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RESUMO

Os ambientes marinhos costeiros passam constantemente por alteragdes
de origem antrépica. Estas alteracdes levam a desestruturacdo da
comunidade marinha bentdnica, especialmente das macroalgas, como
exemplo do género Sargassum. Algas pardas sdo estruturadoras de
comunidade, possuem papel ecoldgico como abrigo alimentar e
reprodutivo. Entre as a¢Bes humanas, a contaminacdo por metais
pesados merece atencéo, por serem elementos persistentes no ambiente
e nos organismos, e por serem alteradores dos ciclos biogeoquimicos. O
presente estudo teve enfoque nos efeitos dos metais cobre (Cu), chumbo
(Pb), cadmio (Cd) e manganés (Mn) sobre a fisiologia e morfologia de
S. cymosum. As algas foram coletadas nas Praias da Armacdo do
Pantano do Sul (27°44°42” S e 48°30°27” O) e de Ponta das Canas
(27°23°34”S e 48°26’11” O). Exemplares foram transferidos para o
Laboratério de Biologia Celular Vegetal (BEG, CCB — UFSC), onde
foram limpos e aclimatados em condigdes constantes. Os delineamentos
foram aplicados de acordo com os elementos metalicos. Cu e Pb foram
aplicados em trés concentracdes individuais e trés concentracdes
associativas, por 7 dias. Cd e Mn foram aplicados, em cada conjunto
experimental, em quatro concentracfes metalicas e em dois tempos de
exposicdo (7 e 14 dias). Foram realizadas analises de metabdlitos, ultra-
estrutura celular, bioacumulacéo, atividade fotossintética e viabilidade
celular, aplicadas de acordo com cada delineamento proposto.
Resultados mostraram efeitos danosos dos metais sobre S. cymosum. A
alga apresentou alta capacidade de acumulagdo de todos os metais, mas
houve interferéncias e reducfes no seu crescimento e viabilidade
celular. Os pigmentos fotossintetizantes (clorofilas a e c) também
apresentaram variagdes em relacdo aos controles, com variacbes na
eficiéncia fotossintética de acordo com o metal aplicado no tratamento.
Reducdes significativas foram observadas no contetdo de carotenoides
totais, acompanhadas de variacdes no perfil de carotendides. Compostos
fendlicos e compostos similares a flavonodides também sofreram
redugdes em seus conteldos totais, relacionado tanto aos metais quanto
ao tempo de exposi¢do. As técnicas de microscopia empregadas
(microscopia de luz, microscopia de varredura confocal, microscopias
eletrénicas de varredura e transmissdo) mostraram tendéncias similares
para 0s metais comparados sob a mesma técnica. Houve migracdo de
fisOides para as células corticais das algas expostas aos tratamentos,
evidenciada pela intensidade metacromatica da citoquimica Azul de
Toluidina. As caracteristicas de rugosidade superficial dos talos foram
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modificadas com o0s tratamentos, provavelmente associadas as
alteracBes nas paredes celulares, com desorganizacdo de fibrilas e
incorporacdo de componente amorfo. Desestruturagcdes de organelas,
como cloroplastos e mitocdndrias, também foram observados nos
tratamentos com Cd e Mn. Os maiores efeitos nocivos foram observados
para 0 metal Cu, e 0 metal Mn também mostrou alta interferéncia
metabdlica. Os efeitos de toxicidade variaram de acordo com o metal
aplicado, a concentracdo e o tempo de exposicdo. Os resultados
indicaram que S. cymosum é sensivel a poluicdo por metais pesados,
relacionado ao tipo de metal, e considerando a concentragéo e o tempo
de exposicdo ao elemento. Os efeitos foram mensurados isoladamente,
mas a associacdo de metais com pardmetros abidticos (radiacéo,
nutrientes, temperatura, salinidade e pH) podem intensificar os efeitos
negativos observados para a espécie. Com isto, sugere-se que 0S
impactos sobre bancos naturais podem comprometer a estrutura da
comunidade, bem como afetar outros macroinvertebrados e epifitos
associados.

Palavras-chave: Poluicdo; Ecofisiologia; Morfologia; Metabdlitos;
Microscopia eletronica.
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ABSTRACT

Coastal marine environment suffer constantly with anthropogenic
alterations. These alterations incurrs to benthic community
destructuration, specially for seaweeds, as Sargassum genus example.
Brown seaweeds are community structuring, have ecological role as
food and reproductive rescue. Between human actions, heavy metal
pollution receive attention, for being persistent in environment and
living organisms, and for resultant biogeochemical cycling alterations.
Present study had focus on effcts of copper (Cu), lead (Pb), cadmium
(Cd) and manganese (Mn) over physiology and morphology of S.
cymosum. Samples were collected on Armagéo do Pantano do Sul beach
(27°44°42” S e 48°30°27” O) and Ponta das Canas beach (27°23°34”S e
48°26°1170). Samples were transferred to Plant Cell Biology
Laboratory (BEG, CCB - UFSC), cleaned and aclimated under
laboratory conditions. Experimetal setup were applied according with
metallic element. Cu and Pb were applied in three individual and three
associative conditions for 7 days. Cd and Mn were applied, in each
experimental series, with four metallic treatments and in two times
exposure (7 and 14 days). Were carried out analysis of metabollites,
cellular ultraestructure, bioacumulation, photosynthetic activity and cell
viability, in according to each proposed experimental setup. Results
showed negative effects of hevy metals treatments over S. cymosum.
Samples had higher bioacumulation capacity for all heavy metals, but
presented interferences and reduction on growth rates and cell viability.
Photossynthetic pigments (chlorophylls a and c) also had variability
related to Control samples, and photossynthetic eficiency changed
according to metal applied. Significant reductions were observed on
total carotenoids, follow for alterations on carotenoids profile. Phenolic
compounds and like flavonolic compounds also had reductions on total
contends, related both metal and time exposure. Microscopy techniques
applied (light microscopy, electron scanning confocal, electron scanning
and transmission microscopies) showed similar tendencies for metals as
compared under same technic. Physodes suffered migration for cortical
cells of all treated samples, evidenced in metachromatic reaction of
Toluidine Blue and observed in ultraestructure. Roughness surface
characteristics were modified for metal treatments, probably associated
with cell walls damages, with fibrils disorganization and amorphous
component incorporation. Organelles disruptions, in chloroplasts and
mithocondria, were observed for Cd and Mn treatments. Major harmful
effects were observed for Cu, and Mn also showed high metabolic
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interference. Toxical effects changed in according to applied metal, and
with concentration and time exposition. Results indicated sensibility of
S. cymosum for heavy metal pollution, related to metal and considering
its concentration and time exposure. Isolated effects were measured,
however metallic associations with abiotic parameters (radiation,
nutrients, temperature, salinity and pH) could intensify negative effects
previously observed for specie. With this, is suggested that impacts over
natural beds incurring on comunity structure compromising, as well
affected macroinvertebrates and epifithic associated.

Key-words: Pollution; Ecophysiology; Morphology; Metabolites;
Electron Microscopy.
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1. INTRODUCAO

O ambiente costeiro é um sistema dindmico que passa
constantemente por transformacdes fisicas (Silva & Horn Filho, 2009).
Entretanto, esta dindmica € constantemente alterada pelo uso e pela
ocupacdo antrépica, sendo por deposi¢do de rejeitos humanos e/ou por
atividades industriais (Melville & Pulkownik, 2007; Silva & Horn Filho,
2009; Gouveia et al., 2013).

As modificagcbes sdo mais evidentes na perda das qualidades
fisicas e quimicas das aguas costeiras (Arana, 2010). De acordo com o
grau de alteracdo, as 4guas podem ser enquadradas em diferentes classes
de uso, e determinam-se quais atividades econémicas e recreativas serdo
permitidas ou restringidas em determinada regido (Brasil, 2005).

Durante muitos anos, as aguas costeiras € Seus recursos
bioldgicos foram explorados sem a preocupacdo com a mitigacdo dos
impactos. Além da explotacdo de organismos selecionados e
direcionados para consumo, 0 uso preponderante destas dguas era o de
depdsito de rejeitos e aporte de dguas continentais, o que acelerou o grau
de degradacao destes ambientes (Marques Janior et al., 2009).

Um dos agravantes com relacéo a introducéo de rejeitos é o efeito
sobre 0s organismos aquaticos. Muitas espécies sdo susceptiveis as
alteragdes antropicas sobre a qualidade de &gua, e a toxicidade de
potenciais poluentes quimicos, introduzidos de maneira indiscriminada
no ambiente em efluentes e aguas residuais (Fichet et al., 1998;
Mamboya et al., 1999). Entre os contaminantes potencialmente téxicos,
0s metais pesados desempenham importante papel poluente no ambiente
(Sheng et al., 2004). Isto se deve ao fato que estes elementos tém
participacdo, direta e indireta, sobre os ciclos biogeoguimicos, na
ciclagem de minerais e a alta persisténcia sedimentar (Pagliosa et al.,
2006).

Diversos organismos aquaticos sdo capazes de reterem
substancias toxicas em suas células e tecidos, como mecanismo de
defesa aos poluentes. Esta capacidade é denominada de bioacumulagéo
(Davis et al., 2003). Como o grau de bioacumulacéo é variavel entre as
espécies, e de acordo com o poluente considerado, os efeitos ecoldgicos
ndo sao facilmente mensuraveis. A partir dos produtores primarios, ha a
possibilidade de bioamplificagdo dos efeitos toxicos na cadeia trofica
(Ruangsomboona & Wongrat, 2006; Jothinayagi & Anbazhagan, 2009).
Algumas espécies de macroalgas marinhas, por exemplo, sdo capazes de
acumularem quantidades relativamente elevadas de metais pesados, e
estes poluentes podem entrar na cadeia trofica por consumo direto de
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macroinvertebrados e peixes (Mamboya et al., 1999; Hu et al., 2010),
atingindo niveis elevados de consumidores da cadeia.

1.1. ALGAS MARINHAS

A denominagcdo de macroalgas ndo possui significado
taxonémico stricto sensu, o0 que permite englobar organismos que
partilham como caracteristicas comuns presenca da clorofila a; a nédo
diferenciacdo da estrutura do talo em tecidos verdadeiros (como raiz,
caule e folha); e sem protecdo de suas células reprodutivas (Raven et al.,
2007). Ecologicamente as macroalgas estdo classificadas como
produtores primarios, ou seja, junto com outros fotossintetizantes
(microalgas, protistas e bactérias), constituem a base das cadeias tréficas
aquéticas, e utilizam nutrientes inorganicos na composicdo da matéria
organica (Pinto-Coelho, 2008).

Ao longo da historia evolutiva, as macroalgas se diferenciaram
em grandes grupos, com caracteres fisiolégicos e anatdbmicos que séo
utilizados para a sua segregacdo. Atualmente, sdo reconhecidas trés
Divisdes para as macroalgas: as Chlorophyta, as Rhodophyta e as
Ochrophyta da classe Phaeophyceae (Lee, 2008). Se considerado o
ambiente no qual estes organismos evoluiram, é possivel perceber que
estdo intimamente associados ao fluxo de matéria e energia, e oferecem
habitat e substrato para a protecdo e nutricdio de micro e
macroinvertebrados, como refugio reprodutivo e de desenvolvimento de
larvas e juvenis (Nassar et al., 2010).

Uma peculiaridade das macroalgas € a composicdo de suas
paredes celulares, com a presenga de diferentes classes de
polissacarideos. Os polissacarideos que atraem maior interesse do ser
humano sdo os A&gares e as carragenanas, presentes nas algas
pertencentes a Divisdo Rhodophyta, e o alginato, encontrado nas algas
da Classe Phaeophyceae. Estes compostos tém ampla aplicabilidade nas
indUstrias alimenticia, farmacéutica e téxtil, como espessantes e
gelidificantes (McHugh, 2003). Ja para as algas, estes polissacarideos
possuem grande importancia como componente estrutural, pois
conferem ao talo resisténcia mecénica a acdo das ondas, e também
protecdo contra dessecacdo celular para espécies que ficam expostas ao
ar durante as oscilagdes de maré do mesolitoral inferior e infralitoral
superior (Lee, 2008).

As algas pardas, pertencentes a classe Phaeophyceae, sdo
caracterizadas por apresentarem grande quantidade de pigmentos
acessorios, os carotendides (xantofilas e fucoxantinas, caracteristicas do
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grupo), que conferem a estas algas a sua cor marrom tipica. Sao também
caracteristicas deste grupo de algas a presenca da clorofila c, e 0 seu
produto de reserva na forma de laminarina (Nassar et al., 2010). Suas
paredes celulares sdo compostas por um elemento estrutural, a celulose,
e um componente amorfo, formado por &cido alginico e fucoidina, os
polimeros de alginato (Oliveira, 2003; Lourengo, 2006). Em relacéo a
sua fisiologia, as algas pardas possuem uma gama de componentes
moleculares antioxidantes que despertam a atencdo quanto a sua
eficiéncia como mecanismo de defesa. Como exclusividade do grupo, é
identificado os florotaninos, um grupo especifico de compostos
fendlicos estritos a polimeros de floroglucinol. S&o armazenados em
estruturas membranosas, os fisdides, com atuacdo como agentes
antioxidantes intracelularmente e também na composicdo estrutural
extracelular de paredes. Sdo reconhecidos pela sua plasticidade na
resposta das algas pardas a fatores de estresse, como herbivoria,
exposicdo a radiacdo ultravioleta e também a contaminantes e poluentes
guimicos, como metais pesados (Koivikko, 2008; Sathya et al., 2013).

1.2. GENERO Sargassum (C. Agardh, 1820)

Entre as algas pardas, o género Sargassum (C. Agardh, 1820),
pertencente a ordem Fucales, inclui organismos que estdo distribuidos
em zonas tropicais e subtropicais. No Brasil, 10 espécies e 12 variedades
de Sargassum sdo registradas com distribui¢cdo ao longo da costa, onde
podem representar a maior parte da comunidade algal em algumas
regides. A sua proporcdo em extensdo de ocupagdo e importancia na
estrutura da comunidade variam entre as regies do litoral brasileiro.
Fatores como composicdo do substrato e a amplitude de variacdo de
ondas e marés sdo determinantes para a distribuicdo do género (Széchy
& De Paula, 2000; Forzza et al., 2010).

Dentre as espécies de Sargassum ocorrentes no Brasil, a espécie
Sargassum cymosum (C. Agardh, 1820) é encontrada do estado do
Ceara até o estado do Rio grande do Sul (Forzza et al., 2010). E
caracterizada pela coloracdo marrom a marrom-esverdeada do talo,
organizado em eixo cilindrico ereto e fixo ao substrato por apressorio
rigido. Fil6ides distribuidos espiralarmente no eixo cilindrico, com
formato lanceolado a linear-lanceolado, raramente bifurcados, com
denticdes marginais irregulares. Apresentam também vesiculas gasosas
com funcdo flutuadora ao longo do talo. Podem ser mondicas ou didicas,
com oogbnios e anterideos localizados em  conceptéaculos
individualizados. Sua distribuicdo se d& em plataformas e costbes
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rochosos, em zonagdo que lhes permite ficarem parcial ou
completamente submersas em periodos de maré baixa, formando
populacgdes densas (Figura 1) (Ouriques, 2011).

Para Santa Catarina, Ouriques (2011), em sua revisdo da
distribuicdo de algas pardas, identificou sete espécies de Sargassum
como ocorrentes no estado. Dentre estas, a espécie S. cymosum conta
com duas variedades (S. cymosum var cymosum C. Agardh e S.
cymosum var nanum E. de Paula & E. Oliveira). Sua distribuicdo é
descrita para todo o litoral catarinense, em costdes rochosos parcial ou
completamente emersos na maré baixa. Com base na chave dicotdmica
de identificacdo de Ouriques (2011), determinou-se que a espécie
avaliada no presente estudo foi S. cymosum var cymosum.

Figura 1: Exemplares de Sargassum cymosum coletados na Praia da Armacédo
do Pantano do Sul, Florianépolis, SC. A. Detalhe da macroalga no costdo
rochoso (seta). B. Detalhe de porcéo apical do talo.

1.3. METAIS PESADOS

Os metais sdo elementos encontrados na forma de minerais na
crosta terrestre, associados a rochas e a sedimentos. Recebem a
denominacgdo de metais pesados pela sua conformacéo e pesos atdbmicos,
com densidades iguais ou superiores a 5 g.cm™. Os metais pesados sdo
altamente persistentes na coluna de &gua e nos sedimentos com formas
idnicas livres que possuem alta permeabilidade em tecidos e células. Por
esta caracteristica adquirem o potencial toxico para os mais diversos
grupos de organismos (Rai et al., 1981; Duruibe et al., 2007).

Reconhecidamente ao seu potencial tdxico, existem legislacdes
especificas para o controle e o monitoramento da qualidade das &guas
residuais que sdo depositadas em corpos hidricos dulcicolas, salobres e
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marinhos. No Brasil, observa-se a atuagdo da Resolugdo n° 430, do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2011), que determina
limites permitidos de concentracdo de compostos quimicos inorganicos
e organicos contidos em efluentes e aguas residuais, para que estes
sejam depositados em ambientes naturais sem ocasionar prejuizos na
comunidade biolégica, nem alteragdes fisicas e quimicas significativas
na qualidade de agua.

Os elementos metalicos se encontram de forma livre sobre a
crosta, seja na forma mineral sobre o leito sedimentar, ou na forma
ibnica livre em suspensdo no meio aquatico (Popp, 1998). A sua
disponibilidade superficial se d& principalmente pela ago antrépica de
mineracdo. Certos metais, como mercrio (Hg”"), chumbo (Pb*"), cobre
(Cu®"), cadmio (Cd?") e zinco (Zn®*), sdo mais comumente inseridos no
ambiente através das descargas aquaticas continentais. O refino de
combustiveis, a producéo de tintas, a metalurgia, a producdo de ligas
metalicas, a fertilizacdo e aplicacdo de pesticidas agricolas sdo
atividades responsaveis pelos maiores volumes introduzidos de metais
pesados livres e em suspensdo no ambiente, lancados de maneira
continua (Sheng et al., 2004; Alahverdi & Savabieasfahani, 2012).

Entre os metais com alta aplicagdo industrial, o cobre, o chumbo,
0 cadmio e 0o manganés sdo altamente difundidos quanto aos seus usos,
pela sua boa trabalhabilidade e facilidade na incorporagdo de ligas
metalicas. Sua entrada e deposicdo em ambientes aquaticos ocorrem
majoritariamente por escoamento e lixiviacdo superficiais (Lana et al.,
2006; Demori, 2008; Brasil, 2009; CETESB, 2012). Estes elementos
impactam diretamente organismos fotossintetizantes aquaticos, pela
toxicidade que exercem sobre eles quando em concentragcbes mais
elevadas que as requeridas para a manutencdo dos processos
metabdlicos.

1.3.1. Cobre

O cobre é amplamente utilizado nas indUstrias metalurgica,
eletroquimica, e na composicéo de pesticidas agricolas. E relativamente
inerte em condicBes naturais, e é encontrado em diferentes formas
minerais. Possui baixa mobilidade no solo, mas alto dinamismo na
forma ibnica encontrada em solugdes, especialmente em suspensfes
argilosas. Sua forma idnica mais comum é a forma bivalente (Cu®")
(Popp, 1998; Andrade et al., 2004).

Como micronutriente, reconhece-se o papel do cobre em fungdes
fisiolégicas, na composicdo estrutural de enzimas relacionadas aos
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processos fotossintetizantes, e especialmente para a proteina
plastocianina. Por outro lado, o excesso do elemento gera uma série de
danos anatdmicos e estruturais para as algas (Babu et al., 2014). O cobre
é relacionado a alteracdo da permeabilidade de membranas, peroxidagéo
de lipidios, inibi¢do do transporte de elétrons em cadeia da fotossintese,
com sua consequente inibicdo (Rai et al., 1981; Macédo & Morril,
2008).

1.3.2. Chumbo

O chumbo é utilizado na metalurgia, na composi¢do de tintas,
fertilizantes e pesticidas agricolas, e em ligas metalicas. Encontra-se na
natureza na forma mineral de galena (PbS), sendo um elemento traco
inclusive na composicdo mineral de rochas e do solo (Popp, 1998; Melo
etal., 2012).

Sua fungdo como micronutriente ndo é bem entendida para as
algas, e o papel metabdlico que desempenha ndo é esclarecido. Séo
relatadas alteragcBes positivas no crescimento quando em pequenas
concentragcBes, mas os danos celulares e subcelulares sdo mais
evidentes, mesmo em concentraces traco (menores que 1,0 mg de
chumbo a cada 1,0 kg de biomassa). O chumbo é associado as altera¢fes
na taxa de transporte de elétrons da cadeia fotossintética, reducdo das
taxas respiratorias, diminuicdo das taxas de crescimento e das divisfes
celulares mitéticas (Rai et al., 1981; Macédo & Morril, 2008).

1.3.3. Cadmio

Cadmio é um metal maleavel, utilizado em escala industrial na
composicdo de ligas metalicas, para a fabricacdo de pilhas e células
fotoelétricas, corantes na indistria téxtil e especialmente na composicéo
de pesticidas agricolas, sua principal forma de entrada e deposi¢do na
superficie terrestre. E encontrado na natureza em forma inerte e de facil
oxidacdo, associado aos sulfitos dos minérios de zinco, cobre e chumbo,
em baixos percentuais. Como mineral, encontra-se na forma de
grenoquita, em propor¢des muito pequenas da litosfera (Popp, 1998;
CETESB, 2012).

Seus efeitos tdxicos sobre organismos fotossintetizantes sdo
amplos e afetam drasticamente o0 metabolismo. O cadmio é associado a
alteracdo da atividade enzimética, a reducdo da permeabilidade de
membranas, a altera¢do da conformacao das membranas dos tilacoides e
mitocdndrias, ao desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, a inibi¢do
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da assimilacdo do CO, para a fotossintese, as alteracdes morfoldgicas
com reducdo de crescimento, e a inducdo da reducdo do conteudo
pigmentar (Rai et al., 1981; Macédo & Morril, 2008).

1.3.4. Manganés

Dentre 0s metais anteriormente descritos, 0 manganés ¢ um dos
mais abundantes na crosta terrestre. Seus minérios estdo associados a
rochas basalticas e a minerais ferrosos. E amplamente empregado na
composicado de ligas metalicas, em especial no preparo do ago, mas com
aplica¢des na inddstria quimica, na composicdo de fertilizantes e ragdes,
e na fabricacdo de pilhas (Brasil, 2009; Uren, 2013).

O manganés é um micronutriente de grande importancia na
manutengdo metabélica e enzimatica de algas. E relatada a sua
utilizacdo nos processos de crescimento, produgdo de oxigénio, atuacdo
nos sitios ativos das enzimas do ciclo de Krebs. Por outro lado, quando
em altas concentragdes, 0 manganés é relacionado a efeitos negativos
sobre a fisiologia de algas, como a inibicdo da formagdo de gametas, a
diminuigdo das taxas de crescimento e alteracdes no volume e forma
celulares (Rai et al., 1981).

1.4. APLICACOES DE MACROALGAS

Sob a perspectiva biotecnolégica, diferentes estudos vém sendo
conduzidos para o0 uso de materiais biol6gicos como retentores de
metais tdxicos de procedéncia industrial. Juntamente com bactérias,
conchas de moluscos, exoesqueleto de crustaceos, e biomassa de fungos,
por exemplo, as macroalgas marinhas tem alto potencial de aplicacdo
(Davis et al., 2003; Jacinto et al. 2009; Ibrahim& Mutawie, 2012).

Para a aplicacdo da biomassa de macroalgas, duas vertentes de
aplicacdo sdo propostas. A primeira, com a utilizagdo da biomassa seca,
gue constitui o processo denominado de biosorcdo, onde o efluente é
carreado por biofiltros de macroalgas e os poluentes neles ficam retidos.
A segunda, com a aplicagdo da biomassa fresca em processo
denominado de bioacumulacdo, que é dependente do metabolismo ativo
dos organismos, cultivados no meio aquoso contendo os poluentes que
devem ser removidos (Davis et al., 2003).

As macroalgas sdo um material biolégico de baixo custo e
relativamente faceis de manipulagdo para uso em biosorcéo (Fourestand
& Volesky, 1996; Freitas et al., 2008). Além disso, ha a previsibilidade
do potencial de retengdo dos metais pelos polissacarideos da parede



34

celular (Vieira & Volesky, 2000; Kleinlibing et al., 2012). Outra
vantagem do uso de macroalgas, € que apds a sua utilizacdo no
tratamento do efluente, os elementos metalicos sequestrados séo
passiveis de recuperagdo por tratamento quimico da biomassa (Duta et
al., 2002). Assim, 0 uso de macroalgas como biosorventes pode reduzir
0S custos operacionais para o tratamento quando os metais estdo em
baixa concentracdo no efluente, em comparagdo aos métodos
tradicionais empregados na industria (Brinza et al., 2009).

Nas macroalgas, diferentes mecanismos sdo identificados e
reconhecidos como capazes de reterem metais pesados, sendo
mecanismos independentes metabolicamente, como a adsorgéo fisica e
quimica, interacdo eletrostatica, troca ibnica, complexagdo, reducdo,
quelacdo e microprecipitacdo (Jacinto et al., 2009). Todos estes
mecanismos ocorrem ao nivel da superficie celular, de acordo com os
diferentes grupos funcionais disponiveis para a associacdo e interacdo
com 0s cations metalicos. Neste processo de biosorcdo, os metais
dissociados no sistema aquoso sdo retidos no material bioldgico, através
das reacGes com os grupos funcionais da parede celular das algas
(Romera et al., 2007).

Nos estudos in vitro, a biomassa das algas pardas mostrou-se
altamente eficiente para a remocdo de metais de &guas residuais em
baixas concentragdes do poluente no efluente (Kaewsarn, 2002; Freitas
et al.,, 2008; Luna et al., 2010). O alginato, presente nas paredes
celulares, apresenta agrupamentos carboxilicos reativos, com alta
afinidade idnica pelos cations bivalentes, como cadmio (Cd*"), cobalto
(Co*), cobre (Cu®), ferro (Fe*), niquel (Ni**) e chumbo (Pb“") (Davis
et al., 2003). Entretanto, esta afinidade também é dependente dos fatores
abidticos do meio considerado. Experimentalmente, demonstra-se que
fatores como pH, salinidade, temperatura e a presenca de um ou mais
componentes metalicos em solucdo, sdo responsaveis pela maior ou
menor afinidade de ligagdo, além de existirem diferentes afinidades e
potencial de biosorcdo de acordo com o tipo de metal e considerando a
interacdo competitiva entre eles pelos sitios de ligacdo (Liu et al., 2009;
Jesus, 2010; Souza et al., 2013).

Simultaneamente, estudos podem ser conduzidos para a melhor
compreensdo da dindmica metabolica das algas, e dos mecanismos
celulares de defesa que lhes proporcionam a sobrevivéncia quando em
contato com compostos téxicos com efeito de estresse oxidativo (Davis
et al., 2003). Além disso, a investigacdo dos limites tdxicos, e das
alteragdes fisiologicas e metabolicas pode contribuir positivamente aos
estudos de aplicacdo biotecnoldgica na aplicagdo de biomassa para a
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bioacumulacéo de compostos de interesse, e para 0 uso em medidas de
biorremediacdo e obtencdo de compostos metabolicos secundarios de
interesse (Hall, 2002; Dummermuth et al., 2003; Pinto et al., 2011).

Do ponto de vista ecoldgico, estudos recentes apontam que as
atividades humanas em zonas costeiras tém alto potencial de acarretar o
declinio de populagbes naturais (Sala & Knowlton, 2006). A
comunidade bentdnica é altamente influenciada pelos padrdes de
qualidade fisica e quimica da coluna de agua, e as alteragdes neste
compartimento podem acarretar mudangas nos padrfes espacos-
temporais da comunidade (Lisboa et al., 2011).

As macroalgas marinhas, como organismos bentdnicos e com
diversas espécies como representantes perenes na comunidade, sao
apontadas como bons indicadores da qualidade das aguas e da presenca
de contaminantes. Neste contexto, elas podem ser usadas tanto como
biomonitoras quanto bioindicadoras. O uso como biomonitoras se aplica
guando as algas acumulam os poluentes em suas células, e permitem a
quantificacdo da fracdo biodisponivel. Por outro lado, a denominacéo de
bioindicadores se da as espécies que, pela sua presenga ou auséncia no
ambiente e pelo seu estado fisiol6gico, permitem a especulacdo sobre a
presenca de um ou mais poluentes (Melville & Pulkownik 2007). Ainda
assim, o uso de uma determinada macroalga como biomonitor ou
bioindicador respeita as variacdes e flutuacdes, regionais e sazonais, da
zona costeira de onde sdo procedentes as amostras (Karez et al., 1994).

Existem relatos (Thibaut et al., 2005) de que os impactos
antropico tém levado & extingdo de algumas espécies de algas marinhas
mediterrdneas dos géneros Cystoseira spp. e Sargassum spp.
Associativamente, os autores apontam que no estudo, a compilacdo e a
andlise de dados populacionais histéricos sdo citadas como boas
estratégias de compreensdo da dindmica das comunidades de fitobentos
marinhos, e para a quantificacdo dos impactos antrépico no ambiente.

No Brasil, foram realizados estudos com a contaminagdo
ambiental de Aaguas costeiras e dos impactos sobre comunidades
aquaticas resultantes da introducdo de metais pesados. De maneira
semelhante ao observado para as espécies mediterraneas anteriormente
citadas, as populacdes algaceas bentdnicas brasileiras também vém
sofrendo com a acdo antrdpica, especialmente proximas a centros
urbanos e areas portudrias. Entre as interferéncias antrépicas que, direta
ou indiretamente afetam as macroalgas ao longo da costa brasileira, esta
a introducédo de quimicos e poluentes vindos das atividades industriais e
da navegacéo (Brito et al., 2002; Faveri et al., 2010).
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Na costa catarinense, Demori (2008) realizou um levantamento
histérico de dados sobre os impactos industriais por quimicos no
ambiente da Baia da Babitonga, indicando o aumento na deposicao de
metais pesados no sedimento ao longo das décadas, desde a instalacdo
de parques industriais no entorno da baia. Na llha de Santa Catarina, €
apontado por Bouzon et al. (2006) as variagcBes na diversidade de
macroalgas bentdnicas em relagdo ao grau de urbanizacdo da costa. Por
sua vez, Batista (2012) relata a variacdo temporal na diversidade,
possivel indicativo de mudangas nos pardmetros abidticos, como
caracterizacdo do substrato e da turbidez aparente, associativamente ao
aumento da urbanizac¢do no entorno dos ambientes amostrados.

Desta maneira, a quantificacdo dos efeitos advindos da toxicidade
de metais pesados visa a contribuicdo no conhecimento sobre os danos
sofridos pelas algas em ambiente natural, com embasamento ao
biomonitoramento de zonas costeiras, para a mitigacdo de impactos
antrépico e melhor compreensdo da dindmica da comunidade fitobéntica
(Brito et al., 2002). Com isto, é possivel a proposicdo de metodologias
novas para avaliacdo da acumulacdo tecidual destes elementos nos
organismos e 0 grau de permanéncia das substancias nocivas no
ambiente (Lana et al., 2006; Demori, 2008).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos metais cadmio, chumbo, cobre e manganés
em Sargassum cymosum, por meio de observacbGes das alteracOes
morfoldgicas e fisiologicas em a resposta a toxicidade destes metais
sobre a macroalga.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar comparativamente as taxas de crescimento e possiveis
alteragdes morfoldgicas de S. cymosum quando cultivado com os metais
individualmente e em associacdo (todos os metais);

-Avaliar o potencial de bioacumulagdo e bioconcentracdo dos
metais em S. cymosum (todos 0s metais);

-Verificar a viabilidade celular, pela presenca de enzimas
mitocondriais antioxidantes (ensaios com Cd e Mn);

-Avaliar as variacdes nos padrdes de eficiéncia fotossintética de
S. cymosum exposto aos metais pesados e a viabilidade de recuperacéao
dos exemplares quando cultivados em condi¢cBes controladas de
laboratdrio (ensaios com Cu, Pb e Cd);

-Analisar e quantificar os pigmentos fotossintetizantes clorofilas
a e ¢ (todos os metais), os carotendides totais (todos os metais), o perfil
de carotendides (fucoxantina, luteina e B-caroteno) (ensaios com Cd e
Mn), os compostos fendlicos totais (todos os metais), flavondides
(ensaios com Cd e Mn) e a atividade antioxidante (DDPH) (ensaios com
Cu e Pb), em resposta aos fatores de estresse;

-Quantificar os conteidos de carboidratos totais sollveis e
insollveis (ensaios com Cd e Mn);

- Identificar e quantificar as alteragbes pigmentares no meio de
cultura, pela liberacdo de compostos fendlicos pelas algas (ensaios com
Cu e Pb);

-Analisar as alteragcbes morfolégicas em S. cymosum decorrentes
da aplicacéo dos tratamentos (todos os metais);

-Analisar alteragdes na autofluorescéncia de cloroplastos e dos
compostos fendlicos, e marcacdo de fluorescéncia nas paredes celulares
(ensaio com Mn).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

A macroalga Sargassum cymosum foi coletada em dois bancos
naturais dos costdes rochosos de Florianépolis, Ilha de Santa Catarina.
Este procedimento foi adotado pela acessibilidade aos bancos, e pela
disponibilidade de biomassa para o0s ensaios experimentais. Na Praia da
Armacgdo do Péntano do Sul (27°44°42” S e 48°30°27” 0O), foram
realizadas coletas nos meses de Maio, Julho e Agosto de 2013 (Figura
2), para 0s ensaios com cobre e chumbo; enquanto que na Praia de Ponta
das Canas (27°23°34” S ¢ 48°26’11” O) as coletas ocorreram nos meses
de Julho, Agosto e Novembro de 2014, e em Janeiro, Fevereiro e Maio
de 2015 (Figura 3), para 0s ensaios com c&dmio e manganés.

Figura 2: Ponto de coleta [I] de Sargassum cymosum. A. Municipio de
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. B. Praia da Armacdo do Pantano do Sul,
sul da llha de Floriandpolis. Seta indica local de acesso ao ponto de coleta pela
vista aérea de é&rea de estudos. C. Vista do costéo rochoso onde foram coletados
o0s exemplares de S. cymosum.

As coletas foram realizadas manualmente, com o auxilio de
espéatulas, durante a maré baixa (entre 0,0 e 0,3 metros de amplitude).
Apos a coleta, os exemplares foram acondicionados em sacos plasticos,
refrigerados, e transportados ao Laboratdrio de Biologia Celular
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Vegetal, do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), na Universidade
Federal de Santa Catarina.

O material foi triado, lavado com agua marinha esterilizada, para
remogdo de epifitas e contaminantes. Apds a limpeza, foram
aclimatados em camara de cultivo.

Figura 3: Ponto de coleta [II] de Sargassum cymosum. A - Municipio de
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. B- Praia de Ponta das Canas, norte da llha
de Floriandpolis. Seta indica local de acesso ao ponto de coleta pela vista aéra
de area de estudos. C-Vista do costdo rochoso onde foram coletados os
exemplares de S. cymosum.

32. CONDIGOES DE CULTIVO E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

O material triado foi acondicionado em recipientes plasticos de
cinco litros, e mantido em camara de cultivo por um periodo de sete dias
para aclimatacdo. Neste ambiente, as algas foram submetidas as
condi¢des controladas de laboratdrio, mantidas sob aeracdo constante,
temperatura de 24 + 2 °C, e fotoperiodo de 12 h (iniciando as 8 h da
manhd). A iluminacdo foi proporcionada por lampadas fluorescentes
(Philips C-5 Super 84 16W/840), com uma irradiancia de 70 + 5e 80
5 umol féton.m™.s™. As medicdes da irradiancia foram feitas com o uso
do um quantametro Solar Light PMA 2100 (Glenside, PA, USA) e 0
sensor plano Solar Light 2132 (Glenside, PA, USA).
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Foi utilizada agua do mar esterilizada por filtracdo mecénica e
passagem por radiacdo ultravioleta, com salinidade de 35 unidades
padrdo de salinidade (ups). O enriquecimento foi feito com meio
nutritivo von Stosch (Tabela 1; Edwards, 1972), na concentragédo de 4,0
mL.L™? (VS 50% ou VS/2). O meio de cultura foi adaptado para as
condicdes experimentais, ndo sendo realizada a adi¢do do componente
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), que por sua acdo quelante
poderia reduzir ou ndo permitir a disponibilidade dos ions metalicos dos
tratamentos pretendidos no meio de cultura.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, os exemplares foram novamente
lavados em agua do mar esterilizada. Segmentos do talo,
correspondentes e porgdes apicais de 2,0 £ 0,1 g, foram obtidos apds
pesagem em balanca para aplicagdio nos tratamentos. Foram
selecionados preferencialmente talos nos quais ndo se constatou
visualmente a presenca de estruturas reprodutivas.

Tabela 1: Composicdo quimica do meio nutritivo von Stosch, para o preparo de
2 L de solucdo padrdo. Reagentes utilizados: acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), nitrato de sodio (NaNO,), fosfato de sédio hidratado (Na,HPO,.12
H,0), sulfato de ferro (FeSO,), e cloreto de manganés hidratado (MnCl,.4
H,0).

SolugBes padrdo Concentracdo

Reagentes em agua destilada dos reagentes
EDTA - 0,93¢g
NaNO; - 10,6259
Na,HPO, . 12 H,0 - 2,0112¢g
FeSO, .7 H,0 - 0,1738 ¢
MnC|2 .4 H,0 - 0,0248 g
Tiamina 0,100 g/100 mL 25 mL
Biotina 0,0125 g /100 mL 1,0 mL
Cianocobalamina 0,0125 g /100 mL 1,0 mL

Fonte: Adaptado de Edwards (1972).

No presente estudo, foram aplicados tratamentos com 0s metais
pesados cobre, chumbo, cadmio e manganés, na forma quimica de
cloretos (CuCl,, PbCl,, CdCl, e MnCl,, respectivamente). Os metais
foram aplicados em diferentes delineamentos experimentais, de acordo
com o ensaio pretendido.
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3.2.1. Cobre e chumbo

Para 0s metais cobre e chumbo, os tratamentos avaliados
englobaram trés concentracdes do metal cobre (Cu a 10, 25 e 50 uM),
trés concentracGes do metal chumbo (Pb a 10, 25 e 50 uM), além da
combinacdo dos metais, nas mesmas concentra¢fes (Cu + Pb a 10, 25 e
50 puM de cada elemento) (Figura 4). O tratamento controle
compreendeu o cultivo em meio de d4gua marinha esterilizada, sem a
adicdo de metais. Todos os tratamentos foram enriquecidos com o meio
von Stosch, na concentracéo de 4,0 mL.L™, sem adicdo do sal EDTA,
responsavel por quelar os metais presentes no meio, e interferente sobre
os tratamentos aplicados. O experimento foi realizado em frascos
Erlenmeyer de 500 mL, e conduzido em triplicata, por periodo de sete
dias, contando-se com o numero amostral total de trinta unidades
experimentais.

Figura 4: Delineamento experimental para exposicdo aos metais cobre e
chumbo, por periodo de sete dias.

10 pM 25 uM 50 pM

.
"

3.2.2. Cadmio

O ensaio com o metal cadmio foi conduzido aplicando-se quatro
concentrac@es do metal (0,1; 0,2; 0,4; ¢ 0,8 mg.L'l), além do tratamento
controle, composto apenas de 4gua marinha esterilizada e sem adicéo de
metais. Este delineamento foi baseado no trabalho de Rovai et al.
(2013), com concentracbes do metal similares as encontradas
naturalmente em ambientes de manguezal de Floriandpolis, SC.
Similarmente, todos os tratamentos foram enriquecidos com o0 meio
nutritivo von Stosch sem EDTA, na concentracdo de 4,0 mL.L™ (VS/2).
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O experimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500 mL, e
conduzido em duas etapas. A primeira, correspondente a exposi¢do ao
metal por periodo de sete dias, e a segunda, a exposi¢do ao metal por
periodo de quatorze dias. Em ambas as séries experimentais, 0s
tratamentos foram aplicados em septuplicata, contando um nudmero
amostral total de setenta unidades experimentais (Figura 5). Neste
experimento, também foram procedidas analises com o material fresco,
obtido diretamente do campo.

Figura 5: Delineamento experimental para exposi¢cdo ao metal cadmio, por
periodo experimental de sete e de 14 dias.

Concentracio de Cd?*

0mg.L!' 0,0 mgL! 0,2mgL! 0,4 mgL" 0,8 mg.L"!

3.2.3. Manganés

Na avaliagdo de toxicidade ao manganés, que além de metal
pesado é um elemento micronutriente, foram realizados ensaios de
toxicidade, para determinacdo dos niveis de tolerancia da espécie e do
célculo de ICsg. No primeiro ensaio, foram aplicadas concentracfes
crescentes de Mn (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 mg.L'l), em ensaio de
toxicidade crbnica (n=3 por concentra¢do). A selecdo das concentra¢des
experimentais foi determinada com base nos pardmetros de taxa de
crescimento e viabilidade celular (MTT). No segundo ensaio, foram
aplicadas quatro concentraces do metal (10, 20, 40, e 80 mg.L™), além
do tratamento controle, composto apenas de 4gua marinha esterilizada e
sem adicdo de metal. Os tratamentos foram enriquecidos nas mesmas
condicdes dos dois ensaios anteriormente descritos, acondicionados em
frascos Erlenmeyer de 500 mL. O experimento foi realizado setuplicada,
contando um nimero amostral total de sessenta unidades experimentais.
A conducdo de ambos 0s experimentos se deu similarmente ao ensaio
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com cadmio, com a primeira etapa correspondente a exposi¢do ao metal
por periodo de sete dias, e a segunda, a exposi¢cdo ao metal por periodo
de catorze dias (Figura 6). Também foram procedidas analises com o
material fresco, obtido diretamente do campo.

Figura 6: Delineamento experimental para exposi¢cdo ao metal manganés, por
periodo experimental de sete e de 14 dias.

Concentragio de Mn**

10 mg.L' 20mg.L-' 40 mg.L-' 80 mg.L!

7 dias

14 dias

3.3. SUMARIO EXECUTIVO

Os delineamentos experimentais para cada metal analisado foram
modificados ao longo da conducdo experimental. Tais mudancas foram
embasadas em fatores tedricos e praticos, que justificassem as alteracdes
propostas. Em todos os trabalhos conduzidos, objetivou-se a analise de
toxicidade aos efeitos dos metais com relacdo ao seu efeito crénico, ou
seja, em concentracgdes toleraveis pelo organismo em estudo por periodo
prolongado de tempo (minimo de sete dias de exposi¢ao). Sendo assim,
0s metais com nivel menor de toxicidade relatado em literatura foram
adicionados por periodos prolongados.

Em relacdo as anlises realizadas, a inclusdo ou exclusdo de
algumas técnicas foram feitas em acordo com: 1) disponibilidade de
recursos (reagentes, espaco fisico e equipamentos) para sua realizacéo;
2) acoplamento de técnicas para corroborar ou refutar a hip6tese de
trabalho, em consonancia com os demais testes realizados; e 3)
viabilidade executiva sem comprometimento de tempo habil para
realizacdo das analises principais propostas.

Para melhor visualizagdo das andlises realizadas em todas as
séries experimentais, foi elaborado um sumaério, comparando o0s
diferentes resultados obtidos em cada delineamento proposto (Tabela 2).
E para a melhor visualizagcdo das etapas experimentais realizadas, os
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trabalhos analiticos estdo descritos e representados em organograma de
atividades (Figura 7). Nos capitulos seguintes, estdo destacadas
diferencas pontuais aplicadas nos protocolos analiticos em cada um dos
delineamentos experimentais. Estas pequenas alteragdes foram
decorrentes das propriedades das amostras analisadas, e das
necessidades de ajustes de dilui¢des. Os valores das curvas padrdes
foram ajustados em cada procedimento, e seus respectivos valores sao
apresentados nos escopos dos artigos.

Tabela 2: Sumaério executivo das analises realizadas com S. cymosum, exposto
aos metais cobre, chumbo, cadmio e manganés.

Delineamento experimental

Anélise ' Cobre e Chumbo | Cadmio = Manganés |
Oxigénio dissolvido
pH

XX

Bioacumulacéo X
Biosorgdo X
Taxa de crescimento X
Viabilidade celular
Andlise in vivo de clorofila a X
Quantificagdo de clorofilas X
Quantificagdo de carotendides
totais

Perfil de carotendides
Compostos fendlicos X
Compostos flavondides
Atividade antioxidante (DPPH) X
Acucares sollveis / insollveis
Microscopia de luz X
Microscopia eletronica
(varredura)

Microscopia eletrbnica
(transmissdo)

Microscopia  de  varredura
confocal

XXX XXX XXX XXX

XIX|X| X [X] | X[X]|X

x| X

X
X
X | X | X [X|X




Figura 7: Organograma de analises bioquimicas, ultra-estruturais e de parametros abidticos, empregadas nos delineamentos
experimentais dos experimentos aplicados em S. cymosum com os metais pesados cobre, chumbo, cddmio e manganés.

Concentracoes teoricas Curva de toxicidade

I
v v

Experimento Cu ¢ Pb Experimento Cd Experimento Mn
Condigdes experimentais Condicgdes experimentais Condigdes experimentais
T 7 dias -Ambiente. 7 ¢ 14 dias laboratorio - 7 e 14 dias laboratorio
- 10,25 ¢ 50 uM (Cu, Pb, Cu+Pb) 0,1;02;04e08mg L Cd -10.20.40 ¢ 80 mg L Mn

| ! !

Analises exclusivas Analises exclusivas

Analises exclusivas
-Viabilidade celular
-Compostos tlavonolicos
-Ag¢ucares soluveis/insoluveis
-Microscopia eletronica de transmissio
-Microscopia de varredura confocal

-Viabilidade celular
-Analise in vivo da clorofila a
-Compostos flavonolicos
-Aguicares soluveis/insolivels
-Microscopia eletrénica de transmissio

-Analise in vivo da clorofila ¢
-Atividade antioxidante (DPPH)

Analises comuns \

-Bioacumulacao
-Biosor¢ao
-Taxa de crescimento
-Clorofilas. carotenoides
-Compostos fenolicos
-Microscopia de luz
-Microscopia eletrénica varredura /

1%
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3.4. PARAMETROS ABIOTICOS

Durante os ensaios com 0s metais cadmio e manganés, foi
mensurado o pardmetro abidtico de pH, e para cadmio, também foi
observada a concentracio de oxigénio dissolvido (OD; mg.L™). Estes
parametros foram mensurados para acompanhamento das condi¢Ges de
cultura e manutencdo dos padrdes estabelecidos. No inicio de cada
ensaio, foi mensurado o pH de todos os tratamentos com adicdo de
metais (pHmetro lon pHB 500, com precisdo de duas casas decimais)
incluindo o controle (n=4). As medi¢des foram realizadas
periodicamente a cada dois dias de intervalo. Apés o inicio dos ensaios
de cadmio, em intervalos de dois dias, foi mensurada a concentracdo de
OD, usando um oximetro portatil (Lutron DO-5519), para todos os
tratamentos, incluindo o controle (n=4; calibraco em 35 ups).

3.5. RETENCAO DE METAIS NA BIOMASSA

As concentragGes de metais na agua da cultura e na biomassa das
algas (no inicio e término dos ensaios) foram analisadas por
espectrometria induzida de emissdo atdbmica com plasma acoplado
(ARCOS ICP-OES; SPECTRO Analytical Instruments GmbH,
Alemanha). As andlises foram conduzidas no Laboratério de
Toxicologia Ambiental do Departamento de Engenharia Sanitaria e
Ambiental (CTC, UFSC). As concentracfes foram mensuradas atraves
de reagentes com os seguintes graus analiticos: 324,754 nm para Cu;
220,353 nm para Pb; 214,244 nm para Cd; ¢ 257,610 nm, com limite de
detecgdo de 0,001 ppm para cada um dos elementos.

Para a quantificacdo dos metais foram adotados os procedimentos
descritos por Felix et al. (2014). As amostras de alga (1,0 + 0,1 g), tanto
do inicio quanto do término dos experimentos, foram lavadas em agua
destilada, secas a 65°C e digeridas em &cido nitrico concentrado (n=4).
As amostras de agua (50 mL; n=4) foram digeridas usando &cido nitrico
concentrado. A absorcdo total dos metais foram expressas em valores
percentuais, calculadas com base na massa (mg) dos metais em 500 mL
de 4gua, e por massa de metais (mg) em 1,0 g de biomassa fresca. Por
sua vez, o fator de bioconcentra¢édo foi calculado com a concentracédo de
metal na biomassa fresca (expressa em ppm), dividida pela concentragéo
inicial de metais adicionados no meio de cultura.
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3.6. TAXAS DE CRESCIMENTO

Na avaliagdo do efeito dos tratamentos sobre S. cymosum, a
determinacdo das taxas de crescimento foi feita pela pesagem da
biomassa Umida, no inicio e ao final do experimento. A diferenca entre
os valores de biomassa observados foi expressa como percentual de
crescimento diario, de acordo com a equacao de Lignell & Pedersén
(1989) [1]:

Mfinal 1/t
TC = [ - 1] .100 [1]

Minicial

Onde:

TC: taxa de crescimento médio, em %.dia™;

Msinai: biomassa imida, em gramas, no tempo final t;
Miniciar: biomassa mida, em gramas, no tempo inicial;
t: duragdo do experimento, em dias.

3.7. ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

A atividade da viabilidade celular foi mensurada, baseada no
potencial de reducdo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) para a forma hidrofébica de formazano purpura, pela enzima
mitocondrial desidrogenase, presente em células vivas. O protocolo
adotado foi baseado e adaptado segundo os procedimentos descritos por
Mendes et al. (2013). A solucdo de MTT (Sigma-Aldrich) foi preparada
diluindo-se 0,017 g em 1 mL de tampao fosfato-salino (PBS), e mantido
congelado até o uso.

SeccOes das porcdes apicais das algas tratadas foram lavadas com
agua destilada, pesadas (6,0 £ 0,1 mg para ensaio com cadmio e 12,5 +
0,1 mg para ensaio com manganés), e acondicionadas em tubos de
ensaio com 3 mL de 4gua marinha e 30 pL de solucdo de MTT (n=2).
As amostras foram incubadas por 3 horas a 37°C, sendo em seguida
lavadas novamente com &gua destilada. As secgbes foram entdo
transferidas para Eppendorfs contendo 1,0 mL de dimetil-sulfoxido P.A.
(Synth), e levados a centrifuga (4 minutos, 4.000 rpm). O sobrenadante
foi entdo recolhido, e aliquotas de 250 pL foram subdivididas e
dispostas em microplaca (n=8). A concentracdo de formazan foi
determinada por espectrofotometria, com absorbancia pontual no
comprimento de onde de 570 nm, usando a Multileitora Infinite M200
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(Tecan, Suica) do Laboratério Multiusuario em Biologia | (LAMEB |,
CCB — UFSC). O resultado foi expresso em percentual de viabilidade,
utilizando o tratamento controle de cada delineamento como valor
comparativo absoluto (100%).

3.8. ANALISE in vivo DA CLOROFILA a

O desempenho fotossintético foi estimado através da
fluorescéncia in vivo da clorofila a no fotossistema Il (FSII). Para as
analises do ensaio com os metais cobre e chumbo, foi utilizado um
fluorimetro portétil de pulsos modulados PAM-2500 (Walz, Alemanha),
enquanto que para as andlises do ensaio com o metal cadmio foi
utilizado o fluorimetro portéatil Jr. PAM (Walz, Alemanha). No primeiro
ensaio citado, foram feitas medi¢Ges apos sete dias de exposicdo aos
metais, e também, apo6s 24 h em tratamento de recuperacao (aclimatacdo
dos exemplares expostos aos metais pesados em meio de cultura sem
adicdo de metais, enriquecido com solucdo nutritiva). Ja para o ensaio
com cadmio, as analises foram realizadas no inicio do experimento, com
as amostras recém-coletadas no campo, e apdés cada periodo
experimental de exposi¢ao.

O maximo rendimento quantico (Fv/Fm) foi mensurado apds a
adaptacdo das algas por 10 minutos no escuro (n=3), e calculado
segundo protocolo de Schreiber et al. (1986). O rendimento quéantico
efetivo (Y [I1]) foi mensurado com as algas acondicionadas a exposi¢do
a luz (n=3), e calculado segundo Schreiber e Neubaer (1990). A taxa de
transporte de elétrons (ETR) foi estimada pela curva de fotossintese-
irradidncia (PI), com irradiacdo dos talos em série crescente de
intensidade actinica da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, E; 0,
24, 61, 108, 236, 456 e 752 pmol fotons.m™?.s™ para ensaio de cobre e
chumbo; e E; 0, 66, 90, 125, 190, 285, 420, 625 and 820 pumol fétons.m’
2 s para ensaio com cadmio), fornecida pelo dispositivo de PAM (n=3).
A ETR foi calculada de acordo com a equacdo [2]. Os protocolos
adotados seguiram as metodologias descritas por Platt et al. (1980) e
Figueroa et al. (2003).

ETR=Y(I)xExAXx0,8 [2]
Onde A: absorbancia do talo;

0,8: fracdo da clorofila associada ao fotossistema |l
(correspondente ao coeficiente das algas pardas)
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A absorbéancia dos talos foi mensurada usando um medidor de luz

PAR (LI-COR LI -250, EUA), incidindo os talos com luz branca e

medindo-se a luz que atravessa o talo com o uso de sensor PAR (LI-

COR Quantum LI -1000, EUA). A transmissdo da luz foi calculada de

acordo com Ramus e Rosenberg (1980) e Betancor et al. (2014), pela
equacéo [3] (n=4).
E¢

A=1-2 [3]

Eo

Onde E;: irradiancia abaixo do talo da alga;
Eo: irradiancia inicial.

A partir das curvas Pl foram estimados o0s seguintes parametros
(n=4): 1) ETR maximo (méxima taxa de transporte de elétrons); 2) o ou
eficiéncia fotossintética (inclinacdo inicial da curva Pl que indica a
eficiéncia no transporte de elétrons); 3) Ik ou saturacdo da luz
(intensidade de luz na proximidade da saturacdo fotossintética); e 4)
ou fotoinibigdo (declive da curva Pl ao final da saturacdo luminosa).
Estes parametros seguem o modelo de tangente hiperbélica da curva
com fotoinibicdo descrito por Platt et al. (1980).

3.9. QUANTIFICACAO DE PIGMENTOS
3.9.1. Clorofilasaec

A determinacdo do contetdo dos pigmentos fotossintetizantes,
clorofilas a e ¢, foi baseada na metodologia descrita por Jeffrey &
Humphrey (1975). Nas analises, foram utilizadas 0,50 £ 0,01 mg de
biomassa (n=3), de cada um dos tratamentos.

As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido, com
posterior adicdo de 1,5 mL de acetona com pureza analitica (P.A).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas, e o sobrenadante
recolhido para leitura em espectrofotdmetro, nos comprimentos de onda
de 630, 647 e 664 nm. As concentragdes das clorofilas foram calculadas,
utilizando-se as equacbes [4] e [5], ainda de acordo com Jeffrey &
Humphrey (1975). Os resultados obtidos na analise foram expressos em
pg de clorofila.g” de alga (ensaio com cobre e chumbo) e mg de
clorofila.g™ de alga (ensaio cadmio) (biomassa fresca).

Clorofilaa = (11,85.A564) — (1,50.A647) - (0,08.A630) [4]
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Clorofila c = (1,67.Ages) — (7,60 Assa7) — (24,52.Ag30) [5]

Onde:

Agss: absorbancia da amostra no comprimento de onda de 664
b Ags7: absorbancia da amostra no comprimento de onda de 647
b Agsg: absorbancia da amostra no comprimento de onda de 630
nm.

3.9.2. Carotendides

Na determinacdo de carotendides, foram utilizadas amostras de
0,50 £+ 0,01 mg de biomassa (n=3), de cada um dos tratamentos. A
metodologia adotada foi realizada de acordo com Aman et al. (2005).

A trituracdo das amostras foi realizada em nitrogénio liquido, e a
maceracdo, em 10 mL de solucdo de hexano:acetona (50:50, v/v) e
butilhidroxi-tolueno (BHT, concentragdo de 100 mg.L™). As solugdes
obtidas foram filtradas a vacuo, com evaporacdo do solvente em fluxo
de nitrogénio gasoso. O extrato obtido foi ressuspenso em 3,0 mL de
hexano e saponificado com solucdo metandlica de hidréxido de potéssio
(concentragdo de 10%). A determinagdo do conteldo de carotendides
totais foi realizada através de espectrofotometria.

A leitura espectrofotométrica foi pontual, e utilizou o
comprimento de onda de 450 nm. A determinagdo do conteldo de
carotenoides foi realizada com base nas curvas padrfes de luteina e
fucoxantina. As concentrac¢@es da solucdo padrdo utilizadas foram 0, 50,
100, 150, 200, 250 e 300 pg de luteina.mL™, e . A curva padrao obtida é
expressa pela equacdo [6], e os resultados expressos em g de
carotenéides.g™ de alga (ensaio com cobre e chumbo) e em mg de
carotendides.g™ de alga (ensaio com cadmio e manganés) (biomassa
fresca).

y = 0,0077x + 0,0721 (12 = 0,9958) [6]

Onde y: absorbancia da amostra (450 nm);
x: concentracdo de carotendides (ug.g” ou mg.g™).

Nos ensaios com cadmio e com manganés, foram realizadas as
andlises do perfil de carotendides por cromatografia liquida de fase
reversa, de acordo com Kuhnen et al. (2009). Aliquotas do extrato
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metandlico bruto de carotendides (10 pL, n=3) foram injetadas na
coluna (Vydac 218TP54; 250 mm x 4.6 mm, @5 um, 30°C) do
cromatograma liquido (Shimadzu LC-10A). A eluicdo foi feita a uma
taxa de 1 mL.min™, utilizando uma solucdo de metanol e cloroférmio
(MeOH:CH3CN, 90:10, v/v). A identificacdo dos carotendides
presentes, p. ex. fucoxantina, luteina e carotenos, foram baseados nos
tempos de retencdo dos compostos na coluna do cromatograma e
comparacao com 0s compostos padrdes (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). A quantificagdo das classes de carotenoides foi baseada na curva
padrdo de fucoxantina. As concentracBes utilizadas foram de 0-300
pg.mL™, e descritas pela equacéo [7]:

y = 122,583x (12 = 0,9981) [7]

Onde y: area do tempo de retencdo da amostra;
X: concentraco de carotendides (mg.g™).

3.10. COMPOSTOS FENOLICOS

A quantificacdo dos compostos fenolicos foi realizada utilizando-
se amostras de 1,0 + 0,1g de biomassa de cada um dos tratamentos. O
protocolo adotado foi baseado em Rhandir et al. (2002) e Huang et al.
(2005). As amostras foram preparadas pela trituracdo em nitrogénio
liquido, imersas em metanol (concentracdo de 80%), durante 1 h.
Seguidamente, procedeu-se a centrifugacdo dos tratados, e o
sobrenadante foi recuperado.

Aos sobrenadantes obtidos, foram adicionados 200 pL de Folin
Cicalteau e 600 pL de carbonato de sddio (concentragao de 20%), com
agitacdo mecanica em vortex. Ap6s a adicdo dos reagentes, foi realizada
a leitura pontual em espectrofotémetro, no comprimento de onda de 750
nm.

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada de acordo
com a curva padrdo de floroglucionol. As concentracBes das solugtes
padrbes utilizadas foram de 100, 250, 500, 750, 1000 e 1250 pg de
floroglucionol.mL™, e a curva padrdo obtida é expressa pela equacéo
[8]. Os resultados obtidos na andlise foram expressos em g de
fenélicos.g™ de alga (ensaio com cobre e chumbo) e mg de fenélicos.g™
de alga (ensaio cadmio) (biomassa fresca).

y = 0,0004x (r2 = 0,9848) [8]
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Onde y: absorbancia da amostra (750 nm);
x: concentracéo de fendlicos (ug.g™ ou mg.g™).

3.11. FLAVONOIDES

A preparagdo das amostras para a determinacdo de compostos
flavonoides foi realizada seguindo os mesmos procedimentos para a
determinacdo de compostos fendlicos. O protocolo adotado foi baseado
em Zacarias et al. (2007). Apos a recuperagdo do sobrenadante, todas as
amostras foram acrescidas de 2,5 ml de Etanol com pureza analitica
(P.A.) e 500 pl de cloreto de aluminio (concentragdo de 2%).

A quantificacdo dos compostos flavondides foi realizada pela
leitura espectrofotométrica pontual, no comprimento de onda de 420
nm. A determinagdo foi feita utilizando-se curva padrdo de quercetina.
As concentracdes das solugdes padrdo utilizadas foram de 10, 25, 50,
75, 100, 150 e 200 pg de quercetina.mL™, e a curva padréo obtida é
expressa pela equacdo [9]. Os resultados obtidos na andlise foram
expressos em mg de flavondides.g de alga (ensaios com cadmio e
manganés) (biomassa fresca).

y =0,3131 x — 0,3421 (12 = 0,9685) [9]

Onde y: absorbancia da amostra (420 nm);
x: concentracdo de flavondides (mg.g™).

3.12. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)

A presenca de compostos antioxidantes foi determinada pela
presenca do azo-radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH). A
metodologia utilizada foi baseada em Kim et al. (2002) e utilizou o
método espectrofotométrico, através da diferenga de absorbancia das
amostras em relacdo a solucdo padrdo. A absorbancia foi medida
pontualmente no comprimento de onda de 517 nm, sendo medida para a
solucdo de butilhidroxi-tolueno (BHT), utilizada como padrdo para a
solucdo metandlica da amostra (metanol 80%). O percentual de DPPH
na amostra foi calculado pela equacdo [10], e o resultado, expresso em
valor percentual (ensaio com cobre e chumbo).

(Abs .controle - Abs .final da amostra ) 100

% de inibicdo = [10]

Abs .controle
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3.13. ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E ACUCARES INSOLUVEIS

Para a quantificagdo de acUcares sollveis totais foram usadas
amostras de 1,0 £ 0,1 g de biomassa. O protocolo adotado para extracao
seguiu a metodologia descrita por Shannon (1968). As amostras foram
trituradas em nitrogénio liquido e maceradas com 2 mL da solucdo
MCW (metanol:cloroférmio:agua) na proporcdo de 12:5:3 (v/v). A
solucdo foi centrifugada, o sobrenadante recolhido e o residuo foi
novamente extraido com 2 mL de MCW. Aos sobrenadantes recolhidos
e reunidos, foi acrescido 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua,
seguindo-se de centrifugacédo e recolhimento da fase superior.

A dosagem dos agucares sollveis totais seguiu a metodologia de
Umbreit et al. (1964). Foram subdivididas aliquotas de 1 mL da fase
superior do centrifugado (n=4), e a eles foi acrescido o volume de 2 mL
de antrona (200 mg de antrona : 100 mL de acido sulfarico P.A.). Apés
agitacdo em vortex, as solugcdes foram aquecidas em banho-maria (100°
C por 3 minutos). Realizou-se a leitura espectrofotométrica pontual no
comprimento de onda de 630 nm. A determinacgdo foi feita a partir da
curva padréo de glucose. As concentracfes padrdes utilizadas foram de
25, 50, 100, 150 e 200 pg. mL™, e a curva padrao obtida é expressa pela
equacdo [11]. Os resultados foram expressos em mg de glucose.g™
(ensaios com cadmio e manganés) (biomassa fresca).

y = 0,0139x (12 = 0,9906) [11]

Onde y: absorbancia da amostra (630 nm);
x: concentraco de actcares soldveis totais (mg.g™).

Para a determinacdo do contetdo de acglcares insollveis, utilizou-
se o residuo da centrifugacdo para extracdo de aclcares solveis totais.
Adotou-se a metodologia de extracdo descrita por McCready et al.
(1950). A biomassa residual acrescentou-se 2 mL de acido perclérico
(concentracdo de 30%, v/v), seguindo-se de centrifugacdo. O
sobrenadante foi recolhido e repetiu-se a extragdo, reunindo-se 0s
sobrenadantes ao final. A quantificagdo foi feita de acordo com o
descrito por Umbreit et al. (1964). Foram utilizadas aliquotas de 1 mL
do sobrenadante recolhido (n=4), acrescidos de 2 mL de antrona (200
mg de antrona : 100 mL de acido sulfdrico P.A.). Apds agitacdo em
vortex, estas solugbes também foram aquecidas em banho-maria, nas
mesmas condicdes descritas para a quantificacdo de agucares sollveis
totais. Realizou-se a leitura espectrofotométrica pontual no
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comprimento de onda de 630 nm. A determinagdo foi feita a partir da
curva padrdo de glicose. As concentracdes padrBes utilizadas foram
0,025; 0,1; 0,25 e 0,50 pg. mL™, e a curva padréo obtida é expressa pela
equacdo [12]. Os resultados foram expressos em mg de glicose.g™
(ensaio cadmio) (biomassa fresca).

y=0,1695x (r*=0,9993) [12]

Onde y: absorbancia da amostra (630 nm);
X: concentraco de aclcares insolGveis (mg.g™).

3.14. MICROSCOPIA DE LUZ

Fragmentos dos talos de todos os tratamentos foram separados e
preparados para andlises em microscopia de luz. A preparacdo do
material seguiu o protocolo descrito por Schmidt et al. (2009).

Foram fixados seccBes de aproximadamente 5,0 mm de
espessura. Os cortes foram feitos em material fresco, manualmente e
utilizando-se laminas metalicas para as seccdes. Estes foram
acondicionados individualmente, de acordo com o tratamento analisado,
em Eppendorfs (2 mL), e acrescidos com solucdo de paraformaldeido
(25 %) em tampdo fosfato (0,1 M), mantidos overnight sob
refrigeracdo. Apds este periodo, as amostras foram lavadas em tampao
fosfato a 0,1 M, por duas vezes, com duracdo de vinte minutos em cada
lavagem.

A desidratacdo das amostras foi realizada em série etandlica com
pureza analitica, em concentra¢@es crescentes de 30%, 50%, 70%, 90%
e 100%. As trocas foram realizadas em periodos de trinta minutos, para
cada concentracéo de alcool.

A pré-infiltracdo das amostras foi realizada com historesina
glicolmetacrilato (GMA), preparada na propor¢do de 1:1 (v/v), em
etanol a concentracdo de 100%. A pré-infiltracdo ocorreu por um
periodo de 24 horas. Finalmente, procedeu-se a infiltracdo das amostras
com historesina pura, mantendo-se as amostras neste preparado por 24
h. Os cortes foram entdo polimerizados, utilizando-se uma mistura de
3,0 mL da solucdo de infiltracdo e 0,2 mL polimerizador,
acondicionadas em histomoldes e secagem em estufa a 70 °C.

Apo6s a polimerizacdo, as amostras foram seccionadas em
micrétomo manual, com navalha de tungsténio, em espessura de sec¢do
de 5,0 um. As secc¢des foram dispostas em laminas para microscopia, €
posteriormente coradas com reagentes citoquimicos. As laminas foram
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entdo fotografadas no microscopio Epifluorescent (Olympus BX 41), em
sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging
Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da América), pertencente ao
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia Il (LAMEB I, CCB -
UFSC).

3.15. CITOQUIMICAS

As laminas com as secg¢des de todos os tratamentos foram coradas
para observacdo em microscopio Optico. Foram utilizadas duas
citoquimicas: azul de Toluidina (AT-O) e Acido Periddico de Shiff
(PAS).

A citoquimica com o AT-O objetivou a coloracdo de
polissacarideos &cidos. A solucdo de AT-O foi utilizada na concentracdo
de 0,5%, e disposta sobre os cortes citologicos por 30 segundos. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente, e dispostas para
secagem ao ar a temperatura ambiente. Ja a citoquimica com PAS
objetivou a coloracdo de polissacarideos neutros. As laminas foram
imersas em acido periédico por 30 minutos, e lavadas em agua corrente
por 15 minutos. Em seguida, foram imersas em reativo de Schiff por 30
minutos, posteriormente lavadas em agua corrente também por 15
minutos e dispostas para secagem ao ar em condigBes ambientes. Todas
as laminas coradas com citoquimicas foram montadas permanentemente
com balsamo do Canada.

3.16. MICROSCOPIA DE VARREDURA CONFOCAL

Fragmentos dos talos de S. cymosum tratados com manganés
foram seccionados a mao livre, usando laminas metalicas, em
aproximadamente 5 mm de espessura. As sec¢des foram acondicionadas
individualmente em Eppendorfs (2 mL), e a fixagdo foi realizada com
solucdo de paraformaldaido (2,5%) em tampdo fosfato (0,1 M), e
mantidos sob refrigeracdo até a analise.

Previamente a montagem das laminas, as sec¢fes foram lavadas
com tampao fosfato 0,1 M. O material disposto sobre as laminas foi
recoberto com laminula e selados com esmalte comercial para unhas
incolor. As analises foram conduzidas sob o microscopio de varredura a
laser confocal Leica TCS (SP-5, Wetzlar, Alemanha), com lente
objetiva para imersdo em 6leo Leica HCX PL APO lambda 63x/1,4-0,6
montada em microscopio de fluorescéncia invertido. As andlises foram
realizadas de acordo com Bouzon et al. (2006) e Bouzon et al. (2012).
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A autofluorescéncia dos cloroplastos foi observada pela com a
excitacdo do laser de argbnio no comprimento de onda de 550-700 nm.
A observagdo dos compostos fendlicos se deu pela excitagdo com o laser
ultravioleta e laser de argdnio no comprimento de onda de 730-800 nm.
Por fim, a observacdo das paredes celulares se deu com a marcacao do
flu6foro calcofldor, imergindo as secces por 30 minutos no composto.
Para processamento das imagens, foi utilizado o programa LAS-AF Lite
(Leica). Todas as andlises de microscopia de varredura confocal foram
conduzidas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME,
UFSC).

3.17. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Seguindo o mesmo procedimento de fixacdo adotado para a
microscopia de luz e de acordo com Schmidt et al. (2009), os
fragmentos dos talos de todos os tratamentos foram preparados para
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Foram utilizados cortes
transversais de aproximadamente 5,0 mm de espessura, com a Seccao
manual dos filides da alga fresca, utilizando lamina metalica para a sua
obtencdo. Estas secc¢bes foram acondicionadas em Eppendorfs,
individualmente de acordo com o respectivo tratamento. A fixacdo foi
feita em solugéo de glutaraldeido (2,5%), sacarose (0,2 M), e cacodilato
de sédio (0,1 M, pH 7,2) nas mesmas proporcoes volumétricas.

Apos a fixacao, foram realizadas quatro lavagens sequenciais, de
10 minutos de duragdo cada, com solugdo de cacodilato a 0,1 M.
Seguidamente, procedeu-se a desidratacdo em série etanodlica, nas
concentrages de 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, com duragdo de 30
minutos para cada solucdo. A secagem das amostras foi feita com o uso
de ponto critico, substituindo-se o etanol por gas carbdnico (CO,); este
procedimento foi realizado no Laboratério de Preparo de Amostras
Biolégicas (LCME - UFSC).

Apo0s a secagem, os cortes foram colados em suportes metalicos
cilindricos (stubs), e recobertos com carbono. O material foi
armazenado em estufa e mantido a vacuo, até a realizacao da observagédo
em microscépio eletrdnico de varredura. Este equipamento, do modelo
Jeol 6390 LV, encontra-se no Laboratorio Central de Microscopia
Eletronica (LCME - UFSC), e através dele foram realizadas as
fotografias das amostras, bem como as microanalises de raios-X (EDS,
aceleracdo de elétrons de 10 kV).
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3.18. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Fragmentos dos talos de S. cymosum submetidos aos tratamentos
com cadmio e manganés foram preparados para a microscopia eletrénica
de transmissdo (MET). O protocolo adotado para o ensaio com o metal
cadmio seguiu os procedimentos descritos por Ouriques et al. (2012),
com adaptacdes do protocolo para as amostras tratadas com manganés.
Foram utilizadas seccBes transversais de aproximadamente 5,0 mm,
obtidas manualmente pela seccdo dos fildides da alga fresca com
laminas metalicas. Apds a seccdo, as amostras foram acondicionadas
individualmente, de acordo com o tratamento, em Eppendorfs (2,0 mL)
e pré-fixadas em solugdo de glutaraldeido (2,5 %), tamponada com
cacodilato (0,1 M, pH 7,2), e sacarose (0,2 M). As amostras foram
mantidas overnight sob refrigeracéo.

Apos a pré-fixacdo, procederam-se trés lavagens com tampéo
cacodilato (0.1 M), com duragdo de vinte minutos cada. Seguiu-se 0
processamento com a pds-fixacdo em tetroxido de ésmio (OsO, a 1%),
diluido em tampéo cacodilato (0,1 M, pH 7,2), por periodo de quatro
horas no escuro e em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
lavado trés vezes com tampdo cacodilato (0,1 M), com duracdo de 30
minutos para cada lavagem.

As amostras foram entdo desidratadas em solugdes de acetona em
concentracGes crescentes de 30%, 50%, 70%, 90% e duas desidratacdes
em acetona 100%, com duragdo de 30 minutos para cada solucéo.

O material desidratado foi infiltrado com resina Spurr, em séries
crescentes de diluicdo em acetona com pureza analitica P.A.,
totalizando-se seis diluigdes e duas infiltragdes em resina pura. Cada
infiltracdo teve duracdo de 24 horas, mantidas em temperatura ambiente.
As amostras foram acondicionadas em histomoldes horizontais, e
polimerizadas com resina pura em estufa a 70 °C por 24 h.

As seccdes semifinas foram feitas com navalha de vidro, e as
seccOes ultrafinas, com navalha de diamante, ambas em ultramicrétomo
do Modelo Power Tome XL (EUA). A contrastacdo dos grids com as
amostras foi realizada com acetato de uranila e citrato de chumbo, sendo
as amostras expostas por dez minutos para cada uma das solucfes. As
amostras foram observadas e fotografadas em microscopio eletrénico de
transmissdo modelo Jeol (TEM) 1011, localizado no Laboratério Central
de Microscopia Eletronica (LCME, UFSC).
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3.19. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos em todos os experimentos foram avaliados
sob a Andlise de Variancia Bifatorial (ANOVA), com conducdo das
analises no Programa Statistica (versdo 10.0). Foram utilizados como
fatores preditivos para 0 delineamento com cobre e chumbo o caractere
qualitativo do metal e as concentra¢fes; para os delineamentos com
cadmio e manganés, foram considerados a concentragdo de metal e o
tempo de exposi¢do. Os dados foram verificados a priori quanto a sua
normalidade de distribuicdo em relagdo a curva normal de Gauss. Para a
determinacdo da significAncia das diferengas (p<0,05) entre as médias
dos tratamentos com metais e dos tratamentos controle, foi realizado a
posteriori o teste de Tukey, no delineamento com cobre e chumbo, e 0
teste de Newman-Keuls nos delineamentos com cadmio e manganés. Os
dados foram testados quanto a sua normalidade de distribuicdo dos
residuos, com adequacdo dos dados via transformacdo logaritmica
guando necessario. Para o delineamento com manganés, foi ainda
utilizada a andlise de componente principal (PCA), desenvolvida no
software Multivariated Statistical Package (MVSP) para determinagdo
da similaridade entre as variaveis fisiologicas.
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RESUMO

Os efeitos dos metais pesados cobre (Cu) e chumbo (Pb) em Sargassum
cymosum foram avaliados para determinar a capacidade de retencéo,
taxa de crescimento, eficiéncia fotossintética, conteddo dos pigmentos
fotossintetizantes e compostos fenolicos, capacidade antioxidante pelo
radical DPPH, e mudancas morfol6gicas e celulares. Sargassum
cymosum foi cultivado com Cu e Pb individualmente e em associacdo
nas concentracdes de 10, 25 e 50 UM durante sete dias e sob condigdes
controladas de laboratério. Algas sobre tratamento de Cu mostraram a
mais alta capacidade de biosorcdo, e as taxas de crescimento foram
significativamente reduzidas quando comparadas ao controle. A curva
de fotossintese/irradiancia mostrou alteragdes no padrdo cinético nos
exemplares tratados com metais. Especificamente, tratamentos com Cu
individualizado inibiram a resposta de ETR, enquanto Pb
individualizado induziu a resposta. Contudo, exemplares tratados com
Cu e Pb (Cu+Pb) mostrou inibicdo em ETR. A quantidade total de
pigmentos aumentou relativo ao controle. Microscopia de luz mostrou
aumento nos compostos fendlicos, com migracdo de fisdides para as
células corticais. Microscopia eletrdnica de varredura mostrou
alteragdes no padrdo de rugosidade superficial do talo, quando
comparado com o controle, especialmente para os tratamentos com Pb.
Baseado nesses resultados, pode ser concluido que Cu e Pb sdo fatores
estressantes para S. cymosum, promovendo alteracfes no metabolismo
da alga e estimulo de mecanismos defensivos contra o estresse
oxidativo. Contudo, a alta capacidade de bioacumulacdo de ambos 0s
metais indica a possivel aplicacdo de S. cymosum como biosorvente para
aguas residuais contaminadas com metais em baixas concentracdes.

Palavras-chave: Sargassum cymosum; ecofisiologia; biosorcéo;
retencdo de metais; eficiéncia fotossintética; estrutura celular.
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4.1. INTRODUCAO

Os ambientes costeiros sdo sistemas dindmicos, amplamente
modificados pelos impactos da ocupacdo humana e das atividades
industriais (Melville & Pulkownik, 2007; Gouveia et al., 2013).
Mudancas tornam-se mais evidentes na qualidade de 4&gua,
especialmente pela introducdo de compostos tdxicos (Fichet et al., 1998;
Martins et al., 2012; Scherner et al., 2013). Entre os poluentes, 0s metais
pesados desempenham importante papel pela sua participacdo nos ciclos
biogeoquimicos, alta persisténcia sedimentar e efeitos ecoldgicos
(Pagliosa et al., 2006). Estes metais também levam a preocupacdo com
os efeitos de toxicidade sobre a flora e fauna aquatica (Jothinayagi &
Anbazhagan, 2009; Rovai et al., 2013).

Entre os metais pesados poluentes, o chumbo (Pb) e cobre (Cu)
sdo particularmente toxicos e, algumas vezes, abundantes em diferentes
ambientes marinhos. Mesmo em pequenas concentraces, estas
substancias exercem fortes efeitos sobre os organismos marinhos (Fichet
et al., 1998). Entretanto, algumas algas tém a habilidade de reterem
guantidades relativamente elevadas de metais (Mamboya et al., 1999;
Hu et al., 2010), e entdo exercem importante papel na bioacumulagéo de
metais pesados (Davis et al., 2000). Portanto, estes organismos sdo
considerados como potenciais biomonitores, ou bioindicadores, da
qualidade de &gua e da presenga de contaminantes (Karez et al., 1994;
Melville & Pulkownik, 2007).

A poluicdo resultante das atividades humanas é considerada por
possuir alto potencial de contribuir com o declinio de populagdes
naturais, e até mesmo levar a extincdo de algumas espécies de algas
(Thibaut et al., 2005; Martins et al., 2012; Scherner et al., 2013). O
aumento de poluentes tem, em diferentes escalas, causado uma mudanca
na fisionomia das comunidades bentdnicas (Martins et al., 2012;
Scherner et al., 2013), e levado a exting¢des locais (Scherner et al., 2012a
e 2012b).

Ao nivel celular, as algas possuem muitos mecanismos de
retencdo de ions potencialmente poluentes presentes na agua marinha.
Algas sdo bem reconhecidas pelo mecanismo de biosorcao, processo em
gue metais pesados sdo absorvidos na forma ibnica da solugdo aquosa.
Além disso, metais podem ser retidos na forma ibnica através de
ligagdes passivas com componentes estruturais, como polissacarideos
das paredes celulares e membranas plasmaticas (Romera et al., 2007;
Brinza et al., 2009; Jacinto et al., 2009; Kleinibing et al., 2012). Outros
mecanismos intracelulares sdo empregados na bioacumulagdo destes
fons, como ligagdes com proteinas ricas em cisteina, atividade
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antioxidante de flavonoides, carotendides e compostos fenolicos, assim
como da maquinaria enzimatica, que pode resultar na imobilizacdo de
fons em vesiculas e vacuolos (Pinto et al., 2003).

Ao longo das Ultimas décadas, estudos com algas tém sido
conduzidos para diferentes aplicacdes biotecnoldgicas (Fourestand &
Volesky, 1996; Davis et al., 2000; Davis et al., 2003; Jacinto et al.,
2009). Resultados sugerem a aplicacdo de algas em fitorremediacdo,
para remogdo de metais pesados de efluentes industriais, fazendo uso da
propriedade de sequestro dos metais pela biomassa (Vieira & Volesky,
2000).

Algas pardas, em particular, sdo resistentes a poluicdo ambiental
e podem suportar altas concentracfes de poluentes (Davis et al., 2003;
Luna et al., 2010). Por outro lado, exposi¢des prolongadas podem
resultar em danos metabolicos, especialmente nas taxas de crescimento
e eficiéncia fotossintética. Estas alteracbes sdo explicadas pelo
redirecionamento energético para rotas metabolicas de defesa, reducéo
do nimero de organelas e sintese de componentes estruturais, bem como
da oxidacao de pigmentos (Collén et al., 2003; Pinto et al., 2003; Polo et
al., 2014). Mudangas estruturais adicionais foram observadas ao nivel
celular para algas vermelhas, com variacGes nos padrdes de superficie
celular (Santos et al., 2014; Felix et al., 2014).

Distribuido em zonas tropicais e subtropicais, 0 género
Sargassum C. Agardh (Phaeophyceae, Fucales) tem 10 espécies
reconhecidas nas &guas costeiras brasileiras, e representam a maior
parcela da biomassa de algas de algumas regibes (Széchy & Paula,
2000). A espécie Sargassum cymosum C. Agardh é encontrada do Ceara
(05° S e 39° O) ao Rio Grande do Sul (30° S e 53° O), distribuida na
regido entre marés de costbes rochosos, onde forma densas populagdes
(Pupo et al., 2011). Baseado nesta ampla distribuicdo espera-se que
populacdes naturais de Sargassum possam ser afetadas pela introdugédo
de poluentes e quimicos de amplos usos multiplos nas aguas costeiras
brasileiras.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos metais
pesados cobre e chumbo, individualmente e em combinagéo, na alga S.
cymosum, analisando a capacidade de retengdo de metais, taxas de
crescimento, eficiéncia fotossintética, pigmentos fotossintéticos,
compostos fendlicos, capacidade de redugdo do radical DPPH e
mudancas morfoldgicas e celulares. E hipotetizado que Cu e Pb alteram
as respostas fisioldgicas, composicdo quimica e estrutura celular de S.
cymosum, acionando rotas metabolicas especificas para a sintese de
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compostos de defesa contra estresse dos metais pesados, induzidas
mudancas por danos oxidativos.

4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Material bioldgico e condic@es de cultura em laboratorio
Individuos de Sargassum cymosum foram coletados na praia da
Armacdo do Pantano do Sul (27°44°42” S e 48°30°27” O), Florianépolis
— SC, em Maio, Julho e Agosto de 2013. Os exemplares (100 g de talos,
peso Umido) foram coletados manualmente na zona entre marés e
transportados em sacos plasticos escuros para o Laboratdrio de Biologia
Celular Vegetal (Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
SC). Macroepifitas foram removidas cuidadosamente pela limpeza com
pincel e lavadas com agua do mar filtrada. A agua do mar foi filtrada
mecanicamente (10 e 20 uM) e em seguida esterilizada em fluxo
continuo irradiado com lampada UV. Por¢des apicais foram mantidas
em meio de cultura com &gua do mar enriquecida com solucdo de von
Stosch a meia concentracdo (VSES/2 sem EDTA; Edwards, 1972) e
cultivada sob condicGes controladas de laboratério, incluindo24°C, 35
ups, aeracdo continua, ~80 pmol fétons.m™?.s™ (Iampadas fluorescentes,
Philips C-5 Super 84 16W/840), e fotoperiodo de 12 h (inicio as 8 h),
durante sete dias para aclimatacdo antes da aplicacdo nos tratamentos
experimentais com Cu e Pb. A intensidade luminosa foi medida com
quantdmetro Solar Light PMA 2100 (Glenside, PA, USA) e 0 sensor
esférico Solar Light 2132 (Glenside, PA, USA).

4.2.2. Desenho experimental

Porgdes apicais dos talos foram selecionadas (~2.0 g peso Umido;
dois individuos por Erlenmeyer) da biomassa aclimatada de S. cymosum
e cultivada por sete dias sob as mesmas condi¢bes de cultura da
aclimatacdo em tratamentos experimentais com Cu e Pb, em
Erlenmeyers contendo 500 mL de agua do mar esterilizada enriquecida
com VSES/2 (sem EDTA). Tratamentos experimentais foram
conduzidos com o controle (sem adi¢do de metais), Cu, Pb ou Cu+Pb,
adicionados como CuCl, e PbCl, (10, 25 e 50 uM para ambos o0s
tratamentos individuais e 10+10, 25+25 e 50+50 para combinagdo de
metais), totalizando quatro tratamentos com metais. Solugbes estoque de
500 mL dos metais foram preparadas em Erlenmeyers. Quatro réplicas
foram feitas de cada grupo experimental (dezesseis Erlenmeyers).
Concentracdes propostas foram baseadas em dados recentes de Rovai et
al. (2013) e concentragdes de metais pesados observados em &guas
naturais da &rea de estudo.
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4.2.3. Biosorcdo de Cu e Pb

As concentragfes de Cu e Pb na 4gua do mar e nas amostras de
alga foram analisadas no inicio e no fim dos experimentos, por
espectrometria de emisséo atdmica acoplado a indugéo por plasma (ICP-
AES, ARCOS de M/s. Spectro, Alemanha), usando as seguintes linhas
analiticas: Cu 324,754 nm e Pb 220,353 nm de vista axial de plasma,
com limite de deteccéo de 0,001 ppm para Cu e Pb. Amostras de alga (1
mg peso Umido) foram primeiro expostos a Cu e Pb por periodo de sete
dias. Antes do inicio das andlises, as amostras foram lavadas com agua
destilada, secas a 65 °C, e digeridas em 4&cido nitrico concentrado.
Amostras de agua (50 mL) foram digeridas usando &cido nitrico
concentrado. Absorcdo total de metais foi expressa em %, calculado
com base em mg de Cu ou Pb em 500 mL de dgua por mg de metais em
1 g de peso Umido (Felix et al., 2014). O fator de bioconcentracdo
(BCF) foi calculado como a concentragdo remanescente de metal e peso
da biomassa de alga (expresso como ppm) dividido pela concentracdo
inicial de metal adicionado no meio de cultura (Felix et al., 2014). Todas
as analises foram realizadas em quadruplicata.

4.2.4. Taxa de crescimento (TC)

Taxas de crescimento (TCs) foram calculadas seguindo a seguinte
equacdo: TC [%.dia™] = [(Wt/Wi)"" — 1] x 100, onde W; = peso Gmido
inicial, W; = peso Umido apds sete dias, e t = tempo experimental em
sete dias (Lignell & Pedersén, 1989).

4.2.5. Andlise in vivo da fluorescéncia da clorofila a

A performance fotossintética foi estimada sob a fluorescéncia in
vivo da clorofila a do fotossistema Il (FS Il) usando um fluorémetro
portatil de Pulso de Amplitude Modulada (PAM-2500, Walz,
Alemanha). Maximo rendimento quantico (Fv/Fm) foi medido apés a
adaptacdo das algas por 10 minutos no escuro e calculado segundo
Schreiber et al. (1986). A taxa de transporte de elétrons (ETR) foi
estimada através da curva de irradiancia-fotossintese (P-1), irradiando os
talos com sete intensidades de radiacdo fotossinteticamente ativa (E; 0,
24, 61, 108, 236, 456 e 752 pmol fétons.m?.s™) proveniente do
dispositivo de PAM e calculada como ETR = Y(Il) X E x A x 0,8, onde
Y(I1) é o rendimento quantico efetivo, A é a absorbancia do talo, e 0,8 é
a fracdo da clorofila a associada com o FS 11 (Platt et al., 1980; Figueroa
et al., 2003). Absorbancia foi determinada seguindo Ramus &
Rosenberg (1980) e Betancor et al. (2014). Os seguintes parametros
foram determinados através da curva P-1 (n = 4): 1) ETR méaximo
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(méaximo ETR sob a irradiancia de saturacdo), 2) eficiéncia
fotossintética (o, inclinacdo inicial da curva P-I que indica a eficiéncia
de transporte de elétrons), 3) luz de saturacdo (Ik, intensidade de luz
aproximada do inicio da saturacdo fotossintética), e 4) fotoinibicdo (j,
declive inicial da curva P-1 na fase de saturacéo) adequando as curvas P-
| para 0 modelo de tangente hiperbdlica com saturagdo, seguindo Platt et
al. (1980). Adicionalmente, recuperacdo fotossintética foi avaliada pela
incubacdo das amostras por 24 h em meio de cultura com &gua do mar
esterilizada (sem metais) enriquecida com VSES/2 (sem EDTA), e sob
as mesmas condicdes controladas de laboratorio.

4.2.6. Analise de pigmentos

Pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e ¢; Chl a e Chl ¢) de S.
cymosum foram analisados de exemplares congelados Umidos (n = 4) e
mantidos congelados a -40°C até o uso. Clorofilas foram extraidas de
aproximadamente 0,5 g (peso Umido) em 3 mL de acetona pura P.A.
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 10 min. em gelo e protegidas
da luz. Os extratos foram entéo centrifugados por 5 min. a 1.990 g, e 0s
pigmentos foram quantificados espectrofotometricamente a 630, 640 e
664 nm (Hitachi, Model 100-20; Hitachi Co., Japdo). ConcentracGes de
pigmentos foram calculadas de acordo com Jeffrey & Humphrey (1975).

Carotenoides foram extraidos de acordo com Aman et al. (2005)
por extracdo exaustiva de 0,5 g (peso Umido) (n = 4) em 10 mL em
metanol puro P.A. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os extratos
metanolicos foram evaporados para concentrar os extratos. A
absorbancia especifica foi determinada espectrofotometricamente
(Hitachi, Model 100-20) a 450 nm. Concentragdo de carotendides totais
foi calculada baseada na curva padréo do B-caroteno (0-300 pug.mL™; y
=0,0077x + 0,0721, r2 = 0,9958).

4.2.7. Compostos fendélicos

As analises de compostos fendlicos foram feitas usando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, baseado em Rhandir et al.
(2002) e Huang et al. (2005). Este método permite a determinacdo de
diferentes compostos fendlicos, como fenois totais e taninos
hidrolisados, em Phaeophyceae. Compostos fendlicos foram extraidos
de 0,5 g (peso Umido) (n = 4), usando 4 mL de solucdo aquosa de
metanol 80%. Os extratos foram centrifugados por 10 min. a 750 g.
Aliquotas de 50 pL do sobrenadante do extrato bruto foram adicionadas
a 180 mL de agua destilada, 10 mL de reagente Folin e 30 mL de
carbonato de sodio 20% m/v e incubados a temperature ambiente por 1
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h. Absorbancia da reacdo foi medida a 750 nm, usando um
espectrofotdbmetro (Hitachi, Model 100-20). Floroglucinol foi usado
como padréo nas concentracdes de 100 a 1250 pg.mL™ (y = 0,0004x; r?
= 0,999). Adicionalmente, a absorbancia UV dos compostos extrusados
pela alga nos respectivos tratamentos foram avaliados (n=4) medindo a
absorbancia do espectro (280-380 nm) na &gua do mar, também
utilizando floroglucinol como padréo.

4.2.8. Capacidade de reducdo do radical DPPH

Para determinar a capacidade de reducdo, foi usado o método
descrito por Kim et al. (2002). Brevemente, 2,9 mL de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) a 0,1 mM em solucdo aquosa de metanol a 80%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram adicionados a uma aliquota
de extrato da alga (0,1 mL de extrato metandlico) e incubados por 30
min. A absorbancia da reacdo antioxidante foi medida a 517 nm usando
uma microplaca de espectrofotémetro (TP Reader NM, Thermoplate). O
percentual de inibicdo (%) foi determinado (n = 3) usando a seguinte
formula: Inibicdo (%) = ((AbScontrole — AbSamostra) / AbScontrole) X 100%,
onde AbSconole € @ absorbancia do controle DPPH e AbSamostra € @
absorbancia das amostras. O antioxidante sintético tert-butil
hidroxitolueno (BHT) foi usado como controle positivo.

4.2.9. Microscopia de luz (ML)

Amostras de aproximadamente 5 mm em espessura foram fixadas
em paraformaldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2) overnight
seguindo o descrito por Schmidt et al. (2009). Sequencialmente, as
amostras foram desidratadas em série crescente de solugfes etanolicas e
infiltradas em historesina (Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha).
Entdo, secBes de 5 um em espessura foram coradas com Azul de
Toluidina (AT-O) 0,5%, pH 3,0 (Merck Darmstadt, Alemanha), como
descrito por Schmidt et al. (2012), e investigados com microscopio
Epifluorescent (Olympus BX 41) equipado com Image Q Capture Pro
5.1 software (Qimaging Corporation, Austin, TX, EUA). Similaridades
baseadas na comparagdo dos tratamentos individuais com as réplicas
sugerem que as analises de ML foram confiaveis.

4.2.10. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para as observagdes sob microscopio eletrbnico de varredura
(MEV), amostras de aproximadamente 5 mm em espessura foram
fixadas overnight com glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de
sodio a 0,1 M (pH 7,2) e sacarose 0,2 M (Schmidt et al., 2009).
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Amostras foram desidratadas em série etanolica, secas em ponto critico
EM-CPD-030 (Leica, Heidelberg, Alemanha), e entdo recobertas com
ouro antes de serem analisados, como descrito por Schmidt et al. (2012).
As amostras (n = 4) foram examinadas sob MEV JSM 6390 LV (JEOL
Ltd., Tokyo, Japdo) a 10 kV. As paredes celulares dos tratados com
cobre e chumbo foram analisados sob MEV (NORAN System 7,
Thermo Scientific Instruments) associado a espectrdmetro de energia
dispersiva de raios-X (MEV-EDS), sem pds-fixacdo com tetréxido de
6smio ou recobrimento com ouro.

4.2.11. Anélise de dados

Dados dos diferentes pardmetros mensurados foram analisados
por analise de variancia bifatorial (ANOVA), considerando os metais e
as concentragdes como varidveis independentes, e o teste a posteriori de
Tukey com p < 0.05. Para a analise in vivo da fluorescéncia da clorofila
a, dados de exposicao/recuperagdo e concentracdo foram considerados
como variaveis independentes, e o teste a posteriori de Tukey foi
realizado com p < 0.05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas
com o software Statistica (Versao 10.0).

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Biosorcao de cobre e chumbo

Depois de sete dias em cultura com Cu e Pb individuais ou
combinados (Cu+Pb), amostras de S. cymosum mostraram diferentes
capacidades de biosorcdo relacionadas com o respectivo controle
(Figura 1). A mais alta biosor¢édo foi obtida para 10 uM Cu (Figura 1A),
seguido por 10 uM Pb e Cu+Pb 10 uM (Cu) (Figura 1B e C), indicando
alta dindmica de biosorcdo em solug¢fes de Cu monometalico. Em geral,
amostras tratadas com Cu mostraram maior biosor¢do que as tratadas
com Pb, enquanto menor biosorcdo foi observada para os tratamentos
com Cu+Pbh.

Bioconcentracdo de metais seguiu uma tendéncia similar a
observada para bioacumulagdo. Amostras tratadas com Cu mostraram
maior fator de bioconcentragdo que os tratados tanto com Pb quanto
Cu+Pb (Figura Suplementar 1). O tratamento com maior fator de
bioconcentracdo foi 10 uM Cu (Figura Suplementar 1A). Para os
tratamentos com Cu+Pb, Cu mostrou 0 maior fator de bioconcentragdo
gue Pb sob as mesmas concentragdes (Figura Suplementar 1C e D).
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4.3.2. Taxas de crescimento (TCs)

Depois de sete dias em cultura, S. cymosum exibiram diferencas
significativas nas TCs (Tabela 1). Amostras sob os tratamentos de 50
UM Cu e 50 uM Cu+Pb apresentaram redugdes significativas nas TCs
guando comparadas ao controle. Nao foram observadas diferencas para
os tratamentos com Pb. Curiosamente, quando expostas a Cu+Pb,
concentragBes mais baixas ndo mostraram diferencas estatisticas do
controle. Ao contrario, todos o0s tratamentos com Cu, tanto
individualmente quanto combinado com Pb (Cu+Pb), mostraram
menores médias quando comparados ao controle.

Tabela 1: Taxas de crescimento de S. cymosum depois de sete dias de
exposicdo a diferentes concentragbes de cobre (Cu), chumbo (Pb) e Cu+Pb.
Diferentes letras representam diferencas significativas entre os tratamentos, de
acordo com a ANOVA bifatorial e teste a posteriori de Tukey (p < 0.05). Dados
sdo médias + desvio padrdo (n = 4).

Tratamentos  Taxa de crescimento (%.dia™)

Controle 2.41 +047°
Cu 10 pM 0.79 + 0.80%*
Cu 25 pM 0.56 + 0.97%°
Cu 50 pM -1.75 £ 1.03°
Pb 10 pM 2.62 +1.00°
Pb 25 uM 1.88 + 1.00°
Pb 50 pM 1.86 +0.90°
Cu+ Pb 10 uM 1.66 +0.57%
Cu+ Pb 25 uM 0.58 + 0.97%

Cu+ Pb 50 pM -1.55 +2.81%







Figura 1: Biosorcdo de metais pesados por S. cymosum apdés sete dias de exposicdo a diferentes concentragdes (10, 25 e 50
pUM) de cobre (Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb. A. Biosor¢do de Cu. B. Biosorcdo de Pb. C. Biosor¢do de Cu no tratamento
Cu+Pb. D. Biosorcao de Pb no tratamento Cu+Ph. Diferentes letras representam diferencas significativas entre os tratamentos,
de acordo com a ANOVA bifatorial e teste a posteriori de Tukey (p < 0.05). Dados sdo médias + desvio padréo (n = 4).
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Figura Suplementar 1: Fator de bioconcentragdo de S. cymosum depois de sete dias de exposicdo a diferentes concentragdes
(10, 25 e 50 uM) de cobre (Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb. A. Fator de bioconcentragdo de Cu. B. Fator de bioconcentracdo de
Pb. C. Fator de bioconcentracdo de Cu no tratamento Cu+Pb. D. Fator de bioconcentracdo de Pb no tratamento Cu+Pb.
Diferentes letras representam diferengas significativas entre os tratamentos, de acordo com a ANOVA bifatorial e teste a
posteriori de Tukey (p < 0.05). Dados sdo médias + desvio padrdo (n = 4).
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4.3.3. Anélise in vivo da fluorescéncia da clorofila a

Tratamentos com Cu, Pb e Cu+Pb modificaram a magnitude dos
padrBes das curvas de fotossintese/irradiancia (P-I) relacionados ao tipo
e a concentracdo de metal, quando comparados ao respectivo controle
(Figura 2). Tratamentos com Cu mostraram significativa fotoinibi¢do da
cinética de ETR, e nenhum aumento nas curvas sob o tratamento com
Cu foi observado apds 24 h em recuperacao (Figura 2A-B), exceto para
0 controle. Exposicéo aos tratamentos com Pb aumentaram as curvas de
ETR (Figura 2C), e nenhuma variacao foi observada ap6s a recuperacéo,
exceto para o controle. Por Gltimo, tratamentos com 25 e 50 uM Cu+ Pb
afetaram negativamente as cinéticas de ETR durante a exposicdo (Figura
2E), enquanto uma pequena recuperacao foi observada para os mesmos
tratamentos ap6s 24 h (Figura 2F). Aumento na curva P-l do controle
também foi observado (Figura 2F).

Exposicdo aos tratamentos com metais pesados e a recuperacao
mostraram impacto significativo na performance fotossintética (Tabela 2
e Tabela Suplementar 1). Entre todos os parametros, ETRmaximo foi o
mais afetado pela exposi¢do ao Cu quando comparado com o respectivo
controle (p < 0.05), enquanto tratados com Pb ndo mostraram efeitos
tanto para a exposicdo quanto para a recuperacao (Tabela 2). Durante a
exposicdo e recuperacdo, a eficiéncia fotossintética, p. ex., o pardmetro
Alpha, mostrou uma reducéo significativa para os exemplares tratados
com altas concentragdes de Cu e Cu+Pb (Tabela 2). Contudo, o
pardmetro Beta mostrou diferencas significativas apenas entre a
exposicado e a recuperagdo dos tratados com Cu (Tabela Suplementar 1).
Finalmente, Ik foi mais intensamente afetado durante a exposicdo e
recuperagao dos tratados com Cu (Tabela 2).
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Figura 2: Curvas da taxa de transporte de elétrons (ETR) sob niveis crescentes
de PAR. Curvas fotossintese/irradiancia (PI) de S. cymosum apoés sete dias de
exposicdo a cobre (Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb, seguido por recuperagao de 24
h. A. Tratamentos de exposi¢do a Cu. B. Recuperagdo de Cu. C. Tratamentos de
exposicdo a Pb. D. Recuperacdo de Pb. E. Tratamento de exposi¢do a Cu+Pb. F.
Recuperagédo de Cu+Pb.
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Tabela 2: Pardmetros fotossintéticos ETRmaximo, Alpha, Beta e Ik para S.
cymosum ap0s sete dias de exposicao a diferentes concentragfes de cobre (Cu),
chumbo (Pb) e Cu+Pb, seguido por recuperacdo de 24 h. Diferentes letras

representam  diferencas

significativas

entre 0s

tratamentos,

incluindo

comparagdes entre os dados de exposicdo e recuperagdo para 0O mesmo
tratamento, de acordo com a ANOVA bifatorial e teste a posteriori de Tukey (p

<0.05). Dados sao médias + desvio padrdo (n = 4).

Treatments ETRmax Alpha Beta 1k
Exposure
Control 26.22 +2.21° 0.49+0.01*% 0.01+0.00° 53.08+3.022°
Cu 10 uM 1551 +0.66™  0.39+0.022 0.02+0.00° 39.28+0.79"
Cu 25 pM 417 +0.34° 0.33+0.00® 0.51+0.0020 11.70+0.00°
Cu 50 uM 0.93 + 0.00° 0.09+0.00° 0.00+0.00°  0.00+0.00°
Recovery
Control 50.18 £+8.99°  0.56+0.08% 0.01+0.01° 91.25+ 25542
Cu 10 uM 17.15+253"  044+0.088 0.01+0.00° 39.39 +7.96
Cu 25 pM 3.43 +2.55° 0.07+0.07° 0.00+0.00° 57.59 +20.38%
Cu 50 uM 50.86 + 0.0 0.03+0.03° 062+0.14*  9.62+0.00°
Exposure
Control 26.22+2.21°  0.49+0.01* 0.01+0.000 53.08+3.022
Pb 10 pM 50.46 +7.03*  0.57+0.05% 0.02+0.000 87.20 +4.42
Pb 25 uM 4227+218  055+0.04* 0.01+0.0020 73.68 +8.452
Pb 50 pM 33.98+7.40° 0.49+0.09% 0.01+0.00* 68.77 + 8.66°
Recovery
Control 50.18 £+8.9942  0.56+0.088 0.02+0.00* 91.25 + 25542
Pb 10 uM 37.00+£10.778% 054+0.08° 0.01+0.00° 66.84 +12.732
Pb 25 pM 46.20+9.142°  055+0.078 0.02+0.00* 83.77 +17.712
Pb 50 pM 40.29+5308° 057+0.048 0.01+0.00° 70.15 + 13.502
Exposure
Control 26.22+221™  0.49+0.01° 0.01+0.0008 53.08+3.02®
Cu+Pb10puM  19.96+6.62™°  0.53+0.058 0.00+0.00° 38.20 + 16.77°
Cu+Pb25uM 17.84+029°® 046+0.042 0.01+0.012  38.25+3.30°
Cu + Pb 50 uM 7.62 +1.48° 0.25+0.04"° 0.02+0.000 30.90 +10.21°
Recovery
Control 50.18 £+8.99°8  0.56+0.088 0.01+0.01% 91.25+ 25542
Cu+Pb10puM  32.15+4.19° 0.56 +0.022  0.01+0.008 57.31 +5.46™
Cu+Pb25uM  26.43+1.63"  049+0.07" 0.01+0.01*2 5471+11.63"
Cu+Pb50puM  11.65+567*° 0.26+0.12° 0.01+0.002 28.07+1.21°
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Tabela Suplementar 1: ANOVA bifatorial para a concentragdo do metal (0,
10, 25 e 50 uM) e tratamentos de exposicdo/recuperacdo para 0s pardmetros
fotossintéticos de S. cymosum. ETRmaximo (umol elétronsm?s™); a
(eficiéncia fotossintética [umol elétrons.m>.s™'] [umol fétons.m>s™'1-1); B
(inibicdo fotossintética [pmol elétrons.m™> s '] [umol fétons m=2.s']-1); Ik
(irradiancia de saturagdo, pmol fétons.m>s").

Source of variation ETRmax Alpha Beta Ik

Copper (Cu) DF p Fuato DF p  Frato DF p Faato DF p Faato
Concentration (C) 3000 445 3 000 388 3 000 3530 3 001 936
ExposureRecovery (E/R) 1 000 5975 1 015 248 1 032 113 1 004 4610
CxER 3000 1938 3 003 493 3 000 852 3 015 235

Lead (Ph) DF p Frato DF p Faatio DF p Faaio DF p  Featio
Concentration (C) 3033 123 3 08 029 3 009 28 3 070 048
ExposureRecovery (ER) 1 014 240 1 027 131 I 08 005 1 026 139
CxER 3000 526 3 043 098 3 003 461 3 004 377

Copper+Lead (CutPb) DF p Fraio DF p Faato DF  p  Faatio DF  p  Featio
Concentration (C) 3000 3077 3 000 2146 3 012 231 3 000 832
Exposure/Recovery (E/R) 1 000 3459 1 032 107 1 0% 000 1 000 962
CxER 3003 3% 3 0% 019 3 051 080 3 017 194

Méximo rendimento quéantico (Fv/Fm) mostrou ampla varia¢do
de resultados entre os tratamentos (Figure 3). Tratados com Cu
mostraram as mais altas redu¢des do parametro de Fv/Fm, mas apenas a
25 e 50 pM, durante tanto para a exposi¢do quanto para recuperacdo
(Figura 3A). Tratamentos com Pb mostraram diferencas estatisticas
comprado ao Fv/Fm do controle, tanto para exposi¢do e recuperacao
(Figura 3B). Para os tratamentos com Cu+Pb, apenas 50 pM Cu+Pb na
exposicdo registrou redugdes significativas de Fv/Fm (Figura 3C), e
total recuperacdo foi observada (Figura 3C).
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Figura 3: Maximo rendimento quéantico (Fv/Fm) de S. cymosum ap0s sete dias
de exposicéo a diferentes concentragdes de cobre (Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb,
seguido pela recuperacdo de 24 horas. A. Fv/Fm para exposicao e recuperagdo
com Cu. B. Fv/Fm para exposi¢do e recuperagdo com Pb. C. Fv/Fm para
exposicdo e recuperacdo com Cu+Pb. Diferentes letras representam diferencas
significativas entre os tratamentos, de acordo com a ANOVA bifatorial e teste a
posteriori de Tukey (p < 0.05). Dados sdo médias =+ desvio padrao (n = 4).
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4.3.4. Pigmentos, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
O contetdo de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e ¢ e
carotenodides totais) de S. cymosum foi significativamente afetada por 1)
os diferentes tratamentos com metais e 2) gradiente crescente de metais
(Figura 4A-C). Uma tendéncia geral de aumento no conteildo pigmentar
foi observada para os tratados com metais quando comparados ao
controle; contudo, ndo foram identificados padrbes de influéncia.
Amostras tratadas com 10 UM Cu e 25 uM Pb mostraram os mais altos
niveis de pigmentos, analisando Cu e Pb separadamente (Figura 4A-C).

Compostos fendlicos apresentaram variacdes significativas entre
0s tratamentos comparados ao controle (Figura 4D). Com excecdo de 10
UM Pb, todos os tratamentos apresentaram aumento no contetdo de
fendlicos totais, independente da concentracdo do metal.

Efeito significativo do efeito dos metais na capacidade de
reducdo do radical DPPH foi observado em todos os tratamentos. Os
resultados mostraram aumento de DPPH, varias vezes, para 0S
tratamentos com Cu, Pb e Cu+Pb, quando comparados ao controle.
Entretanto, ndo foi identificada uma tendéncia entre 0s metais e 0 seu
efeito na capacidade de reducdo do radical DPPH, e nenhuma relacéo
entre 0s metais e a capacidade de reducédo relacionada a concentracdo
dos metais (Figura 4E). Apesar do tratamento com 10 uM Cu ter
induzido a atividade antioxidante do radical DPPH comparado ao
controle, a magnitude foi menor que a dos demais tratamentos.

O espectro de absorbancia da agua do mar (280 a 380 nm) foi
avaliado para determinar a absor¢do de radiacdo UV pelos compostos
extrusados pela alga. Tratamentos com Cu mostraram maior aumento da
absorbancia, e 0 aumento na absorbancia foi relacionado ao aumento na
concentragdo do metal (Figura 5A). Em oposi¢do, reducdo na
absorbancia foi observada para os tratamentos com chumbo (Figura 5B).
Para os tratamentos com Cu+Pb, a presenca de Cu aparentemente levou
ao aumento na absorbancia da agua do mar com o aumento das
concentracBes de Cu+Pb (Figura 5C). Estas medidas foram coincidentes
com a coloracdo da agua do mar dos meios de cultura, como observado
para 7 dias de exposi¢cdo de metais quando, particularmente, o0s
tratamentos com Cu mostraram uma mudanca na aparéncia inicial de
coloracao (Figura Suplementar 2).






Figura 4: Contetdo pigmentar e atividade antioxidante de S. cymosum ap6s sete dias de exposicéo a diferentes concentragdes
(10, 25 e 50 uM) de cobre (Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb. A. Concentragao de clorofila a (ug.g™ peso imido). B. Concentracéo
de clorofila ¢ (ug.g™* peso Gimido). C. Concentracio de carotenéides (ug.g™ peso Umido). D. Concentracdo de compostos
fendlicos (lg.g™ peso imido). E. Concentracdo da capacidade de redugéo do radical DPPH (inibicdo %). Diferentes letras
representam diferencas significativas entre os tratamentos, de acordo com a ANOVA bifatorial e teste a posteriori de Tukey
(p £0.05). Dados sdo médias =+ desvio padro (n = 4).
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Figura 5: Absorbancia média da agua do mar a 280-380 nm de S. cymosum
apos sete dias de exposicdo a diferentes concentragdes (10, 25 e 50 uM) de
cobre (Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb. A. Absorbéncia para tratamentos com Cu.
B. Absorbancia para tratamentos com Ph. C. Absorbancia para tratamentos com
Cu+Pb. Diferentes letras representam diferengas significativas entre os
tratamentos, de acordo com a ANOVA bifatorial e teste a posteriori de Tukey (p
<0,05). Dados sdo médias + desvio padréo (n = 4).
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Figura Suplementar 2: Aparéncia do meio de cultura de S. cymosum apos sete
dias de exposi¢do a diferentes concentragBes de (Cu), chumbo (Pb), e Cu+Pb
(n=4). A-C. Meio de cultura no primeiro dia. D-F.Meio de cultura ap6s sete
dias. Cada imagem mostra, em sequéncia, tratamento controle e tratamentos
com metais em ordem crescente de concentracdo (10, 25 e 50 uM).
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4.3.5. Microscopia de luz e citoquimica

Amostra controle de S. cymosum corada com Azul de Toluidina
(AT-O) mostrou reacdo metacromatica nas paredes celulares, indicando
a presenca de polissacarideos acidos sulfatados (Figura 6A). Coloracédo
das amostras tratadas com metais mostrou reacdes nas paredes celulares
similares as observadas para o controle (Figura 6B-J). No citoplasma
das células corticais do controle, fisdides corados em azul escuro e
amarelo foram observados (Figura 6A). Para as amostras tratadas com
metais, o citoplasma das células corticais mostrou um aumento na
guantidade de fisdides (Figura6B-J). Migracdo de fisdides para a
superficie de todas as amostras tratadas com metais mostrou maior
reacdo metacromatica correspondente ao aumento na concentracdo de
metais (Figura 6B-J).
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Figura 6: Apo6s sete dias de exposicdo a diferentes concentragdes de cobre
(Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb, miscroscopia de luz realizada com amostras de S.
cymosum coradas com AT-O. A. Tratamento controle. Observe as células
corticais (CC) mostrando reagdo metacromética nas paredes celulares (CW),
indicando a presenca polissacarideos acidos e fisides corados em azul e
amarelo (setas). B-D. Tratamentos com Cu. Observe o aumento na quantidade
de fis6ides nos tratados com metal e a migragdo para as células corticais (setas).
E-G. Tratamentos com Pb. H-J. Tratamentos com Cu+Pb. Note a presenca de
fisdides (setas).

50 uM

Control

4.3.6. Observacgdes em MEV

Observacdes sob microscopio eletronico de varredura (MEV)
mostraram superficies de talo rugosas para o controle de S. cymosum,
com rugosidade similar a superficie das paredes celulares das células
corticais (Figura 7A). Para os tratamentos com Cu a 10 e 25 uM, as
amostras mostraram um aumento gradual na rugosidade superficial
(Figura 7B-J); entretanto, 0 mesmo padrdo ndo foi observado para o
tratamento a 50 UM Cu (Figura 7D). Por outro lado, tratamentos com Pb
e Cu+Pb (Figura 7 E-J) mostraram uma reducdo na rugosidade
superficial, provavelmente associada a absorcdo de metais pesados.
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Figura 7: Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie dos talos de
S. cymosum apds sete dias de exposicdo a diferentes concentracbes de cobre
(Cu), chumbo (Pb) ou Cu+Pb. A. Tratamento controle. Note a rugosidade da
superficie das paredes celulares das células corticais. B-D. Tratamentos com
Cu. Note 0 aumento na rugosidade superficial das paredes celulares dos tratados
a 10 e 25 pM. E-G. Tratamentos com Pb. H-J. Tratamentos com Cu+Pb.
Observe a redugdo na rugosidade da superficie das paredes celulares do talo
com 0 aumento na concentracdo dos metais.

10 M 25 uM

Control . . .

4.4. DISCUSSAO

No presente estudo, S. cymosum exposto aos tratamentos com Cu,
Pb ou Cu+Pb mostraram diferentes respostas fisicas e metabdlicas
associadas aos mecanismos defensivos contra a toxicidade dos metais
pesados. Estes resultados mostram respostas dependentes da dose. A
habilidade de S. cymosum em reter cations divalentes de Cu e Pb foi
avaliada com base na analise de biosorcao, p. ex., na retencdo de metais
nas paredes celulares através da ligacdo passiva com componentes
estruturais, e a bioacumulacdo, relacionada aoc metabolismo intracelular,
p. ex., pela habilidade de incorporagdo de metais nas rotas metabdlicas
(Davis et al., 2003). Para capacidade de biosorgéo, S. cymosum mostrou
maior retencdo de Cu do que Pb, tanto individualmente quanto em
combinacdo. A retencdo de cétions divalentes tem sido estudada em
diferentes géneros de algas pardas, como Sargassum sp., Padina sp.,
Laminaria sp., Bifurcaria sp., Fucus sp., Macrocystis, Lessonia e
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Durvillaea (Sheng et al., 2004; Freitas et al., 2008; Huovinen et al.,
2010). Outros autores sugerem a maior retencdo de metais em algas,
como cobre, zinco, chumbo e cadmio, mas sem diferenciacdo entre a
eficiéncia de bioacumulagdo e biosorgdo, e sem considerar o0 pré-
tratamento alcalino da biomassa para maximizar a viabilidade de sitios
de ligagdo com alginato nas paredes celulares (Romera et al., 2007;
Alahverdi & Savabieasfahani, 2012). Mesmo assim, espécies de
Sargassum tém sido reconhecidas pela sua alta eficiéncia de capacidade
de bioacumulacdo para metais pesados (Jothinayagi & Anbazhagan,
2009). Considerando as possiveis aplicagdes industriais no tratamento
de agua e remediagdo ecoldgica de dguas marinhas costeiras, estes
resultados podem ser considerados como economicamente importantes
(Vijayaraghavan et al., 2009; Luna et al., 2010).

Taxas de crescimento (TCs) de S. cymosum fora alteradas pelos
tratamentos com Cu e Pb, e quando comparado ao tratamento controle,
exposicdo aos metais pesados reduziram as TCs. Estes resultados
indicam mudancas no metabolismo, baseado no aumento do uso de
energia para a produgdo de compostos de fungdo antioxidante ao nivel
intracelular com a correspondente divergéncia de gasto energético para
rotas metabolicas que sdo empregadas na sintese de proteinas e
organelas celulares, necessérias para a duplicacéo celular e crescimento
(Santos et al., 2014). No entanto, tratamento a 10 uM Pb mostrou a
maior TC entre todos os tratamentos, indicando a tolerancia para este
metal em baixa concentracdo. Por outro lado, tratamentos com Cu
mostraram TCs negativas, baseadas na perda de filoides e
branqueamento das porcdes apicais. Estudos prévios com algas
vermelhas expostas a Cu e Pb também mostraram reducgbes em TCs
associadas com danos nas porgdes apicais (Gouveia et al., 2013).

Amostras de S. cymosum tratadas com metais mostraram efeitos
divergentes na performance fotossintética quando comparadas com a
amostra controle. Tratados com Cu mostraram forte reducdo nas curvas
ETR, mesmo apds 24 h em recuperacdo, enquanto tratados com Pb
mostraram aumento nas curvas de ETR durante a exposicdo, bem como
manutencdo de altos niveis de ETR apds a recuperagdo. Tratamentos
com Cu+Pb mostraram reducdes em ETR a 25 e 50 pM, mas com
pequeno aumento nas ETRs ap6s a recuperacdo. Baseado nesses
resultados pode ser concluido que Cu reduz significativamente a
eficiéncia fotossintética de S. cymosum, independente do contetdo de
pigmentos fotossintéticos. Outros autores também reportam efeitos
negativos do Cu na eficiéncia fotossintética das algas pardas
Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus e F. serratus (Nielsen &
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Nielsen, 2010; Connan & Stengel, 2011). O efeito das altas
concentracdes de Pb na fotossintese tem sido descrito como o aumento
no gradiente de prétons nas membranas dos tilacdides, e possivel
manutencado do fluxo de elétrons e do processo fotossintético (Kastori et
al., 1998). De fato, enquanto resultados de méximo rendimento quéntico
(Fv/Fm) evidenciaram efeitos de fotoinibicdo, com forte reducdo
observada para os tratamentos com Cu, sem sinais de efeito de
recuperacdo, tratamentos com Pb, em contraste, indicaram um possivel
efeito fotoprotetor, e nenhuma diferenca foi observada tanto para a
exposicdo quanto recuperagéo.

Estudando os efeitos dos metais pesados na atividade
fotossintética, pesquisadores encontraram redugdo induzida pela luz na
capacidade fotossintética da alga parda Padina boergesenii exposta a Cu
(Mamboya et al., 1999) e F. vesiculosus exposto a Cd (Brinza et al.
2009). Mesmo assim, resultados do presente estudo indicam certo grau
de tolerancia de S. cymosum exposto a Pb, e pode ser considerado que
este poluente incorre em menor impacto sobre populag¢des naturais do
gue os danos provocados por Cu.

Neste estudo, diferencas no contetdo de clorofilas a e ¢ foram
observadas como conseqiiéncia do efeito dos metais pesados.
Tratamentos com Cu e Pb mostraram efeito de influéncia positiva na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos em todas as concentracdes.
Compostos tdxicos, como metais pesados, promovem estresse oxidativo,
e producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) que
resultam em danos a estruturas celulares (Dummermuth et al., 2003). S.
cymosum mostrou alta capacidade de sintetizar pigmentos, tornando
possivel que a clorofila ¢ atuasse como fotoprotetor do aparato
fotossintético. VariagBes no conteldo de clorofila a podem ser
relacionadas a biossintese metabolica de compostos antioxidantes, como
encontrado em outras algas, onde os conteldos de clorofilas foram
reduzidos na presenga de compostos toxicos, como conseqiiéncia da
interferéncia na biossintese de enzimas e cloroplastos (Han et al., 2008;
Santos et al., 2012). Para explicar o aumento no contetido de clorofila a
de S. cymosum, como determinado no presente estudo, é hipotetizado
gue a alga é capaz de preservar a capacidade de sintese de clorofilas
independentemente das rotas de sintese de compostos antioxidantes.
N&o obstante este aumento nos pigmentos fotossintéticos sugere-se que
a eficiéncia fotossintética basal ndo pode ser mantida, o que representa
uma desvantagem ecoldgica pelo alto gasto energético da sintese de
clorofilas. Comportamento similar foi observado por Nielsen & Nielsen
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(2005), que reportaram que altas concentracdes de Cu induziram o
contetdo de clorofilas de F. serratus, e resultaram em fotoinibicéo.

Nossos resultados evidenciaram um aumento de carotendides sob
0s tratamentos com metais, um composto de baixo peso molecular e
reconhecido na defesa contra EROs (Collén et al., 2003), assim como
compostos fendlicos, outro composto com funcdo antioxidante contra
estresse por EROs. Isto sugere que exposi¢do a Cu e Pb induzem a
biossintese de carotendides e compostos fendlicos como mecanismo de
defesa antioxidante. O nivel de efeitos foi diferente entre Cu e Pb e
sustentam nossa hipotese que Pb em baixas concentraces ndo exerce o
mesmo efeito toxico sobre S. cymosum que Cu. Compostos fendlicos
estdo presentes em algas pardas como maior mecanismo antioxidante
contra o estresse oxidativo, e tém sido descritos como responsaveis na
prevenc¢do de danos por radiacdo UV, bem como danos provocados pela
toxicidade de metais pesados (Dummermuth et al., 2003; Balboa et al.,
2013).

Outro mecanismo antioxidante avaliado em S. cymosum foi a
capacidade de redugdo do radical DPPH. Todos os tratamentos com
metais mostraram significativa atividade antioxidante, exceto para 10
UM Cu. Estes resultados sdo diferentes dos observados para
carotendides e compostos fendlicos, porque mesmo os tratamentos com
menores concentragbes de carotendides e compostos fendlicos
mostraram altos niveis de capacidade de inibicdo do radical DPPH. Esta
diferenca pode ser explicada pela defesa antioxidante adicional,
desencadeada pelo estresse provocado pelo metal, do que as rotas de
sintese de carotendides e compostos fenolicos. Como monitor de
reacOes quimicas envolvendo radicais, é possivel que medidas de DPPH
em reacOes oxidativas ndo estejam associadas com o potencial
antioxidante de carotendides e compostos fenolicos. Alta capacidade de
reducdo de radicais também foi observada por Dummermuth et al.
(2003) para a alga artica Polysiphonia arctica exposta ao estresse
oxidativo de EROs, como perdxido de hidrogénio. Em geral, os
presentes resultados indicam que cada metal induziu uma resposta
antioxidante diferente e que as concentra¢cdes do metal podem afetar S.
cymosum de diferentes formas.

Observag6es sob ML identificaram alta concentracdo de fisdides
nas células corticais das amostras tratadas com metais comparadas com
as amostras controle. Algas pardas armazenam florotaninos em fiséides,
e estas substancias sdo responsaveis pela detoxificacdo intracelular de
metais (Thot & Pavia, 2000). Exsudados de algas também séo
responsaveis por quelar metais pesados na agua préxima a superficie da
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alga, ajudando a reduzir seus efeitos toxicos (Gledhill et al., 1999).
Estudos prévios com S. cymosum mostraram a migracdo de compostos
fendlicos em fisoides para as células corticais como mecanismo celular
de defesa contra estresse (Polo et al., 2014). Alta exsudacdo de
compostos é corroborada pela coloracdo marrom-amarelada da agua do
meio de cultura ao final do experimento, com alta absorbancia UV
detectada nos tratados com Cu. Em oposicao, para A. nodosum, Thot &
Pavia (2000) ndo encontraram correlagdo entre o aumento de fisdides e
0 aumento da concentragdo de metais. No entanto, & bem documentado
gue a maioria das espécies de algas pardas aumenta a sua producdo de
florotaninos como mecanismo de defesa (Ragan & Glombitza, 1986;
Thot & Pavia, 2000). Entdo, a migracdo cortical de fendlicos via
fisdides é provavelmente relacionada a extrusdo de compostos fendlicos
como mecanismo de defesa em S. cymosum contra o estresse oxidativo,
como o observado para estresse por radiacdo UV (Shoenwaelder, 2002,
2008; Polo et al., 2014).

Analises de MEV mostraram mudancas na superficie de S.
cymosum apos a exposicdo a metais pesados. Diferente dos resultados
obtidos em ML, tratamentos com Pb e Cu+Pb mostraram a maior
interferéncia, com perda da rugosidade superficial comparado ao
controle. Esses resultados podem ser associados com a retengdo de
metais nas paredes celulares das células corticais. Por outro lado, é
possivel que a afinidade com os polissacarideos das paredes celulares
resultem em mudangas na sua conformac&o estrutural por alteracGes nos
sitios de ligacdo e rearranjo espacial, 0 que leva ao aumento da
capacidade de retengdo do metal como observado neste trabalho (Santos
et al., 2014). Pinto et al. (2003) também descreveram mudancas
induzidas por metais pesados em algas, através de proteinas de canal
para entrada na célula via transporte ativo que pode, por sua vez, refletir
em mudancas na conformacdo superficial da parede celular. Estudos
com Gracilaria domingensis (Gouveia et al., 2013) mostraram
alteracdes na superficie do talo nas observacdes de MEV, com aumento
na rugosidade superficial. Embora estes resultados difiram dos do
presente estudo, eles corroboram o efeito dos metais pesados nas
caracteristicas naturais da superficie dos talos.

Em resumo, os resultados do presente estudo levam a conclusédo
gue os metais pesados Cu e Pb sdo tdxicos para S. cymosum e que Cu
individualizado tem a maior toxicidade do que Pb em termos de
pigmentos e eficiéncia fotossintética. Andlises mostraram crescimento
limitado, mas aumento nos pigmentos fotossintéticos, causados pela
biossintese de antioxidantes ndo enzimaticos, como resposta ao estresse
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por metais. Isto ficou evidente com a analise de microscopia de luz, em
gue o aumento na concentracdo de fisdides nas células corticais foi
observado, provavelmente como defesa contra a bioacumulacdo de
metais pesados. Além disso, reducBes no maximo rendimento quantico
indicam o possivel dano no aparato fotossintético e a baixa capacidade
de recuperagdo. Por causa das mudangas fisioldgicas, S. cymosum pode
ser considerado como um bom bioindicador por causa das suas
propriedades reativas relativas ao metal pesado estressor no ambiente e
por sua sensibilidade a poluentes. Além disso, o entendimento dos
mecanismos defensivos da espécie torna mais facil a predicdo e os
estudos das consequéncias da introdugdo de poluentes em ambientes
naturais. Mesmo assim, S. cymosum mostrou uma alta capacidade de
bioacumulacéo e biosorgdo para estes metais pesados. Resultados como
estes estimulam novos estudos e perspectivas para a aplicagdo de
Sargassum spp. como hiosorventes naturais para Aguas residuais,
independente dos intensos mecanismos de defesa contra 0 estresse
oxidativo desenvolvidos por esta alga.
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RESUMO

Sargassum cymosum foi exposto ao cadmio (Cd) por periodo
prolongado para determinar os efeitos fisiolégicos e ultra-estruturais.
Para isto, amostras de S. cymosum foram cultivadas sob radiacdo PAR e
cadmio (0, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 mg.L™), durante sete e 14 dias sob
condi¢des controladas de laboratério, considerando a amostra Ambiente
como controle. As algas tiveram alta capacidade de retencdo (acima de
90%) em ambos os tempos de exposicdo. As taxas de crescimento
aumentaram significativamente em 14 dias. Em oposi¢do, viabilidade
celular decresceu em todos os tratamentos. Pardmetros fotossintéticos
ndo foram afetados pelos tratamentos com cadmio, mas os conteidos
pigmentares foram positivamente afetados por metais. A amostra
Ambiente teve a maior concentracdo de carotenoides totais em todos 0s
tratamentos. Entretanto, quando da andlise de HPLC foi aplicado nas
amostras tratadas com Cd, diferencas significativas no perfil
carotenoidico foram observadas, com mudancas na composicao de cada
classe de carotendides. Compostos fendlicos e flavondides mostraram
maior acumulacdo em 14 dias, e padrdo similar foi observado para os
carboidratos totais. Microscopia de luz mostrou evidencias do aumento
de fisoides e polissacarideos acidos, quando corados com ATO, e
vesiculas, quando coradas co PAS, relacionados ao tempo de exposicao
e a concentracdo do metal. Analises de MEV mostraram pequenas
diferencas na superficie dos talos. Por sua vez, andlises de MET
mostraram maiores altera¢cbes nas amostras tratadas com Cd, quando
comparadas com amostras de 0 mg.L" Cd, em particular, com
desorganizagdo das fibrilas de parede, aumento de vesiculas, e a
presenga de precipitados tanto nas paredes celulares quanto nos
vactolos. Portanto pode ser concluido que Cd é um fator de estresse
para S. cymosum, resultando em alteracdes fisiologicas e estruturais
relacionadas a mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo e
efeitos toxicologicos da exposicdo prolongada ao metal. Contudo, no
presente trabalho, nés hipotetizamos que as alteragcdes observadas sdo
resultantes de mecanismos de aclimatacao sobre baixas condi¢des de Cd
e capacidade de toleréncia de S. cymosum as condi¢Bes experimentais
avaliadas.

Palavras-chave: Sargassum cymosum; biosorption; eficiéncia
fotossintética;  ultra-estrutura  celular; toxicologia; aclimatacéo
prolongada.
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RESUMO

Efeitos toxicos do micronutriente manganés (Mn) sobre a macroalga
parda Sargassum cymosum foram avaliados para a compreensdo das
mudancas fisiol6gicas e celulares como resultado da exposi¢do
prolongada. Segmentos de S. cymosum foram cultivados com Mn (0, 10,
20, 40 and 80 mg.L™) durante 7 e 14 dias sob condicdes controladas
laboratoriais. As algas mostraram alta capacidade de biosorcédo e altas
TCs em ambos os periodos de exposicdo, com tendéncia de redugdo na
viabilidade celular apds 14 dias. Pigmentos fotossintetizantes (clorofilas
a e ¢) mostraram efeitos positivos com a exposi¢do ao Mn. Redugdes no
conteldo de carotendides totais e alteragBes no perfil carotenoidico
foram observados em todos os tratamentos com Mn. Compostos
fendlicos e flavonodides tiveram reduces significativas em seu contetdo
em comparacao ao tempo de exposi¢do e concentracdo de Mn. Acgucares
sollveis e insollveis totais tiveram variagbes pontuais entre 0s
tratamentos. Microscopia de luz evidenciou acumulacdo de fisoides e
polissacarideos acidos nas paredes celulares relacionadas & concentracéo
de Mn. Andlises de microscopia eletrénica de varredura indicaram
mudancas substanciais na superficie dos talos, especialmente apds 14
dias. Na analise de microscopia eletronica de transmissdo, maiores
alteragdes foram observadas apés 14 dias, com rompimento de
organelas e desorganizagdo das fibrilas de paredes celulares. Na
microscopia confocal, foi observada a redugdo na autofluorescéncia de
cloroplastos e compostos fenolicos. Apesar da fungcdo como
micronutriente, manganés mostrou-se um estressor metabélico para S.
cymosum, por causar danos na estrutura de organelas e na organizagdo
celular. Uma vez que este metal ndo é reconhecido como um poluente
nas aguas costeiras brasileiras, esta espécie pode ser considerada como
um potencial biomonitor de areas costeiras e associada a avaliagGes de
parametros abioticos, como salinidade ou pH, que podem intensificar os
efeitos metabdlicos negativos de manganés na fisiologia e morfologia de
S. cymosum.

Palavras-chave:  Ecofisiologia;  Toxicologia; ~ Micronutriente;
Manganés; Ultra-estrutura; Bioindicador.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho teve enfoque nos efeitos tdxicos dos metais
pesados cobre (Cu), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e manganés (Mn) sobre
a morfologia, ultra-estrutura e fisiologia da macroalga parda Sargassum
cymosum. Os metais escolhidos para as inferéncias experimentais
possuem relevancia pela importancia metabdlica e de efeitos tdxicos
para vegetais e algas, assim como potencial poluente em zonas costeiras
(Macédo & Moril, 2008; Brasil, 2011; Karthick et al., 2012). Ainda
assim, cada elemento metalico analisado foi ministrado em diferentes
concentracdes. Isto se deve a 1) o fato que cada elemento metalico é
assimilado e biologicamente alterado em diferentes rotas metabdlicas; 2)
a relacdo entre espécie tdxica e organismo se da de maneira especifica,
pelas interagBes fisicas, quimicas e biol6gicas da espécie com o
xenobidtico; 3) a interacdo cinética do poluente provoca niveis de
estresse em escalas varidveis, de acordo com a sua capacidade de
assimilagdo ou penetrabilidade facilitada no organismo (Azevedo &
Chasin, 2003).

Sendo assim, foi verificado que, em concentragdes mais baixas
guando comparado aos outros ensaios, o elemento cobre foi 0 que levou
as maiores alteragBes macroscopicas em S. cymosum. Os elementos
cadmio e manganés ndo levaram a modificagdes macroscopicas
perceptiveis, mesmo ao considerar que foram aplicados em maior tempo
de exposicdo. Com isto, fica evidente que cada elemento teve uma
cinética de absorcdo e capacidade de metabolizacdo pela alga. As
respostas morfol6gicas das exposi¢des individualizadas fazem crer que
as rotas metabdlicas utilizadas por esta espécie para o combate a
toxicidade dos metais pesados variaram, especificamente, de acordo
com o0 elemento quimico ao qual foram expostas, de acordo com
evidéncias discutidas a seguir.

A anélise de bioacumulagdo e de bioconcentragdo foi realizada
para todos os metais investigados. Todos os metais tiveram alta
capacidade de serem bioacumulados (acima de 90% de bioacumulag&o).
A excecdo foi & combinacdo de cobre e chumbo, onde um elemento
reduziu a capacidade de retencdo do outro, como ja descrito por Jesus
(2010), ao observar a preferéncia de acumulacdo de chumbo em
detrimento do cobre por Sargassum sp. A permeabilidade destes
elementos pode ter sido favorecida por alguns fatores. Em primeiro, a
adicdo dos metais na forma de cloreto, onde a dissociacdo dos elementos
disponibiliza-os na forma de cations divalentes, de alta afinidade com os
elementos estruturais de parede (grupamentos sulfatados) (Davis et al.,



106

2003). Em segundo, os metais cobre e manganés, pela sua funcéo
metabdlica, podem ter sofrido permeabilidade favorecida, pelo
reconhecimento dos elementos e difuséo facilitada, assim como o metal
cadmio, que compete pelos sitios de ligacdo com outros elementos como
célcio (Macédo & Morril, 2008). E em terceiro, cations divalentes tém
afinidade quimica com elementos antioxidantes, como compostos
fendlicos, polifendis e fitoquelatinas, presentes nas organelas
membranosas dos fisoides, e que por acdo de neutralizacdo podem ser
armazenados em vacuolos (Koivikko, 2008). Por sua vez, é interessante
notar que todos os elementos tiveram alta acumulacdo em condicGes
otimas de pH (7,5-8,0), enquanto que diversos autores apontam que as
melhores cinéticas de absor¢cdo ocorrem em pH entre 4,5-5,5 (Sheng et
al., 2004). Com isto, evidencia-se que S. cymosum tem alta capacidade
metabdlica de incorporacdo de elementos metalicos com baixa
dependéncia das condigdes abioticas do meio.

As taxas de crescimento de S. cymosum tiveram variacGes
relativas ao metal dos tratamentos. As menores taxas de crescimento
foram obtidas para o metal cobre, entre todos os elementos avaliados.
Por outro lado, os delineamentos com cadmio e manganés
proporcionaram uma exposi¢do prolongada, que ainda assim ndo se
refletiram em reducBes expressivas no crescimento da alga. Sendo
assim, é possivel considerar, em ordem decrescente de influéncia
negativa nas taxas de crescimento: cobre>chumbo>manganés>cadmio.
Com a metodologia de avaliacdo de viabilidade celular, entretanto,
deve-se considerar que a melhor proposi¢do de ordenamento seria:
cobre>chumbo>cadmio>manganés, ainda que ndo tenha sido aplicada a
metodologia com os metais cobre e chumbo. Ficou evidente a reducéo
da viabilidade celular nos tratamentos com cédmio submetidos a
exposicdo prolongada, ainda que haja a observacdo de tendéncia de
reducdo nos tratamentos com manganés de acordo com aumento na
concentracdo do metal. Hip6teses podem ser apontadas, considerando-se
a influéncia metabdlica que exercem. Em primeiro, cobre é responsavel
pela ruptura de organelas citoplasmaticas, o que levaria a reducdo nas
taxas de divisdo celulares e consequente crescimento (Kovacik et al.,
2010). Em segundo, o elemento chumbo pode interferir no metabolismo
protéico da clorofila e no metabolismo do nitrogénio, afetando assim o
crescimento (Santos et al., 2015). Por sua vez, na presenca do metal
micronutriente manganés, as amostras apresentaram taxas de
crescimento elevadas, mas em médias um pouco menores do que as
observadas com o metal cadmio. Pode-se supor, com isto, que tanto o
tempo de exposigdo quanto a concentragdo muito mais elevada do
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manganés em relacdo ao cadmio (100 vezes em aumento de
concentracdo), podem ambos ter contribuido para um nivel maior de
estresse com 0 metal nutriente em comparacdo ao cadmio para o
crescimento. Ainda assim, poder-se-ia esperar uma maior resposta
fisiol6gica negativa da exposicdo ao cddmio em concentracdes mais
elevadas, especialmente pela dréstica reducdo da viabilidade celular
observada, e considerando os relatos na literatura de efeitos negativos de
toxicidade de cadmio sobre macroalgas (Huang et al., 2009; Bouzon et
al., 2012; Santos et al., 2013).

As variagfes do metabolismo da espécie podem ser atribuidas a
interferéncias tanto das condicdes abidticas do experimento, quanto das
variagBes especificas dos individuos. As condicfes abidticas dos
experimentos foram padronizadas, para evitar a oxidacdo dos elementos
metélicos, que poderia alterar seu estado i6nico, ou até mesmo levar a
precipitacdo, com consequiente remog¢do do elemento na forma livre
dissolvida para assimilacdo pela alga. A questdo relativa a variacdo
especifica do organismo é referente a aspectos ecoldgicos, considerando
a heterogeneidade entre os organismos da populagdo na qual os
exemplares foram amostrados, os periodos diferenciados de coleta e
efeitos acumulativos das variacbes sazonais. Com isto, pequenas
variagBes no estado basal seriam esperadas, ainda que os efeitos destas
diferencas metabdlicas sejam minimizados com o periodo de
aclimatacéo, a que todos os exemplares foram submetidos previamente a
aplicacdo dos tratamentos.

As maiores alteracGes bioquimicas negativas foram observadas
nos metais cobre, isolado e associativo a chumbo, e manganés, enquanto
que efeitos estruturais deletérios pronunciados foram obtidos nos metais
cobre e manganés. Os metais chumbo individualizado, e cddmio tiveram
alteracdes metabdlicas e estruturais observadas, mas ainda assim, em
escalas menores de danos e com aparente capacidade de aclimatagéo as
condi¢des de exposicdo propostas.

Essas respostas diferenciadas se devem, especialmente, as
caracteristicas destes metais. O elemento cobre, apesar de ser um
micronutriente necessario & manutencdo de sitios enzimaticos, é
reconhecido pela sua alta toxicidade em células vegetais, e efeitos
negativos sobre a fotossintese e a molécula de clorofila (Rai et al., 1981;
Macédo & Morril, 2008; Zou et al., 2014), como observado nos
presentes resultados. Chumbo é um metal que ndo tem uma fungdo
metabodlica reconhecida para as espécies vegetais (Rai et al., 1981;
Macédo & Morril, 2008), mas que, para a espécie S. cymosum, ndo
mostrou elevado grau de toxicidade, reduzindo inclusive os efeitos
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toxicos do cobre quando expostos simultaneamente. O metal cadmio é
reconhecido pela sua alta toxicidade em diferentes espécies de
macroalgas, mas que ndo mostrou efeitos metabdlicos tdo pronunciados,
provavelmente pela baixa concentracdo da exposi¢do. Por fim, o
elemento manganés, que € também descrito como um elemento
micronutriente (Rai et al., 1981), mas que se mostrou altamente téxico
em nivel celular, quando em elevadas concentragdes.

Os pigmentos fotossintetizantes sofreram variagdes positivas e
negativas consideraveis. O tempo de exposicdo parece ser determinante
na resposta pigmentar de S. cymosum, embora variagdes macroscapicas,
como despigmentacBes ou necroses, ndo tenham sido observadas e
passiveis de uso como principal carater de determinacdo da resposta
toxica dos metais. O conteido de clorofilas a e ¢ ndo demonstraram
tendéncias claras de variacbes de acordo com o0 aumento da
concentracdo do metal. Picos isolados destes pigmentos foram
observados entre tratamentos de todos os delineamentos experimentais
aplicados. Ainda assim, em média, os tratamentos com cobre e chumbo
foram o0s que apresentaram a menor concentragdo destes pigmentos,
seguidos pelos tratados com manganés e cadmio. A mesma tendéncia foi
observada para 0 conteldo de carotendides totais. Com isso, pode-se
inferir que a presenca de cobre e chumbo foram inibidores da sintese de
clorofilas e carotenodides, e promoveram também a degradacdo de
carotenoides. Por sua vez, a presenca de manganés promoveu aumento
na sintese destes compostos, mas ndo na mesma proporg¢do obtida para o
metal cadmio. Sendo assim, este Gltimo elemento parece proporcionar o
aumento na sintese de clorofilas e carotendides, podendo ser relacionado
tanto & manutencdo das taxas fotossintéticas, quanto a ativacdo da
protecdo antioxidante proporcionada pelos carotendides.

Duas analises complementares foram interessantes para a melhor
compreensdo da dindmica de pigmentos de S. cymosum. A realizacdo de
andlise de fluorometria de amplitude modulada (PAM) indicou que,
assim como para o elemento cobre houve reducdo no seu conteudo total,
a taxa de transporte de elétrons também foi inibida, e conseqlientemente,
reducbes na eficiéncia fotossintética puderam ser observadas. Estes
efeitos foram menos pronunciados com o metal chumbo, mas ndo
levaram a efeito de fotoinibicdo para o elemento cddmio, possivelmente
pela sua manutencdo em contetdo pigmentar, o que justifica 0 menor
efeito do cadmio, em baixas concentracfes, sobre a capacidade
fotossintetizante da espécie. A segunda analise complementar foi do
perfil de carotendides, por cromatografia liquida (HPLC). Esta andlise,
realizada com os extratos das algas expostas a cAdmio e manganés,
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evidenciaram que, além do papel como pigmento acessorio, o conteldo
de carotendides pareceu ser intrinsecamente associado com a defesa
antioxidante. Embora ambos o0s extratos tenham apresentado
majoritariamente os conteudos de fucoxantina, luteina e B-caroteno, a
propor¢do entre estes compostos foi bastante varidvel comparando-se 0s
periodos de exposi¢cdo, com especial reducdo no contetdo de luteina.
Embora ainda ndo existam relatos detalhados em literatura sobre a
variagdo na composicdo do perfil de carotenoides, decorrente da
presenca de metais pesados, 0s presentes resultados indicam que o uso
de determinada fracdo pode ser relacionada com a defesa antioxidante
do organismo.

Ainda relativo a defesa antioxidante de S. cymosum, foi realizado
andlises de quantificacdo de compostos fendlicos totais, e também de
flavondides. Ambos os compostos mostraram interferéncias negativas
da exposicdo a todos os metais avaliados. Considerando o0s metais
qualitativamente, as maiores redugdes na presenca de fendlicos foram
obtidas para os metais cobre e chumbo; e considerando-se os tempos de
exposicdo prolongada, o metal manganés apresentou redugdes
significativas entre os tratamentos. Os compostos fendlicos e
flavonoides sdo relacionados tanto em algas quanto em plantas,
majoritariamente, a defesa oxidativa por fatores de estresse e
principalmente, na degradacdo de espécies reativas de oxigénio
(Cobbett, 2000; Davis et al., 2003; Huang et al., 2005; Agati et al.,
2013; Balboa et al., 2013). Esta defesa ocorre em nivel citoplasmatico,
com ligac&o dos prétons danosos na estrutura quimica destes compostos,
e consequientes reagdes de neutralizacdo por oxi-reducdo (Sathya et al.,
2013). Com isto, redugbes significativas foram observadas com
exposicdes prolongadas, uma vez que estes compostos sdo ativamente
degradados. Ainda assim, os elementos cobre e chumbo apresentaram
danos expressivos em menor tempo de exposi¢do, e por isso S. cymosum
foi mais susceptivel a estes elementos.

As analises por diferentes técnicas de microscopia evidenciam
algumas tendéncias comuns de resposta estrutural perante a presenca de
metais pesados poluentes. A primeira técnica utilizada foi a citoquimica
para a microscopia de luz. O reagente ATO mostrou variagbes
expressivas na presenca de fisoides nas células corticais. Estas organelas
foram observadas na porgdo apical das células, bem como aumento da
intensidade de reacdo metacromatica tanto das organelas quanto das
paredes. Estas variacfes indicam que o rearranjo de organelas é um
mecanismo efetivo de defesa, j& que contém substancias antioxidantes
(fendlicos, fitoquelatinas e polifendis), capazes de neutralizar elementos
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toxicos, e também de exsuda-los do meio citoplasmatico, pela fusdo
com as membranas e paredes celulares (Andrade et al., 2010a; Sathya et
al., 2013). Sendo assim, a percepg¢ao quimica da presenca de elementos
estranhos tem reflexos estruturais, ativados possivelmente por
mecanismos de sinalizacdo bioquimica e transporte intra e intercelular.
Além disso, as imagens de microscopia de varredura confocal
evidenciaram a perda progressiva da autofluorescéncia de fenélicos com
aumento na concentracdo de Mn. Este dado é forte indicativo que houve
supressao da fluorescéncia do composto, associada com a sua
degradacdo oxidativa, e esta resposta poderia ser similar em resposta aos
outros metais.

Quanto a reacdo quimica com PAS, realizada com exemplares
expostos a cadmio e manganés, as alteragfes observadas foram passiveis
de correlagdo com a quantificagdo de carboidratos. Os principais
carboidratos de algas pardas sdo manitol, laminarina, fucoidina e acido
alginico (Cavalcante, 2003; Davis et al., 2003), embora no presente
trabalho ndo se tenha enfocado na determinacdo do perfil de
carboidratos das amostras. Estes aglcares se encontram em formas
oligoméricas, ou seja, em pequenas cadeias de ligacbes de mondmeros
de glicose. A técnica de microscopia evidenciou as alteracbes em
coloragdo, tanto de paredes celulares quanto de reagBes positivas no
citoplasma, evidenciando a presenca de acUcares livres, provavelmente
utilizados como fonte energética para a alga. Houve também a
incorporacdo de agUcares nas paredes celulares, reconhecidamente um
mecanismo de defesa a estresse oxidativo (Salgado et al., 2005).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi também
realizada em todos 0s ensaios. Interessante notar, com esta técnica, a
importancia das paredes celulares nos mecanismos de defesa de S.
cymosum quanto a penetrabilidade dos metais e sua possivel associacdo
defensiva contra a toxicidade. Com excecdo do metal cadmio, que
apresentou variagdes sutis no padrdo de rugosidade superficial,
caracteristica do talo de S. cymosum, os outros elementos mostraram
variacdes bem demarcadas nos padrfes superficiais de rugosidade e até
mesmo, na presenca de epifiticos e rupturas de paredes. Os metais cobre
e chumbo levaram a reducdo da rugosidade superficial dos talos,
especialmente com o aumento da concentracdo dos metais. O metal
manganés além de reduzir a rugosidade superficial levou a rupturas das
paredes com 0 aumento da concentragdo do metal e o tempo de
exposicdo. As paredes celulares de algas pardas sdo capazes de reterem
metais, por ligacdes ibnicas dos céations com grupamentos sulfatados
presentes na estrutura do alginato (Brinza et al., 2009). Além disso, sdo
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capazes de incorporar exsudados dos fisdides no componente amorfo, e
com isso, isolar elementos toxicos do meio citoplasmético (Andrade et
al., 2010a; Andrade et al., 2010b). Os diferentes graus de interferéncia
se devem a capacidade metabdlica de assimilar e degradar o composto
em nivel intracelular, e também a capacidade de ligacdo nas paredes e
exsudacao.

A microscopia eletronica de transmissdo (MET), avaliada sobre
o0s delineamentos com cadmio e manganés, evidenciaram detalhes sobre
a reorganizagdo estrutural de organelas na presenca de metais. Com
ambos os metais, a migracdo de fisdides nas células corticais,
especialmente para as porgdes apicais, confirmam as observacgdes feitas
com a microscopia de luz. Ainda, evidenciou as alteragdes nas paredes
citoplasmaticas, com presenca de precipitados, fusGes de vaculolos, alta
recorréncia de plasmodesmas com intercambio de contetdo
citoplasmatico, além de desestruturacdo de fibrilas e incorporacdo de
componente amorfo nas paredes celulares. O elemento cadmio induziu
menores alteragdes em organelas citoplasmaticas, mas os tratamentos
com manganés mostraram, com aumento na concentracdo do metal e
com maior tempo de exposicdo, influéncias bastante negativas sobre a
estrutura de cloroplastos e mitocdndrias. Foi possivel afirmar que o
manganés apresentou efeitos deletérios na organizagdo ultra-estrutural,
em graus distintos, e dependentes tanto da concentragéo aplicada quanto
do tempo de exposicdo. Assim, é possivel fazer predicGes sobre
alteragdes macroscopicas de acordo com as inferéncias observadas em
microscopia. Ainda assim, em um periodo limite de 14 dias de
avaliacdo, as observacGes macroscopicas ndo podem ser consideradas
significativas para avaliacdo de resposta toxica. Estes danos poderiam
ser evidenciados, possivelmente, com maior tempo de exposicao, ja que
o efeito acumulativo poderia se pronunciar em aspectos como textura de
talo, coloracdo ou perda e fragmentacdo de fildides. Para melhor
visualizagdo dos resultados obtidos, um resumo das principais alteraces
entre os tratamentos esta descrito na Tabela 1 desta secao.

Com relacdo a deposicdo de elementos toxicos em ambientes
aquaticos costeiros, a legislagdo brasileira propde medidas de
monitoramento e mitigacdo bastante rigorosos. Em vigéncia, as
resolucbes do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
prevéem, dentre outras medidas, os limites tolerados para cada elemento
metélico depositado, e ainda, considera a qualidade de &gua do corpo
receptor para determinar qual o limite de tolerancia para cada quimico
poluente (Brasil, 2005; Brasil, 2011). Estas medidas visam assegurar
tanto a preservacdo da qualidade das aguas, quanto a melhoria do seu
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estado atual. Para os elementos estudados, a legislacdo prevé os
seguintes limites: 1,0 mg.L™ de Cu dissolvido; 0,5 mg.L™ de Pb total;
0,2 mg.L™ de Cd total; 1,0 mg.L™ de Mn dissolvido.

Tabela 1: Sumario dos resultados obtidos para os delineamentos experimentais
com 0s metais cobre (Cu), chumbo (Pb), cddmio (Cd) e manganés (Mn).

Analise

Oxigénio dissolvido
epH

Resultados obtidos

-Analise ndo realizada para Cu e Pb;

-Sem diferengas significativas para 0s parametros
com Cd e Mn.

Bioacumulagéo

-Todos o0s elementos: alta acumulag&o;

-Em associacdo: chumbo inibiu acumulagdo de
cobre;

-Maior acumulacdo com o tempo de exposicao.

Biosor¢éo

-Todos os elementos: alta concentracdo de metais;
-Em associacdo: chumbo inibiu absor¢do de
cobre;

-Maior concentragdo com o tempo de exposicao.

Taxa de crescimento

-Menor TC: metal cobre;

-VariagOes pontuais entre as concentragdes (Cd e
Mn);

-Relagdo com concentracdo do metal.

Viabilidade celular

-Analise ndo realizada para Cu e Pb;
-Alto impacto na viabilidade mitocondrial (Cd);
-Tendéncia de redu¢do com o tempo (Mn).

Anélise in vivo de
clorofila a

-Alta fotoinibicdo com Cu; Pb reduz efeito de
fotoinibicdo de Cu;

-Fotoinibicdo ndo observada para Cd;

-Anélise ndo realizada para Mn.

Quantificacdo de
clorofilas

-Maior reducdo para Cu e Pb entre todos os
tratamentos

-Cobre: mais nocivo

-Cd e Mn: variagGes pontuais, sem relacdo clara
com concentragao.

Quantificacdo de
carotenodides totais

-Maior reducdo para Cu e Pb entre todos os
tratamentos;

-Cd e Mn: variagBGes pontuais, sem relacdo clara
com concentragao.

Perfil de
carotenoides

-Andlise ndo realizada para Cu e Pb;
-Cd e Mn: variacdes relacionadas ao tempo e
concentragao.
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-Maior reducdo para Cu e Pb entre todos os
Compostos fenolicos  tratamentos;
-Reducdo relacionada a concentracao e ao tempo.

Compostos -Andlise ndo realizada para Cu e Pb;

flavondides -Reducdo relacionada a concentracao e ao tempo.
. -Variagbes pontuais, sem relacdo com a

Atividade ¢ P ¢

concentracdo do metal;

antioxidante (DPPH) -Analise ndo realizada para Cd e Mn.

-Anélise ndo realizada para Cu e Pb;
-Variagfes sem relacdo com a concentracdo do

Acucares

cucares L metal;

soltveis/insolUveis ; . u
-Possivel fonte energética para manutencédo
metabolica.

-Alta metacromasia de paredes celulares e
Microscopiade luz  fis6ides;
-Migracdo de fisoides nas células corticais.

-Mudancgas relacionadas ao metal;

Microscopia . ~ L
oscop -Cu e Pb: maiores alteragdes superficiais;
eletrdnica ] ~ )
-Cd: pequenas alteracbes, Mn: rupturas de
(varredura)
paredes.
. . -Andlise ndo realizada para Cu e Pb;
Microscopia ) ~ .
o -Cd: pequenas alteragdes em organelas;
eletronica

-Mn:  desestruturacdo de  mitocondrias e

(transmiss&o) cloroplastos

-Analise ndo realizada para Cu, Pb e Cd;
-Reducdes na autofluorescéncia;
-Relagdo com tempo e concentragdo de Mn.

Microscopia de
varredura confocal

Apesar de limites claros e rigidos sobre os padrfes de efluentes e
contaminantes metalicos passiveis de deposicdo no meio aquatico, a
falta de fiscalizacdo ao longo da costa, bem como impactos pontuais
causados por desastres ambientais ndo devem ser desconsiderados nas
acOes de monitoramento e avaliagdo de impactos sobre populacdes.
Outro fator que deve ser levado em conta é a lacuna existente entre os
dados produzidos pela academia e os indices utilizados para elaboracéo
e revisdo das normativas e leis ambientais. Como observado, niveis mais
baixos das concentracbes dos cobre e chumbo, como presentemente
avaliados, foram responsaveis por danos significativos em S. cymosum,
mostrando que os indices vigentes ndo contemplam, com amplitude,
espécies sensiveis, cujas populacdes podem sofrer danos mais severos
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ao longo das geracBes. Assim, 0s presentes niveis de concentragdes de
metais na legislacdo vigente se aplicam parcialmente ao monitoramento
de efeitos toxicos sobre S. cymosum, e esta espécie podera sofrer com os
impactos de deposicdo de poluentes em zonas costeiras.

Com os presentes resultados, a populacdo de S. cymosum avaliada
na llha de Santa Catarina pode sofrer alteracBes em sua estrutura
mediante poluicdo com metais pesados. Apesar de ndo avaliados no
presente trabalho, aspectos reprodutivos podem ser comprometidos, uma
vez que o crescimento é afetado pelos metais pesados. Também a
capacidade de competicdo por nichos na sua zona de distribuigdo nos
costdes rochosos pode ser afetada, com maior energia sendo despendida
em defesas metabdlicas do que propriamente em defesa ao pastejo, ou
competicdo interespecifica com outras espécies oportunistas. Sendo
assim, medidas mais eficazes de monitoramento destes elementos
deveriam ser propostas, tanto em nivel de deposicdo quanto para
observacgdo de alteracGes na estrutura e distribuicdo dos bancos naturais
ao longo da costa de Floriandpolis.

Considerando os efeitos metabdlicos obtidos no presente
trabalho, deve ser sugerido que a populagdo de S. cymosum é susceptivel
a poluicdo por metais pesados, com efeitos metabolicos dependentes
gualitativamente do poluente inserido. O presente estudo enfocou nos
efeitos toxicos dos elementos isoladamente, ou seja, em modelos que
evidenciam o grau de toxicidade isoladamente de outros fatores
ambientais, como luminosidade, disponibilidade de nutrientes, variagdes
de temperatura, salinidade e pH, além de hidrodinamismo local. Com
isto, ressalta-se que os efeitos nocivos observados no presente estudo
podem ser intensificados e levar a consequéncias metabdlicas adversas
das presentemente mensuradas. Isto porque 0s metais pesados sdo
bastante susceptiveis a variacGes abidticas, que levam a alteracdes em
sua carga ibnica, capacidade de quelacdo, interacdes com outros sais,
além de adsorcdo e precipitagdo em sedimentos (Melo et al., 2012).
Estas variacOes na disponibilidade quimica alteram, em si, a capacidade
de assimilacdo do elemento pela alga, além de provocarem efeitos de
interacdo adversos, de acordo com a carga idnica do elemento. Com
isto, populagdes de S. cymosum podem ser apontadas, em curto e médio
prazo, como boas biomonitoras de ambientes costeiros submetidos a
baixo grau de eutrofizacdo e introdugGes antrépicas de poluentes. Mas
guadros extremos de polui¢do, com aumento da carga poluente organica,
na turbidez, ou alteragbes mais drasticas de parametros abidticos podem
também afetar e intensificar o efeito de poluentes sobre a populagéo, e
levar a seu declinio com o passar do tempo.
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8. CONCLUSAO

Presentes resultados levam a conclusdo de que S. cymosum é uma
espécie sensivel a poluicdo por metais pesados, e que por sua
importancia na estruturacdo e composi¢do de comunidades algais, deve
ser monitorada para avaliacdo dos impactos decorrentes das atividades
antrépicas em zonas costeiras. Os danos morfofisiolégicos promovidos
pelo metal cobre foram os mais intensos dentre todos os elementos
avaliados, tanto ao nivel celular, observados pelas microscopias de luz e
eletrbnica de varredura, quanto pelos parametros bioquimicos. O
elemento manganés também promoveu grandes alteragdes bioquimicas
de metabdlitos, e de morfologia celular, quando comparado ao elemento
cadmio. Entretanto, os elementos chumbo, caddmio e manganés
induziram menores modificagcbes macroscopicas, sem aparentes
necroses ou despigmentacBes que sejam indicativos de danos
morfoldgicos da toxicidade dos metais. Todos os elementos levaram a
alteragdes bioquimicas, com reducdo na concentracdo de pigmentos e
compostos com funcéo antioxidante. Cada elemento poluente exerceu
um efeito de resposta metabdlica diferenciada sobre S. cymosum, de
acordo com o delineamento experimental proposto. As variacdes
observadas se mostraram dependentes ndo apenas do metal, mas
também da concentracdo aplicada e do tempo de exposi¢do. Os efeitos
de toxicidade, avaliados em modelos isolados, podem ser amplificados
no ambiente, com a interacdo de fatores abidticos e nutricionais. Com
isto, sugere-se que a espécie possa ser mais sensivel aos efeitos de
metais toxicos, com possiveis alteracdes na estrutura populacional e
também de comunidades.
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