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RESUMO

O presente trabalhou avaliou o efeito do metal cAdmio sobre o
metabolismo, fisiologia e ultraestrutura em Pterocladiella capillacea
cultivada em condicBes de laboratorio sobre o sinergismo de trés de
salinidades (25, 35 e 45 ups) acrescidas de quatro concentragBes de
cloreto de cadmio (CdCl,): 0 (controle), 0.17 ppm, 0.35 ppm e 0.70
ppm. Algas cultivadas em meio de cultivo acrescido de cadmio (Cd),
tiveram reducdo na taxa de crescimento quando comparadas ao
tratamento sem adicdo de metal. Entre os tratamentos de 25, 35 e 45
ups, em condicdo hipersalina a alga mostrou reducdo na taxa de
crescimento e um provavel desvio da rota metabdlica, aumentando a
producdo de clorofila a. A adi¢do de cAdmio ao meio de cultivo também
provocou reducdo na concentracdo de clorofila a dos tratamentos
quando comparados aos controles, em 35 ups somente na maior
concentracdo (0.70 ppm) foi detectada redugdo no contetdo de clorofila
a. A maior absorcdo e bioconcentragdo de Cd em todas as salinidades
ocorreu na concentragcdo de 0.17ppm , sendo maior em 25 ups, em
qualquer concentragdo de metal, do que em qualquer um de 35 ou 45
psu. Usando um modelo matematico, plantas cultivadas em 35 psu
mostrou um modelo polinomial para os fatores de absorcdo e
bioconcentracdo , enquanto que as plantas cultivadas em 25 e 45 psu
exibiu um modelo linear. Andlise da surperficie das plantas, por
microscopia eletrénica de varredura, mostraram que plantas cultivadas
em Cd apresentaram alteracfes na superficie quando comparadas ao
controle. A microanalise de raio-x mostrou presenca do metal na
superficie do talo, das plantas tratadas com cadmio e reducdo no
contetdo de carbono na maior concentracdo nas trés salinidades, o que
pode estar relacionado a menor taxa de crescimento. Na andlise de
ultraestutura cultivadas a 35 e 45 psu, apresentaram precipitados eletron
densos e cloroplastos mostrou mudangas na organizacdo ultraestrutural
com morfologia irregular, nos tratamentos com acréscimo de cadmio.
Os tratamentos com cadmio também apresentaram alteracdes no perfil
metabdlico de lipidios e carboidratos.

Palavras-chave: Pterocladiella capilacea, cadmio, absorcdo,
bioconcentracdo, pigmentos, micréscopia e infravermelho.



ABSTRACT

The present work evaluated the effect of cadmium metal on the
metabolism, physiology and ultrastructure in Pterocladiella capillacea
grown in laboratory conditions on the synergism of three salinities (25,
35 and 45 ups) plus four concentrations of cadmium chloride (CdCI2): 0
(contral), 0.17 ppm, 0.35 ppm and 0.70 ppm. Algae grown in culture
medium supplemented with cadmium (Cd), had a reduction in growth
rate when compared to the treatment without addition of metal. gae
grown in culture medium supplemented with cadmium (Cd), had a
reduction in growth rate when compared to the treatment without
addition of metal. Among the treatments of 25, 35 and 45 ups, on
condition hipersalina the alga showed a reduction in growth rate and a
probable deviation of metabolic pathway, increasing the production of
chlorophyll a. The addition of cadmium to the culture medium also
caused reduction in the concentration of chlorophyll a of treatments
when compared to controls, in 35 ups only in higher concentration (0.70
ppm) was detected reduction in the content of chlorophyll a. The greater
absorption and bioconcentration of Cd in all salinities occurred in
concentration of 0.17PPM , being higher in 25 ups, at any concentration
of metal, than in any one of 35 or 45 psu. Using a mathematical model,
plants grown in 35 psu showed a polynomial model for the factors of
absorption and bioconcentration , while that the plants grown in 25 and
45 psu exhibited a linear model. Analysis of thermo plants, by scanning
electron microscopy, showed that plants grown in Cd showed changes in
surface when compared to control. The x-ray microanalysis showed
presence of metal on the surface of the thallus, plants treated with
cadmium and reduction in carbon content in higher concentration in
three salinities, which could be related to the lower rate of growth. In the
analysis of ultraestutura grown at 35 and 45 psu, presented precipitated
electron dense and chloroplasts showed changes in ultrastructural
organization with irregular morphology. Metabolic Profile showed
changes in the metabolism of lipids and carbohydrates.

Keywords:  Pterocladiella  capillacea, cadmium  absorption,
bioconcentration, pigments, microscopy and infrared spectroscopy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Morfologia Pterocladiella capillacea. A- Talo de
P.capillacea. B — Corte transversal, mostrando células corticais C,
células subcorticais SC e rizines (setas) Fonte: Smithsonian Tropical
ReSEArch INSHIULE'S ).....ccvvueviieeiccece e 12

Figura 2: Local de coleta dos espécimes. A- llha de Santa
Catarina. B- Ponta das Campanhas, praia da Armacdo. C-E — Costdo de
coleta. D- Algas expostas durante a maré

Figura 3: Desenho experimental. Colunas representam
salinidades em que as algas foram cultivadas e linhas as concentragdes
de c&dmio. Cada tratamento foi realizado em quadruplicata



SUMARIO

1 INTRODUCAO 10
1.1  Algas 10
1.2 Pterocladiella capillacea  (S.G.Gmelin)  Santelices e
Hommersand 11
1.3 Metais Pesados 12
1.4  Cédmio 13
1.5 Metais e plantas 14
1.6  Salinidade e metais pesados 17
2 JUSTIFICATIVA 18
3 OBJETIVOS 19
3.1  Objetivos gerais 19
3.2  Objetivos especificos 19
4 Material e Métodos 20
4.1 Coleta e processamento do material biol6gico 20
4.2  Desenho experimental 21
4.3  Anélise das taxas de crescimento 21
4.4  Conteudo de cAdmio 22
45 Extragéo e dosagem dos pigmentos fotossintetizantes 22
4.6  Flavonoides totais 23
4.7 Perfil metabdlico por espectroscopia vibracional de
infravermelho médio com transformada de Fourier (IR) 23
4.8  Processamentos para analise em microscopia 23
4.8.1 Microscopia eletrnica de varredura (MEV) 24
4.8.2 Microscopia eletrdnica de transmisséo (MET) 24
4.8.3 Andlise e interpretacdo dos dados 24
CAPITULO 1

The effect of cadmium under different salinity conditions on
the cellular architecture and metabolism in the red alga

Pterocladiella capillacea 26
5  DISCUSSAO 27
6 CONCLUSAO 32

REFERENCIAS 33



10

1. INTRODUCAO

1.1 Algas

Segundo Horta (2000 apud Cabral et al., 2011) as algas sdo os
organismos aquaticos mais antigos do planeta, havendo evidéncias de
sua existéncia no periodo pré-cambriano (3,5 bilhdes de anos,
aproximadamente). Por serem organismos fotossintetizantes, foram
responsaveis pela estruturacdo da atmosfera terrestre, possibilitando a
vida de todos os seres vivos aerdbicos sobre a superficie do planeta, pela
producdo de oxigénio molecular e a consequente formagdo da camada
de ozénio que filtra raios ultravioleta (UV). O termo alga é utilizado
para designar um grupo heterogéneo de organismos que possuem
clorofila a e corpo ndo diferenciado em raiz, caule e folha, denominado
talo. As algas podem apresentar talos microscopicos, que sé podem ser
observados com auxilio de um microscépio, ou talos macroscopicos que
podem ser observados a “olho nu” (Grahan et al, 2009; Paula et al.,
2007).

Estes organismos podem ser encontrados em diversos ambientes,
mas a maioria das espécies conhecidas é aquatica, e ocorrem em aguas
com variados graus de salinidade. Do ponto de vista taxonémico, as
algas sdo polifiléticas, isto &, constituidas por organismos com diferentes
origens (Gongalves, 2010). No ambiente aquatico, as algas podem fazer
parte dos bentos (sésseis ao substrato) ou plancton (individuos
suspensos na agua).

As algas sdo de grande importancia nos ambientes marinhos por
serem os produtores primarios dos oceanos e, desta maneira, compdem a
biomassa e determinam a produtividade primaria para os demais elos da
cadeia trofica (Norton et al., 1996). Sdo alimentos para os herbivoros,
onivoros e os detritivoros, como também constituem uma é&rea de
bercario e habitat para peixes e invertebrados (Lippert et al., 2001).

Nas Ultimas décadas, grande importancia econdmica foi atribuida
as macroalgas marinhas devido aos seus compostos de parede celular,
por exemplo: alginatos, agaranas, carregenanas. Esses polissacarideos
sdo utilizados em setores economicamente importantes, como nas
indastrias alimenticia e farmacéutica, apresentando alto potencial
biotecnolégico e despertando interesse mundial, devido ao seu alto valor
econdmico (De Ruiter e Rudolph, 1997). Nas algas, os ficocoldides
promovem flexibilidade, crescimento e protecdo (McHugh, 2003).
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As rodoficeas compreendem cerca de 4.000 espécies, superando
as clorofitas e ocrofitas juntas. S8o consideradas, por alguns
pesquisadores, as mais vistosas e delicadas, em geral, com dimensfes
menores (Prescott, 1969). Em &aguas frias, atingem tamanhos maiores,
porém menor abundancia, enquanto em A&guas tropicais sdo mais
numerosas, com talos menores e filamentosos. Geralmente crescem
presas a rochas ou sobre outras algas (Raven et al., 1996). Podem
ocorrer a profundidades de até 200m, possivelmente em virtude dos
pigmentos acessdrios da fotossintese (Lee, 2008). Apesar de conhecidas
como algas vermelhas, sua coloragdo pode variar, devido & presenca de
pigmentos como ficobilinas, ficocianinas (azuis), ficoeritrinas
(vermelha) e carotendides (amarelo). Em sua maioria s&o marinhas, com
alguns representantes de 4gua doce. Em seu ciclo de vida as rodoficeas
sdo caracterizadas pela auséncia completa de flagelos. Como substancia
reserva, acumulam amido das florideas, que se encontra livre no
citoplasma. Os cloroplastos apresentam formas discéides ou de fita e sdo
numerosos, e os tilacéides ndo formam grana sendo paralelos e isolados
(Oliveira, 2003). A parede celular das rodofitas caracteriza-se por ser
mais flexivel do que em outros grupos de algas e plantas, pois além de
um esqueleto de celulose esse grupo apresenta a parede impregnada por
polimeros de galactanas e mucilagens, que podem ser mais abundantes
que o contelido de celulose. Alguns grupos como a familia Corallinacea
podem depositar carbonatos de calcio e de magnésio em sua parede
celular (Graham et al., 2009).

1.2 Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin) Santelices e
Hommersand

Dentre as varias espécies de algas vermelhas com relevancia
ecoldgica e econdmica o género Pterocladiella (Rhodophyta, Gelidiales)
é um dos mais importantes. Pterocladiella foi descrito a partir do género
Pterocladia (Perrone et al., 2006), agrupa onze espécies (Millar e
Freshwater, 2005), algumas sendo utilizadas na alimentacdo e na
producdo de agar principalmente em paises como Coréia e Japao (Boo et
al., 2010.). Assim como a maioria das algas vermelhas apresenta ciclo
de vida trifasico, envolvendo alternancia de geracdo de gametofitos,
carposporofitos e tetraspordfitos.

A espécie Pterocladiella capillacea (Figura 1A) apresenta ampla
distribuicdo no litoral brasileiro, ocorrendo desde o Estado do Espirito
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Santo até o litoral de Rio Grande do Sul. Esta espécie apresenta um talo
cartilaginoso e muito ramificado, com 4 a 20 cm de comprimento e 2
mm de espessura, que se fixa ao substrato por intermédio de pequenos
rizéides de onde partem ramos eretos ligeiramente achatados préximos a
base, e na regido apical sdo fortemente achatados (Boo et al., 2010; Xia
et al., 2004). Em corte transversal é possivel observar a regido cortical
(C) com duas camadas de células pequenas e pigmentadas, a regido
subcortical (SC) com 3 a 4 camadas de células maiores e regido medular
com grandes células, entremeadas por rizines (Figura 1B) (Santelices e
Hommersand, 1997). Esta espécie é produtora de agarana e também &
utilizagdo na dieta humana na Coreia e Japdo (Boo et al., 2010).

: . “30'3. « ¥
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Figura 1. Morfologia Pterocladiella capillacea. A- Talo de P.capillacea . B —

Corte transversal, mostrando células corticais C, células subcorticais SC e
rizines (setas) (Fonte: Smithsonian Tropical Research Institute's ).

sC

1.3  Metais Pesados

Metais ocorrem naturalmente no meio ambiente. S&o elementos
de origem mineral e componentes essenciais dos ecossistemas globais,
sendo encontrados no ambiente em diferentes estados de oxidacdo e
namero de coordenacao, e essas diferencas estdo relacionadas com a sua
toxicidade. O termo metal pesado é utilizado para os elementos
metalicos com densidade atdmica maior que 4g/cm®. Os metais pesados
também sdo elementos que ocorrem naturalmente na crosta terrestre e
sdo persistentes contaminantes ambientais, uma vez que ndo podem ser
degradados ou destruidos. O arsénio, cddmio, cromo, cobre, niquel,
chumbo e merclrio sdo metais pesados poluentes mais comuns; destes,
0 mercurio e cadmio e sdo de grande preocupacdo ambiental (Duruibe et
al., 2007).
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O aumento da carga de metais pesados no ambiente na forma
toxica deve-se principalmente a acdo antropogénica como o aumento da
atividade industrial, da mineracdo, da emissdo de efluentes domésticos,
das atividades nauticas, do escoamento fungicida agricola, e dos
depdsitos de lixo doméstico (McLaughlin, 1999). A presenca de metais
muitas vezes est4 associada a localizacdo geografica, seja na &gua ou no
solo, e pode ser controlada, limitando-se 0 uso de produtos agricolas e
proibindo a producdo de alimentos em solos contaminados com metais
pesados. Podemos classificar os metais em: (i) elementos essenciais:
sodio, potassio, célcio, ferro, zinco, cobre, niquel e magnésio; (ii)
microcontaminantes ambientais: arsénio, chumbo, cadmio, mercdrio,
aluminio, titanio, estanho e tungsténio; (iii) elementos essenciais e
simultaneamente microcontaminantes: cromo, zinco, ferro, cobalto,
manganés e niquel ( Instituto de Ciéncias Biomeédicas, ICB -
USP,2013).

1.4 Cadmio

Segundo a Organizagdo Mundial da Salde (World Health
Organization, 2010) o cadmio é um metal encontrado na natureza
associado a sulfitos de minérios de zinco, cobre e chumbo. As fontes
naturais de cddmio na atmosfera sdo de atividade vulcanica, erosdo de
rochas sedimentares e fosfaticas e também de incéndios florestais.
Segundo a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB, 2012) determinados sais e complexos de cadmio sdo
sollveis e apresentam significativa mobilidade na dgua, enquanto que as
formas ndo solUveis ou adsorvidas ao sedimento apresentam pouca
mobilidade. O alimento é a principal fonte de exposi¢do ao cadmio para
a populacéo geral e ndo fumante (World Health Organization, 2010).

Segundo Fasset (1975), a preocupagdo com cadmio como um
contaminante ambiental era recente, e embora as propriedades tdxicas ja
fossem conhecidas ha mais de cem anos, 0 uso desse metal era pequeno,
principalmente como pigmento. A Alemanha foi o primeiro pais a
utilizar o caddmio para aplicacBes industriais até a Primeira Guerra
Mundial. As primeiras baterias de niquel-cadmio foram desenvolvidas
no inicio do século XX. No entanto, o uso de cadmio mais significativo
foi como um revestimento de protecdo do ferro e ago contra a corrosao.
Atualmente, o cadmio é utilizado na fabricacdo de baterias, chips,
televisores, pigmentos, como estabilizadores para retardar os processos
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de degradacdo em cloreto de polivinila (PVC). Em humanos, estudos
bioguimicos e toxicoldgicos mostraram que mesmo em pequenas
guantidades, o cadmio absorvido pelo organismo humano tende a ser
mantido por um longo periodo e podem provocar doencas pulmunares,
renais e cancer (Fasset, 1975; Jarup, 2002).

O estudo de Tureck et al., (2006) detectaram concentracBes de
cadmio de até 3,08 ppm em tecidos de moluscos cultivados na Baia da
Babitonga, e concentracfes de até 0,21 ppm na agua em S&o Francisco
do Sul, litoral norte de Santa Catarina. O aumento das concentra¢des nos
tecidos das ostras coincidiu com os meses de salinidade baixa, sendo
que esse fator pode aumentar a taxa de assimilagdo de Cd em
organismos marinhos. Ferreira (2009) detectou valores de cadmio na
Baia de Sepetiba no Rio de Janeiro variando de 0,0001 a 0,0113 ppm.
Segundo a Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente,
CONAMA N.° 003, de 5 de junho de 1984 , para ser considerada como
area destinada a protegdo das comunidades aquaticas e a criagdo natural
e/ou intensiva (Aquicultura) de espécies destinadas a alimentagdo
humana, a concentracdo maxima de cadmio na &gua deve ser de 0,005

ppm.

1.5 Metais e plantas

As plantas, assim como outros organismos, possuem diferentes
mecanismos fisiolégicos para manter concentracfes de metais pesados
considerados essenciais € minimizar a exposi¢cdo aos metais pesados nao
essenciais (Manara, 2012). O aumento gradativo das agdes industriais
nos Gltimos anos promoveu a poluicdo de aguas estuarinas, rios, lagos e
aguas costeiras com grandes impactos sociais e econdmicos. Segundo
Clemens (2006), ndo existe uma correlagdo entre teor de metais do solo
e teor de metais presentes nas plantas, devido principalmente a
solubilidade do metal no solo e/ou agua, por exemplo, o metal chumbo
(Pb), que pode localmente se apresentar em enormes quantidades e ser
pouco absorvido pelas plantas, devido a baixa solubilidade e forte
interacdo com as particulas do solo. Em algas, diversos fatores abiéticos
podem influenciar a taxa de absor¢do do metal, como por exemplo:
temperatura, salinidade, pH, concentracédo do metal e fotoperiodo.

Do ponto de vista ecotoxicoldgico, as algas tém dois usos
importantes nas pesquisas realizadas com metais pesados: um de
biorremediador e outro, de bioindicador. A capacidade de acumular ions
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metalicos depende da capacidade intrinseca da espécie de alga e das
espécies metalicas consideradas. Isso porque as superficies das células
das algas apresentam, em geral, grande afinidade pelos ions metalicos.
O desempenho das algas como sorventes bioldgicos depende, ainda, da
quantidade de biomassa, do pH da solucdo e da cinética da reagéo, além
de outros fatores, como a competicdo pelos sitios de ligacdo. No que
tange & biorremediagdo, muitas algas possuem a capacidade de produzir
quelatinas para realizar a detoxificacdo dos metais pesados (Kupper,
2002), o que poderia ser uma das causas da sobrevivéncia destes
organismos nestes ambientes (Hu et al., 1996). A utilizacdo de algas na
bioadsorcéo de metais pesados com o intuito de retira-los dos ambientes
marinhos vem sendo estudada (Hamdy, 2000; Andrade et al., 2002;
Sheng, 2004; Oliveira et al., 2005; Calfa e Torem, 2007; He et al.,
2008).

As algas marinhas sdo utilizadas como biomassa para
bioadsorcdo, pois apresentam um custo baixo em relacdo a outras
técnicas (Calfa e Torem, 2007). As paredes celulares das algas marinhas
possuem uma alta capacidade em bioadsorver metais pesados em baixa
concentracdo nos efluentes liquidos industriais (Amado-Filho et al.,
1997). Ahalya et al. (2003) afirmam que a presenca de grupos
carboxilas e sulfatos presentes na parede celular de algumas algas
permitem o0 sequestro e precipitacdo de metais pesados na parede
celular. Alessandretti et al. (2005) denotam que frequentemente as
paredes celulares das algas sdo porosas, o que facilita a entrada de ions
metélicos. Os ions metélicos em meios aquosos, ligam-se a complexos
organicos como citratos e aminoacidos, e desta forma passam pelas
membranas bioldgicas (Alessandretti et al., 2005).

No que se refere ao uso de algas como bioindicador, Malea e
Haritonidis (1999) evidenciaram que Gracilaria verrucosa (Hudson)
Papenfuss no Golfo de Thermaikos, Grécia, apresentou variacfes nas
quantidades de metais pesados em seus tecidos conforme variacdo da
concentracdo presente no ambiente. As Rhodophyta, portanto, podem
servir de biomonitores por acumularem estas substancias
(Domouhtsidou e Dimitiadis., 2000; Kipper, 2002), uma vez que sao
ricas em agar e carragenana, apresentando uma grande capacidade de
sequestrar fons metalicos (Hamdy, 2000; Hashim e Chu, 2004). Desta
forma, o fato das algas servirem de produtores para muitas cadeias
alimentares pode auxiliar na contaminacdo de outros organismos
(Roberts et al., 2006). Em um estudo realizado com Gracilaria



16

tenuistipitata (C.F.Chang e B.M.Xia), foi observado que esta espécie,
por estar em regides costeiras, € uma das que mais acumula metais
pesados como o cadmio, sendo este um dos metais pesados de maiores
perigos de toxicidade para organismos aquaticos (Hu et al., 1996).
Estudos de bioadsorcdo de cAdmio mostraram que algas vermelhas tais
como: G. edulis (S.G.Gmelin) P.C.Silva, G. Changii (B.M.Xia e
I.A.Abbott) I.A.Abbott, J.Zhang e B.M.Xia, G. salicornia (C.Agardh)
E.Y.Dawson e Laurencia obtusa (Hudson) J.V.Lamouroux sdo
eficientes na absorc¢do de cddmio, porém menos eficientes que algumas
algas pardas como Sargassum siliquosum J.Agardh e S. Asperifolium
Hering e G.Martens ex J.Agardh (Hamdy, 2000; Hashim et al., 2004).
Bouzon et al. (2012) observaram aumento na parede celular,
acumulacdo de plastoglobuli e destruicdo da organizacdo interna dos
cloroplastos, e reducdo no contelido de pigmentos fotossintéticos de
Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamouroux apds 7 dias de
tratamento em cadmio. Respostas semelhantes foram observadas por
Gouveia et al. (2013) no trabalho realizado com Gracilaria domingensis
(Kitzing) Sonder ex Dickie sob condi¢Ges de estresse por cobre e
chumbo; além disso, houve redugdo na atividade mitocondrial da
NADH desidrogenase . Santos et al. (2012) constataram reducéo na
performance fotossintética e na taxa de transporte de elétrons, e aumento
na atividade da glutationa redutase em Gracilaria domingensis apds
exposicdo ao cadmio. O estudo realizado por Amado Filho et al. (1997)
verificaram reducdo na taxa de crescimento, acumulagdo de zinco na
alga proporcional ao aumento da concentracdo de metal na agua e
depdsitos de zinco em diferentes camadas da parede celular de Padina
gymnospora (Kutzing) Sonder. Andrade et al. (2004) investigaram o
efeito do cobre sobre a ultraestrutura da Chlorophyta Enteromorpha
flexuosa (Wulfen) J.Agardh, onde observou destrui¢do dos cloroplastos,
vacuolizacdo do citoplasma e presenca de varias pequenas vesiculas
associadas aos corpos de Golgi, que também se apresentou alterado
quando comparado ao controle.

O cadmio é um contaminante ambiental com alto potencial para
bioacumulacdo e com grande persisténcia no corpo de organismos
aquaticos. Niveis toxicos deste elemento podem levar a desnaturacdo de
proteinas e ao estresse oxidativo, resultando em danos as membranas,
reducdo na atividade enzimatica e fotossintese, dentre varias outras
mudancas metabolicas. Organismos fotossintéticos reduzem a
concentracdo de EROS através de enzimas como a superoxido
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dismutase (SOD), catalase (CAT), e ascorbato peroxidase (APX) e de
componentes de baixo peso molecular como ascorbato, glutationa,
fitoquelatinas, flavonoides e carotenoides (Collén et al., 2003; Gratdo et
al., 2005).

1.6  Salinidade e metais pesados

Crescimento e distribuicdo de algas marinhas sdo controlados
principalmente pela luz, temperatura, nutrientes, 0 movimento da 4gua e
salinidade. Salinidade é tipicamente um local, em vez de um global,
parametro e é altamente variavel em regides costeiras, especialmente nas
zonas entre marés, estudrios e piscinas naturais (Kirst, 1989). A
principal forma dos elementos metalicos acumulados por organismos
aquaticos sdo os ions livres,e alteracdes em variaveis como saliniade,
pH e temperatura pode conduzir a um aumento na proporcdo de
concentragBes de fons livres, tendo como consequéncia aumento da
toxicidade do metal. Neste sentido, espera-se que as respostas de
toxicidade de um organismo submetido a condi¢gbes marinhas normais
(30-35 psu) se diferem daquelas cultivadas em condic¢des de salinidade
mais baixa ou alta (Oh et al., 2012).

Segundo Mamboya et al., (2009) ao se comparar niveis de
poluicdo por metais pesados em duas areas diferentes, usando algas
como bioindicadores, devem ser realizadas medi¢Ges de salinidade e os
possiveis efeitos da salinidade deve ser considerada ao avaliar os dados.
Fritioff et al. (2004) investigaram o efeito da temperatura e salinidade
na taxa de absorcdo em Elodea canadensis (Michx) e Potamogeton
natans (Linnaeus), a taxa de absor¢do dos metais submetidos a alta
temperatura ou baixa salinidade foi o dobro daqueles tratados em baixa
temperatura e/ou salinidade elevada. De acordo com Connan e Stengel
(2011), a salinidade reduzida pode aumentar toxicidade do cobre sobre a
fisiologia das macroalgas pardas Ascophyllum nodosum (Linnaeus) Le
Jolis e Fucus vesiculosus (Linnaeus) em um curto intervalo do tempo. A
absorcdo de cobre pela alga verde Ulva reticulata (Forsskal) foi maior
em tratamentos submetidos as salinidades mais baixas (Mamboya et al.,
2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que os metais pesados sdo continuamente langados
no ambiente aquatico por via natural ou por via antropica, desta forma
podem causar efeitos toxicos nos diferentes organismos e no
ecossistema, e que as algas representam um importante elo na cadeia
alimentar podendo representar vias criticas de transferéncia desses
elementos para o ser humano, propomos analisar o efeito do cadmio, de
forma isolada e interativa, sobre a arquitetura celular e fisiologia da
macroalga P. capillacea. Desta forma foi possivel verificar as alteragdes
bioquimicas, fisioldgicas e morfoldgicas e decorrentes da exposi¢do a
cadmio. O presente trabalho fornecera, também, como pardmetros para
possiveis cultivos de P. capillacea, bem como fonte de dados para
outras pesquisas relacionadas a ultraestrutura, bioquimica e a fisiologia
de algas com os tratamentos acima citados. Com 0s antecedentes
descritos, o presente amplia os conhecimentos nas alteracbes em P.
capillacea, alga de importancia econdmica e ecoldgica, fonte de
ficocol6ides amplamente utilizados na indUstria alimenticia e de
cosméticos. Consequentemente, esse trabalho visa a produgdo de um
modelo de estudo com P. capillacea tendo em vista 0s escassos
conhecimentos referentes as alteragdes celulares decorrentes de
impactos ambientais por metais pesados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

> Avaliar o efeito dos possiveis efeitos biologicos de cadmio
(metal pesado) e salinidade na bioquimica (i.e., perfil metabolico), na
fisiologia, na morfologia e na organizacdo celular da macroalga
produtora de agar P. capillacea, analisando os efeitos in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

> Determinar as taxa de crescimento de P. capillacea apds o
cultivo com as diferentes salinidades e concentragdes de cadmio;
> Analisar as alterac@es ultraestruturais causadas por cddmio nas

por¢Oes vegetativas de P. capillacea, em especial na organizacdo de
cloroplastos e mitocondrias;

> Avaliar as alteracGes na parede celular das algas expostas aos
tratamentos através da Microscopia Eletrénica de Transmissdo e de
Varredura;

> Detectar a presenca de cadmio e alteragcdes na composi¢do da
parede celular através da microscopia eletronica de varredura e
microanalises;

> Determinar as concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes
(clorofila a, ficobiliproteinas e flavonoides);

> Analisar a capacidade de bioacumulagdo de cadmio em P.
capillacea;

> Elaborar modelos matematicos para absorcdo em diferentes
salinidades;

> Comparar o perfil metaboélico via espectroscopia vibracional de

infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR), com énfase
em compostos lipidicos, protéicos, glicidicos (amido) e fendlicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Coleta e processamento do material biolégico

Os espécimes de P. capillacea foram coletados na praia da
Armacao (27°44°42S, 48°30°27”W) localizada na costa sudeste da Ilha
de Santa Catarina (Figura 2). As algas foram coletadas em dezembro de
2012 e em janeiro e fevereiro de 2013, e transportadas para o
Laboratério de Biologia Celular Vegetal (LABCEV), da UFSC em
caixas de isopor, no escuro de forma a evitar que ocorra fotooxidagéo.
Os experimentos foram repetidos oito vezes para obtencdo de biomassa
para as diferentes analises. No laboratério foram triadas e limpas de
forma a remover epifitas e pequenos crustaceos. No laboratério as algas
foram limpas em 4gua do mar filtrada e esterilizada. PorgGes apicais
saudaveis foram selecionadas e cultivadas em &gua do mar, acrescida de
meio von Stosch (50%; Edwards, 1970) durante 14 dias em condi¢des
controladas:temperatura de 24 + 2°C, com salinidade de 35 ups (unidade
padrdo de salinidade), aeracdo constante, irradiancia de 80 + 10umol
fotons.m?.s™* (Iampadas florescentes, Philips C-5 Super 84 16W/840), e
fotoperiodo de 12 horas, iniciando as 8h.

Figura 2- Local de coleta dos espécimes. A- Ilha de Santa Catarina. B-
Ponta das Campanhas, praia da Armagdo. C-E — Costdo de coleta. D-
Algas expostas durante a maré baixa.
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4.2 Desenho experimental

Apbés o periodo de limpeza e aclimatagdo porgdes de
aproximadamente 1.0g de P. capillacea foram cultivados em frascos do
tipo Erlenmeyer de 500mL contendo 4gua do mar acrescida meio von
Stosch 50% (Edwards, 1970; sem &cido etilenodiamino tetra-acético -
EDTA) e concentracOes crescentes de cloreto de cddmio (CdCl,): 0
(controle), 0,17, 0,35, 0,70, 1,4, 2,8, 5,6, e 11,2 ppm, nas mesmas
condicdes de cultivo descritas na aclimatagdo. O efeito do cadmio sobre
as algas foi letal ap6s 7 dias cultivo na concentracdo de 1,4 ppm que
provocou a redugdo acima 50% na taxa de crescimento, branqueamento
e despigmentacdo, quando comparada ao controle. Os experimentos
subsequentes foram realizados em salinidades de 25, 35 e 45 ups nas
concentracGes de 0 (controle), 0,17,0,35, e 0,70 ppm , totalizando 12
tratamentos, conduzidos em quadruplicata (Figura 3).

Salinidade

25 ups 35ups 45 ups
2 Controle
£ Y Yy YYYVYEYYVY)
g
g 0 Seass SO06S S888
18
On
s 0.35ppm
£ 0 Y Y Y Y Y Y YY VY
S
S 0.70ppm
o Y VY VYV YYVYY

Figura 3- Desenho experimental. Colunas representam salinidades
em que as algas foram cultivadas e linhas as concentracdes de
cadmio. Cada tratamento foi realizado em quadruplicata (n=4).

4.3 Andlise das taxas de crescimento

As taxas de crescimento (Tcs) de P. capillacea foram avaliadas
através de medidas de peso da matéria fresca calculada através da
equacao de Lignell e Pedersén (1989):

Tc [% dia '] = [(P#P)" - 1] x 100.
Onde P; é o peso final; P; é o peso inicial; t é a quantidade de
dias em que o experimento foi conduzido (7 dias).
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4.4 Contetudo de cadmio

As concentragBes de cAdmio na 4gua e na alga (inicial e final)
foram analisadas por espectrometria induzida por emissdo atbmica por
plasma acoplado (Spectro ARCOS ICP-OES; SPECTRO Analytical
Instruments GmbH, Germany), através de um reagente de grau analitico
Cd 214.2438 nm, com limite de detec¢do de 0,001 ppm. As amostras de
alga de aproximadamente 300 mg foram lavadas em &gua destilada,
secas a 65°C e digeridas em &cido nitrico. As amostras de &gua (50 mL)
foram digeridas usando &cido nitrico. A absor¢do total de cadmio foi
expressa em % de mg de cadmio em 500 mL de agua do mar, e mg de
cadmio presente em 750mg de peso Umido de alga. O fator de
bioconcentracéo foi calculado com a concentracdo de metal presente na
biomassa da planta dividida pela concentracdo inicial de cadmio
presente do meio de cultura.

45  Extracéo e dosagem dos pigmentos fotossintetizantes

No final dos experimentos amostras com aproximadamente 1g de
peso fresco de P. capillacea foram congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas a -40°C para analises posteriores de clorofila a e
ficobiliproteinas, conforme protocolo estabelecido por Schmidt et al.
(2010a). Clorofila a foi extraida em 3 mL de dimetilsulféxido (DMS,
Merck, Darmstadt, FRG) a 40°C, durante 30 minutos, com auxilio de
um homogenizador de tecidos (Hiscox e Israelstam, 1979; Schmidt et
al,. 2010b), e quantificada através de espectrofotdmetro de UV/vis
(Hitachi, Model 100-20; Hitachi, Co., Japdo), de acordo com Wellburn
(1994).

Para analise do conteido de ficobiliproteinas, as amostras foram
trituradas em nitrogénio liquido até formar um pd, e a extracdo foi
realizada em tampéo fosfato 0,1M e pH 6,4, a 4°C no escuro. Os niveis
de aloficocianina (AFC), ficocianina (FC) e ficoeritrina foram
determinados por espectrofotometria de UV/vis e calculados usando as
equacdes de Kursar et al. (1983).

4.6 Flavonéides

Extratos foram obtidos da biomassa fresca (1g, n=4) de P.
capillacea embebido em 10 ml de metanol 80%. Os extratos foram
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filtrados através de membrana de celulose para remocao de particulas, e
aliquotas de 2 mL foram centrifugadas por 5min a 4.000 rpm. O
conteldo total de flavondide foi determinado pelo método colorimétrico
com cloreto de aluminio (AICIl3) (Zacarias et al, 2007). Aliquotas de
0,5mL do extrato foram adicionado a 2,5mL de etanol e 0,5mL em
cloreto de aluminio hexahidratado (AICl3.6H,0), incubados em
temperatura ambiente por lh e a absorbancia foi mensurada a 420 nm
(Hitachi, Model 100-20). A quantificagdo de flavonoide foi calculada
baseada na curva padrdo de quercetina (10 - 200 pg mL™; y= 0,010x; r?
=0,999).

4.7  Perfil metabolico por espectroscopia vibracional de
infravermelho médio com transformada de Fourier (IR)

Amostras de P. capillacea (1 g) foram secas a 45 ° C durante 24 h
foram entdo maceradas em cadinho até formar pd e utilizadas para
confeccionar pastilhas de brometo de potéssio (KBr). Os espectros
foram registrados entre 4,000 cm™ e 400 cm™, utilizando 64 varreduras
com uma resolucdo de 4 cm™, por um espectrometro Bomem (MB-100)
com um detector DTGS. Um espectro padrdo foi previamente adquirido,
e as amostras (100 mg) foram espalhadas e medidas diretamente depois
pressionando-os no cristal. Trés réplicas (128 scans co-adicionados
antes da transformada de Fourier) foram recolhidas para cada amostra,
localizando, um total de 130 espectros. Os espectros foram
normalizados, e a linha de base foi corrigida na regido de interesse
(3000 cm™ a 600 cm™), tracando uma linha reta antes do melhoramento
de resolucdo (k fator de 1,5), utilizando Fourier auto-deconvolution
(Opus v 5.0, Bruker BioSpin, Alemanha ).

4.8  Processamentos para analise em microscopia

O processamento do material foi realizado no LABCEV e quando
necessario no Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica (LCME).
O processamento do material para microscopia eletrénica de transmissao
(MET) e varredura (MEV) foi realizado segundo os protocolos
estabelecidos por Bouzon e Schmidt (2012).
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4.8.1 Microscopia eletrdnico de varredura (MEV)

Por observacdo ao microscopio eletronico de varredura (MEV),
as amostras de cerca de 5 mm de comprimento foram fixados durante a
noite com 2,5% de glutaraldeido em tampédo de cacodilato de sédio
0,IM (pH 7,2) acrescido de 0,2 M de sacarose. As amostras foram
desidratadas em séries crescentes de etanol e secas sobre o ponto critico
EM-DPC-030 (Leica, Heidelberg, Alemanha) e em seguida revestido
com ouro antes da analise, segundo Schmidt et al. (2012b). As amostras
foram examinadas no MEV JSM 6390 LV (JEOL Ltd., Toquio, Japéo,
em 10 kV). A presenga de cddmio na parede celular foi verificada
usando SEM (NORAN System 7, Thermo Scientific Instruments)
acoplada a uma energia dispersiva de raios-X espectrometro (SEM-
EDX), sem a pos-fixacdo das amostras em tetrxido de dsmio e
revestido com ouro.

4.8.2 Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)

O procedimento de fixacdo para observa¢des no MET foi idéntico
aos utilizados para MEV. Na fixacdo para microscopia de transmiss&o,
no entanto, o material foi pos-fixado com tetréxido de 6smio a 1%
durante 4 horas, desidratados em séries crescentes de acetona, e
embebidas em resina de Spurr. As seccdes ultrafinas foram contrastadas
com acetato de uranila aquoso seguido por citrato de chumbo. Quatro
réplicas foram feitas para cada grupo experimental, duas amostras por
replicas foram entdo examinadas sob MET JEM 1011 (JEOL Ltd.,
Téquio, Japao, a 80 kV).

4.8.3 Andlise e interpretacdo dos dados

Os dados foram analisados por analise de variancia bifatorial
(ANOVA) e teste a posteriori de Tukey. Analises de variancia
unifatorial (ANOVAs) foram também realizadas a fim de avaliar o
efeito da salinidade isolado ou cadmio, e em seguida comparadas pelo
teste de Tukey a posteriori. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o pacote de software Statistica (versdo 10.0),
considerando p < 0,05. Para efeito da analise quimiométrica, foi
considerada a janela espectral de interesse (3000-600 cm™), a correcéo
da linha de base, a normalizacdo e deconvolucdo dos espectros, que
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foram processados com auxilio do programa OPUS v 5.0 (Bruker
BioSpin).
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CAPITULO 1

The effect of cadmium under different salinity conditions on
the cellular architecture and metabolism in the red alga
Pterocladiella capillacea.

Efeito do cadmio em diferentes condi¢des de salinidades sobre
a arquitetura e metabolismo da alga vermelha Pterocladiella
capillacea.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado que 0s espécimes de
Pterocladiella capillacea expostos a trés concentracdes de cddmio (0,17,
0,35 e 0,70 ppm), cultivados com salinidades de 25, 35 e 45 ups durante
7 dias mostraram diferentes mecanismos de resposta ao cadmio, ao
estresse salino e a interacdo entre estes.

As plantas cultivadas sem adi¢do de metal nas salinidades de 25
e 35 ups ndo apresentaram diferencas significativas nas taxas de
crescimento (TCs, 2,93% dia® e 3,55% dia™, respectivamente). No
entanto, quando cultivada a 45 ups houve uma reducéo significativa nas
taxas de crescimento (2,09% dia™), demonstrando que a espécie ¢ mais
sensivel a altas salinidades. Alteracdes na salinidade podem alterar a
pressdo de turgescéncia e levar a gasto maior de energia para manter a
turgescéncia osmdtica e preservar a integridade celular (Kirst, 1990).
Apesar das diferencas observadas nas taxas de crescimento ndo terem
sido significativas estatisticamente entre 25 e 35 ups, sem adicdo de
metal, foi observado uma tendéncia de diminuicdo em 25 ups.
Provavelmente, se o experimento fosse mantido por um periodo mais
longo a integridade fisioldgica e celular poderia ser comprometida.

Esta capacidade de tolerar baixas salinidades pode estar
relacionada com a condicdo ambiental caracteristica da localidade em
que a alga foi coletada, nesta regido ha precipitagdo por periodos
constantes. Taxas de crescimento baixas também foram relatado por
Yokoya e Oliveira (1992) para Gracilaria verrucosa, Gracilaria sp.,
Hypnea cornuta, H. musciformis, Meristiella echinocarpa, e Pterocladia
capillacea quando cultivadas em 40-60 ups, onde as as melhores taxas
de crescimento, para estas espécies, foram observadas quando cultivadas
entre 30-35, com variacdes entre as espécies.

O cadmio teve efeito negativo nas taxas de crescimento em todos
os tratamentos, independentemente da condicdo de salinidade. Parece
que o efeito interativo de cadmio e a salinidade é impulsionado
principalmente pela influéncia toxica do cadmio. O cadmio €
considerado  elemento ndo essencial para 0 crescimento,
desenvolvimento e processos metabdlicos nas macroalgas (Xia et al.,
2004; Kumar et al., 2010). Desta forma, a redugdo das taxas de
crescimento pode estar relacionada a realocacdo de energia para evitar
estresse por cadmio ou desencadear processos ativos para excluir ou
imobilizar o caddmio de forma a minimizar o impacto do metal.
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Respostas semelhantes foram relatadas para Rodophyta em Hypnea
musciformis (Bouzon et al., 2012), G. domingensis (Santos et al., 2012),
e G. lemaneiformis (Xia et al., 2004), e para as Chlorophyta Ulva linza e
U. prolifera (Jiang et al., 2013) quando tratadas com cddmio. Jiang et al.
(2013) também estudaram o efeito do cAdmio sobre o ajuste osmdtico de
U. linza e U. prolifera, e como resultado foi demonstrado que baixas
concentragGes de cddmio aumentam a capacidade de ajuste osmotico das
espécies trabalhadas. Aparentemente o cadmio modificou a capacidade
de tolerancia osmotica em P.capillacea, e o sinergismo alterou a
resposta da alga ao elevar-se a salinidade.

A absorgdo de cadmio por Pterocladiella capillacea foi maior
guando cultivada em 0,17ppm em 25 ups, absorvendo cerca de 75,6%.
A absor¢do reduziu com o aumento da concentracdo de metal e
salinidade. A acumulagdo de cadmio no presente estudo foi maior do
que o observado para outras espécies de algas vermelhas, como Tonon
et al. (2011), que relataram a absorcdo de 9,1% por G. tenuistipitata.
Como as algas vermelhas possuem polissacarideos sulfatados nas
paredes celulares, dgar ou carragenana, o metal pode se ligar aos
compostos sulfatados levando a uma imobilizag&o.

As taxas de absorcéo e fator de bioacumulagdo em P. capillacea
foram menores na salinidade de 45 psu. Esta resposta pode ser devido a
interacdes entre os fons metalicos e ions cloreto em concentragdes mais
elevadas de salinidade (Amado Filho et al., 1997; Mamboya et al.,
2009). Segundo Fritioff (2005) Cd e Zn podem formar complexos com
fons de cloreto presentes na agua, e com 0 aumento da salinidade e
consequentemente aumento da concentragdo de ions presentes na &gua
do mar, aparentemente houve uma reducdo da biodisponibilidade de
cadmio, e dessa forma a alga acumulou menos o metal. Wang e Dei
(1999) observaram que na alga verde U. lactuca ocorreu aumento na
taxa de absorcdo de Cd, Cr, Se, e Zn com a diminuigdo da salinidade 28-
10 psu.

Avaliando o efeito da salinidade sobre os pigmentos
fotossintetizantes, observou-se que a salinidade provocou pequenas
alteracdes, sendo o acréscimo de cadmio ao meio de cultivo o
responsavel por alteracOes estatisticamente significativas . No entanto,
para clorofila a, a interacdo entre cadmio e salinidade foi responsavel
por reducdo significativa na concentracdo do pigmento. Essa resposta
pode ter ocorrido devido ao rompimento de membranas do tilacoide,
mas a concentracao de ficobiliproteinas nas plantas cultivadas a 35 ups
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em 0,70ppm de Cd foi elevada, o que pode sugerir o desenvolvimento
de um possivel mecanismo de defesa para toxicidade sob esta condicao.

Nas algas cultivadas na auséncia dos agentes estressantes
(35 psu e 0 ppm de cadmio) o teor de flavondides foi menor quando
comparado as algas as submetidas a condi¢es de estresse, indicando
que este composto atua efetivamente como elemento de protecdo. Além
disso, em salinidades de 25 ou 45 psu e 0 ppm de Cd a producéo de
flavondides foi elevada, indicando que salinidades baixas ou altas
podem ser consideradas uma condi¢do de estresse, que é atenuado pela
producdo deste composto antioxidante.

A parede celular P. capillacea (controle) mostrou uma textura
microfibrilar, com microfibrilas estruturadas em camadas concéntricas
com diferentes graus de compressdo. Nos tratamentos sem adi¢do de
metal, as células apresentaram paredes celulares espessas, numerosos
cloroplastos e graos de amido, semelhante ao observado em 35 ups,
evidenciando que o estresse por salinidade ndo teve efeito na
organizacao celular de P.capillacea cultivada durante 7 dias em 25 e 45
ups. ObservacBes das plantas expostas ao cadmio mostraram aumento
da parede celular e a presenca de precipitados entre as microfibrilas na
salinidade de 35 e 45, em todas concentragdes de cadmio. O aumento da
espessura da parede da celular das plantas expostas ao cddmio pode ser
interpretado como um mecanismo de defesa mecanica, ja que a espécie
estudada possui dgar na composicao da parede celular, onde os metais
podem interagir e se ligar. No caso do agar, a capacidade de ligagdo do
metal esta associada com o grau de sulfatacdo de moléculas de hidratos
de carbono (Diannelidis e Delivopoulos, 1997; Bouzon et al., 2012).

Nas analises das paredes celulares das plantas tratadas observadas
MEV-EDS-, foi detectada a presenca de cadmio, indicando que ha
acumulagdo e ligacdo do metal nas paredes celulares. As alteracdes
observadas na superficie do talo dos tratados podem ser indicacdo de
modicacdo na estrutura dos grupos sulfatados presentes no agar. Por
outro lado, o efeito negativo de cadmio parece ser uma influéncia direta,
considerando que este metal penetra nas células, e ndo causa apenas um
efeito toxico extracelular. AlteracBes nos tratamentos sem metal,
somente submetidos a estresse por salinidade, evidenciam o
desequilibrio da pressdo osmética, reducdo o volume celular, e podem
modificar o potencial de agua da planta em resposta a mudanca de
salinidade (Eggert et al., 2007; Hayashi et al., 2011). Aumento na
composicdo dos elementos N e Ca foi verificado na superficie das
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plantas tratadas, e esta mudanca pode ser associada com uma barreira
contra a presenca de cadmio, podendo ter ocorrido deposicdo na parede
celular na forma de carbonato de célcio e nitrogénio. Segundo Sharma e
Dubey (2005), a ligacdo com o ficocoldide restringe captacdo do metal e
estabelece uma barreira importante para proteger as células.

Apesar do aumento na espessura da parede, P.capillacea ndo foi
capaz de impedir a entrada de cadmio nas células, sendo a presenga do
metal observada nos vaclolos e no citoplasma. A presenga de
precipitados nos vacuolos de P. capillacea expostos ao cadmio pode
estar associada a tentativa de imobilizagdo para minimizar o efeito
toxico do cadmio. Além das alteracdes na parede celular, os cloroplastos
em plantas expostas ao caddmio mostraram mudangas estruturais
especialmente alteragbes na forma e na organizacdo dos tilacoides,
podendo ser ser interpretado com efeito toxico de cddmio promovendo
formacdo de espécies de reativas de oxigénio (EROS) reativas, que
podem causar a peroxidacdo das membranas lipidicas. Talarico (2002)
demonstrou algumas mudangas na organizagdo na ultraestura da rodéfita
Audouinella saviana (Meneghini) Woelkerling ap0s exposi¢cdo ao
cadmio, que apresentou parede mais espessa, presenca de pequenos
vacuolos contendo complexos de metal. Em H. musciformis (Bouzon et
al,, 2012) e G. domingensis (Santos et al., 2012) os cloroplastos
apresentaram, também, forma irregular e tilacéides rompidos. Nas algas
submetidas ao cadmio, foi observado um aumento na quantidade de
plastoglobuli nos cloroplastos, corroborando com observado por Santos
et al. (2012) em Gracilaria domingensis, Bouzon et al (2012) em
Hypnea musciformis, e Diannelidis e Delivopoulos (1997) em
Ceramium ciliatum (J.Ellis) Ducluzeau quando tratadas com cadmio.
Este aumento no nimero de lipidos pode ser considerado como uma
mudanca no metabolismo, o0 que, por sua vez, resulta em uma reducao
da divisdo celular e uma diminui¢do nas taxas de crescimento.

A analise do perfil metabdlico através de FTIR acoplado ao PCA
indicou discrepancias no metabolismo lipidico e de carboidratos de P.
capillacea, principalmente considerando-se o efeito da exposicdo a alta
salinidade, ou seja, 45 ups. Os resultados do FTIR podem ser
correlacionados com os resultados encontrados pela analise MET, que
revelou mudangas na quantidade de grdos de amido e actmulo de
lipidios nas células de P. capillacea expostos a alta salinidade e cadmio.
Assim, diferentes niveis de estresse de salinidade e exposi¢cdo ao Cd
pode levar plantas a mostrar perfis metabdlicos especificos. Estes
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resultados sdo importantes para expandir a compreensao dos efeitos do
estresse causado por metais pesados e salinidade, e dar idéias de outras
classes de compostos, ou seja, metabolitos primarios, a serem
investigados em detalhes.
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6 CONCLUSAO

Evidéncias da toxicidade do cadmio foram constatadas nas
concentragbes trabalhadas, e pode-se citar reducdo na taxa de
crescimento, elevada bioacumulacdo, producdo de flavondides,
alteracBes observadas forma e densidade no citoplasma das células
corticais, presenca de precipitados elétron densos nos vacuolos
(deposicdo de cédmio), alteragdo nos cloroplastos e mitocdndrias,
desestruturacdo dos tilacoides, aumento no conteido de plastoglobulos e
reducdo na quantidade de grdos de amidos. A desorganiza¢do em nivel
estrutural foi mais intensa quanto maior a concentracdo de cadmio em
gue a planta foi submetida, corroborando com as respostas fisiolégicas
obtidas.

Estas drasticas mudangas fisiologicas e ultraestruturais
observadas em resposta a exposi¢do ao cadmio, evidenciam o efeito
toxico deste no sistema fotossintetizante, como observado nas analises
de pigmentos e organizagdo do cloroplasto. As alteragdes observadas no
aparato fotossintético e nas mitocdndrias dificultam a sustentagcdo do
metabolismo para sobrevivéncia da planta, devido ao comprometimento
do metabolismo priméario, produtividade primaria (fotossintese) e
acimulo de carboidratos (granulos de amido), fornecimento de energia
(respiracéo), e disponibilidade de nutrientes (por exemplo, fornecimento
de nitrogénio).
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