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Resumo

ROMANO, R. L. Analise dos efeitos téxicos de cadmio sobre a microalga
Lingulodinium polyedrum utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). 2010. Dissertagdo de
mestrado - Departamento de toxicologia e analises toxicologicas, Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2010.

Com o aumento de atividades humanas nocivas ao meio ambiente e
principalmente ao meio aquatico, torna-se importante a elucidacido dos mecanismos
de defesa que envolvem o0s organismos expostos. As algas tém particular
importancia por serem a base da cadeia alimentar do ecossistema marinho. Ao
acumular as substancias téxicas presentes no ambiente e servirem de alimento para
outras espécies, elas podem provocar biomagnificacdo do agente toxico ao longo da
cadeia. A escolha da microalga Lingulodinium polyedrum deve-se a sua ampla
distribuicdo em ambito nacional e mundial e por ser um organismo modelo para
estudos de toxicologia envolvendo metais. Este trabalho tem como objetivos
padronizar as condicbes do meio de cultivo de forma a proporcionar o crescimento
ideal da espécie, tracar a curva de crescimento e monitorar os aspectos biolégicos
que sofrem alteracdes frente a metais, tais como: taxa fotossintética, atividade da
enzima antioxidante superdxido dismutase, balango entre glutationa reduzida e
oxidada, bioacumulacgao intracelular dos metais a que foram expostas e identificacédo
de substancias quelantes sintetizadas pelas algas, conhecidas como fitoquelatinas.
Para alcangar estes objetivos foram utilizadas técnicas analiticas tais como
espectrofotometria, espectrometria de massas e espectrometria de emissao atdomica

com plasma acoplado indutivamente. Dentre os resultados obtidos estdo diminuicao



da quantidade de glutationa reduzida e oxidada quando algas sdo expostas a
metais, diminuicdo da quantidade de cadmio presente no meio, aumento da
atividade de superdxido dismutase e sintese de fitoquelatinas. Com os resultados
obtidos podemos concluir que as fitoquelatinas podem ser usadas como
biomarcadores de exposi¢do ao cadmio e o organismo, por ser capaz de diminuir a
quantidade de metais disponiveis no ambiente, tem potencial para biorremediar

ambientes poluidos.

Palavras-chave: Toxicologia ambiental, algas, cadmio, fitoquelatinas, glutationa.



Abstract

ROMANO, R. L. Toxic effects of cadmium on the microalgae Lingulodinium
polyedrum using high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS/MS). 2010. Dissertation (Master) - Departamento de
Toxicologia e Analises Toxicolégicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, 2010.

Given the increase of environmentally harmful human activities, in particular
the ones injurious to the aquatic environment, it is important to elucidate the defense
mechanisms utilized by organisms exposed to damaging agents. Those species can
later be suggested to be used as pollution bioindicators or bioremediatiors. Algae are
of particular importance because they are the basis of the marine ecosystem food
chain. Given that these organisms can accumulate toxic substances from the
environment and they serve as food for other species, it will cause biomagnification
of the toxic agent in the chain. The choice of the microalgae Lingulodinium
polyedrum was due to its wide national and global distribution and the fact that it is a
model organism for toxicology studies involving metals. This work aims to
standardize the medium conditions in order to provide the ideal growth of the
species; plot the growth curve; and monitor the biological aspects that change in the
presence of metals, such as: photosynthetic rate, antioxidant enzyme superoxide
dismutase activity, balance between oxidized and reduced glutathione, intracellular
accumulation of metals and identification of chelating substances synthesized by the
alga, known as phytochelatins. To achieve these objectives there were used
analytical techniques such as spectrophotometry, mass spectrometry and inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy. Among the obtained results there are

the decrease in the amount of reduced and oxidized glutathione when algae are
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exposed to the metal; reduction in the quantity of cadmium in the medium; and
increase in superoxide dismutase activity and phytochelatin synthesis. Based on the
results it can be concluded that phytochelatins can be used as biomarkers of

exposure to cadmium and the organism have potential to bioremediate polluted

environments.

Keywords: Environmental toxicology, algae, cadmium, phytochelatins, glutathione.
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1. INTRODUCAO
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1.1 Algas

O ambiente aquatico é altamente complexo e, por essa razao, apresenta-se
como um dos mais distintos e variados ecossistemas, abrangendo tanto os biomas
de agua doce como os grandes ecossistemas marinhos (Rand, 1995). Os oceanos,
responsaveis por 70% da superficie do globo terrestre, abrigam cerca de 200.000
espécies marinhas, entre plantas, animais e microorganismos (Sze, 1998). A
investigacao de varias espécies deste habitat demonstra que o ambiente marinho é
uma fonte rica em compostos bioativos, com diversas agdes biolégicas como
fotoprotetores, anti-inflamatorios, antioxidantes, quelantes, entre outros (De Vries &
Beart, 1995; Hay, 1996; Okai et al., 1996; Mundt et al., 2001; Yoon et al., 2003; Asai

et al., 2004).

Os primeiros organismos vivos surgiram na Terra ha 3,5 bilhdes de anos.
Esses organismos n&do possuiam um nucleo bem definido nem outros
compartimentos celulares complexos e obtinham energia ora como heterotrofos,
consumindo matéria organica do ambiente aquatico a sua volta, ora como
autétrofos, utilizando material inorganico (Pinto, 2002). Autétrofos incluiam formas
quimiossintéticas, similares as bactérias encontradas atualmente préximas a
geotermas, nas profundezas dos oceanos, e as sulfobactérias que dispunham de um

fotossistema simples na fotossintese (Sze, 1998).

As primeiras algas (cianobactérias) apareceram ha 3,5 bilhdes de anos
(Schopf, 1993). Estas introduziram a fotossintese com dois fotossistemas, nos quais
a H,O é consumida e O, é gerado como um subproduto que, quando liberado, afeta

profundamente a Terra (Pinto, 2002).
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O acumulo de O, na atmosfera permitiu a formacado da camada de ozénio, a
qual protege a superficie terrestre contra a radiagédo ultravioleta. Além disso, o O,
permitiu o desenvolvimento da respiracdo aerdbica nas células, as quais passaram a
obter energia com mais eficiéncia mediante a quebra de matéria organica. Sob
essas condigdes, outro tipo de célula, com nucleo e organelas complexas, surgiu ha
cerca de 2,1 bilhdes de anos (Han & Runnegar, 1992). Atualmente, as algas
continuam sendo importantes produtoras de O, e matéria organica nos ambientes
oceanico, estuarino e de agua doce; ademais algumas adaptaram-se ao ambiente
terrestre ou passaram a fazer parte de associacbes simbidticas com outros

organismos (Sze, 1998).

As algas evoluiram para um diverso grupo de organismos fotossintéticos,
apresentando uma grande diversidade de formas, desde células microscépicas
simples até algas multicelulares com varios metros de comprimento. Seus pigmentos
fotossintéticos, suas formas e estruturas celulares apresentam variacbes, mas a
maioria possui seus sistemas fotossintéticos baseados na clorofila-a. O grupo das
algas inclui poucas espécies sem cores ou nao fotossintéticas, que séo relatadas

como espécies heterotréficas (Sze, 1998).

A fotossintese € a rota pela qual quase toda a energia entra na biosfera. Este
processo realiza a transformacgao de energia luminosa, emitida pelo sol, em energia
quimica, que é estocada pelos organismos fotossintetizantes autotroficos na forma
de glicose (6 carbonos). A energia armazenada nessas moléculas pode ser utilizada
para impulsionar processos celulares na planta e servir como fonte de energia para

todas as formas de vida.
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O maior constituinte do fitoplancton marinho € o grupo de algas unicelulares
conhecidos como dinoflagelados. Eles sdo economicamente importantes por
produzirem neurotoxinas, cujos efeitos prejudiciais sdo potencializados durante
eventos de maré vermelha (Landsberg, 2002). Esse fendmeno tem sido bastante
estudado em razdo do aporte de nutrientes em corpos hidricos, provenientes de
efluentes domésticos e industriais, fertilizantes agricolas e outras fontes, que podem

propiciar condi¢oes ideais para a proliferagdo dessas microalgas (Cardozo, 2007).

Metade de todas as espécies de dinoflagelados € heterotrofica; algumas
produzem toxinas e algumas s&o bioluminescentes (como a Lingulodinium
polyedrum), sendo que estas s&o responsaveis pelo fendmeno de fluorescéncia no
oceano (Okamoto et al., 1999). Dinoflagelados também produzem cistos que
funcionam como agentes dispersivos e sdo importantes para a sobrevivéncia celular

em condi¢des adversas (Anderson et al., 1984).

As algas oferecem importantes contribuicbes ao meio ambiente, uma vez que
constituem a base da cadeia alimentar no ambiente aquatico, participando no
processo de transferéncia de nutrientes para crustaceos, peixes e animais de outros
niveis tréficos marinhos e terrestres (Moore et al., 2004). Ao acumular as
substancias toxicas presentes no ambiente e servirem de alimento para outras
espécies, elas podem provocar biomagnificacdo do agente tdxico ao longo da

cadeia.

Também s&o responsaveis por aproximadamente 50% da producédo de
oxigénio molecular, metade da atividade fotossintética global, e pela produgado da
maior parte de dimetilsulfeto que, ao ser langado para a atmosfera, induz a formacao

de nuvens (Gibson et al., 1990). Desta forma, as algas colaboram para o
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estabelecimento do chamado “balango ecolégico” no ambiente aquatico,

promovendo maior biodiversidade no meio onde se encontram (Rocha, 1992).

O estudo de algas em um pais com costa extensa como o Brasil € muito
interessante, ja que elas sdo a base do ecossistema marinho e sua presencga esta
diretamente relacionada com a economia das populagdes que retiram do mar seu

sustento.

Em todo o planeta, mais de 3 bilhbes de pessoas vivem nas proximidades
litoraneas, movidos pela expansdo das atividades econbmicas e/ou pelas
caracteristicas fisicas e condi¢cdes de vida locais (Torres et al., 2008). Essa situagao
faz com que os dejetos produzidos (tanto de origem industrial como doméstica) e a
destruicdo de habitats naturais tenham impactos substanciais nos ambientes

costeiros (Moore et al., 2004).

Com o passar do tempo, o cultivo continuo de algas sob condigcbes
controladas tornou-se um campo economicamente importante. Nas ultimas décadas,
notou-se um grande passo na produgao e utilizagao de algas gragas aos esforgcos de
muitos pesquisadores em diferentes paises (Becker, 1994). Técnicas de cultivo de
algas em larga escala e desenvolvimento de processos para sua utilizagdo foram
realizados com sucesso em muitos paises e tentativas nesta direcdo mostram-se

interessantes para paises em desenvolvimento (Venkataraman & Becker, 1985).

Pesquisas em aplicagdo da ficologia foram realizadas e demonstram que a
biomassa algal ter varias aplicagbes, como ragao animal, biofertilizantes,
condicionador de solos e como nutrientes em aquicultura podendo ainda resolver

problemas de saude publica por purificar agua descartada em sociedades em rapido
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desenvolvimento (Becker, 1994). Isso sem esquecer do fato de as préprias algas

serem usadas como biorremediadores.

Pesquisas mais recentes demonstram o potencial das algas na produgao de
diversos compostos, como polissacarideos, lipideos, proteinas, carotendides,
pigmentos, vitaminas, esterois, enzimas, antibioticos, farmacos e outros produtos de
quimica fina como hidrogénio, hidrocarbonetos e outros biocombustiveis (metanol e

etanol) (Armisen, 1995; Vidotti & Rollemberg, 2004).

Além das algas, uma grande variedade de microorganismos (como bactérias,
leveduras, protozoarios e fungos) € encontrada em aguas que recebem efluentes
industriais. Muitos dos microorganismos mostram adaptacdo aos materiais toxicos
liberados constantemente em seu ambiente (Rehman et al., 2007). Eles
desenvolveram estratégias para resistir, tolerar, metabolizar e destoxificar as
substancias toxicas (Parsek et al., 1995). Varios mecanismos de tolerancia a metais
pesados tém sido relatados em diferentes tipos de célula, tais como alteragdo na
parede celular, reducdo da permeabilidade da membrana celular, extrusao ativa,
absorgao por vacuolos ou organelas e complexagdo com agentes quelantes, tais
como proteinas (por exemplo, metalotioneina e fitoquelatina) (Gekeler et al., 1988;

Rauser, 1990).

Microorganismos com a capacidade de crescer na presenga de metais
pesados tém potencial em biorremediagao de aguas poluidas (Rehman et al., 2007).
Algas resistentes a metais tém sido relatadas em varios estudos (Haq & Shakoori,

1998; Nishikawa & Tominaga, 2001; Rehman & Shakoori, 2001).

24



1.1.1. Linqulodinium polyedrum

A importancia da Lingulodinium polyedrum deve-se ao fato de ser uma
espécie de dinoflagelado amplamente distribuida em aguas quentes temperadas e
subtropicais das zonas costeiras (Dodge, 1989). Ela é responsavel por dois tergos
das marés vermelhas e esta associada com eventos de mortalidade de peixes e

mariscos (Torrey, 1902).

Lingulodinium polyedrum é um dinoflagelado marinho de aproximadamente
40 um (figura 1), fotossintetizante que possui um relégio circadiano enddgeno, que
controla o horario do dia ou da noite a medida em que diferentes processos ocorrem
(Sweeney, 1987). Este controle € amplamente encontrado em sistemas bioldgicos,
ocorrendo em procariotos e eucariotos (Hastings et al., 1991; Johnson et al., 1996).
Numerosos estudos revelaram um comportamento ritmico em sua bioluminescéncia
(Hastings & Sweeney, 1958), divisdo celular e agregagao (Sweeney & Hastings,
1958; Roenneberg & Taylor, 2000), capacidade fotossintética (Hastings et al., 1961),
formagao de cistos (Behrmann & Hardeland, 1995), assimilacdo de nitrogénio
(Ramalho et al., 1995) e controle intracelular de espécies reativas de oxigénio
(Hollnagel et al., 1996). A divisdo celular ocorre na transigao entre a noite e o dia

(Roenneberg, 1993).
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura de Lingulodinium polyedrum retirado de Coturnix
(2006).

As caracteristicas ultraestruturais tipicas de L. polyedrum s&o: nucleo em
forma de “C” contendo os cromossomos condensados; presenga de tricocistos
(agregados protéicos); corpos multivesiculares; “scintillons” (organelas que emitem
luz); grande parte da célula ocupada por cloroplastos; e uma teca elaborada
(Hollnagel, 2000). Os cloroplastos possuem uma forma reticular e ainda nao foi
elucidado se séo constituidos por varias organelas que se comunicam ou por um

unico cloroplasto com varias ramificagées (Behrmann & Hardeland, 1995).
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Behrmann e Hardeland (1995) descreveram as mudangas ultraestruturais que
ocorrem em formas cisticas de L. polyedrum. Os cistos deste dinoflagelado
apresentam cloroplastos compactados, perda de parte dos “scintillons”, redug¢ao no

numero de tricocistos e presenca de granulos de amido e vacuolos lipidicos.

Fritz e colaboradores (1989), empregando microscopia eletrbnica,
descreveram com detalhes o ciclo de vida de L. polyedrum (esquema 1). Estes
autores concluiram que, apesar da maior parte da reprodugdo em dinoflagelados
ocorrer através da divisdo mitética de células vegetativas, a reprodugéo sexual que
ocorre eventualmente € de extrema importancia (Hollnagel, 2000). Além dos
beneficios conhecidos da recombinacédo génica, ela propicia a formagao de cistos,
0s quais podem auxiliar na dispersdo da espécie, iniciar a floragdo em casos
favoraveis e garantir a sobrevivéncia em situagcdes desfavoraveis. O periodo de

encistamento pode variar de 12 horas até meses.
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Esquema 1. Ciclo de vida do género Lingulodinium. Da célula vegetativa central (forma
mastigota) podem ser visualizados trés ciclos possiveis. Ciclo A: divisdo mitética; ciclo B:
formacao de cistos temporarios; ciclo C: reproducao sexual com a formac¢do de gametas
moaveis, sua fusdo e a producdo de um zigoto com quatro flagelos, e em sequéncia a
formacao de um zigoto imovel (cisto) e o encistamento, regenerando um zigoto mével.
Divisdes deste zigoto, produzem células vegetativas. extraido de Fritz e colaboradores
1989).
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O processo de encistamento em dinoflagelados representa uma condigao
adaptativa para escapar de condi¢des adversas. Em L. polyedrum, este pode ser
desencadeado por varios sinais, tais como: dias curtos (Balzer & Hardeland, 1991;
Balzer, 1992), baixas temperaturas (Hardeland, 1994) e estresse mecanico ou

quimico (Wolf et al., 1994; Okamoto & Colepicolo, 1998).

Segundo Hastings e Dunlap (1986), a bioluminescéncia ocorre de dois modos
(“flash” e “glow”), ambos exibindo ritmicidade diaria. Estes pesquisadores
observaram que a emissao de luz que se segue apoés estimulagdo mecéanica (“flash”)
€ maxima na metade da noite e minima durante o dia (Hollnagel, 2000). O outro tipo
de emissao, denominado “glow”, consiste na emissdao espontanea que ocorre no

final do periodo de escuro.

Em L. polyedrum a capacidade fotossintética varia ao longo do dia, sendo
maxima no meio da fase de claro e minima no meio da fase escura (Hastings et al.,
1961; Prezelin & Sweeney, 1977). A capacidade fotossintética de L. polyedrum esta
sob o controle do oscilador circadiano, cujo periodo e fase podem ser alterados por
inibidores de fotossintese (Roenneberg, 1993). O fluxo de elétrons através dos dois
fotossistemas em L. polyedrum é ritmico (Lonergan, 1984). Isto indica que a
coordenacao dos dois fotossistemas e a cadeia de transporte de elétrons
interconectada, envolvida no fluxo nao-ciclico de elétrons, sdo controladas em parte,

pelo relégio biolégico (Lonergan, 1984).

Foram descritas duas enzimas em L. polyedrum cuja atividade maxima ocorre

durante o dia, proxima do maximo de atividade fotossintética: a enzima superoxido
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dismutase (SOD) (Colepicolo et al., 1992; Asano et al.,, 1996), e a nitrato redutase
(Ramalho et al.,, 1995). Estes dados sugerem uma interagdo dos mecanismos
metabdlicos com a maior atividade celular diurna e, portanto, a regulagao pelo

reldgio bioldgico.

Apesar de sua importancia ecoldgica, relativamente pouco € conhecido sobre
o papel de L. polyedrum nas cadeias alimentares plancténicas (Moorthi et al., 2006)
como, fatores especificos que controlam floragdo ou dinamica do impacto das

floracGes sobre relacdes tréficas no plancton.

A capacidade de fitoplanctons marinhos (incluindo a L. polyedrum) de manter
o balangco natural de pré-oxidantes e antioxidantes nas células durante o
crescimento foi avaliado por Sigaud-Kutner e colaboradores (2002), baseando-se

nas mudancas de atividade de SOD e quantidade de pigmentos fotossintéticos.

1.2. Metais pesados presentes no ambiente

Os oceanos foram considerados, apor anos, um grande reservatério para a
eliminacdo segura de poluentes. Muitos contaminantes quimicos, incluindo
compostos organoclorados, herbicidas, residuos domésticos e municipais, produtos
de petroleo e metais pesados, sdo reconhecidos por gerarem efeitos adversos nos

oceanos, mesmo quando liberados em niveis baixos (Haynes & Johnson, 2000).

Metais estdo presentes naturalmente no ambiente e varios deles sao
componentes essenciais dos ecossistemas globais. Alguns metais, em baixa

quantidade (tragos) sao utilizados pelos organismos vivos para estabilizar as
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estruturas protéicas, facilitar a transferéncia de elétrons e catalisar reacbes
enzimaticas (Ash & Stone, 2003). Por exemplo, cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe)
sd0 essenciais para a constituicdo dos sitios cataliticos de diversas enzimas (Allan,

1997).

Outros metais, no entanto, como chumbo (Pb), mercurio (Hg) e cadmio (Cd),
além de n&o possuirem fungdes conhecidas nos organismos vivos, podem deslocar
ou substituir metais-traco essenciais e interferir no funcionamento de enzimas e
cofatores associados (Torres et al., 2008). Os metais estdo presentes no ambiente
em diferentes estados de oxidagao e numeros de coordenacgao, e essas diferencas

estdo relacionadas a sua toxicidade (Pinto et al., 2003).

A poluigdo ambiental por metais intensificou-se a partir do século 19, por
conta do aumento da mineragao e das atividades industriais (Okamoto et al., 1999).
Desde entdo, vem aumentando a quantidade de metais extraidos e produzidos. Em
2007 a producao anual de Cu, Cd, Pb e Hg foi, respectivamente, de 1,5 x 107: 2,0 x

10* 8,2 x 10° e 1,2 x 10° toneladas (Index Mundi, 2009).

Entretanto, o problema da poluicdo foi negligenciado até aproximadamente
dois séculos atras (Swaminathan, 2003), quando os efeitos decorrentes da
ocupacao urbana ou mesmo turistica (da industrializagdo, da agricultura intensiva e
da exploragdo dos estudrios), atingiram limiares com graves reflexos e
consequéncias adversas para todos os ecossistemas, particularmente ao bioma
marinho; gerando, dessa forma, uma ameaca direta ao futuro da humanidade (Islam

& Tanaka, 2004).

31



Em ambientes marinhos, a sedimentagdo de microalgas durante sua
proliferagdo tem sido associada com uma redugao substancial (20 - 75%) dos niveis
de metais pesados suspensos, assim como sua deposi¢cdo (Luoma et al., 1998). Da
mesma forma, para muitos xenobidticos organicos, as algas desempenham um
papel importante na dispersdo (Wang et al., 1998; Kowalewska, 1999),
transformacao quimica e bioacumulagédo (Murray et al., 2003; Bopp & Lettleri, 2007;

Lei et al., 2007)

Muitos poluentes toxicos e bioacumulaveis sdo encontrados apenas em
quantidades baixas na agua, e muitas vezes em niveis elevados nos sedimentos

(Torres et al., 2008).

A disponibilidade de um determinado metal no meio é dependente da
salinidade do meio, pH, estado de oxirredugao, presenga de microorganismos e de
compostos aos quais o metal pode se ligar (sulfetos, hidroxidos, carbonatos e alguns
compostos organicos, como acidos fulvico e humico), distribuicdo da matéria
organica e proporg¢ao de argila e areia no solo (Oga et al., 2008). Grosseiramente
pode-se afirmar que a ligacdo dos metais pesados aos constituintes do solo cresce

no seguinte sentido: Cd<Zn<Pb<Cu (Oga et al., 2008).

A produgdo da mineragdo mundial de Cu, Cd, Pb e Hg, como mostrado
anteriormente é consideravel. Esses poluentes, derivados de um numero crescente
de diferentes fontes antrdpicas (efluentes industriais e residuos, esgoto urbano,
estacbes de tratamento de esgotos, escoamento de fungicidas agricolas, depdsitos
de lixo doméstico e operagbdes de mineragao), tém afetado cada vez mais diferentes

ecossistemas (Macfarlane & Burchett, 2001).
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A atividade humana esta muitas vezes ligada a poluigdo. Em um estudo
(Pospelova et al., 2002) comparando a baia marinha de uma regido desenvolvida,
com a de uma regidao subdesenvolvida em Massachusetts, verificou-se que a
poluicdo na area desenvolvida causou um declinio drastico na riqueza de espécies
de fitoplancton, determinada a partir de analises de cistos de dinoflagelados no

sedimento.

Curiosamente, o aumento da disponibilidade de nutrientes (em especial, de
nitrogénio) aumenta drasticamente a capacidade das algas de acumular metais
pesados (Wang & Dei, 2001b; Wang & Dei, 2001a), sugerindo que o escoamento
agricola em agua doce e nas zonas costeiras ird aumentar consideravelmente a

entrada de metais pesados na cadeia alimentar (Pinto et al., 2003).

O Cd é um metal pesado nao essencial, naturalmente distribuido no ambiente
ou por atividades humanas. Ele pode ser acumulado no organismo humano com
meia-vida acima de dez anos, causando disfungéo renal e enfisema pulmonar, além
de ser um suspeito carcindgeno (Buchet et al., 1990). E estimado que pelo menos
70% do Cd absorvido pelos humanos tem origem de plantas utilizadas como

alimento (Wagner & Donald, 1993).

Baterias recarregaveis sao ainda hoje importante fonte de contaminagéao de
solos e aguas por Cd. Elas utilizam reacdes eletroquimicas reversiveis, utilizando
hidroxido de Ni e Cd metalico como eletrodos (Solucorp, 2006). Durante muitos anos
foram utilizadas em grande escala em todo o mundo, mas devido ao impacto
ambiental que causam, foram banidas em muitos paises e, na Unido Européia esta
proibida desde 2004, sendo substituida pelas baterias de niquel metal hidreto,

menos toxicas (Buchmann, 2005). Além disso, o Cd também é utilizado numa série
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de aplicagdes industriais, como galvanoplastia, prote¢cdo contra a corrosdo e

estabilizador de plastico (Rehman et al., 2007).

O acumulo de Cd ocorre em varios tecidos e 6rgaos, sendo que o acumulo é
maior no cortex renal (Ipcs, 1992; Jarup et al., 1998). A concentragéo renal de Cd
esta relacionada a idade e, normalmente, atinge um patamar em 50 anos de idade,
em consonancia com uma degenerac¢ao da func¢ado renal de reabsorgdo associada a
idade. Cerca de 0,001% de Cd no organismo € excretado por dia, principalmente na
urina. Essa taxa de excrecao extremamente lenta do Cd é devida a falta de um
mecanismo bioquimico ativo para a eliminagdo e gragas a reabsorgdo renal

(Satarug & Moore, 2004).

A manifestagcdo de nefrotoxicidade causada pelo Cd, (incluindo proteinuria,
calciuria, aminoaciduria, glicosuria e necrose tubular) é detectada quando a
concentracao renal de cadmio € maior ou igual a 50 ug por grama de peso tecidual.
Um aumento no risco de mortalidade de 40% a 100% foi observado em individuos

com sinais de nefropatia (Jarup et al., 1998; Arisawa et al., 2001).

Além de sua conhecida nefrotoxicidade, a exposig¢ao cronica a baixo nivel de
Cd tem sido associada a uma série de patologias, tais como o estagio final de
faléncia renal, inicio precoce de complicagdes renais em diabéticos, osteoporose,
alteracao na pressao arterial e aumento do risco de cancer (Ipcs, 1992; Nakagawa &

Nishijo, 1996; larc, 1997; Jarup et al., 1998).

O armazenamento de metais por mecanismos de desintoxicagcao celular,

como a sintese de metalotioneinas (Mt) e fitoquelatinas (PC), torna-os disponiveis
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para assimilacdo pela biota e biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar

aquatica, com potencial para produzir efeitos negativos em todo o ambiente marinho.

As Mt séo proteinas citosdlicas cuja funcdo biolégica esta relacionada a
regulagdo de metais essenciais e a destoxificagdo de metais toxicos. As Mt
constituem uma classe de proteinas citosdlicas de baixo peso molecular,
apresentando em torno de 6 — 7 kDa, e sua estrutura molecular € composta de uma
unica cadeia de aminodacidos dos quais 20 sao cisteinas, as quais representam em

torno de 30% do total de aminoacidos (Inacio, 2006).

A abundancia de ligantes tiol das cisteinas presentes na estrutura das Mt e
das PC confere as moléculas uma alta afinidade por ions metalicos livres, o que faz
destas substancias importantes quelantes e de grande interesse sob o ponto de

vista bioquimico.

O mecanismo de toxicidade dos metais pesados ainda nao foi completamente
elucidado. No entanto, grande parte de sua toxicidade esta relacionada ao estresse
oxidativo induzido nos sistemas vivos (Robinson et al., 1994; Okamoto & Colepicolo,
1998; Adonaylo & Oteiza, 1999; Livingstone, 2001; Wang & Shi, 2001). Metais
pesados podem provocar dano oxidativo tanto por aumentar diretamente a
concentragdo celular de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Halliwell, 1982)

quanto por diminuir a capacidade antioxidante celular (Sies, 1999).

Embora cada metal tenha seus proprios mecanismos de agao, a geracéo de
ROS por metais e os efeitos resultantes sobre a sinalizagao celular parecem resultar
de um mecanismo comum (Wang & Shi, 2001; Qian et al., 2003; Leonard et al.,

2004). Um dos membros importantes da familia ROS é o anion radical superoxido
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(O2), que pode ser dismutado para formar perdoxido de hidrogénio (H2O2) e o
altamente reativo radical hidroxila (-OH), na presenga de alguns ions metalicos de

transicéo (Chen & Shi, 2002).

A geracdo excessiva de ROS pode levar a estimulagdo do processo
inflamatdrio envolvendo a secrecao de fatores quimiotaticos, fatores de crescimento,
enzimas proteoliticas, lipoxigenases, enzima ciclooxigenase, inativacdo de enzimas
antiproteoliticas, e a liberagdo de proteinas sinalizadoras (Wang & Shi, 2001; Qian et
al., 2003; Leonard et al., 2004).Células tentam neutralizar estas cascatas de ROS
com antioxidantes, ja que existe um equilibrio entre oxidantes e defesas

antioxidantes (Ho et al., 1998).

1.3. Parametros biolégicos monitorados no organismo exposto a cadmio

1.3.1. Defesa antioxidante ndo enzimatica: glutationa

O tripeptideo L-y-glutamil-L-cisteina-glicina (GSH, figura 2) € a principal
molécula tidlica de baixo peso molecular encontrada em organismos vivos, atuando
como um tamp&o redox mantendo o potencial redox tiol/dissulfeto. A glutationa
dissulfeto também conhecida como glutationa oxidada (GSSG) é formada a partir da

oxidacdo de GSH.

36



y-acido glutamico | Cisteina Glicina

SH
O

1 i
1 1
1 1
1 1
i |
i 0 i
1 1
: |
1 HN NH\)k !
i NH OH |
: .
1 1
1 1
1 1
X :

- 0]
O OH

I
Figura 2. Estrutura da glutationa reduzida, formada pelos aminoacidos glicina, cisteina e &cido
glutdmico.

A GSH é amplamente utilizada como marcador de estresse oxidativo para
diversos organismos, dentre eles plantas e algas (Grill et al., 2002). Ela esta
relacionada com o sequestro de xenobidticos e metais pesados, além de ser um
componente essencial no sistema de defesa antioxidante celular (figura 3), que

mantém as ROS sob controle (Noctor & Foyer, 1998).

A GSH tem desempenhado papel antioxidante em diferentes compartimentos
celulares além dos cloroplastos, como nas mitocéndrias, no citosol e peroxissomos
(Noctor et al., 2002), além de estar presente em altas concentragdes no nucleo
(Muller et al., 2002). Atualmente, se discute a possibilidade de utiliza-la como um
modelo universal redox e de sinalizagdo no nivel celular (Noctor et al., 2002).
Recentes resultados sugerem a existéncia de sistemas de transporte de GSH em
membranas com rapidas taxas de transporte, como, por exemplo, entre cloroplastos

e citosol (Noctor et al., 2002).
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Figura 3. Atividades atribuidas a glutationa. Adaptado de Tausz et al, (2004).

A GSH é também um importante constituinte fisiolégico envolvido em reacdes
de fase 2 de biotransformacado. As reacbdes de fase 2 sado caracterizadas pela
incorporacdo de cofatores enddgenos as moléculas que entram no organismo
(fArmacos, agentes toxicos, etc.). A conjugacado com GSH é catalisada, na sua fase
inicial, pela glutationa S-transferase. Qualquer fator que reduza a concentracéo de
GSH (como ROS) pode aumentar a toxicidade de substancias que originam

metabdlitos reativos (Oga et al., 2008).

Existem muitos métodos para analise de GSH e GSSG. Entre eles, tem-se a
analise por espectrofotometria (Nubel et al., 2000; Rossi et al., 2002), eletroforese
capilar (Lee & Britz-Mckibbin, 2009), HPLC com deteccéao eletroquimica (Stejskal et
al., 2008; Torres, 2008; James et al., 2009; Manini et al., 2009) e HPLC com
deteccdo por espectrometria de massas (Brautigam et al., 2009; Harwood et al.,

2009; Jin et al., 2009).

A escolha de HPLC-MS deu-se pelo maior limite de deteccédo e pela alta

especificidade da técnica. Estes fatores sdo deveras importantes, uma vez que se
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optou por uma extracdo simples e rapida, sem longas etapas de limpeza das

amostras.

1.3.2. Sintese das substancias quelantes: fitoquelatinas

Uma grande variedade de plantas superiores, bem como algumas algas e
fungos, € capaz de sintetizar peptideos ricos em sulfidrilas, conhecidos como
fitoquelatinas (Phytochelatins - PC) (Gekeler et al., 1989; Rauser, 1990). A sintese
desses compostos € induzida por estresse gerado por metais e sua estrutura geral &

(y-Glu-Cys)n-Gly, sendo n de 2 a 11 (Rauser, 1995), conforme mostra a figura 4.

Por serem ricas em aminoacido cisteina, as PC contém grupos tidis ricos em
elétrons, que possuem capacidade quelante de varios ions metalicos (Zenk, 1996).
Esses grupos tidis também tornam as PC sensiveis a oxidagdo espontanea, que
pode causar a formagao de agregados peptidicos ou de radicais organicos (Bagiyan

et al., 2003; Cardey et al., 2007).
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Figura 4. Estrutura geral das fitoquelatinas, sendo n de 2 a 11.
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As PC quelam metais formando complexos amorfos, pois elas sao
sintetizadas com tamanho de cadeias y-Glu-Cis diferentes (Hirata et al., 2005). Isso
€ importante porque cadeias maiores possuem mais ligagdes estaveis com metais
(Mehra et al., 1995). A quelagcao de metais € sempre feita pelos atomos de enxofre
€, N0s casos em que a planta é exposta a apenas um metal contaminante, pode-se
calcular a relagdo de grupos tidis (moles) ligados a metais que estdo presentes no

organismo exposto (Rauser, 1990).

Muitos estudos indicam que o Cd é capaz de induzir e se ligar a PC em
plantas (Huang et al., 1987; Jackson et al., 1988; Maitani et al., 1996) e alguns
estudos mostram que organismos Cd-tolerantes tém maior quantidade de PC que
aqueles nao tolerantes (Rauser, 1990; Deknecht, 1994; Deknecht et al., 1995). Além
disso, Howden e colaboradores (1995), verificaram que os organismos mutantes
deficientes em PC s&o hipersensiveis a exposi¢des de Cd (Howden et al., 1995).
Indicando que, as PC estao relacionadas tanto com a homeostase quanto com a

destoxificacao de metais.

PC sao sintetizadas a partir de GSH pela enzima constitutiva fitoquelatina
sintase, ativada por varios ions metalicos, dos quais o Cd é o mais efetivo (Zenk,
1996; Cobbett, 2000). Por ser um ion metalico tiofilico, o Cd tem uma forte tendéncia
de se complexar com as PC (Pearson, 1963), o que reduz significativamente a

toxicidade do Cd livre nos tecidos vegetais (Zenk, 1996).

Acredita-se que o complexo Cd-PC esteja localizado preferencialmente nos
vacuolos das células vegetais e que pelo menos 97% do Cd presente nestas células,
esteja acumulado na forma de complexos Cd-PC (Vogeli-Lange & Wagner, 1990;

Kneer et al., 1992).
40



Uma vez que as PC sao sintetizadas pela fitoquelatina sintase, sua
concentragado no organismo € limitada pela sintese da enzima (Zenk, 1996; Hirata et
al., 2005). Como o préprio nome ja diz, esta enzima catalisa a hidrélise da porgéao y-
Glu-Cis de GSH, para que possa se ligar a outra molécula de GSH ou a uma
molécula de PC ja existente. Essa enzima é ativada pela presenca de altas
concentracdes de metais, incluindo, por ordem de forca: Cd>PC**>Zn*? (Grill et al.,

1987; Grill et al., 1989).

Diversas técnicas ja foram utilizadas na analise de PC. Entre elas pode-se
citar: espectrofotometria (Mokgalaka-Matlala et al., 2009), HPLC com detecg¢édo por
fluorescéncia (Morelli et al., 2009; Zabludowska et al., 2009), HPLC com deteccéo
UV/VIS (Grill et al., 1986; Brautigam et al., 2009; Vetterlein et al., 2009; Wojcik et al.,
2009) e HPLC com deteccao por espectrometria de massas (Hughes et al., 2009;

Karimi et al., 2009; Zabludowska et al., 2009).

1.3.3. Defesa antioxidante enzimatica: superdéxido dismutase (SOD)

Alguns dos efeitos toéxicos provenientes de exposicdo a metais sao
decorrentes do aumento intracelular de ROS (Halliwell & Gutteridge, 1999). Altos
niveis de ROS podem causar dano em estruturas celulares por peroxidagao dos
lipideos de membrana e desnaturagdes protéicas e acidos nucleicos (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Assim como ocorre dano aos sistemas antioxidantes em animais
(Rodriguez-Ariza et al., 1994; Holovsk- et al., 2005), as algas também sao afetadas

(Okamoto et al., 1996; Okamoto & Colepicolo, 1998).

Embora o oxigénio molecular seja essencial para a sobrevivéncia dos

organismos aerébicos através da fosforilagdo oxidativa, na qual o oxigénio é
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reduzido a agua por quatro elétrons, os subprodutos formados decorrentes do
metabolismo aerdbico sao toxicos. Estas espécies semirreduzidas e altamente
reativas compreendem, entre outros, o radical superdéxido (O2°), o peroxido de
hidrogénio (H,0), o radical hidroxila (OH®), o oxigénio singlete [Ox('Ag)] e os

radicais alcoxila (HRO®) e peroxila (HROOQO?®).

Em organismos fotossintetizantes, tanto a mitocéndria como o cloroplasto
produzem ROS. No caso das mitocondrias, foi sugerido que 1 a 3% do oxigénio
reduzido pode gerar anion superdxido (O°) pela perda de elétrons durante a
fosforilagdo oxidativa (Tahara et al., 2009). Nos cloroplastos, a presenga de ions
metalicos e altas concentragdes de oxigénio podem aumentar a geragdao de ROS,

particularmente O, e 'O, durante o fluxo de elétrons (Okamoto & Colepicolo, 1998).

Em virtude da sua alta reatividade, as ROS s&o conhecidas pelos seus efeitos
deletérios sobre os tecidos celulares, por sua capacidade de reagir com e oxidar
biomoléculas fundamentais, como lipidios de membrana, proteinas, clorofila e DNA,
provocando a perda de suas fungdes biolégicas. Para contornar este problema, os
seres vivos desenvolveram mecanismos de protecao contra as ROS, que podem ser
via reacdes enzimaticas ou por compostos de baixo peso molecular, como a GSH,

vitamina E e os carotendides.

A superoxido dismutase (SOD), enzima considerada a primeira frente de
defesa no sistema de anulagcdo de ROS (esquema 2), age sobre O;-e proveniente de
fontes como: fotorredugao de O, durante estresse foto-oxidativo, respiragao celular,
acao de enzimas desintoxicantes e processos de infestagdo por fitopatégenos

(Torres, 2008).
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Esquema 2. Funcéo da superdxido dismutase: dismutar O%* a H,0, e O,.

A enzima SOD estd agrupada em classes, de acordo com os metais
presentes no sitio ativo. Asano e colaboradores (1995) mostraram que existem trés
isoformas da enzima SOD em L. polyedrum: MnSOD, FeSOD e CuZnSOD, e que os
niveis protéicos das isoformas MnSOD e FeSOD e a atividade especifica total
variam circadianamente com periodo de aproximadamente 22 h. Estes autores
observaram que o apice de atividade de SOD coincide com o apice da capacidade
fotossintética (meio da fase clara), corroborando a hipotese da funcédo de
fotoprotecao exercida pela FeSOD (presente nos cloroplastos) nos tilacéides durante

os horarios de maior producao de O..
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2. OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho é estudar as diferentes frentes de defesa e
mecanismos de desintoxicagao utilizados pela microalga Lingulodinium polyedrum

quando exposta ao metal Cd.

Para se atingir este objetivo central, as seguintes etapas foram abordadas:

1. Cultivo da microalga L. polyedrum em incubadoras sob condi¢des
controladas e determinacdo da curva de crescimento de L. polyedrum por

microscopia Optica e espectrofotometria.

2. Desenvolvimento de método de analise dos niveis e razido de GSH/GSSG

através da técnica de HPLC com deteccao por espectrometria de massas.

3. Analise do desempenho fotossintético da alga em condi¢des de exposi¢cao
e nao exposicao ao metal pesado para determinagdo da dose letal para 50% da

populagdo (DLsp).

4. Desenvolvimento de método de analise de PC através da técnica de HPLC
com deteccao por espectrometria de massas. Estudar a possibilidade de se utilizar

PC como biomarcadores de exposicao a cadmio.

5. Anadlise da atividade da enzima SOD, considerada a primeira frente de

defesa no sistema de anulacdo de ROS.

6. Anadlise da capacidade de L. polyedrum de biorremediar metais de

ambientes aquaticos.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Manipulacao das culturas

3.1.1 Cultivo de microalgas

As culturas-mae da L. polyedrum (figura 5) foram manipuladas sob condigdes
asseépticas em fluxo laminar e mantidas em agua do mar. A agua do mar foi
previamente esterilizada em autoclave durante 30 minutos a 121 °C com 1,5 kgf.cm™
de presséo e, posteriormente, enriquecida com meio de cultura Guillard f/2 (agua do
mar enriquecida com vitaminas, nitrato, fosfato e metais essenciais) (Guillard &
Ryther, 1962). As culturas desenvolveram-se em incubadoras a 20°C com
fotoperiodos de 12 horas de luz, com lampada fluorescente fria (intensidade
luminosa de 150 uE.m2.s™") (Hollnagel, 2000; Okamoto, 2000; Pinto, 2002; Cardozo,

2007; Torres, 2008).

Figura 5. Foto de cultivo de L. polyedrum.As células de L. polyedrum sdo mantidas em frascos
Fenback em condicdes controladas de luz e temperatura até atingirem populacio de 10* células/mL.
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3.1.2 Determinacao da curva de crescimento por contagem de células
(microscopia) e espectrofotometria

Sob as condi¢des de cultivo (item 3.1.1), células de L. polyedrum em um
volume de 1,5 L (em triplicatas) foram inoculadas com uma concentragdo 1x10°
células/mL. A determinacdo da curva de crescimento foi feita por contagem em
microscopio Optico e por absorbancia em 680 nm em espectrofotdmetro, durante 30

dias de crescimento.

A contagem desta espécie € realizada por microscopia utilizando o
hemacitdbmetro Nageotte (Okamoto, 2000) (figura 6). Trés aliquotas de 1 mL cada
foram retiradas do meio de cultivo e receberam 10 uL de solugdo de Lugol para
corar as células. Foram contadas em microscépio 6ptico (Nikon, modelo Diaphot-
TMD) todas as 40 linhas da placa (conforme ilustra a figura 6) e entdo multiplicado o

resultado por 40 (fator de corregéo), chegando-se ao numero de células por mililitro.

A medigdo por absorbancia por espectrofotometria foi realizada em

comprimento de onda de 680 nm, no espectrofotdmetro U-2000 (Hitachi).
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Figura 6. Lamina Nageotte na parte superior e técnica de leitura na parte inferior.
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3.2 Analise do desempenho fotossintético de L. polyedrum

Alternativamente, foi escolhida a taxa de fotossintese da alga como parametro

para medir viabilidade celular.

O desempenho fotossintético da alga foi determinado por meio de leituras da
fluorescéncia da clorofila-a do fotossistema Il dos cloroplastos de L. polyedrum. Para
tal, utilizou-se o aparelho Diving PAM (marca Walz, figura 7), analisador submersivel
de desempenho fotossintético, que apresenta funcionamento baseado em pulso de

amplitude modulada (PAM) e no método de pulso saturante.

Figura 7. Analisador submersivel de desempenho fotossintético Diving PAM.

Basicamente, a energia luminosa que é absorvida pelos fotossistemas pode
seqguir por 3 diferentes vias: (i) via fotoquimica, que pode ser entendida como a
transferéncia da energia dos fétons da luz, chamada de quantum, em transporte de
elétrons da fase “clara” da fotossintese; (ii) via ndo-fotoquimica, que é a perda de
parte da energia absorvida na forma de calor; e (iii) fluorescéncia, que € a

capacidade que os elétrons possuem de excitar-se ao receberem a energia trazida
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pela luz. Durante a fluorescéncia, os elétrons absorvem energia, excitando-se e, em
seguida, retornam ao estado fundamental (de maior estabilidade) ao emitirem a
energia absorvida na forma de luz de menor frequéncia e maior comprimento de

onda.

Durante a aplicacdo de pulsos de luz saturante (SP), a iluminacgéo incidente
no organismo analisado é aplicada em frequéncia, o que permite a fotocélula do
fluorimetro diferenciar o sinal da fluorescéncia da clorofila do sinal de luz do
ambiente. Assim, os parametros fotossintéticos podem ser determinados com alta
reprodutibilidade e confiabilidade, mesmo quando s&o consideradas analises feitas

em campo.

A aplicagdo do SP suprime a zero a dispersao da energia luminosa pela via
fotoquimica. Além disso, como o SP é muito curto (milissegundos), ele nao permite
que haja variacao da dispersao da energia por calor (ou seja, a via ndo-fotoquimica
nao apresenta variagao). Ainda, o SP, como se configura como luz contendo energia
em excesso, culmina por induzir maximo rendimento da fluorescéncia (Fm). Das 3
diferentes vias que a luz absorvida pode seguir, apenas a fluorescéncia permanece
possivel durante o SP e esta é a unica variavel que resta, justamente aquela que é

analisada pelo PAM, como ilustra o esquema 3.
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Esquema 3. Excitag8o da clorofila ao receber luz. Esta energia pode seguir 3 vias: fluorescéncia, via
fotoquimica, dissipacdo por calor. Estas duas ultimas sdo inibidas pelo Diving Pam, sobrando apenas a
fluorescéncia que é medida pelo equipamento.

E fundamentalmente a partir deste valor de fluorescéncia que os demais
parametros fotossintéticos sado determinados. Assim, efetivamente, apenas as
reagcdes luminosas da fotossintese (fase “clara”), mais especificamente as que

ocorrem no PS Il, é que sao avaliadas pelo equipamento.

Padronizou-se a quantidade de clorofila que foi lida por amostra por meio dos
valores de fluorescéncia transitéria (Ft), que devem estar entre 0,2 e 0,4 unidades

antes do inicio das leituras.

A forma escolhida para se fazer a analise de taxa fotossintética foi através da
ETR (taxa de transporte de elétrons relativa) maxima medida na condi¢do de
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) correspondente. Ou seja, foi fixada a
iluminagao incidente que gera a taxa de fotossintese maxima da alga, e mediu-se a

ETR correspondente.
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A ETR é um parametro derivado do rendimento quéntico efetivo (RQE), que
mede a taxa de transporte de elétrons entre o PSIl e PSI, dando uma indicagao da
fotossintese global. O RQE é o parametro mais utilizado, o qual mede a proporgéo
de luz absorvida pela clorofila associada ao PSIl que é usada na via fotoquimica.
Uma vez que nao ha adaptacio da planta ao escuro, € possivel obter a performance
fotossintética real que a planta apresenta no momento da medida. Esse parametro
deve ser avaliado em condi¢ao “steady-state” e com iluminagao abaixo da condi¢ao
de saturacdo. Para calcula-lo utiliza-se a razdo: AF/Fm’ , onde AF é a fluorescéncia

total da alga e Fm’ a fluorescéncia maxima.

Para o célculo da ETR, é usada a equacado: AF/Fm’ x PAR x coeficiente de

absorgao x 0,5, em que:

AF/ Fm’ = RQE;

PAR = luz actinica (umol fétons m? s™) = fluxo de fétons fotossinteticamente

ativo (FFFA);

coeficiente de absorcao = % de quanta absorvida pela planta; e

0,5 = fator que corrige a divisdo de energia entre PSll e PSI.

Foi retirado 1 mL de cada frasco de cultivo (1x10° células) para a realizagdo
da analise fotossintética dos organismos. Este volume foi colocado em frasco do tipo
eppendorf envolto por papel aluminio e entao foi colocada a ponta do cabo de leitura
do equipamento, de forma a deixar em torno de 1 mm de distancia entre esta e a

solucao de cultivo.
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3.2.1 Determinacao da dose letal

Para determinacdo de dose de Cd letal as células, foram adicionadas
quantidades crescentes do metal até o momento em que se identificou morte celular.
A estimativa de viabilidade celular é dificil de identificar utilizando apenas a técnica
de microscopia, uma vez que algumas células ndo se rompem e a estrutura se

mantém intacta.

Devido as dificuldades de provar-se a morte celular de forma inequivoca,
utilizou-se a taxa de fotossintese das algas como parametro extra de identificagao
da viabilidade celular. Vale relembrar que a taxa de transporte de elétrons (ETR) é
um parametro derivado do rendimento quantico efetivo (RQE), que mede a taxa de
transporte de elétrons entre o PSIl e PSI, dando uma indicacdo da fotossintese

global.
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3.3 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi feita através do método de Bradford
(Bradford, 1976), no qual se mede a absorbancia do complexo proteinas-reagente
no comprimento de onda de 595 nm, apds adicionar-se o reagente Coomassie Blue

(Bio-Rad).

A absorbancia foi medida no leitor de microplacas de 96 pocos da marca
Tecan, modelo Infinite 200 e a curva de calibragao feita com BSA (albumina sérica

bovina — Sigma Aldrich) de 1 a 10 pg/mL.

As amostras foram preparadas adicionando 50 uL da amostra a 350 uL de
agua e 100 uL do reagente de Bradford. Depois dos 10 minutos necessarios para
que a reagao entre as proteinas e o reagente de Bradford acontega, as solugbes
foram transferidas para microplacas de 96 pogos e tiveram sua absorbancia medida
no comprimento de onda de 595 nm. O equipamento foi previamente calibrado com

o branco.

3.4 Analise de Cd presente na agua do mar

3.4.1 Preparo das amostras

A analise de espectrometria de emissdo atdbmica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-AES - modelo Genesis, marca Spectro), foi realizada na Central

Analitica, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Adicionou-se acido nitrico nas amostras de agua do mar (contendo células em
concentracdo de 1 x 10* células/mililitro expostas & Cd) para solubilizar o cadmio,

que deve estar em solugdo. Para a eliminagdo dos compostos orgénicos também
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utiliza-se acido nitrico e, quando este nédo é suficiente (quando mesmo apds a

adicao, persiste matéria organica), adiciona-se acido cloridrico concentrado.

Adiciona-se entdo agua MilliQ para fazer a diluigdo da amostra, sendo entao

filtrada a solugéo e injetada no equipamento.

3.4.2 Método

A cinética de absor¢cdo de Cd por L. polyedrum foi acompanhado por
absorcao atébmica. Adicionou-se a concentragao final de 2,0 ug/mL de cadmio a uma
cultura com 1,0 x 10* células por mililitro e foi verificada a quantidade do metal
extracelular depois de 24 e 48 horas de exposicdo. A analise foi comparada com o

meio de cultura sem alga (considerado o controle positivo) nas mesmas condigdes.

O método utilizado pela Central Analitica possui limite de deteccdo de
0,01 yg/mL e as concentragdes utilizadas para a realizagdo da curva de calibragéao

foram de 1, 2, 5 e 10 yg/mL de Cd.

3.5 Analise de superéxido dismutase (SOD)

3.5.1 Obtencao dos extratos

Quando a concentracdo de células do cultivo alcanca 1 x 10*, separa-se as
células do meio de cultura por centrifugacéo (10.000 RPM por 10 minutos a 10°C —
centrifuga Sorval modelo super T21). Descarta-se entdo o sobrenadante e as células

sao coletadas, liofilizadas e posteriormente armazenadas em freezer - 80°C.

Algas previamente liofilizadas (10 mg), sdo ressuspensas em 1 mL de
tampao fosfato (fosfato de sédio 100 mM, pH 74 com 1 uM fenil-
metano(sulfonil)fluoreto — PMSF - em etanol) gelado e entdo levadas ao sonicador

para lisar as células.
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O sonicador (Branson, modelo 102C) foi ajustado em amplitude de 70%, e as
células foram submetidas aos pulsos de ultrassom por 5 minutos, em periodos de 15
segundos com intervalos de 15 segundos entre eles. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos sob 4°C. Estando os tubos sempre
envoltos em gelo, os sobrenadantes obtidos dessa forma estavam prontos para os

ensaios enzimaticos.

3.5.2 Método

O ensaio de SOD total foi baseado na inibicdo da taxa de reducao do
citocromo C, em que SOD compete com o citocromo C por O," °, gerado pelo
sistema xantina/ xantina oxidase (Mccord & Fridovic, 1969), conforme exemplificado

no esquema 4.

-
o . =500 = 1/2H202 + 1120,
HN N o
L [ » 05 CitC(Fe?*)
o N N citocromo C (reduzido, 4 = 550 nm)
xantina i
xantna codase
O
H :
oN N O, CitC(Fe®*)
| >=D cifocromo G (oodado)
o N N
H
acido irico

Esquema 4. Reacdo monitorada no ensaio de SOD. A enzima xantina oxidase transforma xantina em
acido Urico. Esta reacdo consome O,, gerando O," que pode ser dismutado pela SOD gerando H,0, e
O, ou reduzir o citocromo C, que é monitorado em 550 nm. O resultado do ensaio é baseado nessa
competicdo entre SOD e citocromo C pelo O,"".
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Adicionou-se 700 uL do meio reacional a 10 uL do extrato e completou-se o
volume para 1 mL com tampéo fosfato 50 mM, pH 7,8, contendo EDTA 0,1 mM.

Mediu-se a absorbancia em 550 nm, a 25°C, por 3 minutos.

A atividade de SOD foi determinada através da inclinagdo da reta controle
(A.min'1), que é a taxa de reducdo do citocromo C e das inclina¢des das retas que
receberam aliquotas crescentes de extrato (k') que causaram a inibigdo da redugao

do citocromo C (conforme ilustra a figura 8).

A partir disso, calculou-se a inibigdo percentual através da relagao %lnibicao
= ((k’/kmax) - 1) x 100. Determinou-se o volume de extrato equivalente a uma
unidade de SOD através do grafico (%lnibicdo versus volume das aliquotas de
extrato). Finalmente, multiplicou-se pelo fator de diluigdo do volume determinado

para o ensaio de 1mL.

Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima (aliquota do
extrato) que é suficiente para inibir 50% da redugéo de citocromo C a 25 °C em pH

7,8.
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Figura 8. Calculo de SOD, retirado de Torres (2008). A inibicdo da taxa de reducdo do citocromo C
pela SOD é calculado pela diminuigdo da inclinagdo da reta controle (correspondente a reducéo padrédo
de citocromo C, que na auséncia de SOD deve estar em torno de 0,025 A.min'l). Uma unidade de SOD

é a quantidade de SOD capaz de inibir 50% da reducéo de citocromo C.

Com a adicdo do extrato ao sistema previamente descrito, ocorreu uma

inibicdo da taxa de redugao de citocromo C.

3.6 Analise de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)

3.6.1 Extracao

Quando o cultivo de microalgas alcangou uma quantidade suficiente de
células por mililitro (1,0 x 10%, calculada através de microscopia e
espectrofotometria, iniciou-se a extracdo. Centrifugou-se o meio (conforme item
3.5.1). Apos a liofilizagdo, pesou-se cerca de 10 mg de células liofilizadas.
Adicionou-se 10 pL de solugao de N-etilmaleimida (NEM) 1 mol/L e 990 uL de agua

com 0,1% de acido férmico e 5 mM de acetato de amoénio. As células foram
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rompidas por sonicagdo: amplitude de 50% por 5 minutos com tempo
ligado/desligado de 3 segundos (sonicador digital 102C, Branson). Centrifugou-se a
10000 rpm a 5°C e resfriou-se em banho de gelo por 15 minutos. Apds nova

centrifugagéo a 10000 rpm a 5 °C, injetou-se o sobrenadante no LC-MS.

3.6.2 Método de analise por LC-MS

A separagao cromatografica foi realizada em uma coluna com fase

estacionaria C18 ( Luna, 250 x 4,6 mm, 5 um) da marca Phenomenex®.

A quantificagdo de GSH e GSSG foi realizada ao serem injetados padrées

(Sigma Aldrich) contruindo a curva de calibragéo.

A fase mével A utilizada foi agua com 5 mM de acetato de amoénio e 0,1% de
acido férmico. A fase movel B constituiu-se de metanol/agua (65/35 v/v) contendo
5 mM de acetato de aménio e 0,1% de acido formico. O fluxo usado foi de 0,9

mL/min, com gradiente de solventes conforme tabela 1:
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Tempo (minutos) Fase moével A (%) Fase mével B (%)

0,0 100 0
0,5 100 0
2,0 0 100
5,0 0 100
5,1 100 0
12,0 100 0

Tabela 1. Gradiente de fase mdvel do método de anélise de Glutationa.

A andlise por espectrometria de massas (espectrdbmetro de massas do tipo
triplo quadrupolo hibrido ion trap linear, marca Applied Biosystems modelo 3200
QTrap) foi feita utilizando o método Multiple Reaction Monitoring (MRM) usando para
glutationa reduzida as transi¢cdes: 433,1/355,2 e 433,1/231,1, (GSH ligada a uma
molécula de NEM) e para anélise de glutationa oxidada utilizando as transi¢des:

613,2/304,2 e 613,2/201,2.

Os parametros do espectrdbmetro de massas otimizados para a analise de

GSH e GSSG encontram-se na tabela 2:
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a1 Q3 Dwell time DP EP CEP CE CXP

(segundos) | (Volts) | (Volts) | (Volts) | (Volts) | (Volts)
433,1 | 304,2 0,08 50,0 10,0 22,3 35,0 4,0
433,1|201,2 0,08 50,0 10,0 22,3 35,0 4,0
613,2 | 355,2 0,08 50,0 10,0 27,3 35,0 4,0
613,2 | 231,1 0,08 50,0 10,0 27,3 35,0 4,0

Tabela 2. Parametros do espectrémetro de massas otimizados para analise de glutationa.

E os parametros da fonte de ioniizagao:

Parametros Valores

Curtain gas 20

CAD gas Medium

lonSpray voltage | 5500

Temperature 650
Gas 1 50
Gas 2 30

Tabela 3. Parametros da fonte de ionizagdo otimizados para analise de glutationa.

3.7 Analise de fitoguelatinas

3.7.1 Padroes

Devido a auséncia de padrdes comerciais de fitoquelatinas, foi feita uma
colaboracdo de nosso laboratério com o laboratério da Prof. Dra. Maria Terésa
Machini Miranda do Departamento de Bioquimica (Instituto de Quimica da USP),

para se realizar a sintese das fitoquelatinas de numero 4 (PC4) (Glu-Cys)4-Gly e de
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numero 3 (PC3) (Glu-Cys)s-Gly, as quais foram utilizadas para o desenvolvimento do

método analitico abaixo descrito.

3.7.2 Extracao

As PC foram extraidas por sonicagao conforme metodologia descrita no item
3.6.1.Antes de ser realizada a ruptura das células, assim como no método de analise
de GSH, foi adicionado ao meio 1% de NEM, para estabilizar e impedir a oxidagao

dos grupos enxofre das PC.

3.7.3 Método de analise por LC-MS

A separagao cromatografica foi realizada em um coluna com fase estacionaria
C18 Phenomenex® (Luna, 150 x 2,0 mm, 3 um). A fase moével A foi agua com 5§ mM
de acetato de amébnio e 0,1 % de acido férmico, enquanto a fase mével B foi
metanol/agua (65/35 v/v) contendo 5 mM de acetato de amoénio e 0,1% de acido
férmico. O fluxo usado foi de 0,170 mL/min., com gradiente de solventes conforme

tabela 4:
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0,0 100 0
0,5 100 0
2,0 0 100
5,0 0 100
5,5 100 0
20,0 100 0

Tabela 4. Gradiente de fase mével do método de anélise de PC.
Assim como o método de glutationa, a analise por espectrometria de massas
foi feita utilizando o método MRM, sendo usado para a PC4 as transicoes: 1504,1 /
358,2 e 1504,1 / 267,0 (PC4 ligada a quatro moléculas de NEM). Para a PC3, foram

usados 1147,1/ 358,2 e 1147,1 / 267,0 (PC3 ligada a trés moléculas de NEM).

Os parametros do espectrometro de massas otimizados para a analise de

PC3 e PC4 encontram-se na tabela 5:
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o a3 Dwell time | DP EP CEP CE CXP

(segundos) | (Volts) | (Volts) | (Volts) | (Volts) | (Volts)
1504,1 | 358,2 0,4 111,0 | 10,5 | 52,2 | 95,0 4,0
1504,1 | 267,0 0,4 111,0 | 10,5 | 52,2 | 113,0 | 4,0
1147,1 | 358,1 0,4 91,0 | 10,5 | 42,3 | 69,0 4,0
1147,1 | 267,2 0,4 91,0 | 10,5 | 42,3 | 87,0 4,0

Tabela 5. ParAmetros do espectrémetro de massas otimizados para analise de PC.

E os parametros da fonte de ionizagao:

Parametros | Valores
Curtain gas 18
CAD gas Medium
lonSpray voltage | 5500
Temperature 550
Gas 1 12
Gas 2 13

Tabela 6. Parametros da fonte de ionizagdo otimizados para analise de PC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Culturas

As culturas da microalga L. polyedrum foram mantidas em incubadoras com

iluminacao e temperaturas controladas.

A curva de crescimento foi monitorada durante 30 dias, sendo as medidas
feitas sempre no mesmo horario, pela manha (10 h), utilizando-se duas técnicas
para estima-la: (i) contagem por microscopia 6ptica — figura 9 e (ii) medida a
absorbancia em 680 nm (figura 10). A medida por espectrofotometria mostra-se
muito util para fazer uma leitura rapida e oferecer uma estimativa da concentracao

celular.

2,6E+04

2,1E+04

1,6E+04

1,1E+04

Numeros de células

6,0E+03

1,0E+03

Dias

Figura 9. Curva de crescimento de L. polyedrum obtida por contagem em microscopio Optico durante
30 dias, realizada em triplicata. Os pontos representam as médias e a barra de erros o desvio padrao.
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Figura 10. Medidas de absorbancia de L. polyedrum em 680 nm para curva de crescimento, durante
30 dias, realizada em triplicata. Os pontos representam as médias e a barra de erros o desvio padrao.

Pode se notar que a curva de crescimento desta alga ndo apresenta as fases
caracteristicas de crescimento como fase exponencial, platd e decaimento. A fase
de crescimento exponencial se manteve durante todos os 30 dias, periodo no qual
nao houve decaimento do numero de células, indicando que os nutrientes presentes
no meio foram adicionados em quantidade suficiente para suprir as necessidades

celulares por 30 dias.

Com os dados de crescimento da alga, é possivel calcular alguns parametros
importantes de crescimento. Entre eles, destacam-se a taxa de crescimento (figura

11) e o tempo de duplicagao (figura 12).

Taxa de crescimento é uma medida relativa de variacdo da densidade de
células, com base na determinacdo do numero de individuos, de um mesmo cultivo,

em dois momentos distintos (Lourengo, 2006). Calcula-se da seguinte forma:
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Taxa de cresc. =[In (n° de céls do dia 5) — In (n° de céls do dia 1)]/ 5 (n° de

dias).
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Figura 11. Taxa de crescimento das algas do cultivo ao longo dos dias, realizada em triplicata. Os
valores apresentados sdo as médias e a barra de erros o desvio padrao.

Pode-se perceber que a taxa de crescimento € maior nos primeiros dias em

relagdo aos seguintes.

Outro parametro importante € o tempo de duplicagdo que € a estimativa do
tempo necessario para que a populagao duplique sua densidade celular (Lourenco,

2006).
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Figura 12. Tempo para que o numero de algas do cultivo duplique, conhecido como tempo de
duplicacdo. A analise foi realizada em triplicata. Os valores apresentados sdo as médias e a barra de
erros é o desvio padréo.

Pela analise da figura 12, pode-se observar que o tempo de duplicagao

aumenta no decorrer da curva.

Esses dados mostram que, apesar do numero de células ser sempre
crescente durante os 30 dias medidos, esse crescimento vai decaindo com o passar
dos dias, isso ja era esperado, uma vez que o numero de células aumenta (gerando

competigao entre elas) e os nutrientes vao sendo consumidos.
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4.2 Analise do desempenho fotossintético de L. polyedrum

Os resultados de fotossintese obtidos das algas expostas as diferentes

concentragcdes de cadmio foram comparados com algas nao expostas ao metal.

4.2.1 Dose letal

Mesmo quando houve adicdo de altas quantidades de Cd e foram
evidenciadas alteragdes caracteristicas de morte algal, como precipitagdo das
células no fundo do frasco de cultivo, liberacdo de odores caracteristicos de
deterioragdo organica e auséncia de movimento dos flagelos celulares, ao adicionar-

se lugol, muitas células ndo apresentaram alteragcdes perceptiveis em sua estrutura.

Num primeiro momento poder-se-ia inferir que as células nao estivessem
realmente mortas, mas sim em sua forma cistica como forma de se proteger da
condicdo ambiental ndo favoravel. No entanto, mesmo separando essas células por
filtracdo, lavando-as com agua do mar para retirar o excesso de metal adsorvido nas
paredes celulares e reinoculando-as em novo meio de cultura com todos os
nutrientes e condicbes para seu desenvolvimento, ndo houve volta da atividade
celular, evidenciado por auséncia de movimentagdo dos flagelos e de atividade

fotossintética.

Ao adicionar-se concentragdes crescentes de cadmio até 2,0 pg/mL, nao foi
verificada morte celular nem diminuicdo da atividade de fotossintese. Em
concentragdes superiores a 2,0 yg/mL de Cd observou-se precipitagdo das células,
cheiro de degradagao organica e queda na atividade fotossintética, evidenciando a

morte celular, como pode-se observar na tabela 7:
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ETR

oh 24 h 48 h
Sem exposicao 49,2 50,5 514
2,0 pug/mL ou menos de Cd 47,2 47,8 48,5
3,0 pg/mL de Cd 480 [y22,0 || 00
4,0 pug/mL de Cd 500 |\ 72 |00

Tabela 7. Valores de fotossintese de L. polyedrum em amostras expostas e ndo expostas a Cd.

Baseando-se nesta tabela, podemos notar que 3,0 ug/mL do metal é capaz
de matar cerca de 50% das células em 24 h de exposicéo (de 48 unidades de ETR,
passamos para 22 unidades quando a alga € exposta a 3,0 pg/mL). Portanto a DLsg
para 24 h de exposi¢ao € de aproximadamente 3,0 ug/mL de cadmio, o que pode ser
confirmado por trabalhos anteriores (Okamoto et al., 1999). Para exposigao por 48 h,

a mesma concentragcdo de metal é capaz de matar praticamente 100% das células.

Quando da adicdo de 4,0 pg/mL de cadmio, foi observada a morte de

praticamente todas as células em 24 e 48 h de exposigao.
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4.3 Quantificacdo de proteinas

O método de quantificagdo de proteinas usado abrange um intervalo de
concentragbes de 1 a 10 ug/mL (figura 13). A curva de calibragcéo foi construida

utilizando-se albumina sérica bovina e mostrou-se linear no intervalo utilizado.
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0,300 y=0,0611x-0,0413
R?=0,9916
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0,200
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0,100 -

0,050

0,000 \

Figura 13. Curva de calibragdo de proteinas, a equacio da reta e o valor de R®.

A escolha do analisador de microplacas Tecan, ao invés de espectrofotdbmetro
convencional, ocorreu por sua rapidez de leitura, utilizacdo de pequenos volumes

(de 50 a 250 pulL) e robustez.

Quando substancias provenientes de organismos vivos sdo analisadas, é
muito importante que seja feita a normalizacdo dos valores encontrados pela
quantidade de proteinas presentes, uma vez que, ao pesar as amostras para serem
analisadas, ndo é possivel garantir que toda a massa pesada representa o

organismo. Quando se trabalha com algas marinhas, a presenca de cloreto de sédio
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proveniente da agua do mar pode atrapalhar a pesagem das amostras, adicionando
massa do sal e dificultando a relagao entre o resultado obtido e a massa pesada.
Este problema é resolvido quando se relacionam os resultados obtidos com a
quantidade de proteinas soluveis encontradas na amostra, uma vez que a
quantidade de proteina é diretamente proporcional a quantidade do organismo

presente na amostra.

4.4. Analise de Cd presente na agua do mar

Neste experimento foi adicionado 2,0 ug/mL de cadmio a uma cultura com 1,0
x 10* células e verificada a quantidade do metal depois de 24 e 48 horas de
exposicao. A analise foi comparada com o meio de cultura sem alga (considerado o

controle positivo) em que foi adicionado 2,0 ug/mL de Cd.

O resultado foi expresso em porcentagem de cadmio presente na situagao

controle e depois de 24 e 48 horas da exposi¢céo da alga ao metal (figura 14).
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Figura 14. Quantidade de cadmio encontrado no meio, apds adicdo deste metal em cultivos por 24 e
48 horas de exposicao.

Nas condigdes estudadas, pode-se verificar que o cultivo de alga (com 1 x 10*
células/mL) é capaz de retirar cerca de 20% do cadmio presente no meio marinho,
depois de ser exposta por 48 h. Pode-se inferir que uma das formas de diminuir a

quantidade livre de metal é resultado da quelagao realizada pelas PC sintetizadas.

Em trabalhos cientificos que relacionam espécies de algas com potencial de
biorremediar cadmio (Matsunaga et al., 1999; Henderson & Mitman, 2003), aquelas
que tém potencial de biorremediar acima de 10% de cadmio em 2 semanas de
exposi¢ao, sao consideradas boas biorremediadoras. Nao existem trabalhos
cientificos relacionando L. polyedrum com biorremediacdo de Cd, mas com os
resultados aqui apresentados, percebe-se um grande potencial biorremediador desta

espécie (retirando cerca de 20% de cadmio em 48 horas).
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4.5 Analise de superoxido dismutase (SOD)

O resultado foi dado pela comparagao entre amostras de algas ndo expostas
a cadmio e amostras expostas a 0,5 pg/mL de cadmio por 24 e 48 horas (figura 15).

Todas foram normalizadas pela quantidade de proteina presente.

e Amostra branco (ou 0 h) = 14 unidades de SOD/mg de proteina.

e Algas expostas a 2,0 ug/mL de Cd por 24 horas = 72 unidades de SOD/mg de

proteina

e Algas expostas a 2,0 ug/mL de Cd por 48 horas = 66 unidades de SOD/mg de

proteina
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Figura 15. Atividade de SOD em amostras expostas a Cd 2,0 pg/mL. Amostras foram analisadas em
triplicata e os dados mostram a média e o desvio padrao.
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Nota-se o0 aumento na atividade de SOD em algas expostas a 2,0 yg/mL de
Cd por 24 horas, indicando que o organismo aumenta a sintese desta enzima como
forma de se proteger frente ao agente téxico. No entanto, a atividade de SOD em
algas expostas a mesma concentragao de Cd por 48 horas, ¢é ligeiramente menor do
que naquelas expostas por 24 h, o que pode indicar uma adaptagao da alga quando

exposta por um periodo maior.

Aumento de atividade de SOD é esperado nestas condi¢des em que as algas
sao expostas a Cd, uma vez que o aumento de ROS decorrentes do efeito de Cd
intracelular € combatido dentre outras formas, com enzimas antioxidantes, dentre as

quais a SOD é primeira (Leitdo et al., 2003; Pokora et al., 2003).

77



4.4 Desenvolvimento de métodos em LC-MS/MS

Ao iniciar-se o desenvolvimento de métodos por LC-MS €& necessaria a
infusdo do padrdo da substadncia (em concentracdo em torno de 5,0 pg/mL)
diretamente no espectrOmetro de massas para otimizacdo de parametros

especificos para cada analito, os quais sao aplicados nas posicoes ilustradas na

figura 16.
Curtain Plate
DP (Orifice)
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/—/ ERHE) ROTY RO2 (Q2) RO3 (Q3) DF (Deflector)
\#’%H\ B Hi Elg :; Detector
| | o~ N
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\ a Q2 Collision Q3
CUR (Curtain Gas) Cell

Figura 16. Localizacdo dos parametros a serem otimizados no espectrémetro de massas.

Estes parametros séao:

Declustering Potential (DP): é a diferenga de potencial entre uma superficie
(skimmer) e o “orifice plate”. E usado para minimizar os clusters de ions de solvente
que podem acompanhar a amostra. Porém, com altas energias, pode levar a

fragmentagao das moléculas.

Entrance Potential (EP): controla a diferenga de potencial entre a voltagem
no quadrupolo zero e o skimmer. E uma energia que guia e focaliza os ions para

dentro da regido de alto vacuo do Quadrupolo QO.
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Collision Cell Entrance Potential (CEP): controla o potencial aplicado na

entrada da cela de coliséo, focalizando os ions para dentro do segundo quadrupolo.

Collision Energy (CE): controla a diferenca de potencial entre os
quadrupolos Q0 e Q2. E usado apenas em experimentos em que ha fragmentacéo
das moléculas. E a quantidade de energia que o ion precursor recebe quando é
acelerado para dentro da cela de colisdo, onde colide com moléculas de gas

(nitrogénio) e fragmenta-se.

Collision Cell Exit Potential (CXP): potencial aplicado na saida da cela de
colisdo para focalizar os ions provenientes da cela de colisdo para dentro do terceiro

quadrupolo.

CAD Gas (CAD): parametro que controla a pressao de gas na cela de colisdo
durante experimentos de Q3 e MS/MS. Para varreduras em Q3, o gas de colisdo
ajuda a focalizar os ions quando estes passam pela cela de colisdo. Em
experimentos MS/MS, o gas funciona como um alvo para fragmentar o ion

precursor.

Depois de concluida esta etapa, inicia-se entdo o desenvolvimento do método
cromatografico. Este deve ser capaz de separar as substancias de interesse entre si
e estas da matriz das amostras. A separagao, quando se utiliza HPLC com deteccéao
por espectrometria de massas, ndo € tdo fundamental quanto em outros tipos de
detectores, porém é interessante que haja uma separagdo (mesmo que minima)
entre as substancias para que estas, ao chegarem ao equipamento, ndo compitam
entre si pela ionizagao, pelo mesmo motivo, é interessante que haja separagédo dos

analitos de interesse dos constituintes da matriz.

79



Depois de selecionada a coluna cromatografica e a fase moével, passa-se
entdo a otimizacdo dos parametros da fonte de ionizagdo electronspray. Estes
parametros s6 podem ser otimizados depois de desenvolvido o método
cromatografico, pois sao dependentes do fluxo do HPLC e do solvente utilizado

como fase movel. Os parametros sio:

lonSpray Voltage (IS): voltagem aplicada na ponta do capilar de onde vem a
fase movel do HPLC, ionizando a amostra na fonte de colisdo. Depende da

polaridade usada e afeta a estabilidade do spray e a sensibilidade.

Gas 1 (GS1): conhecido como gas nebulizador, controla o fluxo de gas
nitrogénio aplicado paralelamente ao capilar de onde vem a fase mével do HPLC,
auxiliando na geracado de pequenas goticulas, afetando a estabilidade do spray e a

sensibilidade.

Gas 2 (GS2): conhecido como gas auxiliar ou turbo gas, controla o fluxo de
gas nitrogénio que sai de camaras aquecidas (conhecidas como “turbo heaters”) em
diregao ao spray de fase moével, auxiliando a evaporagéao do solvente e evitando que

o solvente entre no equipamento.

Temperature (TEM): Controla a temperatura do gas auxiliar na fonte
TurbolonSpray®, auxiliando a evaporagao do solvente para gerar a amostra ionizada

na fase gasosa.

Curtain Gas (CUR): Controla o fluxo de gas (nitrogénio) na interface do

“Curtain Gas”. A interface do “Curtain Gas” é localizada entre a “curtain plate” e o
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orificio de entrada. Ele previne que goticulas do solvente entrem e contaminem as

lentes internas.

4.5 Analise de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG)

Ao iniciar a analise de GSH, verificou-se que o grupo enxofre da molécula se
oxida rapidamente em solu¢do (conforme ilustra a figura 17 - depois de 48h em
solugéo, a concentragao de GSH cai pela metade), gerando sua forma oxidada. Na
literatura encontram-se artigos que sugerem a utilizagdo de compostos que
estabilizam o enxofre da GSH. Os principais sao iodoacetamida (Dixon et al., 2005;
Ryan et al., 2007; Ying et al., 2007) e NEM (Kot & Bicz, 2008; Mojica et al., 2008;

Miller et al., 2009).

Foi escolhido o NEM como agente derivatizante, por ter uma reacgao rapida de
complexagcdo com o enxofre (5 minutos) e por necessitar de relativamente pouca

quantidade (1% de uma solug¢ao 1 Mol/L) para provocar a reagao.
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Figura 17. Decaimento da concentracdo de padrdo de GSH com o grupo enxofre desprotegido.
Anadlise realizada em triplicata e os valores sdo as médias e desvios padrao.
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A escolha do NEM como derivatizante foi motivada também pela estabilidade
do complexo formado com a GSH, que se mostrou estavel por até 48 horas (como
mostra a figura 18). A concentragdo de NEM adicionada as amostras foi de 10 mM,
pois esta concentragdo mostrou-se capaz de ligar-se a praticamente todos os

enxofres da glutationa.
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Figura 18. Decaimento da concentracdo de padrdo de GSH com o grupo enxofre protegido com NEM.
Analise realizada em triplicata. Os valores apresentados sdo as médias com seus desvios padrao.

O método cromatografico desenvolvido foi capaz de separar a GSH e a

GSSG (figura 19) e mostrou-se reprodutivel mesmo apds longas listas de injegéo.
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Além disso, a curva de calibragdo mostrou-se linear dentro do intervalo de
concentragao estudado para GSH (0,05 ug/mL a 5 ug/mL, figura 20) e GSSG (0,05

pg/mL a 5 pg/mL, figura 21).
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Figura 19. Cromatograma gerado ao ser injetado padrdo de GSH e GSSG, no método desenvolvido.

No presente método utilizaram-se duas transicdes de massas de cada
composto para se aumentar ainda mais a especificidade. O ion de GSH (protonado
e ligado ao NEM) gerou os fragmentos de m/z 355,2 e 231,1, enquanto o ion de

GSSG (protonado) gerou os fragmentos de m/z 304,2 e 201,2.

Os resultados de quantificacdo das amostras foram obtidos através de curvas
de calibragdo ao serem injetados os padrdes de GSH e GSSG, conforme mostram

as figuras 20 e 21, respectivamente.
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y = 16,515x + 0,4353
R2 =0,9999

dos picos (x 103)

Area

Vé

Concentrag¢do de GSH (pg/mL)

Figura 20. Curva de calibracdo de GSH, analisada em triplicata. Os valores sdo as médias com os

desvios padréo.
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16 1 y =3,1905x + 0,0791
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dos picos de GSSG (x
103)

Area
N

Vé

Concentragdo de GSSG (pg/mL)

Figura 21. Curva de calibracdo de GSSG, analisada em triplicata. Os valores sdo as médias com 0s

desvios padréo
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4.4.1 Analise de GSH e GSSG em amostras expostas cadmio

Foi obtido um resultado muito interessante ao serem analisadas algas
expostas a 2,0 yg/mL de cadmio por 24 e 48 horas. Houve um decaimento
consideravel da quantidade de GSH quando a alga foi exposta ao metal, como pode
ser visualizado na figura 22. Este resultado estd de acordo com trabalhos
anteriormente publicados em que também é verificado queda na concentragéo de
GSH quando organismos sao expostos a cadmio (Singhal et al., 1987; Vogelilange &

Wagner, 1996).

A queda de GSH se da nestes casos principalmente por trés motivos: (i)
complexacdo de GSH com Cd, fomando o complexo GS-Cd (ii) oxidagdo de GSH,

gerando GSSG e (iii)) GSH sendo consumido para a sintese de PC.

[e)]
)

4,4

Cancentracao de GSH, (ug/ml)

o
1
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Oh

48 h

Tez#fpo (horas)

Figura 22. Concentracdo de GSH em amostras ndo expostas e expostas a 2,0 pug/mL de cadmio,
analisadas em triplicata. Os valores s&o as médias com os desvios padréo.
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Porém ao analisarmos os resultados de GSSG (figura 23), podemos notar que
ao invés de aumento de GSSG, ha diminuicdo. Indicando que o consumo de GSH
nao é para formar GSSG, porém ambos podem estar sendo consumidas para formar

as PC como forma de defesa do organismo frente ao metal toxico.

0,14 -

0,1107

0,12 -

0,08 -
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0,0331

0,04 -

0,0034

0,02 -

Concentragdo de GSSG (pg/mL)

Oh 24 h 48 h

-0,02 -
Tempo (horas)

Figura 23. Concentracdo de GSSG em amostras ndo expostas e expostas a Cd 2,0 pug/mL, analisadas
em triplicata. Os valores sdo as médias com os desvios padréo.

A estequiometria de formagao de GSSG a partir de GSH ¢é 2:1 e, portanto a
glutationa total da célula (GSHi.ta) pode ser considerada como [GSH] + 2.[GSSG].
Essa relagao fornece o indice redox (IR), ou seja, a %GSH na forma de GSSG frente
ao total de glutationa. Correlacionam-se entéo, os efeitos dos tratamentos com o IR.

As variacoes de IR frente aos ensaios toxicoldgicos foram avaliadas pela relagao:
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IR = 100x (2GSSG/GSHyotal)

Esta razdo costuma ser baixa para organismos ndo expostos a estresse
oxidativo e alta para organismos expostos. No entanto, ao se fazer o IR nas
amostras de algas expostas a 2,0 yg/mL de Cd, verifica-se uma diminuigdo neste

parametro, como pode ser observado na figura 24.

. | 4,4
X 41
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Oh 24 h 48 h
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Figura 24. Razdo entre GSH e GSSG em amostras expostas a Cd 2,0 ug/mL, analisada em triplicata.
Os valores sdo as médias com os desvios padrao.

Os valores de IR dos controles (em torno de 4,9) sédo valores esperados, uma
vez que a quantidade de GSSG em relagédo a GSH encontrada em organismo nao
expostos a estresse oxidativo é de menos de 10% (Pompella et al., 2003). No

entanto, a diminuicdo do IR em amostras expostas por 48 h pode ser devido a um
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consumo maior de GSSG do que GSH pelo organismo, provavelmente indicando o

consumo da molécula de GSSG para sintese de PC.
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4.5. Andlise de fitoquelatinas

A primeira analise realizada ao serem recebidas as PC de numero 3 e 4
provenientes de sintese quimica, foi a infusdo das solugbes dos mesmos no
espectrometro de massas utilizando a fungdo chamada Enhanced Resolution, em
que é possivel detectar a massa da substancia com resolucédo suficiente para

diferenciar os seus is6topos, como demonstrado na figura 25:

B i£R: 29 MCA scans from Sample 4 (PC3_Enhaneced Resolution) of Infus§o_2010_02_08.wiff (Turbo Spray) Wl 2. B.0e8 op
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[} 1143.5.. 1144.91145 41195 7 622 1152 6
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Figura 25. PC3 infundida diretamente no espectrémetro de massas no modo enhanced resolution.

Uma vez que as fitoquelatinas foram obtidas por processo de sintese quimica,
€ necessario se certificar que o composto obtido é realmente o que se espera. Isso é

possivel ser feito utilizando este modo enhanced resolution.

O método cromatografico desenvolvido foi capaz de separar a PC3 da PC4

como demonstra o cromatograma da figura 26.
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Figura 26. Cromatograma gerado ao serem injetados os padrdes de PC3 e PC4 no método
desenvolvido por LC-MS/MS. As cores indicam 2 transic¢Ges diferentes para cada substancia. As cores
cinza e verde sdo as transi¢des de PC3 e as cores azuis e vermelhas as transicdes de PC4

No método foram utilizados dois fragmentos de cada composto para aumentar
ainda mais a especificidade. O ion de PC4 (protonado e tendo ligado seus 4 atomos
de enxofre a 4 moléculas de NEM) gera os fragmentos de m/z 358,2 e 267,2,
enquanto que o ion de PC3 (protonado e ligado a 3 moléculas de NEM) gera os

fragmentos 358,2 e 267,2, conforme ilustra a tabela 8:

Molécula precursora | Transicido 1 Transicao 2

PC3 1147,5->358,1 | 1147,5->267,2

PC4 1504,3->358,2 | 1504,3->267,2

Tabela 8. Transicdes de PC utilizadas ho método de anélise por LC-MS.

91



4.5.1. Estabilidade

Assim como a GSH, as PC possuem em sua estrutura molecular um atomo
de enxofre facilmente oxidavel, o que se torna um problema para analisar a
substancia em organismos vivos, pois assim que as células sao lisadas, o seu

conteudo intracelular comeca a sofrer oxidagao.

Na literatura ndo foram encontrados artigos cientificos em que sao feitos
testes de estabilidade da PC em diferentes solventes e faixas de pH. Fato este
curioso, uma vez que se nao for tomada a precaugao de manter a PC em solventes
e pH abaixo de 7, para que a presencga de protons em solugao auxilie a PC a nao
perder seus prétons ligados ao enxofre, a substadncia sofre oxidagdo muito
facilmente, fazendo com que os valores encontrados da analise possam ser

erroneos.

Por esta razdo, foram realizados testes de estabilidade da PC4 em trés
condigbes diferentes: agua com de acido formico 0,1% (figura 27), agua com acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (figura 28), agua com acido formico 0,1% e NEM 1%
(figura 29). Para estas analises € importante que a amostra esteja em agua, pois

esta € nossa condigdo inicial de analise no cromatografo liquido.
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Figura 27. Degradagdo da PC4 ao longo do tempo em solucéo &cido féormico 0,1%.
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Figura 28. Degradacéo de PC4 ao longo do tempo em solugdo de acido trifluoro acético 0,1 %.
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Acido férmico 0,1% e NEM 1%
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Figura 29. Degradacéo de PC4 ao longo do tempo em solugdo NEM 1%.

O teste realizado evidencia que a PC é facilmente oxidavel e necessita ter
seus atomos de enxofre estabilizados de forma a ndo sofrer degradagéo ao longo do
tempo. A forma encontrada de alcancar esta condicdo foi derivatizando-se com
NEM, que, assim como ocorre com a molécula de GSH, se liga na porgao instavel (o

atomo de enxofre), establizando-a.

4.5.2. Fragmentacao de PC3 e PC4

No espectro de fragmentacao das PC3 e PC4 foi possivel relacionar os picos
encontrados com os fragmentos da molécula precursora, conforme mostram as

figuras 30 e 31.

A fragmentacéo acontece prioritariamente nas ligagdes peptidicas dos
aminoacidos, por serem as posi¢cdes mais labeis da molécula. Quando ha
fragmentagao nesta por¢cao da molécula, geram-se os ion b e y. Os ions y sdo os
fragmentos que retém a carga residual (proton) no lado N-terminal e os ions b, sdo

aqueles que retém a carga residual (préton) na regiao C-terminal
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Figura 30. Fragmentacdo da PC3. Ao ser fragmentada a PC3 no espectrémetro de massas, verificamos a presenca de seus fragmentos y (aqueles que
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Figura 31. Fragmentacdo da PC4. Ao ser fragmentada a PC4 no espectrémetro de massas, verificamos a presenca de seus fragmentos y (aqueles que
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O modelo da mobilidade do préton (Dongre et al., 1996) descreve como a
energia interna adquirida induz a transferéncia intramolecular dos protons em cada
peptideo, culminando na desestabilizacado das ligagdes do esqueleto polipeptidico e,
por consequéncia, induzindo a formagao de dois ion-fragmentos (Mann et al., 1989).
Esses ions sdo classificados em dois grupos: ions que retém a carga residual
(préton) no lado N-terminal (gerando fragmentos -a, -b e -¢, dependendo da ligagao
que é fragmentada) e ions que retém a carga residual (préton) na regiao C-terminal
(gerando os fragmentos -x, -y -z, dependendo da ligagdo que é fragmentada)

(Cantui et al., 2008).

E importante enfatizar que os pares de ions a/x, bly e c/z serdo sempre ions
correspondentes aos fragmentos opostos e complementares entre si. Considerando-
se que as ligagbes peptidicas sdo aquelas menos energéticas, espera-se que a
formagao do par de fragmentos -b/-y seja mais frequente que os demais pares de

fragmentos, facilitando muito a interpretagdo dos espectros (Cantui et al., 2008).

Como resultado da fragmentagao das ligacdes peptidicas, uma série de ions
-b e -y complementares é obtida, de modo que a diferenga de valores de m/z entre
dois ions consecutivos do mesmo tipo pode revelar a identidade do residuo de
aminoacido em questdo. Enquanto as séries -b e -y resultam diretamente da
clivagem das ligagcbes peptidicas, os ions -a sao formados pela perda neutra de
monoxido de carbono dos ions -b (diferenca de 27.9949 u relativo ao ion -b

correspondente)(Dongre et al., 1996; Tabb et al., 2003).

4.5.3. Quantificacdo de PC3 e PC4 em amostras expostas a Cd
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A quantificacao foi possivel gracas a etapa de purificacao dos peptideos, em
que se obtém as PC isoladas e com concentracdo determinada.. Foram feitas
diluicdes seriadas das solugdes estoque de PC3 e PC4 derivatizadas com NEM e
injetadas no LC-MS.A quantificagao foi feita utilizando curvas de calibragdo como

pode-se verificar nas figuras 32 e 33.
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Figura 32. Curva de calibragdo de PC3, realizada em triplicata. Os valores sdo as médias com 0s
desvios padréo.
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Figura 33. Curva de calibragdo de PC4, realizada em triplicata. Os valores sdo as médias com 0s
desvios padréo.

4.5.4. Quantificacao de PC3 e PC4 em concentracdes crescentes de Cd

Os niveis intracelulares de PC3 e PC4 foram estimados apos as células de L.
polyedrum serem expostas a Cd (de 0,2 a 3,0 ug/mL) por 24 horas de exposigao.
Os resultados indicam que a presenga de Cd induz a sintese de PC3 e PC4 (figuras

34 e 35 respectivamente).
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Figura 34. Niveis de PC3 com aumento de quantidade de Cd a que as algas sdo expostas. A analise
foi realizada em triplicata. Os valores sdo as médias com os desvios padrdo. N/D significa ndo

detectado.
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Figura 35. Niveis de PC4 com aumento de quantidade de Cd a que as algas sdo expostas. A anélise
foi realizada em triplicata. Os valores sdo as médias com os desvios padrdo. N/D significa ndo
detectado.
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Pode-se verificar que, quando as algas estdo em contato com concentragdes
baixas de cadmio (0,2 e 0,5 ug/mL), parecem nao sintetizar PC. Com o aumento da
concentracdo de metal, a alga sintetiza quantidades crescentes da substancia
quelante. Em ambos os casos, acima de 1,0 yg/mL, os niveis de PC3 e PC4 sao
ligeiramente diminuidos, indicando que a alga atinge o limite maximo de sintese de
PC ou a quantidade de Cd é tao grande, que as células morrem antes mesmo de

conseguirem sintetizar PC.

E importante observar que o limite maximo encontrado de PC3 esta
aproximadamtente 4 vezes menor que o de PC4. Este resultado sugere que a PC3
deve ser direcionada para a sintese de PC4. E naturalmente pode-se supor que o
limite maximo de PC4 alcancado deve induzir a sintese de PC5. Ainda, a rota de
biossintese de PC é unica e a adi¢ao do dimero Glu-Cys as moléculas de PC é
catalizada pela fitoquelatina sintase (ver esquema 5). Neste sentido, € esperado que
a enzima antinja sua velocidade maxima com a disponibilidade de substrato em

eXCesso.

4.5.5. Quantificacdo de PC3 e PC4 em tempos crescentes de exposicdo a Cd

Neste experimento fixou-se a quantidade de cadmio a qual a alga foi exposta
(2,0 pg/mL) e foram sendo retiradas aliquotas do meio de cultura em tempos
crescentes de exposi¢cao, para verificar quanto tempo o organismo leva para

sintetizar as PC3 e PC4 (figuras 36 e 37 respectivamente).

101



800 +
200 | 677,4
600 -
500 -
400 -

300 - 247,4

200 -
102,0 132,3

100 o 236 23 499 i i
0 T ﬁ ﬁ T ﬁ T T T T =1
6 8 12 24 48

Concentragdo de PC3 (ng/mL)

0 1 2 4

Tempo (horas)

Figura 36. Sintese de PC3 em tempos crescentes de exposi¢do a cddmio (2,0 pg/mL), analisadas em
triplicata. . Os valores sdo as médias com os desvios padrdo. N/D significa ndo detectado.

Através da analise da figura 36, pode-se visualizar que a PC3 comeca a ser

sintetizada depois de 2 horas de exposi¢ao a cadmio.
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Figura 37. Sintese de PC4 em tempos crescentes de exposi¢do a caddmio (2,0 pg/mL), analisadas em
triplicata. . Os valores sdo as médias com os desvios padrdo. N/D significa ndo detectado.

Pode-se notar que a PC4 leva cerca de 8 horas para ser sintetizada (figura
37), enquanto que a PC3 levar apenas 2 horas. Pode-se inferir que por ser um
peptideo de cadeia maior, a PC4 leva um tempo maior para ser sintetizada do que a
PC3, que rapidamente é liberada no citoplasma celular para se complexar com o Cd

e passar para o vacuolo, onde fica armazenada.

A entrada de Cd nas células desencadeando o processo de sintese de PC
pode ser visualizado no esquema 5. O Cd entra nas células por canais de calcio.
Uma vez dentro das células, o Cd pode se ligar as enzimas que possuam grupos
SH (inativando-as), pode se ligar a GSH e induzir a sintese de PC. Ao se ligar as

PC, o complexo Cd-PC é armazenado dentro do vacuolo celular.
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Esquema 5. Cd dentro das células de algas, podendo se ligar a enzimas e se complexar com GSH e
PC (formando o complexo PC-Cd que é armazenado dentro do vacuolo). Adaptado de Tonon (2009).

Na busca por artigos cientificos para comparar os resultados aqui obtidos,
encontram-se apenas artigos em que relacionam o tempo de exposi¢cdo (em
semanas) ao qual plantas sdo expostas a cadmio (Oven et al., 2001; Maier et al.,
2003; Mendoza-Cozatl & Moreno-Sanchez, 2006), o que impossibilita a comparagao
uma vez que o tempo de absorcdo de metais em plantas € muito maior do que em

algas unicelulares.
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5. CONCLUSOES

105



As culturas de L. polyedrum em meio f/2 mostraram-se adequadas para
ensaios toxicoldgicos e a utilizacdo do espectrofotdmetro auxiliou a contagem

celular;

a DLso de cadmio para a L. polyedrum exposta por 24 h é de 3,0 ug/mL;

a quantidade de Cd presente no meio de cultura diminuiu quando o meio de
cultura continha células de L. polyedrum, indicando que esta € uma espécie
com potencial biorremediador, ajudando na remogao de metais do meio

aquatico.

houve aumento da atividade da enzima SOD em amostras expostas ao

metal;

foi desenvolvido método para deteccdo de GSH e GSSG por LC-MS;

os resultados das analises de GSH e GSSG mostraram que a quantidade de
ambas diminui quando algas sao expostas ao metal, indicando uma possivel

utilizagdo das moléculas para sintese de PC;

foi desenvolvido método para detecgao de PC3 e PC4 por LC-MS;

a quantidade de PC3 e PC4 sintetizadas pelas células aumenta de acordo
com o aumento de Cd presente no meio e € nula em organismos nao
expostos a este metal, sendo essas moléculas, portanto, potenciais

biomarcadores de exposicdo ao metal.
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