DNA).

3.9.2 Digestdo de DNA
Apo6s a obtencdo de um DNA de alta qualidade, as amostras foram secas mais uma vez

antes do inicio da preparagao dos nucleosideos.

Ressuspendeu-se 100 pug de DNA seco em 175 pL de: desferroxamina (DFAM) 0,1
mM (adicionada fresca, no dia) e acetato de Na 20 mM, pH 5,0. Hidrolisou-se o DNA a
nucleotideos com 2,5 L. de DNAse I (Qiagen) e 10 pL de tampao da enzima (tampao RDD),
por 10 min., a 25 °C. Em seguida, o pH foi ajustado para 8,5 com a adi¢do de 3,3 pL de Tris-
HCI 1,5 M pH 8,8. Hidrolisou-se a nucleosideos com a adi¢do de 4 uL de fosfatase alcalina
(Pharmacia Biotech, 4 U/uL) e volume de tampao da enzima (one-phor-all plus 10 x) de
maneira a ficar com concentra¢do final de uma 1 vez; rea¢do de 1h a 37 °C. A solucao de
digestao foi neutralizada com 20 pL de acetato de sddio 3 M pH 5,2. Inibiu-se as atividades
enzimaticas restantes por meio da adicdo de 20 uL de solucdo de EDTA 50 mM, DFAM 1

mM. Por fim, as enzimas, que sdo moléculas grandes e podem provocar entupimento das
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colunas cromatograficas, foram removidas das amostras a partir de filtragdo em filtros para
centrifuga Microcon YM-10 (Millipore; corte para 10 kDa), por 30 — 45 min., 17.000 g, a 4

°C. As amostras foram analisadas o mais rapido possivel.

3.10 Método analitico para separacao, deteccdo e quantificacdo de

8-oxodG
O filtrado (item 3.9.2) foi injetado em cromatografo do tipo HPLC (Agilent 1200")

composto por auto injetor, forno de coluna e bomba quaternaria, acoplado a espectrometro de
massas (QTRAP-3200 Applied Biosystems"/SCIEX com fonte turbo-V), composto de fonte
ESI e analisador de massas do tipo triplo quadrupolo. O programa utilizado para operacao
remota foi o Analyst versao 1.4.2, Applied Biosystems/MDS SCIEX.

O método consiste na separacdo, detec¢do e quantificacdo de 8-oxodG utilizando-se
coluna polar (4 pm, 150 x 2 mm, Polar-RP 80A Synergi, Phenomenex) acoplada a pré-coluna
polar (4 x 2 mm, Polar-RP, Phenomenex), fluxo de 0,2 mL/min. por 10 min., analise
isocratica: H,O + &cido formico 0,1 % (v/v) : MeOH (85:15, v/v). O tempo de retengdo de 8-
oxodG foi 4,88 min. Para a andlise de massas utilizou-se fragmentacdo no modo
monitoramento de reacdo multipla. No quadrupolo 1 era selecionada a razdo m/z de 284,3
unidades de massa atdmica (amu) correspondente ao ion precursor de 8-oxodG protonada; no
quadrupolo 3 era selecionada a razdo m/z de 168,4 amu correspondente ao ion produto gerado
durante a quebra do ion precursor no quadrupolo 2.

Para a construgdo da curva de calibragdo utilizou-se volumes de injecdo da solucdo
padrao de 8-0xodG (15 ng/mL) no intervalo 0,5 — 25 pL, temperatura do forno e coluna a 30
°C. A curva de calibracdo, relacionando area do pico cromatografico e quantidade em massa
de 8-0x0dG injetada na coluna, apresentou-se linear no intervalo 7,5 — 375 pg (r > 0,99).

A validacdo do método baseou-se nos critérios da Resolucdo 899 de maio de 2003

utilizado pela ANVISA para estudos bioanaliticos.
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Este mesmo método permitiu a quantificacao de dG. Dessa forma, tornou-se possivel a
quantificagdo de nucleosideos de guanina oxidados (8-oxodG) pela quantidade total de

nucleosideos de guanina (dG) encontrados nas amostras.

3.11 Biologia molecular de G. birdiae
Foram desenhados pares de iniciadores especificos para os genes das seguintes

enzimas: CYP450 (1 par de iniciadores desenhado), GST (2 pares), CAT (2 pares) e
CuZnSOD (2 pares). Em colaboragdo com a PhD. Angela Tonon e com o MSc. José Barufi,
pares de iniciadores para GPx (1 par), APx (1 par) e ACT (1 par) foram obtidos. Na Tabela 2

¢ possivel observar algumas caracteristicas dos iniciadores.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados nos PCR realizados com DNA da macroalga G.
birdiae. Estao apresentados os sentidos, as sequéncias e as temperaturas de fusdo (Ty,)
de cada um deles, além do gene ao qual estdo relacionados. As letras B, D, H, K, R, S,
V, W, Y representam degeneracdes.

Iniciadores — G. birdiae

Gene Sentido Sequéncia Tm (°C)
FW 5> GCH TTC HTH CCR TTT GG 3’ 42 — 45
CYP450

RV 5° ATA AAR AYR TCR GTHCC 3’ 26 —37

FW 1 5° CSA ART CAA GGT AYTT 3’ 30-39

RV 1 5 GAT GGT YGG GTG RCT RCC 3’ 43 - 52

5T FW 2 5 GYG ATT CGC TKA CCT TGG 3’ 48 — 52
RV 2 5> GTD CCR TGB GGT TCR TCC 3’ 43 — 54

FW 1 5° GCY GTC AARTTY TAC AC 3’ 38-42

RV 1 5’ GCV AKY TGC TCR TTC TC 3’ 44 - 52

cAT FW 2 5 GAY GSS ATC AAGTTCCC 3’ 43 — 48
RV 2 5> TGC ARC AGC TTR TCR TC 3’ 41-49

FW 5° CAY GGC TTY CAY ATYCA ¥ 31-33

CuZnSOD | RV 1 5 CGC SGT TWG CAAAYCCGR TG ¥ 49 — 54
RV 2 5> CAY CACCAC AAACAACACCY® 44 — 45

FW 5> AAATCA AGT CTC GCC CAG TG ¥ 53
o RV 5> AGA GGT CGT AGC CAG CTT GA 3’ 56
FW 5> AAA GTA TGC TGC GGA CCA AG ¥ 54
APx RV 5> TCC ATT GCA GCA TCT ACT GG ¥’ 53
ACT FW | 5 AAG ATG AGT ACGTTG GTGACGC 3 55

RV | ATCTTT TCC ATA TCG TCC CAGTT ¥ 53

Com relacdo a ACT, que ¢ uma das proteinas eucaridticas mais abundantes e
conservadas (EGELMAN, 2003), esta ndo esta envolvida na defesa dos organismos contra
poluentes da categoria dos HPA. Porém, sua participacao nas reacdes de RT-PCR seria como
controle constitutivo (fungdo normalizadora) da expressdo génica da macroalga.

Os iniciadores foram desenhados com base em sequéncias de DNA publicadas em

artigos e depositadas em bancos de dados publicos (NCBI). Alinhamentos de seqiiéncias
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homologas e geragao de seqiiéncias consenso foram realizados usando-se o software BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Devido a escassez de sequéncias de DNA de organismos aparentados com G. birdiae ¢
a necessidade de realizagao de alinhamentos a partir das sequéncias daqueles organismos mais
aparentados disponiveis, os iniciadores desenhados apresentaram as degeneracdes mostradas
anteriormente. Nestes organismos, como as regides conservadas ndo mostraram-se longas, os
iniciadores ficaram com um comprimento final relativamente curto. Os iniciadores obtidos da
colaboragdo nao apresentavam degeneragdes, uma vez que foram desenhados a partir de
biblioteca de EST (http://gracilaria.ib.usp.br/mirror/gracilaria/) de Gracilaria tenuistipitata
para a realizacdo de experimentos de RT-PCR com a mesma espécie. Assim, estava-se
apostando na conservacgdo entre as sequéncias de DNA das duas espécies de Gracilaria para

que os iniciadores de G. fenuistipitata pudessem funcionar.

3.11.1 Reacao em cadeia da DNA polimerase
A reagao em cadeia da DNA polimerase (PCR) foi realizada em termociclador

Robocycler (Stratagene). A PCR foi feita em tampao Tris-HCI 10 mM pH 8,4 contendo KCl
50 mM, gelatina 0,01 % (p/v), Triton X-100 0,1 % (p/v), MgCl, 4 mM e dNTPs 0,2 mM; o
DNA molde foi extraido a partir de G. birdiae ndo exposta a BaP. Os iniciadores utilizados
estavam em uma concentracdo final de 1 uM, juntamente com 5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen).

Cada reacdo de PCR consistiu em 35 ciclos, cada um constituido de trés fases. Na
primeira ha uma incubagdo por 30 seg a 94 °C para desnaturagdo da dupla-fita do DNA; na
segunda incuba-se o material por 45 seg na temperatura de anelamento dos iniciadores; € na
terceira, incuba-se por 45 seg a 72 °C para alongamento da nova fita de DNA. Apds o término

dos 35 ciclos, as amostras de PCR foram deixadas a 72 °C por mais 7 min para a finalizagao
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do alongamento de fitas de DNA que pudessem ter ficado incompletas. A temperatura de

anelamento escolhida para cada par de iniciadores foi igual a sua T, — 5 °C.

3.11.2 Eletrofore de DNA em gel de agarose
Para analisar os fragmentos de DNA derivados das amplificagdes com PCR foram

feitas eletroforeses em gel de agarose. Os géis foram preparados na concentracao final de 1 %
(p/v) de agarose em tampao TAE (Tris-Acetato 8 mM, EDTA 0,4 mM, pH 8,5) e as amostras
de DNA eram resolvidas em uma diferenca de potencial de 80 — 100 V.

Ao material que foi separado por eletroforese adicionou-se um tampao de amostra (0,1
volumes da amostra) contendo azul de bromofenol. Este ultimo era usado para monitorar a
migracao da amostra e determinar o encerramento da eletroforese. Apos a eletroforese, o
DNA era evidenciado utilizando-se brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado em
transiluminador de luz UV (312 nm). Os fragmentos de DNA foram recuperados diretamente
dos géis de agarose usando um protocolo de extracdo do Kit Gel Extraction Kit (250)
(Qiagen), o qual baseia-se na dissolu¢do da agarose em um tampao de alta forga idnica e

ligacdo do DNA a uma resina de troca ionica.

3.11.3 Ligacdo dos fragmentos de DNA a plasmideos vetores
Para a clonagem de fragmentos de DNA obtidos de amplifica¢des por PCR, utilizamos

o Kit de Ligacdo “pGEM-T Easy Vector System I” (Promega). Foi usada uma mistura de
reacdo que consistia de 1 U de T4 DNA ligase, tampao apropriado, plasmideo (pGEM-T) e o
produto de PCR (purificado do gel de agarose); o plasmideo e o produto de PCR foram
misturados numa propor¢do de 1:3, e incubados por 16h a 4 °C. Os produtos de ligagdo foram

utilizados para transformar bactérias competentes E. coli XL1-Blue MRF’.
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3.11.4 Transformacao de bactérias por choque térmico e selecao dos
clones transformantes

As bactérias da linhagem XLI1-blue MRF’ de Escherichia coli foram transformadas
com uma construcdo que consistia de um produto de PCR ligado ao vetor pPGEM-T, como
descrito abaixo.

O volume total do meio de reacdo de ligacdo dos fragmentos ao plasmideo vetor era
adicionado a 100 pg/mL de células competentes e mantido em gelo por 30 min. Em seguida
as células eram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 90 segundos e retornavam ao
gelo por mais 2 min. Adicionava-se entdo 0,5 mL de LB-liquido e as células eram mantidas a
37 °C por 1h para a recuperagdo e expressdao do gene de resisténcia a ampicilina (presente no
plasmideo “pGEM-T Easy Vector” usado na transformacdo). Em seguida, as células eram
plaqueadas em LB-agar contendo ampicilina (50 pg/mL) e IPTG/Xgal (eram adicionados 40
ul de IPTG 100 mM e de Xgal 50 mg/mL as placas LB-agar de 100 mm, que eram espalhados
com uma alca de Drigalski sobre a superficie da placa) e mantidas a 37 °C durante 16h. As
bactérias transformadas com o plasmideo contendo o inserto cresciam nestas placas

originando colonias brancas.

3.11.5 Preparacao de plasmideos a partir de cultura de bactérias
Os plasmideos foram preparados a partir de 3 mL daquelas culturas de bactérias (E.

coli XL1-Blue MRF’) que apresentaram o inserto desejado. Para a extra¢do dos plasmideos
utilizou-se o protocolo “Wizard Miniprep” (Promega). As bactérias eram precipitadas por
centrifugacao e ressuspendidas em tampao Tris-HCl 50 mM pH 7,5 contendo EDTA 10 mM e
RNAse A 100 pg/mL. Em seguida, realizava-se uma lise alcalina usando uma solucao de
NaOH 0,2 M e SDS 1 % (p/v) e a solugdo era neutralizada pela adicdo de uma solucdo de
acetato de potassio 1,32 M, pH 4,8. Esta mistura era centrifugada (10.000 g; 5 min.;
temperatura ambiente) e o sobrenadante aplicado em uma mini-coluna contendo uma resina

de troca i6nica. A coluna era lavada com tampao acetato 80 mM, EDTA 40 uM e etanol 55 %
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(v/v) para a retirada do material contaminante. Finalmente, o plasmideo era eluido da coluna
com agua MilliQ. O rendimento e a pureza da amostra de plasmideo eram avaliados através

de determinacao da absorbancia a 260 nm e 280 nm.

3.11.6 PCR a partir de material obtido de colonias de bactérias
Para que se pudesse fazer uma triagem mais refinada das colonias com bactérias que

apresentavam os insertos de interesse, era realizado PCR utilizando DNA das coldonias de
bactérias como molde. Esse procedimento consistia em um PCR como descrito no item
3.11.1, com a diferenca que foram utilizados iniciadores que anelavam as regides do vetor
flanqueando o inserto. Ainda, antes do inicio dos ciclos da reagao de PCR, as amostras eram
deixadas a 94 °C por 10 min. para a lise das células e exposi¢do dos plasmideos bacterianos
desnaturados. As amostras de DNA molde foram obtidas das col6nias do meio solido. Apos o
PCR, o tamanho do fragmento de DNA amplificado revelou quais colonias possuiam o inserto

desejado.

3.11.7 Reagdo de sequenciamento de DNA
Apenas as colonias de bactérias que continham os insertos com tamanhos desejados

(confirmagdo por PCR, item 3.11.6) foram aproveitadas para as reagdes de sequenciamento.
Para o sequenciamento de DNA foi utilizado o método de interrupcdo da reacdo de
polimerizacdo do DNA com o uso de didesoxirribonucleotideos (SANGER et al., 1977). As
amostras a serem sequenciadas foram entregues ao servico de sequenciamento do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (IQ-
USP). A reacdo de sequenciamento foi realizada usando 500 ng de DNA molde, 1 pL de
iniciador na concentracgao de 3,3 pmol/uL, 2 pL de “Terminator Ready Reaction Mix” (Perkin
Elmer), 6 pL de tampao Tris-HCI 200 mM pH 9,0; MgCl, 5 mM para um volume final de 20
uL. As reagdes foram realizadas em termociclador em um método de 35 ciclos que consistia

de incubacdes sequenciais de 45 segundos a 96 °C, 30 segundos a 50 °C, e 4 min. a 60 °C.
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Nessa técnica de sequenciamento automatico cada um dos quatro didesoxirribonucleotideos
usados apresentam-se ligados a grupos fluorescentes distintos, o que facilita a detec¢ao dos

produtos da reagdo de sequenciamento no gel de poliacrilamida.

3.11.8 Analise das seqiiéncias obtidas
Os eletroferogramas dos clones sequenciados foram automaticamente processados

quanto ao sinal das bases e fragmentos de baixa qualidade usando-se o programa Chromas
Lite (www.technelysium.com.au/chromas_lite.html). As sequéncias obtidas foram analisadas
usando 0 programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.12 Obten¢ao da membrana microssomal
Pretendiamos detectar e quantificar os niveis do biomarcador CYP450 nas amostras de

G. birdiae ap6s exposicao a BaP. A obtencdo da membrana celular que contém CYP450
envolve o consumo de grande biomassa fresca de alga, o que dificultou bastante a obtencao
dos resultados pretendidos. Os resultados dessa etapa ndo foram apresentados na dissertagao,
mas apenas consideragdes aquilo que foi feito.

CYP450 encontra-se ligado a membrana da fracdo microssomal (reticulo
endoplasmatico liso). O protocolo de obtencdo dessa membrana foi obtido de
PFLUGMACHER ¢ SANDERMANN (1998), com adaptagdes: partiu-se de 50 g de biomassa
fresca de Gracilaria birdiae; a alga, pré-macerada em N, liquido, adicionou-se 70 mL de
tampdo fosfato de s6dio 100 mM, pH 6,5, contendo glicerol 20 % (p/v), DTT 6 mM, &cido
ascorbico 8 mM, PVP 0,5 % (p/v; sem pré-hidratagcao), EDTA 1 mM, PMSF 0,2 mM, e
DMSO 0,1 % (v/v). Esse material foi triturado utilizando-se um mixer (Tissue Tearor,
Tekmar Ultra-Turrax, 20.000 rpm) por 4 min., permanecendo em solucdo em um total de 20
min. para o término da extragdo; o extrato foi submetido a ultra-som, em sonicador de

ponteira (Sonifier 250, Branson), num processo composto de 16 ciclos: 8 ciclos de 15
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segundos de aplicacdo de pulso (amplitude de 50 %) alternados com 8 ciclos de descanso,
sem aplicacdo de energia; centrifugagdo a 10.000 g por 20 min., apds a qual coletou-se o
sobrenadante; como o corpo de chao dessa 1? centrifugacdo ainda permaneceu muito imido,
realizou-se nova centrifugacdo nas mesmas condigdes, ¢ esse 2° sobrenadante foi adicionado
ao 1°% amberlite XAD-4 10 % (p/v) foi adicionado a solucdo resultante das centrifugagdes e
procedeu-se com a extracdo (com agitagdo) de compostos fenolicos (absorvem energia na
mesma faixa de comprimento de ondas que CYP450) por 20 min., seguida de filtragdo em
membrana com porosidade de 3 um; ajustou-se o pH para 7,0; ultracentrifugacao a 100.000 g
por 80 min.; o sobrenadante foi descartado e o pellet, contendo a fragdo microssomal, foi
levemente lavado duas vezes com tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0, glicerol 20 %
(v/v) e DTE 1,4 mM. Em seguida, procedeu-se com a ressuspensao do pellet em tampao

fosfato de sodio 100 mM, pH 7,0. Experimento a 4 °C. Ensaiou-se imediatamente.

3.13 Deteccao e quantificacao de CYP450

Com relagdo a sua detecgdo nas amostras biologicas, as isoformas de CYP450 (“P” de
pigmento) podem ser definidas por seu espectro de absor¢ao. Dentre os grupos de citocromos,
CYP450 sao do tipo “b” no que se refere a maxima absor¢ao de comprimento de onda, a qual
acontece em 420 nm (pico ou banda Soret), indicando seu estado reduzido. Se ligado a CO, o
complexo passa a apresentar maxima absorcdo em 450 nm. Assim, a observacao da
transferéncia da banda Soret para 450 nm, apds ligacdo do CO a proteina reduzida
(BERNHARDT, 2006), ¢ o principal critério de identificagdo do complexo CYP450
(BOLWELL et al., 1994; OMURA e SATO, 1964a; b).

Assim sendo, tentou-se determinar o conteido de CYP450 pelo método de OMURA e
SATO (1964a; b) em espectrofotometro (Hitachi U-2010, a 25 °C) utilizando a fragao
microssomal que fora ressuspendida em tampao fosfato 100 mM, pH 7,0 (item 3.12). Apés a

adicao de 50 mg de ditionito de sddio (Na,S,04; forte agente redutor) e o borbulhar saturante
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de CO por 60 segundos, procurou-se averiguar a presenga de um pico de absor¢ao em torno
de 450 nm a partir de varredura espectrofotométrica no intervalo 400 a 500 nm. As
absortividades molares utilizadas para CYP450 complexado com CO e CYP450 na sua forma
oxidada foram, respectivamente, €447 = 1,2 X 10° M'em™ e €393 = 1,09 x 10° M'em™

(SHIMIZU et al., 1991).

3.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢oes

desnaturantes
As amostras que foram aplicadas em SDS-PAGE (microssoma contendo CYP450)

foram ressuspensas em 20 ul de tampao de amostra: Tris-HCI 60 mM, pH 6,8; SDS 2.5 %
(p/v); 2-B-mercaptoetanol 0,36 mM; EDTA 0,5 mM; glicerol 10 % (v/v); azul de bromofenol
0,005 % (p/v). Em seguida, foram mantidas por 4 min. em banho em ebuli¢do.

A eletroforese foi realizada em placa fina de poliacrilamida na presenca de SDS
utilizando-se o sistema descontinuo de tampdes descrito por LAEMMLI (1970). Foi usado gel
de separacdo em concentracdo de poliacrilamida de 12 % (p/v) e o gel de empilhamento na
concentracdo de 4 %, ambos contendo SDS 0,1 % (p/v). As placas de eletroforese foram
submetidas a uma corrente de 0,2 mA/cm?” (voltagem constante de 200 V) e coradas com prata
(BLUM et al., 1987).

Valores de massa molecular foram calculados a partir da comparagao com proteinas de
massa molecular conhecida: fosforilase B (97,4 kDa), albumina sérica bovina (66,2 kDa),
ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina de soja (SBTI, 21,5
kDa), lisozima (14,4 kDa). Para célculos de massa molecular usou-se a relagdo linear entre o
logaritmo da massa molecular e a migragao relativa a linha de frente (R¢) no gel (STRYER et

al., 2002).
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3.15 Refinamento estatistico
O tratamento estatistico dos dados obtidos durante o desenvolvimento do projeto foi

feito pelo uso do teste ¢ ndo pareado, com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05). Todos os
experimentos foram realizados em 3 repeti¢des (n = 3), e a grande maioria dos valores
apresentados nas Figuras e Tabelas da dissertacdo correspondem a médias dos valores

obtidos para as triplicatas; os desvios apresentados representam desvios padrao da média.
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4. Resultados

4.1 Obtencao de biomassa algal e cultivo em laboratodrio
A alga vermelha Gracilaria birdiae, organismo modelo deste projeto, foi obtida junto

ao grupo de pesquisa da Prof. Dra. Eliane Marinho Soriano da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN), Centro de Biociéncias, Departamento de Oceanografia e
Limnologia. A 1? coleta foi realizada em 03/2007, na Praia do Cotovelo (5° 54° S e 35° 15°
0O), municipio de Parnamirim, RN. A necessidade de obteng¢ao de mais biomassa fez com que
uma 2° coleta fosse realizada, desta vez na Praia de Rio do Fogo (5° 16> S e 35° 22° O),
municipio de Rio do Fogo, RN. O material foi coletado em 08/2008 e totalmente utilizado
para realizagdo de experimentos de ultra-centrifugagdo para obtengdo de membrana
microssomal, como descrito nos itens 3.12 ¢ 3.13.

Exemplares da biomassa de G. birdiae coletada da Praia do Cotovelo (RN) esta
depositada no herbario do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (IB-USP),
disponivel como referéncia e base de estudos publica. Seu registro de inclusdo no herbario ¢
SPF 56545.

As algas foram aclimatadas as condi¢des de laboratorio descritas em 3.1. As culturas
foram mantidas em dois laboratorios distintos: 1) Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Algas Marinhas (IQ-USP); 2) Laboratério de Algas Marinhas (IB-USP). As
culturas de G. birdiae foram estabelecidas com sucesso em laboratorio, o que pode ser

observado na Figura 8.



62

Figura 8. Assim que foram trazidas da natureza, as algas foram condicionadas a aclimatagdo
em laboratorio. Na tentativa de mimetizar as condi¢cdes de vida das algas, estas foram
colocadas em incubadoras (fotos a,b e c; local: IQ-USP) e em salas climatizadas (fotos d ¢ e;
local: IB-USP), as quais procuram reproduzir as condi¢des de fotoperiodo, intensidade
luminosa, temperatura e aeracao encontradas em campo.

4.2 Toxicidade de BaP sobre o crescimento de G. birdiae e a

determinacao da ICso
Com o intuito de obtengdo de uma curva dose-resposta formada por varios dados

relacionando TC e concentracdes crescentes de BaP, alguns experimentos foram realizados.
Primeiramente, desejava-se expor a alga a um periodo agudo de contato com o poluente de
96h. Porém, como a TC mais expressiva apresentada por G. birdiae esteve em torno de 1,05
% em peso fresco por dia (TC obtida a partir da formula apresentada por LIGNELL e
PEDERSEN, 1989), a abordagem aguda revelou-se impraticavel uma vez que a sensibilidade
da balanca analitica (incerteza da ordem de 0,1 mg) ndo permitiu a observag¢ao de diferencas

de peso da alga dia apds dia para um intervalo de tempo curto como o de 96h.
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A partir dai, escolheu-se como tempo de exposi¢ao o periodo cronico de 15 dias, com
coletas de valores de biomassa de 3 em 3 dias. Num primeiro momento, o experimento
realizado utilizou-se das seguintes concentragdes de BaP: 0,2; 2; 20; 500; e 5000 ng/mL.

A analise dos dados deste experimento permitiu a obtengdo de uma curva dose-
resposta preliminar e de algumas informacdes valiosas, tais como: as concentragdes de 0,2, 2
e 20 ng/mL de BaP ndo exerceram nenhuma influéncia negativa sobre as TC da alga. A
concentracdo de 500 ng/mL de BaP diminuiu significativamente a TC algal (em 80,2 %), e a
concentracdo maior, de 5000 ng/mL de BaP, provocou crescimento nulo (e até negativo para
algumas réplicas) e despigmentacao das algas. Também foi possivel obter um valor preliminar
da concentragao de BaP que inibe o crescimento da alga em 50 % (ICsp) em 375 ng/mL.

Com o objetivo de obter uma curva definitiva, a alga foi exposta a 9 concentragdes
crescentes do poluente, as quais abrangeram um intervalo de concentragdes de BaP que foi de
0 a 2000 ng/mL. As concentracdes de exposicdo ao HPA foram: 0; 20; 50; 100; 200; 350;
500; 800; e 2000 ng/mL. As TC obtidas a partir destas diferentes concentragdes do HPA estdo
bem representadas na Figura 9 e no histograma da Figura 10.

Na parte de baixo da Figura 10 ¢ mostrada a curva de inibi¢ao do crescimento da alga.
O topo da curva ¢ representado pela taxa 6tima (100 %) de crescimento diaria, isto €, aquela
apresentada pelas algas controle, que ndo foram expostas a BaP. Conforme as concentra¢des
do HPA vao aumentando, as TC de G. birdiae vao diminuindo, até atingir a base da curva,
onde o crescimento da alga cessa. A curva dose-resposta (r = 0,9) permitiu a determinacio da
ICsy definitiva, com valor de 69 ng/mL (assinalado na Fig. 10 pelo cruzamento das linhas

pontilhadas e pelo circulo vermelho).
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Figura 10. Efeito inibitorio exercido por BaP sobre o crescimento da alga. Conforme
adicionou-se mais BaP aos meios de cultura de G. birdiae, menores foram as TC médias
apresentadas pelo organismo. O crescimento da alga foi monitorado por 15 dias; as TC
apresentadas relacionam valores logaritmizados de biomassa (mg) por dia. Abaixo, ¢
apresentada a curva de inibicdo do crescimento de G. birdiae frente a concentragdes
crescentes de BaP. A curva, que apresenta perfil dose-resposta, fora construida a partir da
normalizacdo dos valores de TC apresentados na Figura 9.

Como a abordagem cronica foi assumida, realizou-se o monitoramento do pH dos

meios de cultura das algas com o intuito de averiguar se as variagdes biologicas observadas
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poderiam estar relacionadas a variacdes de pH nos meios. A Tabela 3 apresenta os dados de

pH coletados, os quais nao variaram no periodo observado.

Tabela 3. Dados de pH dos meios das algas considerando periodo cronico de 15 dias de
analise. Nao foram observadas alteragdes de pH. Meio algal como fora descrito em 3.3
(altimo paragrafo).

¢ Tempo (dias)
Amostras zero 1° 2° 3° 4° 7° 8§ 9 10° 11° 14° 15°
Control 7,9 79 7,7 17,8 | 7,8 | 7,9 80 | 81 | 81 | 83 | 8,1
011_[';) € + + + + + + 8,0 + + + + +
(n=3) 0,1 0102011 0,11]0,1 01,0101 71021 0,2
8,0 80|76 |76 |76 |78 |79 |79 83 | 8,2
69 ng/mL ;1e BaP + |+ | £ | £ | £ | £ ]|+ |+ |[80]80] = | =
(n=3) 0,1 01,01]021]0,110,1710,1]1]0,1 02| 0,1

4.3 Defesas Antioxidantes
As quantifica¢des do antioxidante de baixo peso molecular GSH e do dimero GSSG,

assim como a determinagdo da atividade da enzima antioxidante SOD puderam ser bastante

informativas no que se refere a toxicidade do HPA investigado.

4.3.1 Glutationa
Num primeiro momento, as algas foram expostas a 100 ng/mL de BaP por 96h

(exposicdo aguda). A quantificagdo dessas amostras, em sistema HPLC/MS/MS, permitiu
observar que algas tratadas com BaP apresentaram queda dos niveis de GSH e aumento dos
niveis de GSSG quando comparadas aos controles (Fig. 11), sugerindo ocorréncia de
desbalango oxidativo durante a exposi¢ao. Os valores do IR obtidos para amostras controle e
para amostras expostas ao poluente foram, respectivamente, 83,9 e 71,4 %. A escolha de uma
exposicdo com as caracteristicas citadas acima ocorreu porque 100 ng/mL de BaP ¢ uma

concentracdo relativamente proxima a solubilidade do poluente em agua do mar e também
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porque desejava-se elucidar o que acontecia com glutationa considerando-se um periodo de

exposicao agudo de 96h, como aconteceu com a coleta dos valores de biomassa.
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concentracao de GSH
concentracao de GSSG

(ng/img de alga fresca)
|
N
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Controle 100 ng/mL de BaP

o

Controle 100 ng/mL de BaP

Figura 11. Niveis de GSH (A na Figura) e GSSG (B). As andlises referem-se a exposicao de
96h a 100 ng/mL de BaP. As barras listradas representam os individuos expostos ao poluente,
enquanto as barras brancas representam os controles. Médias e desvios-padrao obtidos de
triplicatas. *: diferengas significativas.

A quantifica¢do seguinte foi feita com amostras de G. birdiae expostas a 375 ng/mL
de BaP por 15 dias, valor da ICs, preliminar. O desbalango oxidativo foi verificado mais uma
vez. Apods os 15 dias, os individuos expostos a BaP apresentaram niveis reduzidos de GSH e
também de GSSG quando comparados aos individuos controle (Fig. 12). Os valores do IR

obtidos para amostras controle e para amostras expostas ao poluente foram, respectivamente,

79,2 € 90,7 %.
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Figura 12. Niveis de GSH (A na Figura) e GSSG (B). As andlises, estimadas por LC-MS,
foram realizadas apds exposicao cronica de 15 dias a 375 ng/mL de BaP. Estas condi¢des de
exposicdo correspondem a ICsy preliminar. Os individuos expostos ao poluente (barras
listradas) apresentaram menos GSH e GSSG do que os controles (barras brancas). Médias e
desvios-padrao obtidos de triplicatas. *: diferencas significativas.

A 3% condicdo de exposicdo a BaP na qual quantificou-se GSH e GSSG esta
apresentada na Figura 13. Também referente a periodo de exposi¢cdo cronico de 15 dias,
porém desta vez a 69 ng/mL de BaP (ICs definitiva; serd chamada apenas de 1Csy daqui em
diante), mostra resultados com tendéncias semelhantes aos observados na Figura 12. Apos
exposicdo a ICsy, foi possivel perceber que a alga sofre desbalanco oxidativo: algas expostas
ao HPA, representadas por barras listradas na Figura 13, apresentaram menos GSH e menos
GSSG do que as algas controle. Os valores do IR obtidos para amostras controle e para

amostras expostas ao poluente foram, respectivamente, 82,1 e 86,4 %.
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Figura 13. Niveis de GSH (A na Figura) e GSSG (B). As andlises, estimadas por LC-MS,
foram realizadas apds exposicdo cronica de 15 dias a ICsy (69 ng/mL de BaP). Estas
condi¢des de exposi¢ao correspondem a ICsy definitiva. Os individuos expostos ao poluente
(barras listradas) apresentaram menos GSH e GSSG do que os controles (barras brancas).
Meédias e desvios-padrdo obtidos de triplicatas. *: diferengas significativas.

A 4* e ultima quantificagdo de GSH e de GSSG realizada refere-se a periodo de
exposi¢ao agudo de 24h, utilizando-se a concentragdo de BaP de 69 ng/mL obtida da curva de
inibi¢do do crescimento. A idéia era verificar se a alga respondia a presenca do poluente num
periodo curto de tempo (24h) e em concentragdo de BaP que afetou seu crescimento num
periodo longo de 15 dias. Ainda, no mesmo experimento, aproveitou-se para quantificar GSH
e GSSG de amostras de algas do cultivo estoque de G. birdiae, algas estas que ndo receberam
adicdo de MeOH 1 % (v/v) como as amostras controle. Com isso, pretendia-se saber se as
amostras controle apresentavam o mesmo comportamento bioquimico de amostras do
estoque, que sdo aquelas com comportamento mais aproximado aos das algas de campo. Os
resultados de quantificacdo dos biomarcadores podem ser observados na Figura 14. As
diferencas surgem apenas quando comparamos amostras algais estoque e controle com as
amostras expostas ao poluente, que mais uma vez apresentaram niveis diminuidos de GSH e
de GSSG, corroborando as tendéncias observadas para as duas exposi¢oes cronicas de 15 dias.
Os valores do IR obtidos para amostras do estoque, controle e expostas ao poluente foram,

respectivamente, 77,4, 78,2 ¢ 81,3 %.



—1 25

concentracao de GSH

a a
— 4] O~ 00 S
® ® o
§ ] %S s —=
> // 0§
- e 150 h
< - -} —I_
> =
® :8 ;” 125 7
L 2o 100
2 Ee
z g2 ™
=) 29 50
= / 3% 25 /
0 /2 00 /2

Cultivo Controle 69 ng/mL de BaP Cultivo Controle 69 ng/mL de BaP

Figura 14. Niveis de GSH (A na Figura) e GSSG (B). As andlises, estimadas por LC-MS,
foram realizadas apos exposicao aguda de 24h a 69 ng/mL de BaP. Os individuos expostos ao
poluente (barras listradas) apresentaram menos GSH e GSSG do que os controles (barras
brancas). As quantificacds das glutationas de individuos de G. birdiae mantidos no cultivo
principal do laboratorio, isto ¢, do estoque de algas, estdo representadas pelas barras
pontilhadas. Médias e desvios-padrdo obtidos de triplicatas. As letras distintas indicam
diferengas significativas.

Amostras controle, que ficaram em experimentacdo em 3 tempos diferentes de
exposicao (24h, 96h e 15 dias), apresentaram uma varia¢ao da concentracdo de GSH ao final
destas exposigdes que foi de, aproximadamente, 45 a 72,5 ng/mg de alga fresca, enquanto que
a variacdo de GSSG ficou, aproximadamente, entre 10 ¢ 18 ng/mg. Ja para as amostras
expostas a diferentes concentragdes de BaP (69, 100 e 375 ng/mL) e também a 3 tempos
diferentes de exposi¢ao (24h, 96h e 15 dias), o intervalo de concentragdes de GSH ficou,
aproximadamente, entre 35 ¢ 55 ng/mg de alga fresca, enquanto que a variagdo de GSSG
ficou, aproximadamente, entre 5 € 15 ng/mg.

A Ttnica situacdo na qual foi possivel observar um aumento significativo na
concentracdo das moléculas analisadas nas amostras expostas ao poluente foi apods a

exposicao a 100 ng/mL de BaP por 96h, na qual as amostras expostas a BaP apresentaram
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mais GSSG. Nas demais situagdes, as amostras controle apresentaram sempre maiores
concentracoes.

A Tabela 4 mostra um resumo de todos os valores de IR obtidos. Apesar das

particularidades de cada situagdo de exposicao, as variacdes de IR ndo foram grandes.

Tabela 4. Com o intuito de se ter uma percepcao da porcentagem de moléculas de glutationa
que permaneceram no estado reduzido apds as exposi¢des que a alga sofreu ao poluente,
determinou-se o IR médio de amostras controle e de amostras expostas a BaP em cada uma
das situacdes apresentadas na tabela. O IR ¢ esclarecedor na medida em que revela, em %,
qual a capacidade antioxidante dependente de GSH que o organismo possui.

Tratamento Controles: apenas Exposicao a BaP:
MeOH 1 % (v/v) MeOH 1 % (v/v) + BaP
Cultivo (sem MeOH nem BaP) 77,4
69 ng/mL de BaP — 24h 78,2 81,3
100 ng/mL de BaP — 96h 83,9 71,4
69 ng/mL de BaP — 15 dias 82,1 86,4
375 ng/mL de BaP — 15 dias 79,2 90,7
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4.3.2 SOD
SOD, importante enzima antioxidante que remove anion radical superoxido, teve sua

atividade enzimatica determinada em 3 situagdes distintas: 1Csy; exposi¢ao aguda de 24h a 69
ng/mL de BaP; e 96h de exposicao a 10 ug/mL de BaP seguidos de mais 72h de exposi¢do a
20 pg/mL de BaP.

Com relagdo a esta ultima (ainda ndo havia sido apresentada em Resultados), faz-se
necessario entender o porque de sua utilizagdo. A atividade de SOD estava se apresentando
como um biomarcador bioquimico de exposi¢ao a BaP pouco sensivel, e assim, procurou-se
expor a alga a uma condi¢do que pudesse provocar a ela um dano evidente, como sua
despigmentagdo. Por observacdes anteriores, sabia-se que concentragdes de BaP > 5 ug/mL
eram capazes de produzir este efeito, e a idéia era tentar entender se SOD desempenhava
algum papel diferenciado durante estas situacoes.

Apo6s a exposicao a ICsy e apos a exposicao aguda de 24h a 69 ng/mL de BaP, ndo
puderam ser observadas diferencas de atividade de SOD entre amostras controle e amostras
expostas ao poluente, sugerindo a manutengdo da homeostase de anion radical superoxido
mesmo apds estas situacdes. Porém, apds 7 dias de exposicdo a altas concentragdes de BaP
(10 pg/mL de BaP por 4 dias + 20 pg/mL de BaP por mais 3 dias), foi possivel detectar uma
tendéncia (estatisticamente nao significativa) de diminuicdo da atividade de SOD nas
amostras expostas a BaP. A Figura 15 mostra estes resultados em histogramas. A
despigmentacdo das algas expostas a este tratamento de BaP pode ser vista na Figura 20,

inserida no item 4.4.
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Figura 15. A atividade de SOD foi mensurada em diferentes condi¢des de exposi¢do da alga
ao poluente: apos exposicdo aguda de 24h a 69 ng/mL de BaP; apos exposicao a ICsp; e apds
7 dias de exposicao a altas concentragdes de BaP (10 ug/mL de BaP por 4 dias + 20 pg/mL de
BaP por mais 3 dias). Acima dos histogramas estdo designados os tempos de duracdo de cada
condicdo de exposi¢cdo. Determinacdo da atividade de SOD por espectrofotometria.

Amostras controle, que ficaram em experimentacdo em 3 tempos diferentes de
exposicao (24h, 7 dias e 15 dias), apresentaram uma variacao dos valores de atividade de
SOD ao final destas exposicdes que foi de, aproximadamente, 50 a 70 U/mg de proteina,
enquanto que a variagao das algas expostas a diferentes concentracdes de BaP (69 ng/mL e 20
pg/mL) e também a 3 tempos diferentes de exposigao (24h, 7 dias e 15 dias) ficou,

aproximadamente, entre 10 e 80 U/mg de proteina.
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4.4 Toxicidade de BaP sobre a fotossintese de G. birdiae
Outro biomarcador que foi explorado durante a execugdo deste projeto foi a fotossintese

da alga. Para tal, foram obtidas curvas PI (que relacionam fotossintese com intensidades
luminosas crescentes) da alga em diferentes situagdes de exposi¢do ao hidrocarboneto: 375
ng/mL de BaP por 15 dias; ICsp; 69 ng/mL de BaP por 24h; e altas concentracdes de BaP (10
ng/mL de BaP por 4 dias + 20 ug/mL de BaP por mais 3 dias) por 7 dias. Com exce¢ao da
exposicao a 375 ng/mL de BaP, em todas as outras situagdes as curvas PI foram obtidas tanto
em tempo zero quanto ao final dos periodos de exposicao. As curvas em tempo zero foram
obtidas com o intuito de garantir que as réplicas do inicio dos experimentos realmente
possuiam valor biologico de réplica.

Importante salientar que antes de se iniciarem as tomadas de dados de fotossintese de
G. birdiae, foi necessario o desenvolvimento de um adaptador que permitisse acoplar a alga
ao fluorimetro de maneira padronizada, colaborando com uma tomada confidvel de dados

biologicos. A Figura 16 mostra o adaptador.
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Figura 16. A Figura mostra o adaptador desenvolvido para que as leituras de fotossintese de
G. birdiae se fizessem possiveis. E constituido de duas pegas: uma tampa e uma interface. O
cabo de fibra otica do fluorimetro se encaixa a extremidade lisa da interface, enquanto a
tampa a extremidade rosqueavel. Tanto a luz visivel que excita a fotossintese das algas
(emitida pelo equipamento) quanto a luz re-emitida pela fluorescéncia das clorofilas da alga
caminham pelo cabo de fibra 6tica. E fundamental que as condi¢des de iluminacio que
antecedem e que acompanham as leituras de fotossintese ndo variem. Nesse sentido, o
adaptador, como um compartimento fechado, atende as exigéncias de uso do equipamento.

A 1* tomada de dados envolvendo a fotossintese da alga foi feita ao término da
exposicao a 375 ng/mL de BaP por 15 dias (ICsy preliminar). A Figura 17 apresenta a curva
PI obtida. Esta situacdo de exposicdo a BaP nao provocou alteragdes no desempenho
fotossintético da macroalga, o que pode ser inferido pela obtencdo de curvas PI com perfis
muito semelhantes tanto para algas controle quanto para algas expostas ao HPA. Também
pode-se perceber que a Pn,x de G. birdiae apresentaria valores em torno de 10 pumol de

elétrons.m™>.s7™.
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Figura 17. Curvas de fotossintese-irradiancia (PI) obtidas ap6s experimento com duragao de
15 dias. A curva PI continua representa a fotossintese dos controles; a curva PI pontilhada
representa a fotossintese de algas expostas a 375 ng/mL de BaP. O comportamento
fotossintético da alga nas condigdes apresentadas foi muito semelhante. No detalhe, acima da
figura principal, estdo as curvas PI média de algas controle (a esquerda) e algas expostas a
BaP (a direita), obtidas a partir da equacdo de PLATT et al. (1980) (regressdo nao linear).
rETR: taxa de transporte de elétrons relativa (fotossintese relativa); PAR: radiacdo
fotossinteticamente ativa.

Em seguida, pretendeu-se saber se a exposicdo a ICsy, condicdo de grande interesse
desta tese, era capaz de provocar alguma alteracdo sobre a fotossintese da alga. A Figura 18
mostra as curvas PI referentes a esta condi¢cdo de exposi¢do. Nestas condi¢des de exposicao,
BaP também ndo foi capaz de provocar alteragdes fotossintéticas a alga, o que pode ser
numericamente observado nas Tabelas 5 e 6, nas quais estdo mostrados os valores obtidos

para as variaveis fotossintéticas em tempo zero e apos 15 dias, respectivamente.
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Figura 18. Curvas PI obtidas no inicio da exposi¢ao a ICsy (a esquerda), e ao seu final, apos
15 dias (a direita). Curvas com tragos continuos representam a fotossintese dos controles
enquanto curvas com tragos pontilhados representam as algas expostas a BaP. O
comportamento fotossintético de todas as réplicas nas condigdes apresentadas foi muito
semelhante. No detalhe, acima das figuras principais, estdo as curvas PI média de algas
controle e algas expostas a BaP. rETR: taxa de transporte de elétrons relativa (fotossintese
relativa); PAR: radiacdo fotossinteticamente ativa.

Tabela 5. Parametros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 18 (tempo: zero). Os
dados da tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente. Os valores
foram obtidos por meio do uso da equagao de PLATT et al. (1980). As variaveis nao
oscilaram diante das condi¢des de exposi¢ao apresentadas. Letras distintas indicam diferengas
significativas. Na tabela, entre paréntesis, estdo colocadas as unidades de dimensdo das
variaveis.

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 69 ng/mL de BaP
Pmax (rETR) 17,825 + 2,182 (a) 20,741 £ 3,227 (a)
RQE 0,605 = 0,032 (a) 0,614 + 0,023 (a)
I (umol m™.s™) 72,757 + 3,464 (a) 85,010 + 12,254 (a)
a (rETR) 0,245 + 0,02 (a) 0,244 + 0,012 (a)
B (rETR) 0,018 £ 0,01 (a) 0,016 + 0,008 (a)
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Tabela 6. Parametros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 18 (tempo: 15 dias).
Os dados da tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente apds 15
dias do inicio da exposi¢do a ICsy. Os valores foram obtidos por meio do uso da equagdo de
PLATT et al. (1980). As variaveis ndo oscilaram diante das condi¢cdes de exposicao
apresentadas. Letras distintas indicam diferencas significativas.

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 69 ng/mL de BaP
Py (rETR) 17,600 + 1,107 (a) 18,264 + 0,737 (a)
RQE 0,597 + 0,002 (a) 0,600 + 0,013 (a)
I (nmol m™.s™) 79,249 + 10,161 (a) 75,305 + 4,159 (a)
o (rfETR) 0,224 + 0,019 (a) 0,243 + 0,008 (a)
B (rETR) 0,011 + 0,006 (a) 0,004 + 0,003 (a)

A 3* anélise fotossintética realizada refere-se a exposicdo de 24h a 69 ng/mL de BaP.
A Figura 19 e as Tabelas 7 (tempo zero) e 8 (tempo 24h) referem-se a esta exposi¢cdo. Nas

condi¢des apresentadas, novamente a fotossintese da alga ndo foi sensivel ao HPA.
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Figura 19. Curvas PI obtidas no tempo zero da exposicao a 69 ng/mL de BaP (a esquerda), e
ao seu final, apds 24h (a direita). Curvas com tragos continuos representam a fotossintese dos
controles enquanto curvas com tragcos pontilhados representam as algas expostas a BaP. O
comportamento fotossintético de todas as réplicas nas condigdes apresentadas foi muito
semelhante. No detalhe, acima das figuras principais, estdo as curvas PI média de algas
controle e de algas expostas a BaP. rETR: taxa de transporte de elétrons relativa (fotossintese
relativa); PAR: radiacdo fotossinteticamente ativa.

Tabela 7. Parametros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 19 (tempo: zero). Os
dados da tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente no inicio da
exposicao de 24h a 69 ng/mL de BaP. Os valores foram obtidos por meio do uso da equagao
de PLATT et al. (1980). As varidaveis ndo oscilaram diante das condi¢cdes de exposi¢ao
apresentadas. Letras distintas indicam diferencas significativas.

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 69 ng/mL de BaP
Puax ('ETR) 14,011 + 6,659 (a) 16,126 + 0,654 (a)
RQE 0,528 = 0,030 (a) 0,602 + 0,012 (a)
I (nmol m™.s™) 104,997 + 57,459 (a) 77,607 + 3,064 (a)
o (rETR) 0,144 + 0,035 (a) 0,208 £ 0,016 (a)
B (rETR) 0,006 = 0,010 (a) 0,005 + 0,003 (a)
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Tabela 8. Parametros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 19 (tempo: 24 horas).
Os dados da tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente apds 24h
de exposicdo a 69 ng/mL de BaP. Os valores foram obtidos por meio do uso da equagdo de
PLATT et al. (1980). As variaveis ndo oscilaram diante das condi¢cdes de exposicao
apresentadas. Letras distintas indicam diferencas significativas. A triplicata exposta a BaP nao
apresentou fotoinibicao; por isso nao foram obtidos valores para a variavel f.

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 69 ng/mL de BaP
Poax (rETR) 16,709 + 2,312 (a) 18,119 + 2,022 (a)
RQE 0,548 + 0,009 (a) 0,570 + 0,017 (a)
I (nmol m™.s™) 100,880 + 4,881 (a) 105,771 + 19,691 (a)
a (rETR) 0,165 +0,015 (a) 0,173 + 0,015 (a)
B (rETR) 0,007 £ 0,006 (a) —

Assim como o que pode ser observado para as atividades de SOD, a fotossintese da
alga so oscilou diante do poluente quando as algas foram expostas a concentragdes de BaP de
ng/mL. Até se fazia possivel prever esta situagdo: em altas concentragdes de BaP a alga sofre
despigmentacdo (Fig. 20). As Figuras 21 ¢ 22 mostram as curvas PI das macroalgas em
tempo zero, apos 4 dias (a 10 pg/mL de BaP) e apo6s 7 dias (4 dias a 10 pg/mL de BaP + 3
dias a 20 pg/mL de BaP) de exposi¢do. O comportamento fotossintético da alga em tempo
zero e em 4 dias foi muito semelhante, porém, com o aumento da concentracdo de BaP para
20 pg/mL e a permanéncia nessas novas condi¢des de exposi¢ao por mais 3 dias fizeram com
que a alga sentisse a toxicidade do poluente. Essa situacdo pode ser corroborada a partir da
analise dos valores das varidveis fotossintéticas que estdo apresentados nas Tabelas 9, 10 e

11, que, respectivamente, dizem respeito aos tempos zero, 4 dias e 7 dias de exposicao.
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Figura 20. Estas fotos referem-se a experimento composto por dois momentos: 1° as algas
foram expostas a 10 ug/mL de BaP por 96h. Como a bioquimica de sua fotossintese
permaneceu inalterada durante este periodo, num 2° momento a concentra¢do do poluente foi
aumentada para 20 ug/mL, situagdo que foi mantida por mais 72h, totalizando um total de 7
dias de experimento. Em a, € possivel ver a algas durante experimentacdo. Ao término, as
réplicas expostas a BaP perderam sua coloracdo avermelhada caracteristica (d), enquanto as
réplicas controles mantiveram seu aspecto normal (b). Interessante notar a pequena
solubilidade apresentada por BaP nestas altas concentracdes: em ¢, sem alga; e em d, com
alga. O poluente mostrou-se bastante toxico com o aumento da sua fragdo precipitada.
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Figura 21. Curvas PI obtidas no inicio da exposi¢do a 10 pg/mL de BaP (a esquerda), e apos
4 dias (2 direita). Curvas com tracos continuos representam a fotossintese dos controles
enquanto curvas com tragos pontilhados representam as algas expostas a BaP. O
comportamento fotossintético de todas as réplicas nas condigdes apresentadas foi muito
semelhante. No detalhe, acima das figuras principais, estdo as curvas PI média de algas
controle e algas expostas a BaP. rETR: taxa de transporte de elétrons relativa (fotossintese
relativa); PAR: radiacao fotossinteticamente ativa.
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Figura 22. Curvas PI obtidas ao final de 7 dias de exposi¢ao a ug/mL de BaP. Apds a tomada
de dados de fotossintese de 4 dias (Fig. 21), a concentracao de BaP das amostras expostas ao
poluente foi aumentada de 10 para 20 pg/mL. As curvas PI aqui apresentadas referem-se ao
tratamento: 4 dias de exposicao a 10 pg/mL de BaP + 3 dias de exposicdo a 20 pg/mL de
BaP. Curvas com tragos continuos representam a fotossintese dos controles enquanto curvas
com tragos pontilhados representam as algas expostas a BaP. O comportamento fotossintético
entre amostras controle e amostras expostas ao HPA variou bastante. No detalhe, acima das
figuras principais, estdo as curvas Pl média de algas controle e de algas expostas a BaP.
rETR: taxa de transporte de elétrons relativa (fotossintese relativa); PAR: radiagdo
fotossinteticamente ativa.

BaP, nas condi¢des descritas na Figura 22, foi prejudicial a fotossintese da alga e
exigiu diminuir a escala do eixo das ordenadas do grafico para fazer-se possivel enchergar o

perfil da curva PI das algas expostas ao hidrocarboneto (a direita na Fig. 22).
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Tabela 9. Parametros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 21 (tempo: zero). Os
dados da tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente no inicio da
exposicdo de 7 dias a altas concentragdes de BaP. As variaveis ndo oscilaram diante das
condicdes de exposicao apresentadas. Letras distintas indicam diferengas significativas.

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 10 pg/mL de BaP
Pmax ('ETR) 8,582 + 4,516 (a) 9,671 + 1,316 (a)
RQE 0,459 + 0,033 (a) 0,430 + 0,054 (a)
I (nmol m™.s™) 57,475 + 29,974 (a) 86,068 + 19,498 (a)
o (rETR) 0,149 + 0,001 (a) 0,115 + 0,023 (a)
B rETR) 0,006 + 0,008 (a) 0,011 + 0,006 (a)

Tabela 10. Parametros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 21 (tempo: 4 dias).
Os dados da tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente apos 4 dias
do inicio da exposi¢do de 7 dias a altas concentracdes de BaP. As variaveis nao oscilaram
diante das condigdes de exposigao apresentadas. Letras distintas indicam diferengas
significativas. Apenas uma das réplicas da triplicata controle apresentou fotoinibi¢do; assim, o
valor da variavel 3 controle ndo ¢ uma média de valores (sem desvio padrao).

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 10 ng/mL de BaP
Pmax ('ETR) 11,301 + 1,972 (a) 12,663 + 1,782 (a)
RQE 0,352 + 0,020 (a) 0,564 + 0,009 (a)
I (umol m™.s™) 83,026 + 18,491 (a) 66,150 + 11,651 (a)
o (rETR) 0,137 + 0,007 (a) 0,195 + 0,037 (a)
B (rETR) 0,005 + ---- (a) 0,002 + 0,002 (a)

Tabela 11. Pardmetros fotossintéticos derivados das curvas PI da Figura 22. Os dados da
tabela representam amostras controle e amostras expostas ao poluente apos 7 dias do inicio da
exposicao de 7 dias a altas concentracdes de BaP (10 pg/mL de BaP por 4 dias + 20 pg/mL de
BaP por 3 dias). Os valores das variaveis P, RQE, Iy € B variaram entre amostras controle e

amostras expostas a BaP. Letras distintas indicam diferengas significativas.

Parametros Tratamento
Fotossintéticos Controle 20 pg/mL de BaP
Pmax ("ETR) 12,689 + 1,222 (a) 0,658 + 0,780 (b)
RQE 0,521 = 0,040 (a) 0,015+ 0,011 (b)
I (nmol m™.s™) 107,096 + 40,196 (a) 5,847+ 6,317 (b)
a (rETR) 0,125 £ 0,036 (a) 0,323 £ 0,508 (a)
B (rETR) 0,008 = 0,004 (a) 1,189+ 0,161 (b)
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A observagdao da Figura 23 facilita entender o que ocorreu com as variaveis
fotossintéticas P, Ik € B a0 longo dos 7 dias de exposig¢do. Ao sofrer despigmentagao, a alga
teve seu comportamento fotossintético bastante alterado: a fotossintese maxima relativa e a
intensidade de luz saturante diminuiram aproximadamente 20 vezes; a fotoinibigdo aumentou

125.000 vezes. O RQE de G. birdiae apresentou uma redugdo aproximada de 35 vezes.
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Figura 23. As curvas representam o comportamento das variaveis fotossintéticas Pp,x
(rETRmax), Ik (umol m™2.s™) e B (tfETR) ao longo de 7 dias de exposicdo a altas concentragdes
de BaP (10 pg/mL de BaP por 4 dias + 20 pg/mL de BaP por 3 dias). Em pontilhado estao
representadas as amostras expostas ao poluente, enquanto as curvas continuas representam as
amostras controle. *: diferencgas significativas.
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4.5 Quantificacdo de BaP nos meios de cultura de G. birdiae
Um outro aspecto sobre o qual desejava-se saber a respeito de G. birdiae era se a alga

tinha a capacidade de biotransformar BaP, tornando-o uma molécula mais hidrofilica e menos
toxica aos sistemas vivos. Para isso, fez-se necessario desenvolver um método analitico em
sistema HPLC/FL que permitisse a deteccdo e a quantificagdo do HPA nos meios de cultura
da alga. Esse método ainda poderia auxiliar na elucidagdo a respeito da solubilidade de BaP
nas concentragdes utilizadas nas mais diferentes situagdes de exposi¢ao apresentadas na
dissertagao.

O método desenvolvido (detalhes no item 3.7) apresentou grande reprodutibilidade e
uma boa correlagdo linear entre areas de picos de BaP obtidas nos cromatogramas com
concentracdes crescentes de BaP injetadas no equipamento. O perfil cromatografico do
método e mais detalhes podem ser vistos na Figura 24.

Com relacao a biotransformagao, um novo pico, com tempo de elui¢do maior € com as
mesmas caracteristicas de fluorescéncia de BaP, apareceu no cromatograma em dois tipos de
amostra: contendo alga e BaP, ou seja, das quais poderia se esperar alguma biorremediacao; e
de amostras controle, sem alga mas contendo BaP (Fig. 24).

Nao foi possivel observar diminuigdes das areas dos picos de BaP referentes a
aliquotas coletadas dos meios algais em tempos crescentes da exposicdo (dados nao
apresentados). Essa observacdo, somada as evidéncias do paragrafo anterior (suspeitou-se que
o pico com tempo de eluicdo maior que o de BaP pudesse representar um produto de
biotransformacao), sugerem que a alga ndo apresenta uma taxa eficiente de absorcdo e
transformagdao de BaP. Porém, para a confirmacdo desta caracteristica, faz-se necessario a
realizagdo de experimentos de cinética mais detalhados associados a melhoramentos do

método de quantificacdo do HPA em agua do mar.
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Figura 24. Perfis cromatograficos de 2 amostras contendo BaP. Foram obtidos a partir de
inje¢do em sistema HPLC/FL. Perfil preto: referente a amostra contendo 50 ng/mL de BaP e
500 ng/mL de NFL. Perfil cinza: cromatograma de amostra contendo alga e 500 ng/mL de
BaP, apos 3 dias de exposi¢do; neste perfil ainda pode-se observar a formac¢do de um novo
pico (indicado pelo quadrado preto descontinuo), com tempo de eluicdo de 18,6 min. A
molécula que deu origem a esse pico tem as mesmas caracteristicas de fluorescéncia de BaP.
BaP e o padrao interno NFL foram detectados por fluorescéncia (BaP: Aex 250 nm e Acy, 420
nm; NFL: Ay 270 nm € Aep 330 nm) em 12,8 e 5,4 min., respectivamente. Também estao
representadas as estruturas quimicas de BaP e NFL e a correlagdo linear (1) do método
analitico desenvolvido.

Quanto a verificacao da solubilidade de BaP em 4gua do mar utilizando-se MeOH 1 %
(v/v) para as concentragdes de BaP compreendidas no intervalo 69 a 20 pug/mL, que foram
aquelas apresentadas durante a execu¢do do projeto, o que pode-se perceber ¢ que a agua do
mar ¢ uma matriz um tanto quanto complexa para as analises que se desejou realizar.

O método analitico apresentou-se bastante reprodutivel, como apresentado na Figura
24, desde que as inje¢Oes fossem realizadas a partir de amostras preparadas em fase organica.
As quantificagdes realizadas com o intuito de se determinar a solubilidade de BaP na dgua do

mar dos meios algais foram feitas a partir de injecdes diretas de aliquotas de solu¢do marinha;
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nestes casos, at¢ mesmo repeticdes de inje¢cdes de uma mesma amostra resultaram em
quantificagdes de BaP bastante distintas. Nestas situagdes, o método variou razoavelmente,
evidenciando a falta de homogeneidade da matriz aquosa marinha. Essa constatacdo também
dificultou as observagdes a respeito da capacidade biotransformadora da alga.

Tentou-se resolver a situacdo descrita acima utilizando-se de procedimentos de
extracdo liquido-liquido ou de extracdo em fase sélida. Em ambos os casos, apos o término
das exposi¢des a BaP, o poluente dos meios de cultura das algas foi extraido para a fase
organica liquida ou para a matriz hidrofobica das colunas, e ao final, BaP foi ressuspenso em
um pequeno volume de fase organica metandlica, para posteriormente ser injetado em sistema
HPLC/FL. Desta vez, apesar da reprodutibilidade do método, o grande problema enfrentado
foi a falta de eficiéncia dos dois procedimentos de extracao experimentados.

Apesar da falta de indicios sobre o que de fato pode ter ocorrido com a solubilidade de
BaP em agua do mar utilizando-se 1 % de MeOH (v/v), é certo que em concentracdes muito
elevadas do poluente, como > 5 pg/mL, parte do HPA adicionado aos meios precipitou e os
tornou mais turbidos (Fig. 30 a). Algum tempo decorrido apds a adicdo de BaP, este comegou

a formar pequenos aglomerados que sedimentaram (Fig. 20 c e d).
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4.6 Biologia molecular de G. birdiae
4.6.1 Teste dos iniciadores
Apos a extracdo do DNA total de G. birdiae, o proximo passo era testar a eficacia dos

pares de iniciadores que tinhamos em maos.

Os testes de amplificagdo do DNA foram feitos a partir de reagdes de PCR. Num
primeiro momento, realizou-se um PCR com alto grau de estringéncia (alta especificidade),
apods o qual apenas pode ser observada amplificagdo de uma banda de DNA para ACT. Num
momento seguinte, com a diminui¢do da estringéncia da reacdo puderam ser obtidas
amplificacdes de DNA para: GST (com os pares de iniciadores 1 e 2), CAT (pares 1 e 2),

SOD (par 2) e ACT. A Figura 25 mostra os resultados dos dois PCR.
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Figura 25. As imagens de eletroforeses em gel de agarose mostram duas situagdes de PCR
diferentes. Acima, sao mostrados os produtos do PCR com alto grau de estringéncia, apos a
qual apenas amplificou-se DNA de ACT (destacada pelo retangulo branco). A imagem abaixo
apresenta as amplificacdes referentes a: GST 2, GST 1, CAT 1, CAT 2, SOD 2 e ACT obtidas
com a diminuicao da estringéncia da reacdo de PCR. PM: padrdo de peso molecular, em pares
de bases; Cyp: citocromo P450; Gst: glutationa S-transferase; Cat: catalase; Sod: superdxido
dismutase; Act: actina; Gpx: glutationa peroxidase; Asc: ascorbato peroxidase; + e -:
controles positivo e negativo do PCR.

Apo6s a obtengdo dos resultados do segundo PCR, procedeu-se com as etapas
necessarias para se conseguir sequenciar ¢ descobrir o que eram as seguintes bandas da
imagem de baixo da Figura 25: a banda de 400 pares de bases (pb) de GST 2; as bandas em
torno de 1000 e 400 pb de GST 1 (assinaladas, respectivamente, como Gst 1.1 e 1.2 na Fig.

26); a banda de 1000 pb de CAT 1; a banda de 900 pb de CAT 2; a banda entre 1000 ¢ 1500
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pb de SOD 2 (mais visivel no transluminador); e 3 bandas de ACT em torno de 1500, 400 e
300 pb (respectivamente, Act 1.1, 1.2 e 1.3 na Fig. 26).

A Figura 26 apresenta o resultado do PCR realizado com material genético de
colonias de bactérias (item 3.11.6 da dissertacdo) que foram previamente transformadas com
o DNA referente as bandas de interesse citadas no paragrafo anterior. Para todas as reagdes,
os iniciadores utilizado foram SP6 e T7, que anelam junto ao plasmideo bacteriano. Estas
mesmas colonias bacterianas foram crescidas em meio liquido (LB) e posteriormente

sofreram extrag¢ao de seus plasmideos, os quais foram encaminhados para sequenciamento.

PM [ Gst2 7 Gstlly rGstl.2 7 Catl qCat2
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1000 —
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500  s—
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75 com—

Figura 26. Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado do PCR realizado com DNA
de colonias de bactérias transformadas, confirmando que estas haviam incorporado os
fragmentos de DNA de interesse. PM: padrdao de peso molecular, em pares de bases; Gst:
glutationa S-transferase; Cat: catalase; Sod: superdxido dismutase; Act: actina.

O alinhamento das sequéncias obtidas contra o banco publico de sequéncias do NCBI,
no entanto, ndo foi positivo. Todos os alinhamentos das sequéncias referentes as
amplificacoes de DNA obtidas do 2° PCR (foto de baixo da Fig. 25) apontaram para

sequéncias nao pretendidas: proteina hipotética (registro GenBank gb/CP000830.1]),
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regulador de transcricdo (gb/AE008923.1|), e gene de rRNA 16s (emblFM252905.1|) de
bactéria, e transposon de planta (gb|EU558531.1|). Essa série de experimentos foi repetida
uma outra vez, porém os alinhamentos apresentaram resultados semelhantes.

Numa ultima repeticao super-estringente da reagdo de PCR, obteve-se amplificagdao de
banda para actina, com peso molecular abaixo dos 250 pb (Fig. 27), que provavelmente
corresponde ao mesmo produto de amplificagdo obtido no 1° PCR (Fig. 25). O resultado do
alinhamento da sequéncia desta banda de ACT com o banco de sequéncias do NCBI foi
positivo, mostrando que fora possivel amplificar um fragmento de ACT de G. birdiae com o
uso dos iniciadores nao degenerados de G. fenuistipitata. A sequéncia de nucleotideos da
ACT de G. birdiae que fora amplificada apresentou alta conservacao de bases quando
comparada a sequéncias de outras 3 espécies de Rhodophyta (Nemalionopsis shawii,
Hildenbrandia rubra, Bonnemaisonia hamifera). A Figura 28 apresenta os alinhamentos de
nucleotideos das ACT destas 4 espécies de algas, além de mostrar os alinhamentos das

proteinas traduzidas.

Figura 27. Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado do PCR realizado com DNA
de coldnia de bactéria transformada com DNA de actina. Par de iniciadores utilizado: SP6 e
T7. PM: padrao de peso molecular, em pares de bases. Act: actina.
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sequéncia de nucleotideos

birdiae
shawii
rubra
hamifera

birdiae GTERF'AACTGGE
shawii G TATIGTeACHAACTGGGE
rubra

hamifera

G. birdiae D E Y VGDAAMARRGVLITIKYP LEHGIVINW LD k]
H. shawii R DE Y VCDAAMAPRGVLIIEYP LEHG I VI HW D ekl
H. rubra AR D E Y VG DAAMARRGVLITEYPLEHGIVTHW DR
B. hamifera 1 g vieriloiames a4 A icaatpycinriy 31

Figura 28. Sequéncia de ACT de G. birdiae ¢ melhores alinhamentos desta com o banco de
sequéncias do NCBI. Os alinhamentos de sequéncias de nucleotideos foram obtidos por meio
de tblastx, enquanto os alinhamentos de sequéncias de proteina foram determinados por
blastx. N. shawii: Nemalionopsis shawii; H. rubra: Hildenbrandia rubra; ¢ B. hamifera:
Bonnemaisonia hamifera.

4.6.2 Analise dos danos provocados por BaP ao DNA da alga
A outra abordagem do projeto relacionada a aspectos moleculares de G. birdiae

envolve a deteccdo e a quantificacdo de lesdes oxidativas causadas ao DNA algal em
decorréncia da exposicao a BaP. O biomarcador rastreado foi a 8-0xodG.

Nesse sentido, um método analitico em sistema HPLC/MS/MS foi desenvolvido
(detalhes no item 3.10). O método apresentou, respectivamente, um LOD e um LOQ de 1,3 e
4,32 pg para 8-o0xodG, valores que foram derivados de extrapola¢do da razdo sinal/ruido por
um fator de 3 (LOD) e 10 (LOQ). O método apresentou reprodutibilidade e correlagdo linear
satisfatorias. A Figura 29 apresenta um perfil cromatografico obtido a partir do método

descrito.

L)
70
70
70
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Figura 29. Cromatograma do método bioanalitico desenvolvido com o objetivo de detectar e
quantificar 8-oxodG. O pico apresentado refere-se a uma injecao de 375 pg de 8-oxodG no
sistema cromatografico. O analito apresentou tempo de eluicdo de 4,88 min. O sinal m/z para
[8-0x0dG + H]" foi de 284,3 amu, enquanto que o ion produto apresentou sinal m/z de 168,4
amu. A estrutura quimica da 8-oxodG e a correlagdo linear do método (r > 0,99) também
estdo na figura. Injecdes realizadas em sistema HPLC/MS/MS.

Com o método analitico padronizado, o proximo passo era a preparagdo das amostras
biologicas. A Figura 30 mostra fotos do experimento a partir do qual o DNA de G. birdiae
foi extraido. Apds 96h de exposicao a 10 pg/mL de BaP, os 5 g de algas expostos ao poluente

despigmentaram, enquanto os 5 g de algas controle apresentavam um aspecto saudavel.
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Figura 30. As fotos representam experimento caracterizado por exposi¢dao de 96h a 10 ug/mL
de BaP. Apos este periodo, o DNA das algas foi extraido. Devido a grande quantidade de
biomassa utilizada em cada réplica (5 g), o nimero amostral do experimento teve que ser
igual a 1 (a). As fotos b e ¢ mostram detalhes das algas expostas a condigdao controle (sem
BaP): em b, alga dentro de erlenmeyer durante a experimentac¢do; em ¢, alga ao término das
96h de experimento. Em d, pode-se observar o aspecto de G. birdiae apdés as 96h de
exposicdo a BaP.

O DNA das algas foi extraido como esta descrito em 3.9.1. Para nos certificarmos que
de fato o DNA estava sendo extraido com qualidade, quantificacdes foram realizadas em
espectrofotometro a 260 nm (mais detalhes em 3.9.1). Apos esta confirmacao, para poder ser
analisado em sistema HPLC/MS/MS, o DNA algal ainda precisava ser fragmentado a
nucleosideos, e para isso se fazia necessario alguns passos sucessivos de digestdo enzimatica.
A Figura 31 mostra o resultado do tratamento com DNAse I sofrido pelo DNA algal. Esta
enzima tem a capacidade de quebrar as ligagdes fosfodiéster existentes entre nucleotideos
adjacentes de uma mesma hélice de DNA, provocando assim a formagdo de oligo e mono-

nucleotideos.
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Figura 31. Com o intuito de confirmacao da digestdo que o DNA extraido de G. birdiae
deveria ter sofrido, realizou-se eletroforese em gel de agarose. Fez-se possivel notar que as
amostras de DNA total da alga que foram submetidas a digestao por DNAse I (raias: Dig 1, 2
e 3) ndo resistiram a sua agdo, enquanto amostras de DNA total que ndo foram submetidas a
digestao, isto ¢, DNA integro (raias: Int 1, 2 e 3), mantiveram seu alto peso molecular e
praticamente ndo migraram no gel. PM: padrdo de peso molecular, em pares de bases.

O passo seguinte constituia-se na remog¢ao dos grupos fosfato dos nucleotideos por
acdo de uma fosfatase. Em seguida, procedeu-se com a filtracdo das amostras de DNA para
remog¢ao de moléculas com peso molecular acima de 10 kDa (para impedir o entupimento da
coluna cromatografica). Ao final, os nucleosideos de DNA foram injetados em sistema
HPLC/MS/MS para se averiguar a existéncia de lesoes.

Ainda ndo se sabe ao certo qual a razdo mas ndo foi possivel detectar bases do DNA
normais ou oxidadas. O fato das bases normais nao poderem ter sido detectadas nos faz
acreditar que o problema ocorrido esteja relacionado com a fosfatase. Numa outra
aproximacao, utilizando um outro método analitico, tentou-se detectar o aduto BaPDE-DNA,

porém as analises preliminares ndo permitiram evidenciar a molécula.
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4.7 Citocromo P450

A obtencdo da membrana microssomal que contém CYP450 logo mostrou-se
desafiadora. Essas membranas correspondem a uma fragao infima do conteudo total celular, e
nesse sentido, experimentos para sua obtencdo exigem a utilizagdo de biomassas muito
elevadas, as quais nao correspondiam a realidade do banco de algas do laboratorio. Em pouco
tempo percebeu-se que se insistissemos com tais experimentos, faltaria biomassa algal viva
para a realizacao dos outros objetivos do projeto.

Mesmo assim, alguns experimentos para obtencao de CYP450 foram realizados e
resumem-se aquilo que fora descrito em 3.12, 3.13 e 3.14. Apos obter o precipitado oriundo
da ultra-centrifugagao, tentou-se detectar, por espectrofotometria, uma mudanga no padrao de
absor¢ao das amostras de 420 para 450 nm apds o borbulhar saturante realizado com CO. As
varreduras realizadas no intervalo de 400 a 500 nm ndo permitiram identificar qualquer pico
de absorc¢do. Tentou-se entender um pouco sobre o conteudo protéico obtido a partir das ultra-
centrifugacdes por meio de SDS-PAGE. A revelacio do gel de poliacrilamida (ndo
apresentado) evidenciou duas bandas mais fortes com pesos moleculares (de 52,2 e 60 kDa)
proximos daquele esperado para enzimas CYP450 com atividade sobre xenobidticos (da
categoria dos HPAs) caracterizadas em Helianthus tuberosus (com 55 kDa) (BATARD et al.,
1998). Uma alternativa para desvendar a natureza destas proteinas teria sido a realizacao de
western-blot utilizando anticorpos especificos para CYP450. Porém, nao foi possivel obter
tais marcadores no tempo de desenvolvimento do projeto.

Diante do que fora exposto acima, a obtenc¢ado, detec¢ao e quantificagdo de CYP450 de
G. birdiae foi deixada para ser elucidada posteriormente.

Mesmo assim, algumas consideragdes merecem ser feitas. Alguns artigos ja
descreveram aumento na inducdo da expressdao e da atividade de isoformas de sub-familias
especificas de CYP450 relacionadas a presenca de HPAs no ambiente. A maioria destas

publicacdes caracterizaram CYP450 em mamiferos, peixes, artropodes e moluscos
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(PHILLIPSON et al., 1985; STEGEMAN e HAHN, 1994; BUCHELI e FONT, 1995;
ISHIZUKA et al., 1996; SHIMADA et al., 2001).

Por outro lado, vale salientar as consideragdes feitas por MATUO (2007) a respeito de
dificuldades encontradas para detectar CYP450 em laboratério. Manipulando o fungo
unicelular Saccharomyces cerevisiae, a pesquisadora comenta que a detec¢ao de CYP450 a
partir da prévia solubilizagdo da enzima em tampao apropriado (caso deste projeto) pode
trazer a desvantagem de haver perda da oxigenase por desnaturagdo, mesmo respeitando-se
condigdes de pH e temperatura 6timos. Ainda, a autora comenta sobre os custos materiais €
sobre o tempo necessario para realizacao das analises. No caso de MATUO (2007), como
estava-se trabalhando com organismos unicelulares, havia a possibilidade de determinagao de
CYP450 em suspensao de células intactas. Nestas condi¢des, a caracterizagdo de CYP450
revelou-se mais praticavel. Porém, esta abordagem nao era uma opg¢ao para a manipulacao de

G. birdiae dada a sua natureza macro.
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5. Discussao

5.1 Toxicidade de BaP sobre o crescimento de G. birdiae
Limitagdes biologicas, como um crescimento pouco expressivo apresentado por G.

birdiae, associadas a limitagdes instrumentais, como o relatado para a balanga analitica (em
4.2), podem ter impedido uma avaliagcdo rigorosa sobre a toxicidade aguda de BaP sobre G.
birdiae. Por outro lado, ndo sdo poucos os estudos envolvendo macroalgas do género
Gracilaria que estimam TC baseadas em periodos longos de anélise.

PLASTINO et al. (2004) o fez para G. birdiae para um periodo de 4 semanas, o
mesmo que fora apresentado por URSI e PLASTINO (2001). Nestes dois trabalhos, as
medicoes de biomassa fresca da alga foram feitas em intervalos de tempo semanais.
LIGNELL ¢ PEDERSEN (1989), investigando TC de Gracilaria secundata ¢ G. verrucosa,
realizaram experimentagao de 14 e de 17 dias de duragdao. LAING et al (1989), manipulando
G. sordida, mediu biomassa 3 vezes por semana por um periode que foi de 4 a 7 semanas. A
opg¢ao por tomadas de dados de biomassa em intervalos de tempos maiores (3 ou mais dias)
reduz a interferéncia por parte do experimentador sobre o comportamento dos organismos
testados. Metodologias de tomadas de dados de biomassa a partir de secagem das algas
manualmente em papel ou a partir de centrifugagdo, que sdo, respectivamente, os casos do
presente estudo e dos trabalhos destacados acima, ndo devem ser ignoradas enquanto
estressoras para as algas.

Mesmo sabendo-se destas limitagdes, muitos sdo os trabalhos que procuram entender
os fendmenos intrinsecos as exposi¢des agudas. Neste contexto, trabalhar com organismos
que apresentem TC maiores ajuda a diminuir a importancia da interferéncia realizada pelo
investigador. Se as TC de G. birdiae do presente estudo tivessem sido mais proéximas

daquelas apresentadas nas publicagdes de LIGNELL e PEDERSEN (1989), URSI e
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PLASTINO (2001), COLLEN et al. (2003) (estudo com G. tenuistipitata) e PLASTINO et al.
(2004), talvez a abordagem aguda pudesse ter sido mais factivel. Nestas publicagdes, as TC
ficaram entre 3,7 e 11 % do peso fresco por dia, enquanto no presente trabalho, ficou em
torno de 1,05 % (TC como descrito em LIGNELL e PEDERSEN, 1989). Valores de TC
também podem ser obtidos a partir da inclinacdo de curvas relacionando o logaritmo natural
dos valores de biomassa fresca contra o tempo (TC como descrito em LAING et al., 1989),
como aquelas apresentadas nas Figuras 9 e¢ 10 (da ultima, os histogramas). LAING et al.
(1989) relata que as maximas TC diarias com valores desta natureza podem oscilar, para
macroalgas, entre 0,06 ¢ 0,25. As TC de G. birdiae deste estudo ficaram abaixo deste
intervalo, apresentando valor de 0,005.

Essa diferenca expressiva encontrada para os valores de TC talvez possa ser explicada
por mais de uma variavel: 1) diferentes caracteristicas entre as espécies de macroalgas que
possam influenciar seus crescimentos. Por exemplo, diferentes espécies apresentam diferentes
valores para a razao superficie/volume. Algas com alto valor da razdo sdo consideradas de alta
produtividade quando comparadas com algas com baixo valor para a razdo; as 1%
normalmente possuem talo fino e sdo altamente ramificadas, mostrando-se mais eficientes na
tomada de nutrientes do meio do que algas com talo mais grosso (PATWARY ¢ VAN DER
MEER apud LIGNELL e PEDERSEN, 1989). Talo grosso foi uma caracteristica evidente
dos exemplares de G. birdiae utilizados neste estudo. 2) diferengas nas condigdes de
crescimento das algas, principalmente no que se refere a luminosidade (foto-periodo e
intensidade), densidade de alga, e concentracdo de nutrientes. A condi¢do de exposi¢do mais
parecida com a do presente estudo foi aquela apresentada por PLASTINO et al. (2004), que
também investigou G. birdiae, porém utilizando o dobro de concentragdo de meio VS (0,2 %,

v/v). Nestas condicdes, G. birdiae apresentou TC de 8,5 %.
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Quanto a toxicidade de BaP, a observacdo das Figuras 9 ¢ 10 permite concluir que o
HPA ¢ nocivo a macroalga na medida em que consegue inibir de maneira crescente a TC do
organismo conforme seus niveis estdo mais altos no meio: a TC de algas controle foi 300 %
superior aquela observada para algas expostas a 2000 ng/mL de BaP. Os dados de TC contra
concentragdes crescentes de BaP apresentaram correlacdo linear dose-dependente. Como
havia sido sugerido na Introducao (item 1.3), a logaritmizacao dos valores de concentracao de
BaP transformou a correlagdo linear original dos dados numa correlagdo nao linear: a partir da
reta obteve-se uma curva sigmoide.

Nao sdo numerosos os artigos disponiveis na literatura que relatam a toxicidade de
compostos organicos frente a macroalgas marinhas. O composto mais estudado ¢ o fenol, que
até o ano 2003 tinha 5 artigos publicados envolvendo 4 espécies diferentes. Artigos
envolvendo HPAs, mais especificamente BaP, quase ndo existem. Para piorar, EKLUND et
al. (2003) relatam que a maioria dos resultados publicados sobre o assunto investigaram os
efeitos causados pela toxicidade dos poluentes sem se basear em valores derivados (i.e.: IC,
EC — concentracao efetiva—, LC — concentragdo letal) a partir de curvas dose-resposta, o que €
recomendado para testes de toxicidade padronizados.

Ainda, apesar de o sintoma (“end point”) mais frequentemente avaliado em testes de
toxicidade envolvendo plantas e algas ser a alteracdo do crescimento, atualmente ndo se faz
possivel comparar diferentes valores de ICsy entre macroalgas que tenham sido expostas a
BaP, uma vez que a forma diferente de expressdo dos resultados torna impraticaveis as
comparagdes de efeito direto. Ainda, os artigos disponiveis apresentam uma enorme variedade
no que se refere a objetivos e a concepgdo experimental. Pelo mesmo motivo ainda nao
existia, at¢ 2003, nenhum método internacional padronizado para testar toxicidade de

poluentes orgénicos frente a macroalgas (EKLUND e KAUTSKY, 2003).
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O trabalho de DJOMO et al. (2004) apresenta resultados de exposi¢ao da microalga
verde Scenedesmus subspicatus frente a 5 HPAs distintos. Os resultados do trabalho mostram
que o potencial toxico destes compostos parece ser fortemente influenciado por suas
caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade em agua, K.y, coeficiente de volatilizacao, e
outros); pode-se perceber que HPAs com maior peso molecular, como BaP, apresentam maior
toxicidade. O valor de ICsy de BaP para S. subspicatus, considerando-se um periodo de
exposicao de 7 dias, foi 1,48 ng/mL, valor 45 vezes menor daquele encontrado para G.
birdiae. Ja BOPP e LETTIERI (2007) encontraram valor de ICsy de BaP para a diatomacea
(microalga) marinha Thalassiosira pseudonana, para exposigao de 24h, de 55,24 ng/mL,
valor proximo da ICsy de G. birdiae para 15 dias. Em projeto associado a este artigo
(disponivel em www.thresholds-eu.org), os mesmos autores ainda relatam o valor de 1Csg de
BaP para Scenedesmus vacuolatus exposta por 24h em 1,77 ng/mL. Trabalho de OKAY et al.
(2002) apresenta valor de ICsy para Phaeodactylum tricornutum (fitoplancton) igual ao
encontrado para G. birdiae, porém considerando exposi¢ao aguda a pireno.

A maior parte da informagao disponivel sobre contaminac¢ao por petréleo a macroalgas
envolve pouca ecotoxicologia. STEPANYIAN (2008) demonstra reducdo das TC em
concentragdes de oOleos (mistura) que vao de 5 a 30 pg/mL. Outros artigos mostram que
desastres envolvendo petroleiros, cargueiros, e derramamentos oriundos de guerras, que sdo
situacdes nas quais as concentracdes dos componentes do petréleo também tornam-se
elevadas, podem surtir pequenos impactos sobre a distribui¢do, a abundancia, a riqueza e a
produtividade de espécies de macroalgas. Em alguns casos, os impactos destes desastres sobre
a fauna e a flora podem até ser revertidos em curto a médio prazos (KENWORTHY et al.,
1993; EDGARA e BARRETT, 2000; TERUHISA et al., 2003; VILLARES et al., 2007;

LOBON et al., 2008).
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Com relacdo a razoavel resisténcia apresentada por G. birdiae frente a BaP, esta nao

parece ter sido uma observagao isolada. SVERDRUP et al. (2007) relata a consideravel
insenbilidade de 3 espécies de plantas terrestres, 1 espécie de verme e 1 espécie de bactéria

nitrificadora frente a BaP.

5.2 Comportamento das Defesas Antioxidantes

5.2.1 Glutationa
As Figuras 11, 12, 13 e 14 apresentam uma caracteristica em comum. Em todas elas ¢

possivel observar que as concentragdes de GSH e de GSSG em amostras controle e em
amostras expostas ao HPA foram diferentes estatisticamente; esse fato indica que o poluente
pode ter sido absorvido pela alga e ainda provocado a formac¢ao de ERO ao ser metabolizado
por enzimas da fase I dos sistemas de biotransformagao.

De maneira geral, a concentragdo de ambos os biomarcadores diminuiu nas amostras
expostas a BaP, independentemente da concentragdo do poluente e do tempo de exposicao. A
unica excecao foi aquela observada em amostras expostas a 100 ng/mL de BaP por 96h (Fig.
11): houve aumento na concentracdo de GSSG em relacao aquilo que fora observado para os
controles.

Dessa forma, pode-se perceber que GSH e GSSG caracterizaram-se como
biomarcadores bastante sensiveis a presenga do HPA; desempenharam alguma fung¢ao celular
logo que o poluente foi absorvido pelas células da macroalga, mesmo em situagdes nas quais
as concentragdes de BaP nos meios de cultura foram mais baixas. Assim que o HPA ¢
absorvido pela alga, sdo dois os mecanismos mais provaveis de manifestacio da sua
toxicidade: 1) geragdo de ERO em caso de sofrer biotransformagao; e 2) biotransformagao de
BaP a BaPDE (molécula bastante reativa).

GSH poderia desempenhar papel protetor atuando sobre as duas vias: em 1, poderia

participar como espécie doadora de elétrons as EROs, tornando-as estaveis. Nesse caso,
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ocorreria formagdo do dimero GSSG. Ainda, caso ascorbato também estivesse participando
como antioxidante frente ao desbalanco oxidativo gerado por BaP, GSH poderia ser
consumida no ciclo ascorbato-GSH, permitindo a regeneragao de ascorbato reduzido (PINTO
et al., 2003). Em 2, GSH poderia ser consumida por GST na fase II dos processos de
biotransformacao (nessa reagdo, GSH seria conjugada com BaP).

SZALAI et al. (2009) considera uma gama ainda maior de papéis que poderiam ser
desempenhados por GSH: além do controle direto e indireto da concentracio de ERO,
participa da degradacao de H,O, em reagdo catalisada por GPx, participa da regulacao do
ciclo celular, da expressdo génica, e da atividade de enzimas devido aos seus efeitos sobre o
estado redox celular, dentre outros.

Quanto ao dimero GSSG, amostras expostas ao HPA apresentaram menor
concentracdo em relacdo as amostras controle apds as exposicoes de: 24h; e as 2 exposicoes
de 15 dias (ICsy preliminar; e 1Csp); porém apresentaram maior concentracao de GSSG apds
exposi¢ao de 96h a 100 ng/mL de BaP.

Este ultimo resultado pode sugerir que entre 24 e 96h de exposicdo GSH esteja sendo
consumida preferencialmente como espécie doadora de elétrons, e menos pelo processo de
conjugacdo. No entanto, entre 96h e 15 dias a concentracdo dos dimeros GSSG diminui,
provavelmente devido a um aumento de atividade de glutationa redutase (forma GSH a partir
de GSSG). Essa reciclagem de GSH contribuiria para o restabelecimento dos valores normais
do IR.

A Figura 32 permite visualizar melhor o que ocorreu com as concentragdes de GSH e
GSSG nas diferentes situagdes de exposi¢do nas quais os biomarcadores foram quantificados.
As curvas pretas continuas, que representam os controles, permaneceram quase sempre acima

das curvas pontilhadas, que representam as amostras expostas a BaP, demonstrando
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graficamente a maior concentracdo dos biomarcadores nas algas que ndo depararam-se com o
HPA.

A Tabela 4 (item 4.3.1) apresenta os valores obtidos para o IR de algas controle e
algas expostas a BaP. Por mais que exista uma variacdo entre os valores obtidos,
principalmente dentre os IR de amostras expostas a BaP (chegam a variar no méaximo 27 %),
no geral os valores foram parecidos. Neste sentido, parece haver uma “programagao
comportamental bioquimica” determinando um deslocamento da equagdo 2 GSH - GSSG +
2 H' para a esquerda. Assim, pequenas variagdes na propor¢do “normal” entre as formas de

glutationa desencadeariam os mecanismos bioquimicos necessarios para o restabelecimento

da mesma.
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Figura 32. As curvas relacionam concentracdoes de GSH e GSSG obtidas apos o término de
diferentes tratamentos (independentes) aos quais as algas foram submetidas. Concentracdes de
GSH e GSSG das amostras provenientes do cultivo ndo sdo diferentes das amostras controle.
As barras de erros correspondem a desvios padrao (n = 3).
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Em todos os experimentos realizados para quantificar as duas formas de glutationa, as
amostras de G. birdiae expostas ao HPA apresentaram valores inferiores para o denominador
do IR, que ¢ igual a soma: quantidade de GSSG (transformada para valores de quantidade de
GSH) adicionada a quantidade de GSH. Isso provavelmente aconteceu porque a exposicao a
BaP provocou o consumo de GSH no sentido de formacdo de novas moléculas de GSSG e
também do aduto composto por BaP biotransformado mais GSH (reagdo catalisada por GST).
Esse desbalango na propor¢do das formas de glutationa deve ter funcionado como sinal para a
retomada da propor¢do “normal” existente entre estas espécies quimicas em G. birdiae. Esse
mecanismo pode acontecer por diversas vias bioquimicas.

Segundo SZALALI et al. (2009), o alto valor da razdo GSH/GSSG encontrado em
condigdes normais pode ser restaurado pela atividade de glutationa redutase, sintese
aumentada de GSH, diminuicao da degradacao de GSH, ou pelo transporte de GSH e GSSG.

Até o momento ndao existem artigos que tenham investigado os niveis dos
biomarcadores de estresse oxidativo GSH e GSSG em macroalgas expostas a BaP. As
publicagdes que mencionam estes marcadores em micro ¢ macroalgas estdo relacionadas a
outras situagdes de estresse, como metais, salinidade, radiagdo UV, perdxido de hidrogénio,
epifitismo, biotoxinas (nodularina), ou simplesmente estudos envolvendo bioprospec¢do com
o intuito de caracterizagdo de produtos naturais de algas (RIJSTENBIL et al., 1998;
AGUILERA et al., 2002; DUMMERMUTH et al., 2003; LU et al., 2006; PFLUGMACHER
etal.,2007; ZUBIA et al.,2007; PAWLIK-SKOWRONSKA et al., 2007; outros). Uma outra
dificuldade encontrada para realizar a comparagdo dos dados com a literatura foi o fato de
existir uma grande variedade de técnicas e formas de apresentagdo dos resultados.

No artigo de LEI et al. (2006) averiguou-se as respostas antioxidantes de 4 espécies de
microalgas de agua doce diante da exposi¢cdo a pireno, um HPA constituido de 4 anéis

benzénicos justapostos, ou seja, com uma estrutura quimica muito semelhante a de BaP. As
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espécies Chlorella vulgaris, Selenastrum capricornutum, Scenedesmus platydiscus e
Scenedesmus quadricauda foram expostas a 0,1 e 1 pg/mL de pireno por 7 dias. Foi possivel
perceber que a resposta a presenca do xenobidtico foi espécie-especifica. O contetido de GSH
variou em func¢do da concentragdao de pireno no meio, com o tempo de incubagao, e de acordo
com a espécie testada. Pireno em concentragdao de 0,1 ug/mL nao foi suficiente para alterar o
conteudo de GSH de nenhuma das espécies. Porém, 1 pg/mL de pireno aumentou o contetido
de GSH em S§. capricornutum ap6és 4 dias (em 7 dias foi igual ao inicio da exposicao) e
provocou aumento em S. platydiscus e S. quadricauda ap6s 7 dias de exposi¢do. A espécie
Chlorella vulgaris mostrou-se incapaz de metabolizar o poluente: pireno ndo alterou sua
concentracdo de GSH e nem de GST. Os aumentos de contetido de GSH em S. capricornutum
e S. platydiscus foram acompanhados por aumentos de atividade de GST, o que as
caracterizou como espécies metabolizadoras de pireno. S. quadricauda apresentou-se sensivel
ao HPA uma vez que sua GST sofreu inibicao.

Com relagdo aos valores das concentracdes de GSH e de GSSG encontrados nos
estudos envolvendo G. birdiae, pode-se perceber uma grande semelhanga com aqueles
reportados por AGRAWAL (1992) e AGRAWAL et al. (1992), que também normalizaram as
concentragdes das formas de glutationa por peso fresco de alga.

No artigo de AGRAWAL (1992) foram observados efeitos decorrentes da exposi¢ao
da microalga verde Chlorococcum infusionum e Chlorogonium elongatum a UV-B por 6h. As
amostras controle destas espécies (ndo expostas a UV-B) apresentaram niveis de concentracao
constantes para GSH e GSSG durante todo o tempo de exposi¢do: respectivamente, 20 e 10
ng/mg de alga fresca. Com a incidéncia de UV-B, as duas espécies apresentaram aumento de
GSH e de GSSG. Interessante notar que os picos de GSH, em 65 ng/mg de alga fresca para C.
elongatum e em 80 ng/mg para C. infusionum, aconteceram respectivamente apos 2 e 4h do

inicio da exposi¢ao, mesmo fendmeno que pode ser observado para concentragdo de GSSG de
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G. birdiae em 96h de exposicao a BaP em concentracao de 100 ng/mL. Ainda, mesmo apds o
estresse gerado por radiagdo UV-B, os valores do IR para as duas espécies oscilaram entre
70,8 e 73,2 %, comportamento parecido com aquele visto em G. birdiae.

Em AGRAWAL et al. (1992) realizou-se exposi¢ao da microalga C. elongatum a 5 ¢
10 png/mL de Hg™ por 6h. Foi possivel observar uma relagio de dose-dependéncia entre Hg"
nos meios de cultura das algas e as formas de glutationa: quanto mais merctrio, maior a
concentracdo de GSH e GSSG. Os niveis de GSH e de GSSG das amostras expostas a 10
ng/mL de Hg' chegaram a aumentar, respectivamente, 350 e 480 % quando comparados aos
niveis das algas controle; estas ultimas apresentaram, respectivamente, concentragao de 18,23
e 7,14 ng/mg de alga fresca de GSH e de GSSG.

Nos dois artigos os autores atribuem os aumentos observados a fendmenos
encadeados: o estresse provoca formacao de ERO; ocorre consumo do antioxidante GSH e
consequente formacao de GSSG; essa oxidagdao dispara os mecanismos que levam a nova
sintese de GSH.

Porém, diminui¢des das concentragdes de GSH e GSSG também podem ocorrer em
organismos estressados. SIGAUD-KUTNER et al. (2005) mostrou que o dinoflagelado
Lingulodinium polyedrum apresentou diminui¢do nos niveis das duas formas de glutationa
durante crescimento de 21 dias em sistemas fechados de larga escala. Apesar do estresse, as
algas apresentaram aumento do valor do IR com o passar dos dias, ou seja, as células foram
capazes de manter um potencial redox crescente.

Parte da resisténcia de algas a estresses abidticos parece estar relacionada a altos
valores de IR, ou seja, contextos bioldgicos caracterizados por altos valores da razao

GSH/GSSG.
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5.2.2S0OD
A observacao da Figura 15 permite perceber que SOD ndo se mostrou sensivel a

presenca do HPA. Apenas em concentragdes altas, entre 10 e 20 pg/mL de BaP, nas quais
inclusive parte do poluente adicionado ndo solubilizou (Fig. 20), foi que a enzima de algas
testes apresentou tendéncia de diminui¢do da atividade em relacdo as amostras controle.
Nestas circunstancias a alga ja havia perdido seus pigmentos, isto ¢, ja havia apresentado um
sintoma sistémico grave, que indicava a ocorréncia de algo errado. Esse comportamento
apresentado pela SOD de G. birdiae ndo permite caracteriza-la como um biomarcador
sensivel frente ao poluente estudado. A enzima nao foi capaz de informar de maneira precoce

sobre a presenga e a toxicidade de BaP nos meios de cultura das algas. Ainda, este resultado
pode sugerir que o poluente ndo foi capaz de induzir o aumento na geracao de ~O,.

Por outro lado, se BaP foi absorvido pelas células da alga, que ¢ o que parece ter
acontecido, ¢ se a oxigenase CYP450 metabolizou BaP na fase I do processo de
biotransformacao (o que nao pode ser concluido a partir dos experimentos realizados), ¢
possivel que tenha ocorrido aumento na geracao de ERO.

Neste caso, a diminui¢cdo da concentragao de GSH em amostras expostas ao HPA pode

ser uma explicacao possivel para a falta de sensibilidade de SOD. Talvez a reagdo de parte das
moléculas de GSH com “O, tenha sido suficiente para manter a homeostase do radical.

Diferentemente do que fora visto para G. birdiae, em alguns organismos a enzima
SOD esté4 envolvida nos mecanismos de defesa frente a BaP. YANG et al. (2009) mostra que

ratos expostos a BaP tiveram maior geragdo de ERO. Dentre estes, aqueles que tiveram suas
CuZnSOD e CAT super-expressas reduziram os niveis de ~O, e de H,O; produzidos durante a

biotransforma¢ao de BaP, e consequentemente inibiram a aterosclerose acelerada pelo HPA.
NAHRGANG et al. (2009) relata, em peixe, aumento do nivel de expressdo do gene de

CuZnSOD em vinte vezes ap6s 16h do inicio da exposi¢do a BaP. AN et al. (2008)
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demonstrou, em peixe, aumento dos niveis de expressao dos genes de SOD durante exposi¢ao
a BaP 30 pg/mL em 6, 12 e 24h. COLLEN et al. (2003), em estudo envolvendo a macroalga
Gracilaria tenuistipitata, investigou os efeitos oriundos da exposicdo aguda aos metais Cu*" e
Cd*". A atividade de SOD aumentou ap0s exposicio a 0,2 pg/mL de Cu®" e apresentou uma
tendéncia de aumento apods a exposicdo a 1 pg/mL de Cd*". ASKMANN e TUKAJ (2004)
expuseram a microalga Scenedesmus armatus, por 24h, a dois HPAs compostos por 3 anéis
aromaticos: antraceno e fenantreno. Em situacdes especificas, ambos os HPAs foram capazes
de estimular a atividade de SOD da alga.

Por outro lado, MONARI et al. (2007) demonstrou que bivalves expostos a 440 ng/mL
de BaP por 36h nao apresentaram aumento de atividade e nem aumento na quantidade de
CuZnSOD presente nas glandulas digestivas em relagdo a bivalves nao expostos. Quanto a
MnSOD, um leve aumento de atividade pode ser observado em 36h de exposicao a BaP.

Ainda, MONARI et al. (2009) demonstrou diminui¢do dos niveis de expressdao e
atividade de MnSOD e diminui¢do da expressdo de ECSOD (SOD extra-celular) e CuZnSOD
em bivalves expostos a 500 ng/mL de BaP por 12 dias. A atividade enzimatica de CuZnSOD
permaneceu inalterada entre amostras controle e expostas a BaP durante todo o periodo de
experimentacdo. MONARI sugere que a toxicidade de BaP pode reduzir a capacidade
sequestradora de oxiradicais de algumas células de organismos expostos ao poluente. Nesses
casos, o excesso de ERO produzidas pela biotransformacao de BaP fatalmente recairiam sobre
alguns sistemas celulares e isso poderia explicar o decaimento de GSH nas amostras de G.
birdiae expostas a BaP.

LEI et al. (2006) expds as microalgas de agua doce Chlorella vulgaris, Selenastrum
capricornutum, Scenedesmus platydiscus e Scenedesmus quadricauda a 0,1 e 1 pg/mL de
pireno por 7 dias. Os ensaios de atividade enzimatica de SOD foram realizados com amostras

controle e amostras expostas ao poluente apos 4 e 7 dias do inicio da exposi¢do. O tratamento
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com pireno ndo demonstrou ter qualquer efeito significativo sobre a atividade de SOD das 4
microalgas, com apenas 2 excecgdes para exposi¢oes a 1 ug/mL de BaP: uma tendéncia
inibitoria sobre a atividade de SOD de C. vulgaris apés 7 dias de exposi¢do; e um pequeno
aumento em S. platydiscus apos 4 dias.

Com relagao aos valores de atividade de SOD disponiveis para algas expostas a
diferentes fatores de estresse, foi possivel perceber que eles podem variar aproximadamente
até 2 ordens de grandeza. EL-BAKY et al. (2009) expOs a microalga Spirulina platensis
(habita d4gua doce e marinha) a diferentes concentragdes de H,O,. A atividade de SOD da alga
chegou a variar de 6,22 a 35,62 U/mg de proteina. LEI et al. (2006) expOs 4 microalgas de
agua doce a duas concentracdes distintas de pireno. As atividades das SOD dessas microalgas
variou, aproximadamente, entre 40 e 65 U/mg de proteina. COLLEN ez al. (2003) expds a
macroalga vermelha marinha G. fenuistipitata aos metais Cu®" e Cd*". A atividade de SOD
nestas situacdes apresentou valores que variaram aproximadamente entre 220 e 500 U/mg de
proteina.

Em G. birdiae foi possivel perceber uma variacao de atividade de SOD entre 10 e 80
U/mg de proteina, variacdo que fica compreendida no intervalo de atividades visto para algas
em geral. SOD de G. birdiae apresentou um comportamento mais semelhante ao apresentado
por SOD microalgais do que aquele apresentado por SOD de G. tenuistipitata.

Resumindo aquilo que fora discutido neste topico, SOD ndo parece apresentar uma
resposta unica relacionada a presenca e a toxicidade de compostos da classe dos HPA, como
BaP. As atividades de SOD parecem variar de maneira diferente em organismos distintos
durante exposi¢des a compostos quimicamente semelhantes. Essa constatacdo faz dela uma
enzima com comportamento de certa maneira imprevisivel, ou seja, um biomarcador de dificil

caracterizacao.
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5.3 Toxicidade de BaP sobre a fotossintese de G. birdiae
Diferentemente da sensibilidade apresentada pelo crescimento e pelos peptideos de

baixo peso molecular GSH e GSSG, a fotossintese de G. birdiae, enquanto potencial sistema
bioquimico biomarcador da exposi¢do a BaP, assemelhou-se mais as caracteristicas da enzima
SOD. Assim como o antioxidante enzimatico, a fotossintese da alga apenas variou quando
esta foi exposta a concentragdes mais elevadas do poluente.

As curvas PI apresentadas nas Figuras 17, 18 e 19, assim como as variaveis
fotossintéticas que constam nas Tabelas 5 a 8, sdo representativas da baixa interferéncia do
HPA sobre a fotossintese da macroalga. As 3 situagdes de exposi¢do apresentadas pelas
Figuras foram, respectivamente, 375 ng/mL de BaP por 15 dias, 69 ng/mL de BaP também
por 15 dias (ICsp), € 69 ng/mL de BaP por 24h. Nessas condigdes cronicas e agudas de
exposicao da alga a BaP, os valores das varidveis fotossintéticas Pn.x, RQE, I, a e J,
apresentados nas Tabelas, nao foram diferentes.

Até mesmo quando a concentragdo de exposi¢ao da alga ao poluente foi de 10 pg/mL,
a alga ainda assim apresentou um funcionamento “normal” de sua fotossintese, o que pode ser
mostrado pelas curvas PI da Figura 21 e pelos valores para as variaveis fotossintéticas que
constam nas Tabelas 9 ¢ 10. No entanto, um pequeno incremento de BaP ao meio algal ja
contendo o poluente causou sérios danos a alga na medida em que provocou sua
despigmentagdo generalizada, mostrada na Figura 20. A duplicacdo da concentragdo de BaP
de 10 para 20 pg/mL foi bastante agressiva as caracteristicas fotossintéticas da alga, o que
pode ser notado a partir da observacao das curvas PI da Figura 22 e da Tabela 11. Como
resultado numérico desta toxicidade pode-se destacar o grau de mudanga dos valores das
variaveis Ppay, I, RQE € B. As duas 1* tiveram uma reducdo de 20 vezes; RQE diminuiu 35
vezes, enquanto B aumentou 125.000 vezes. A Figura 23 explicita graficamente a variagao
apresentada pelas variaveis fotossintéticas Pnax, Ik € B ao longo dos 7 dias. No 7° dia fica

evidente a discrepancia apresentada pelos valores das variaveis.
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Uma reducao de 20 vezes da Py« pode ser entendida como uma diminui¢cdo de 20
vezes no fluxo de elétrons que ocorre entre o PSII e o PSI, fluxo este que ¢ necessario a
formacdo de ATP e NADPH. Esses dois compostos sdo consumidos na etapa das reagdes de
carboxilacdo da fotossintese, durante a qual ocorre formacao de glicose. Nesse sentido, pode-
se dizer que a velocidade de formacao de compostos organicos de alta energia da fotossintese
ficou bastante prejudicada. A reducdo de 35 vezes no valor do RQE ¢ um dado bastante
informativo a respeito da toxicidade de BaP sobre a fotossintese da macroalga. O RQE,
parametro fotossintético mais utilizado, mede a propor¢do entre a energia efetivamente
utilizada na via fotossintética em relagcdo ao total de luz absorvida pelas clorofilas associadas
ao PSII. Com relagao ao Iy, um abaixamento de até 20 vezes em relagdo ao seu valor normal,
que oscilou entre 57 e 105 pmol de fotons.m™.s™, significa que a quantidade de energia
luminosa que provocava a saturacao do fluxo de elétrons (rETR,.x) da fotossintese da alga
passou a ficar em torno de 5 pmol de fotons.m™.s™ apos exposicdo a altas concentragdes do
HPA. Caso este abaixamento do Iy ndo estivesse acompanhado de um concomitante
abaixamento de Py, até poderia-se atribuir um efeito positivo do HPA sobre a fotossintese
da alga; porém, ndo foi o que aconteceu. O incremento de 125.000 vezes sobre os valores da
variavel B apds a exposicdo de 7 dias a 20 ug/mL de BaP pode ser entendido como o mesmo
que ndo ter havido fotoinibig¢do sobre a fotossintese da alga até o momento que antecedeu tal
exposi¢ao. A Figura 23 permite visualizar bem esta idéia: no 7° dia, os valores de B, que
vinham beirando o valor zero, passam a apresentar valor 1,2 nas amostras expostas a BaP.
STEPANIYAN (2008) investigou os efeitos da adicdo de 6leo cru a 5 espécies de
macroalgas marinhas, sendo 3 delas algas marrons (Laminaria saccharina, Fucus vesiculosus
e Ascophyllum nodosum) e 2 algas vermelhas (Porphyra umbilicalis € Palmaria palmata). As
exposi¢des, que duraram 10 dias, foram feitas a concentracdes de dleo de 5, 10, 20 e 30

pg/mL. Para todas as espécies, com exce¢do de A. nodosum, foi possivel perceber um
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decréscimo da fotossintese relacionado ao incremento de 6leo absorvido pelos organismos.
Em concentragdes de oOleo acima dos 10 pg/mL foi possivel perceber supressdo da
fotossintese em P. umbilicalis e P. palmata ao final dos 10 dias de exposi¢do. Ainda, o
decréscimo do desempenho fotossintético destas 5 espécies foi acompanhado de mudanca na
coloragdao dos talos (mesmo fenomeno que fora observado para G. birdiae) e, em alguns
casos, at¢ deformacao. STEPANIYAN (2008) explica a toxicidade dos hidrocarbonetos
absorvidos por meio de sua capacidade em destruir a membrana plasmatica, causando
distarbio ao balango de ions, o que reduz a pressao intracelular, ocasionando decréscimo na
quantidade de ficoeritrinas e clorofilas.

O fenémeno da despigmentagdo foi também reportado por KUMMEROVA et al.
(2006b) apods expor Pisum sativum (ervilha) ao HPA fluoranteno em concentracdes de 0,01 e
1 png/mL por 18 e 25 dias. A concentragdo maior do HPA provocou redugao do valor do RQE
de Pisum sativum ap6s 18 dias de exposi¢do. Os autores do trabalho sugerem que a exposi¢ao
ao HPA pode ter provocado fosforilagdo de proteinas envolvidas na captacdo de energia
luminosa, diminuindo a eficiéncia de transferéncia desta energia aos fotossistemas, o que
termina por diminuir a rETR entre PSII e PSI. Ainda, como HPA e seus produtos de
transformagdo apresentam semelhancgas estruturais com alguns herbicidas, eles podem afetar o
fluxo de elétrons entre fotossistemas de maneira similar a estes Gltimos: causando danos ao 1°
doador de elétrons entre PSII e PSI, a tirosina Z.

KUMMEROVA et al. (2006a) também demonstra diminui¢do do RQE de algas em
simbiose com fungos (liquens) apods exposicao a fluoranteno no intervalo de concentragdo de
la5pg/mL.

BOPP e LETTIERI (2007) estudaram a regulacdo génica na diatoméicea marinha
Thalassiosira pseudonana apds exposi¢do de 24h aos HPA pireno, fluoranteno e BaP. Os

intervalos de concentracdes utilizados para os HPA foram os seguintes: 2,5 a 500 ng/mL de
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pireno; 3 a 3000 ng/mL de fenantreno; 0,05 a 328 ng/mL de BaP. Os genes 3HfcpA e 3HfcpB,
cuja traducdo resulta na formacdo de proteinas de membrana que ficam associadas a
pigmentos fotoprotetores constituintes dos fotossistemas, apresentaram tendéncia de inibi¢ao
de expressao, o que pode ser um indicador de atividade fotossintética reduzida.

MARWOOD et al. (1999), investigou a foto-toxicidade do HPA antraceno sobre a
fotossintese de fitoplancton. Primeiramente, as células foram deixadas absorvendo o poluente
em ambiente escuro. Logo em seguida, deixou-se que ficassem em ambiente iluminado por
1h. Organismos expostos a 0,2 e 1 ug/mL de antraceno apresentaram, apos o periodo de
iluminacao, redugao significativa dos seus valores de P,x em relagdo a algas que absorveram
o HPA e ndo foram iluminadas. Os autores comentam que antraceno foi capaz de aumentar a
foto-sensibilidade de organimos ao ser foto-oxidado a outros subprodutos toxicos. Segundo os
autores, para exibir sua toxicidade antraceno precisou de luz, situagdo que ¢ consistente com a
producao de radicais.

Com relagdo a alguns valores ja relatados na literatura cientifca para as variaveis
fotossintéticas de macroalgas, pode-se destacar os trabalhos de YOKOYA et al. (2007) e
BAUTISTA e NECCHI (2007), que quantificaram a fotossintese de Rhodophyta por meio da
fluorescéncia da clorofila a. Nos dois trabalhos, as macroalgas vermelhas estudadas foram
Hypnea musciformis, Audouinella eugenea, Audouinella hermannii e Compsopogon
coeruleus. O intervalo de valores encontrados para as varidveis sdo os que seguem: Pp«
(rETR): 10,3 a 50,1; RQE (adimensional): 0,17 a 0,64; I (umol.m’z.s'l): 45,8 a 173,5
(umol.m'z.s'l); alfa: 0,05 a 0,29 (rETR); beta: 0,01 a 0,22 (rETR). Pode-se perceber que todos
os valores encontrados para as variaveis de G. birdiae enquadram-se nestes intervalos
apresentados, com exce¢do dos dados apresentados na Tabela 11, coluna “20 pg/mL de BaP”.

Neste sentido, essa comparagdo pode ser elucidativa quanto a toxicidade de BaP sobre a
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fotossintese da macroalga uma vez que a exposicdo ao HPA em altas concentracdes, por 7

dias, foi capaz de transformar seu desempenho fotossintético a valores mais extremados.

5.4 Analise de BaP nos meios de cultura da alga
O método analitico desenvolvido para analisar BaP nos meio de cultura de G. birdiae

mostrou-se reprodutivel e sensivel. Além disso, por utilizar deteccdo por fluorescéncia,
tornou-se uma estratégia mais seletiva quando comparada a utilizacdo de detector baseado
simplesmente na absortividade molecular.

Inicialmente, a observagcdo do cromatograma apresentado na Figura 24 criou uma
expectativa de que talvez o pico com tempo de eluicdo em 18,6 min. fosse resultante de
alguma biotransformagao realizada pela macroalga sobre BaP. Porém, como ja fora apontado
no item 4.5, o fato deste pico ter apresentado tempo de eluigdo maior que o de BaP e também
por ele ter surgido em amostras controle (sem alga), tornou improvavel esta suspeita. Eventos
de biotransformacdo necessariamente envolvem o aumento do carater polar de HPA. O
trabalho de WARSHAWSKY ef al. (1995) permite uma visualizagdo cromatografica
caracteristica de fendmenos biotransformadores sobre HPA. Neste trabalho os autores
investigaram a biotransformacao realizada por algumas espécies de algas sobre BaP. Todos os
produtos de metabolizagdo de BaP produzidos pelas algas (dihidrodiois e quinonas)
apresentaram tempo de reten¢do inferior a BaP utilizando-se coluna cromatografica C18.

Ainda, antes de realizar a andlise dos subprodutos biotransformados presentes nos
meios de cultura das algas, WARSHAWSKY et al. (1995) realizou LLE, com posterior
secagem dos solventes utilizados na extracdo, seguido de ressuspensao em fase organica
apropriada para realizar a inje¢do em HPLC. Apenas dessa maneira foi possivel evitar a falta
de homogeneidade natural da matriz aquosa marinha sobre os resultados de quantificagao.

Durante o desenvolvimento do projeto realizou-se algumas tentativas de padronizagao

de procedimentos de extragao em fase sélida e extra¢ao liquido-liquido. Esses procedimentos



117
de extracdo de BaP a partir de amostras aquosas marinhas nao apresentaram rendimento
satisfatorio, ndo passando dos 30 % de recuperacdo (dados ndo apresentados).

CAVALCANTE et al. (2007) testou a recuperagdo de HPA a partir de amostras
aquosas marinhas por meio das mesmas técnicas de extracao utilizadas neste projeto: SPE e
LLE. Os autores mostram rendimentos satisfatorios apresentados por ambas as técnicas: apos
analise em sistema cromatografico gasoso acoplado a detector de ionizagdo por chama, pode-
se observar uma recuperacdo de BaP em torno de 71 e 62 % para SPE e LLE,
respectivamente.

Quanto a SPE, provavelmente as diferengas de eficiéncia observadas entre o presente
estudo e 0 de CAVALCANTE et al. (2007) devam estar relacionadas a utilizacao de solventes
organicos diferentes para a eluicdo de BaP da matriz apolar das colunas. No artigo, ¢
mostrado que ACN, solvente utilizado por nos, teve menor capacidade de arrastar BaP das
colunas de extragao quando comparada a outros solventes com polaridades mais baixas.

Ao mesmo tempo, a falta de dominio das metodologias de extracdo quimica por parte
do experimentador associada ao surgimento de outras prioridades durante o desenvolvimento
do projeto, fizeram com que essas experimentacdes fossem deixadas para ser elucidadas em
um outro momento.

A habilidade de metabolizar HPA e BaP foi descrita para alguns animais, fungos e
bactérias; alguns estudos caracterizando essa capacidade em algas também foram realizados
(WARSHAWSKY et al., 1995; JUHASZ e NAIDU, 2000; WARSHAWSKY et al., 2007;
BOPP e LETTLERI, 2007).

Organismos com baixo valor para a razdo area/volume possuem uma capacidade
diminuida para absorver compostos do meio quando comparados com aqueles organismos
com baixo valor para a razdo (LIGNELL e PEDERSEN, 1989). Neste sentido, essa

morfologia 6tima para absor¢do estd mais para micro do que para macroalgas (i.e.,
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Gracilarias). Os dados preliminares a respeito da biotransformacao realizada por G. birdiae
sobre BaP indicam que a alga nao apresenta tal capacidade ou ela ¢ muito reduzida: nao
houve abaixamento da altura do pico de BaP em cromatogramas obtidos de injegdes de
amostras coletadas dos meios algais em dias consecutivos de exposicao da alga ao HPA;
também nao foi possivel detectar o surgimento de nenhuma nova molécula com os perfis de
fluorescéncia semelhantes ao de BaP. Ainda, como utilizou-se detector de absortividade
(DAD) junto com a detec¢do por FL, pode-se dizer com maior sustentagdo que provavelmente
nenhum composto novo foi formado.

Esses casos ja reportados na literatura sé servem de estimulo para tentarmos elucidar o
papel desempenhado por espécies de algas endémicas da costa brasileira enquanto
remediadoras de poluicdo que contaminam esse vasto litoral. Com o método analitico ja
desenvolvido e com base nas experiéncias adquiridas durante as tentativas de se realizar as
quantificagdes do poluente nos meios de cultura da alga, sentimo-nos interessados em tentar
averiguar com maior precisao o papel biotransformador desempenhado por G. birdiae e outras
espécies de algas disponiveis no laboratorio.

Os mesmos problemas apontados para garantir a caracterizacdo biotransformadora da
alga também atrapalharam na determina¢do da solubilidade de BaP nas diferentes
concentragdes de exposicao as quais as algas foram submetidas no decorrer do projeto.

TURNER e RAWLING (2002) comentam que a solubilidade de BaP em 4gua do mar
¢ inferior aquela observada em agua doce, uma vez que esta ultima ndo sofre os efeitos de
agregacdo de particulas induzido pela alta concentracdo de solutos (i.e. sal). Segundo
FERNANDEZ et al. (2006), a solubilidade de BaP em 4gua do mar esta em torno de 4 ng/mL.
BOPP e LETTLERI (2007) comenta que a solubilidade de HPA pode variar entre ng/L a

ng/mL dependendo do grau de contaminac¢do dos corpos d’dgua avaliados. FENG et al.
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(2007) relata que os niveis de BaP encontrados nas dguas do Rio YangTze (China) variaram
entre 0,214 ¢ 0,279 ng/mL.

Porém, a somatoéria da fragdo soluvel de varios HPA contaminando ao mesmo tempo
um determinado corpo hidrico pode atingir valores maiores. O artigo de FENG et al. (2007)
retne informagdo de varios trabalhos que realizaram quantificagdes em ambientes aquaticos
nestas condig¢des. Esses valores somados oscilaram entre 0,004 a 6,2 ng/mL para aguas de
rios. A concentracdo somada mais elevada foi encontrada para aguas salobras de estudrios,
nas quais chegou-se a quantificar 27 ng de HPA por mL de 4gua.

Como o K,y de BaP ¢ alto (6,06), existe uma forte tendéncia deste composto ficar
adsorvido ao sedimento de ambientes aquaticos naturais. Essa insolubilidade os torna menos
biodisponiveis, isto €, menos passiveis de sofrer decomposi¢do, o que termina por caracteriza-
los como moléculas ambientalmente mais persistentes. FENG et al. (2007) relata que os
niveis de BaP encontrados nos sedimentos do Rio YangTze e afluentes variou entre 50 e 94
ng/kg. GEYER et al. (1981) sustenta correlacdo inversa entre bioacumulagdo de compostos
organicos e solubilidade em agua em estudo envolvendo a microalga Chlorella fusca.

Mesmo assim, ndo sdo poucos trabalhos que estudaram a toxicidade de BaP sobre
micro e macroalgas em concentragdes algumas ordens de grandeza acima da sua solubilidade
(WARSHAWSKY et al, 1995; BOPP e LETTLERIL 2007; CHOY et al., 2007,
STEPANIYAN, 2008). Se considerarmos exposi¢cdes de outros organismos a BaP, esse
nimero pode aumentar. FLIEDNER (1997) salienta a importancia para a ecotoxicologia do
estudo de substancias pouco soluveis em agua em concentragdes acima da sua solubilidade. O
autor defende tal idéia uma vez que a ICsy de alguns xenobioticos expressa-se, muitas vezes,
acima das suas respectivas solubilidades. Ainda, MARWOOD et al. (1999) comenta que
resultados obtidos a partir de periodos curtos de exposi¢ao a altas concentragdes de poluentes,

como apresentado no atual trabalho, podem ter caracteristicas semelhantes aqueles oriundos
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de periodos longos de exposicao a baixas concentracdes de xenobidticos, que sao situacdes
mais comuns em ambientes naturais.

Considerando-se o contexto do atual trabalho, que utilizou uma concentragao final de
1 % de MeOH (v/v) nos meios de cultura da alga, ¢ bem provavel que este tenha amplificado
razoavelmente o limite de solubilidade de BaP em agua do mar. O fato de as TC de G. birdiae
terem diminuido gradativamente conforme aumentou-se a concentracdo de BaP nos meios
algais no intervalo 0 a 2000 ng/mL ¢ uma evidéncia que sustenta essa suposi¢ao. WOLFE et
al. (1998) comenta sobre o aumento da biodisponibilidade, da absor¢cdo e da transferéncia
trofica (biomagnifica¢do) de hidrocarbonetos presentes no petroleo em ambientes aquaticos
por meio da adi¢cdo de diferentes dispersantes.

Ainda, quando fala-se em toxicidade de xenobidticos em ambiente aquatico, a fracao
reconhecidamente toxica ¢ a fragdo soluvel, enquanto a fragdo precipitada ndo recebe tal
atribuicao. No entanto, foi possivel perceber durante o desenvolvimento do projeto que o
incremento da fragdo precipitada em réplicas bioldgicas expostas a concentracdes de pg/mL
de BaP foi capaz de provocar danos mais severos a macroalga G. birdiae; talvez a fracao

insoluvel ndo seja apenas um precipitado inerte.

5.5 Biologia molecular de G. birdiae
5.5.1 Confirmacgado do par de iniciadores para actina

Os resultados de amplificacgdo de DNA obtidos a partir das reagdes de PCR
apresentados nas Figuras 25, 26 ¢ 27 foram esclarecedores no sentido de caracterizar a
eficacia dos pares de iniciadores testados. Foram testadas situacdes de baixa (Fig. 25 foto de
baixo) e alta (Fig. 25, foto de cima; e Fig. 27) estringéncia com o intuito de descobrir quais
por¢des do DNA de G. birdiae eram passiveis de ser amplificadas.

Ap6s a realizagdo dos sequenciamentos e a revelacdo dos resultados negativos a

respeito dos DNA amplificados, estdvamos acreditando que os problemas dos experimentos
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pudessem estar relacionados as degeneragdes dos iniciadores e/ou a qualidade do DNA algal
extraido. Porém, com a obtencdo da sequéncia de actina a partir do PCR realizado com os
iniciadores desenhados para G. tenuistipitata, a suspeita sobre a qualidade do DNA extraido
foi abandonada.

Dessa forma, provavelmente o grande problema para o sucesso na amplificagdo de
outras por¢coes do DNA algal tenham sido as degeneracdes. Iniciadores ndo degenerados
contendo pelo menos 17 pares de bases costumam ser suficientes para ligarem de forma
especifica a apenas uma regido do DNA. Porém, quando consideramos iniciadores com este
comprimento contendo muitas degeneracdes (no caso deste trabalho, de 1 a 5; porém, a
maioria continha 3 ou 4), pode acontecer de eles ndo reconhecerem qualquer regiao do DNA
ou de ligarem de maneira inespecifica. Essas foram, respectivamente, as situagcdes
apresentadas para os PCR mostrados na Figura 25, foto de cima, ¢ na Figura 25, foto de
baixo. Na 1 reacdo (Fig. 25, foto de cima), na qual as concentragdes finais de Mg®" foram
baixas e a estringéncia alta, apenas houve amplificagdo de DNA de actina porque existia
conservagdo entre os genomas de G. birdiae e de G. tenuistipitata e porque o par de
iniciadores de actina ndo continha degeneracdes. Na 2* reag¢do (Fig. 25 foto de baixo), para a
qual as concentracdes de Mg2+ foram aumentadas em 2 vezes e a estringéncia fora diminuida,
houve amplificacdo de uma série de produtos inespecificos. Provavelmente o que houve
foram anelamentos inespecificos dos pares de iniciadores (menos para ACT) aos bracos dos
plasmideos bacterianos. Dai o alinhamento das sequéncias terem sido bons com por¢des de
DNA bacteriano.

O alinhamento das sequéncias disponiveis para os diferentes genes alvos permitiu
determinar alguns segmentos génicos conservados com comprimento aproximado de 17 pb.
Dai o tamanho escolhido para os iniciadores. Estas conservacdes, no entanto, possuiam

diferengas pontuais, que correspondem exatamente as posi¢des escolhidas para as
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degeneracdes dos iniciadores. Assim, para cada segmento génico conservado desenhou-se um
unico iniciador contendo varias degeneragdes. Porém, esta estratégia ndo mostrou-se uma boa
op¢ao. Talvez o mais apropriado tivesse sido desenhar pares de iniciadores diferentes
contendo pouca ou nenhuma degeneracao por segmento de DNA conservado, e apostar que
pelo menos para uma das combinagdes de pares possiveis fosse possivel amplificar produtos
desejados. Poderiam-se utilizar as mesmas regioes conservadas como molde, uma vez que
estas correspondiam as regides com o maior grau de conservagao.

A Figura 28 apresenta a sequéncia de nucleotideos de 93 pb obtida para actina e seu
respectivo alinhamento com actinas de 3 outras espécies de Rhodophyta. Elas sdo muito
semelhantes entre si. Apos traduzir estas sequéncias de DNA de actina, procedeu-se o
alinhamento das proteinas (Fig 28). O segmento protéico obtido possui 31 aminoacidos, dos
quais apenas 1 nao ¢ conservado nas 4 algas vermelhas. Porém, esta substituicao se da entre
aspartato e glutamato, dois aminoacidos polares acidos, ou seja, provavelmente ndo mudam as

caracteristicas fisico-quimicas da actina madura.

5.5.2 Método analitico de quantificacido de 8-oxodG
A sensibilidade do método analitico desenvolvido (Fig. 29) mostrou-se significativa.

Comparando-se os valores do LOD e do LOQ obtidos neste trabalho com os revelados por
CHURCHWELL et al. (2002), que também utilizou sistema LC/MS/MS para a analise de 8-
oxodG, pode-se perceber que ambos possuem sensibidade aproximada. CHURCHWELL et
al. (2002) chegou a detectar e quantificar 8-oxodG em quantidade abaixo de 1 pg de analito
injetado junto a coluna cromatografica, o que corresponde a encontrar 1 molécula de 8-
0x0dG/10® nucleosideos. Nosso método foi capaz de detectar 1 molécula de 8-oxodG/10°

nucleosideos e quantificar 4 moléculas de 8-0x0dG/10® nucleosideos.
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Este método mostrou-se tdo ou mais sensivel quando comparado a outros métodos
largamente empregados em analises de 8-oxodG, tais como LC-ECD, ELISA, marcagao
radioativa.

De acordo com os dados preliminares sobre digestao do DNA apresentados na Figura
31, sentimo-nos estimulados em seguir adiante com as analisesde 8-oxodG uma vez que os
problemas parecem estar razoavelmente cercados.

Se estivermos certos a respeito da falta de atividade da fosfatase, o que ocorreu foi que
os fosfatos acabaram ndo sendo removidos dos nucleotideos, que permaneceram como tais.
Assim, o detector de massas, que estava configurado para analisar nucleosideos, acabou nao
acusando nada.

Ainda, deve-se considerar a possibilidade da toxicidade de BaP sobre G. birdiae nao

estar associada a formag¢ao de 8-oxodG, mas a outros mecanismos.
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6. Conclusoes

A idéia deste projeto nasceu do sonho de se ampliar o entendimento a respeito do
impacto que as atividades antropogénicas causam sobre o ambiente natural. Neste sentido,
podemos enquadrar o conhecimento aqui gerado na categoria de agdes que tém sido
desenvolvidas com o intuito de preservar a natureza e a qualidade de vida dos seres vivos.

O trabalho apresentado, que investigou algumas caracteristicas toxicas do
hidrocarboneto BaP, ndo deixa duvidas quanto a sua capacidade toxica sobre a macroalga
vermelha G. birdiae. O HPA foi capaz de alterar o funcionamento normal de alguns sistemas
biologicos da alga, tais quais: taxas de crescimento, concentracao do antioxidante GSH e do
dimero de glutationa GSSG, atividade de SOD, fotossintese, e pigmentagdo. As sensibilidades
apresentadas pelas taxas de crescimento da alga e por seus peptideos de baixo peso molecular
GSH e GSSG revelaram-se elevadas, enquanto a atividade da enzima antioxidante SOD, de
seu desempenho fotossintético e sua pigmentacdo mostraram ser mais resistentes aos efeitos
provocados pelo poluente organico; responderam a sua presenca em concentragdes mais altas.

Dependendo da situacao ambiental averiguada, pode-se optar pela utilizagao de um ou
de outro dentre os sistemas biologicos estudados para funcionarem como biomarcadores
frente a BaP. A associac¢do das informagdes biologicas da toxicidade de BaP obtidas a partir
do uso destes biomarcadores, com a utilizagdo concomitante de outros marcadores e técnicas,
pode ser capaz de caracterizar a gravidade do impacto sofrido por uma &rea e preparar agoes
de manejo para a mesma.

O desenvolvimento do projeto também abriu novos caminhos a serem explorados. Ja ¢
possivel saber que o par de iniciadores de actina apresentado no item 3.11 pode ser utilizado
em experimentos de RT-PCR que utilizem actina como controle endogeno do nivel de

expressdo de genes na macroalga G. birdiae. Ainda, por meio da utilizagdo do método
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analitico para detec¢do e quantificagdo de 8-oxodG em DNA serd possivel avaliar a
intensidade de lesdes oxidativas em acidos nucléicos de algas e outros organismos expostos a
BaP e outros tipos de estresse.

Para finalizar, faz-se interessante dar aten¢do a afirmac¢ao de EKLUND e KAUTSKY
(2003) que diz que testes de toxicidade utilizando espécies de macroalgas devem ser
desenvolvidos para diferentes regides climdticas. Nesse sentido, a diversidade ficologica
brasileira certamente serve de estimulo para continuarmos a investigar, uma vez que o

universo bioldgico daqui ainda tem muito a ser explorado.
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