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RESUMO

Neste trabalho s&o analisados aspectos da biologia celular de metabdlitos secundarios
sintetizados por algas marinhas. Através de técnicas de estudo como microscopia de
fluorescéncia, pingas oticas, microscopia eletrbnica, videomicroscopia, cromatografia, RMN e
EDXA sao analisadas as interagdes entre compostos fendlicos e polissacarideos de algas pardas
e também a localizagéo e o transporte intracelular de compostos halogenados na alga vermelha
Laurencia. Demonstrou-se que os compostos fendlicos estabelecem ligagdes especificas com
alginatos e que este processo é mediado pelas enzimas bromoperoxidases. A formagédo da
parede celular, a acumulagdo de metais pesados e a absor¢do de radiagcdo UV sio eventos
dependentes da interacdo entre estas moléculas. Em Laurencia, observou-se que os compostos
halogenados encontram-se em organelas denominadas corpos em cereja e sdo exudados a partir
de conexobes tubulares para a periferia celular, e que a morte celular também pode estar
relacionada ao processo de defesa quimica, visto que resulta na liberagdo de elevadas

quantidades de metabdlitos para a superficie do talo.
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ABSTRACT

In this work, it is analysed some aspects about cell biology of secondary metabolites synthetized
by marine algae. Throught techniques as fluorescence and electron microscopies, optical
tweezers, video-microscopy, chromatography, NMR and EDXA it were analysed the interactions
between phenolic compounds and polysaccharides from brown algae and also the intra-cellular
localisation and distribution of halogenated compounds in the red alga Laurencia. It was showed
that phenolic compounds establish specific linkages with alginates and that this process is
mediated by bromoperoxidases enzymes. The cell walls formation, the heavy metals accumulation
and the UV radiation absorption are events that depend on the interactions between these
molecules. In Laurencia, it was observed that halogenated compounds are found inside the
organelles named cherry bodies and are exuded from tubular conections to the cell periphery, and
that cell death can be related to chemical defense process, since it results on the liberation of high

quantities of metabolites to the thallus surface.
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INTRODUCAO



1. ALGAS MARINHAS

Alga é um termo genérico, desprovido de significado taxonémico, que inclui organismos
que possuem clorofila ‘@® e um talo nao diferenciado em raiz, caule ou folhas, com habito
predominantemente aquatico (Raven et al., 2007). Estes organismos ndo s&o necessariamente
semelhantes entre si e nem sempre possuem uma origem evolutiva proxima (Raven et al., 2007).
As macroalgas marinhas (figura A) sdo multicelulares e estao incluidas em trés grupos principais:
Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyta (algas pardas). As
principais caracteristicas das macroalgas sao: 1) viverem fixas a algum tipo de substrato, como o
rochoso, arenoso ou a outros organismos; 2) nao possuirem tecidos vasculares como xilema e
floema; 3) incorporarem nutrientes diretamente da agua pelas paredes celulares, as quais
apresentam compostos caracteristicos dependendo do grupo. As macroalgas representam uma
parte consideravel da produgdo primaria e da base da cadeia alimentar em regides costeiras

(Raven et al., 2007).

Figura A: Imagens de macroalgas marinhas das divisbes Phaeophyta (algas pardas), Chlorophyta (algas verdes) e Rhodophyta (algas

vermelhas), respectivamente; a) Padina gymnospora; b) Acetabularia sp.; ¢) Gracilaria sp. Barras=1cm.

Em geral, as células de macroalgas marinhas apresentam como componentes estruturais basicos:
nucleo, cloroplastos, vacuolo, peroxissomos, mitocondrias, reticulo endoplasmatico (rugoso e liso)

e aparelho de Golgi. Eventualmente, também podem ser observdas outras estruturas, tais como:



de armazenamento energético (como grdos de amido) e de armazenamento de metabdlitos

secundarios (como fisoides).

Figura B: Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo de uma célula da alga

verde (Chlorophyta) Enteromorpha flexuosa em vista longitudinal. Barras=1um.



2. 0 METABOLISMO SECUNDARIO

Metabdlitos secundarios sao substancias produzidas por vias derivadas do metabolismo
primario e desempenham diversas fung¢des, sendo que algumas séo consideradas essenciais para
a sobrevivéncia do organismo (Teixeira, 2002; Fenical, 1975). Contribuem para o sucesso da
espécie no ambiente em que vivem ao mediarem as interagdes ecoldgicas que trazem alguma
vantagem ambiental seletiva aos organismos que os produzem (Teixeira, 2002; Fenical, 1975).
Uma das principais fungdes do metabolismo secundario estad relacionada a evolugdo e ao
desenvolvimento de um sistema de defesa imunolégica primordial. Este sistema é chamado de
“defesa quimica” (Paul et al., 2006a). Produtores de substancias quimicas biologicamente ativas
sdo encontrados principalmente em invertebrados, tais como esponjas, ascidias, corais e
moluscos, e dentre as algas, nas divisdes Cyanophyta, Phaeophyta, Chlorophyta e Rhodophyta
(Bhadury & Wright, 2004, Pereira, 2004; Teixeira, 2002). Por outro lado, alguns trabalhos tém
sugerido que os metabdlitos secundarios produzidos por algas podem exercer alternativamente
fungdes secundarias e primarias, estas ultimas sendo essenciais para o proprio desenvolvimento
do organismo que os sintetiza. Arnold & Targett (2003) sugerem que substancias fendlicas de
algas pardas, quando soluveis e internalizados dentro de vesiculas dispersas no citoplasma,
exercem funcgdes relacionadas a defesa quimica e protegdo contra radiagdo ultravioleta (UV), e
que, posteriormente, estas mesmas substancias sao transportados para a parede celular para
exercer uma funcao primaria, onde estes participam da construgdo e da composicao desta
estrutura celular.

Desta forma, podemos destacar dois principais mecanismos de acdo dos metabdlitos
secundarios: o primeiro esta relacionado as fungdes celulares que eles desempenham,
independente de fatores externos, sejam estes bidticos ou abidticos; o segundo mecanismo
refere-se a atividade dessas moléculas em processos fisioldgicos relacionados a interacdo do

organismo com eventos bidticos ou abidticos.



3. O METABOLISMO SECUNDARIO EM ALGAS PARDAS

Os florotaninos, uma classe de substancias fendlicas, sdo os principais metabdlitos
secundarios sintetizados por algas pardas. Sua composicéo esta baseada na modificacdo e/ou
oligomerizagdo de moléculas de 1,3,5-hidroxibenzeno (figura C), também chamado floroglucinol
(Shoenwaelder, 2002). Encontram-se localizadas principalmente em organelas denominadas
fisdides, organelas de aspecto elétron-denso em microscopia eletrénica de transmissao (Arnold &
Targett, 2003; Shoenwaelder, 2002). Os fisdides sao formados na regido perinuclear,
possivelmente no Aparelho de Golgi (Shoenwaelder & Clayton, 2000), o qual também esta
envolvido na sintese de polissacarideos em algas pardas (Vreeland & Laetsch, 1988).

Os florotaninos participam de diversos processos biolégicos, como a inibicado de
herbivoria, protecao contra infecgdes microbianas (bactérias e fungos), o bloqueio de poli-
espermia, a protecdo contra a radiagcdo UV solar e a adesdo de zigotos (Ragan & Glombitza,

1986; Hay & Fenical, 1988; Karez & Pereira, 1995; Tretyn et al., 1996; Shoenwaelder, 2002).

OH

HO OH

Figura C: A molécula do floroglucinol,

ou, também, do 1,3,5-hidroxibenzeno.

3.1. Interacdes entre as substéncias fendlicas e polissacarideos

Alguns trabalhos recentes tém apontado que as substancias fendélicas de algas pardas
interagem de alguma forma com os polissacarideos da parede celular (Shoenwaelder, 2002;
Vreeland & Laetsch, 1988). Entretanto, pouco se sabe sobre essas interagbes, e muito menos
sobre os efeitos destas interacbes nas fungdes de cada um desses grupos de moléculas

(substéancias fendlicas e polissacarideos). As substancias fendlicas produzidas pelas algas pardas



tém sido classificadas como soluveis e insoluveis. As soluveis sdo aquelas que nao
estabeleceram interacdbes com moléculas diferentes, enquanto que as substancias fendlicas
insoliveis sado consideradas como aqueles que interagem de alguma forma com os

polissacarideos produzidos pela alga (Arnold & Targett, 2003).

3.1.1. A absorcéo de metais pesados pelas algas pardas

Em estudos anteriores, diferentes macroalgas marinhas coletadas na baia de Sepetiba
(uma area contaminada com metais pesados no Estado do Rio de Janeiro) foram analisadas por
espectrofotometria de absor¢cdo atbmica e os resultados obtidos indicaram que a alga parda
Padina gymnospora apresentava as maiores concentracées de Zn e Cd entre todas as espécies
testadas (Amado Filho et al., 1999). A microscopia eletrénica analitica revelou que as paredes
celulares de regiées medianas do talo da alga apresentaram granulos elétron-densos compostos
principalmente por Zn, em experimentos de laboratério e em algas do campo. De acordo com este
resultado, foi proposto que o principal mecanismo da alga P. gymnospora para acumular elevadas
concentragcdes de metais pesados esta relacionado a precipitacdo dos metais pesados nas
paredes celulares, diminuindo, desta forma, a disponibilidade dos metais para a absorgéo celular
(Amado Filho et al., 1996; 1999).

Foi sugerido que os elementos presentes na parede celular responsaveis por este
processo sdao o0s polissacarideos carregados negativamente (os alginatos e as fucanas
sulfatadas), pois poderiam absorver e parcialmente excluir ions méveis, e conseqlientemente agir
como trocadores de cations e como barreira ibnica, selecionando os elementos que iriam ser
absorvidos pelas células da alga (Percival, 1979; Kloareg et al., 1986; Mariani et al., 1990).
Andrade et al., 2002 também revelaram a presenca de numerosos granulos cristalinos ao longo
das paredes celulares formados, neste caso, principalmente por Cd ou Cd/Zn, os quais se co-
localizaram com o enxofre e o oxigénio (Andrade et al., 2002). Além disso, foi observada a co-
localizacdo dos granulos de metais pesados dispostos na parede celular com moléculas
sulfatadas da parede celular (Andrade et al, 2002). Estes resultados sugeriram que moléculas

sulfatadas, possivelmente as fucanas sulfatadas, desempenham um importante papel na



nucleagao do Cd e do Zn. O micro-ambiente acido formado por estes polissacarideos mais os
alginatos nas paredes celulares de P. gymnospora favorece a precipitagdo dos granulos
cristalinos, como um processo de biomineralizagcdo que, consequentemente, torna as algas mais
tolerantes aos metais (Andrade et al., 2002).

Alguns autores sugerem que a capacidade de acumulagdo de metais pesados em Padina
gymnospora possa também estar relacionada as propriedades quimicas dos fisdides (Karez &
Pereira, 1995). Tretyn et al. (1996) relacionam a capacidade de acumulagdo de metais pesados
dos fisdides ndo somente as cargas elétricas da matriz dos fisdides, mas também a presenca de
grupos fendlicos protonados e desprotonados. Entretanto, o polissacarideo da parede celular
alginato ja foi encontrado nos fiséides através de técnicas imuno-citoquimicas por Vreeland &
Laetsch (1988), ndo podendo ser descartada a possibilidade de que outras moléculas presentes
nestas organelas, como polissacarideos, possam estar participando do processo de captura de
metais pesados dentro dos fisbides. A presenca também das fucanas sulfatadas nos fiséides pode
ser um fator determinante para comprovar esta hipétese, pois adicionara outras propriedades aos

fisoides.

3.1.2. A absorcéo daradiacdo solar UV em algas pardas

A luz solar que alcanga a superficie da Terra é composta por um amplo espectro de
radiagdes, 0 qual compreende principalmente a radiagdo UV, a fotossinteticamente ativa (PAR) e
a infravermelha (IV) (Diffey, 2002). A radiacdao UV é subdividida em trés diferentes regides
espectrais (A, B e C) as quais sao normalmente definidas como: UVA (de 400 a 315 nm), UVB (de
315 a 280 nm), e UVC (de 280 a 100 nm) (Madronich et al., 1998). A radiacao UVA ¢é fracamente
absorvida pelo ozénio atmosférico (O3), enquanto que a radiacdo UVB é absorvida de forma
eficiente, mas nado completamente. Ja4 a radiagdo UVC é totalmente absorvida pelo ozbnio
atmosférico (Madronich et al., 1998).

As alteragdes na camada de ozbnio podem ser responsaveis por um aumento
significativo na entrada de radiagbes de baixo comprimento de onda (como a radiagdo UV) no

ecossistema marinho (Hader et al., 1998). Consequientemente, isto pode provocar um impacto



significativo no balango dos ecossistemas devido a variedade de danos causados aos organismos
marinhos, incluindo as algas, responsaveis pela produgao primaria neste ambiente.

Os organismos marinhos que vivem na zona eufética possuem diferentes mecanismos
responsaveis pela prote¢ao contra a radiagao UV (Franklin & Forster, 1997; Hanelt et al., 1997).
Um dos possiveis mecanismos esta relacionado a sintese de compostos capazes de absorver a
radiacdo UV. Em algas vermelhas, a presenga de aminoacidos tipo micosporinas foi confirmada,
enquanto que, para as algas pardas, a propriedade de absor¢do de UV tem sido relacionada as
substancias fendlicas (Schoenwaelder, 2002; Arroniz-Crespo et al., 2005; Korbee et al., 2005;
Holzinger & Lutz, 2006). Em experimentos in vivo, ja foi relatado que as concentragdes teciduais
de substancias fendlicas elevam-se em conseqiiéncia do aumento na intensidade de radiagdo UV
(Henry & Alstyne, 2004; Abdala-Diaz et al., 2006). Trabalhos sobre a estrutura celular
demonstraram que a distribuicdo dos fisdides é importante para a protecdo do material genético
contra a radiagdo UV, pois proporcionam um “sombreamento” ao redor da regido nuclear
(Schoenwaelder, 2002; Holzinger & Liitz, 2006).

Como mencionado anteriormente, a presenca de alginatos nos fiséides ja foi confirmada,
o que também indica algum grau de interagdo entre esses compostos (Vreeland & Laetsch, 1988).
Entretanto, ainda ndo ha nenhuma informagdo na literatura a respeito de uma possivel
propriedade de polissacarideos modulando a absor¢do de radiacdo UV pelas substancias

fendlicas em algas pardas.

3.1.3. A mineralizagcédo do carbonato de calcio em algas pardas
Em animais vertebrados e invertebrados, plantas e procariotos, as fungbes dos
biominerais podem ser diversas, como por exemplo: na recepg¢ado sonora, na percepg¢ao da
gravidade, no armazenamento temporario de ions, na detoxificagcdo de metais, na orientagdo no
campo magnético terrestre, no mecanismo de defesa, entre outras (Farina & Amado Filho, 2007).
Em relagdo as macroalgas, a principal fungdo da mineralizacdo é a defesa mecénica e esta

relacionada principalmente a mineralizagdo do carbonato de caélcio. Portanto, assim como a



defesa quimica, a mineralizagdo traz algumas vantagens seletivas para o organismo, como a
protecdo mecanica contra choques e defesa contra herbivoros (Farina & Amado Filho, 2007).

Dentre as algas pardas, as espécies do género Padina estdo entre as poucas que
apresentam a capacidade de mineralizagdo de carbonato de calcio (CaCQO;) (Farina & Amado
Filho, 2007). Este processo de mineralizagcdo ocorre na superficie do talo, aparentemente de
modo biologicamente induzido e produz uma das fases cristalinas do carbonato de calcio, a
aragonita (Farina & Amado Filho, 2007). A calcificagdo € um processo extracelular, sendo assim a
deposicdo de CaCO; esta relacionada principalmente a reagoes fisico-quimicas na agua que
levam a precipitagdo do mineral, com a influéncia do organismo nestas rea¢des. Neste caso as
paredes celulares desempenham papel fundamental na nucleagdo do CaCO;. Polissacarideos
encontrados nas paredes celulares possuem grupos carboxilicos que tém grande afinidade por
jons Ca®". Alguns desses constituintes servem como substrato epitaxial para a cristalizacdo. Uma
vez conseguida a nucleacgao, o papel do metabolismo na calcificacdo é o de prover as condicbes
adequadas para a continuidade da precipitacao, através do aumento da concentragcdo ou da
aporte dos ions Ca?* e CO3? nos sitios de deposigdo de CaCOs até que o produto de solubilidade
desse mineral seja excedido.

Entretanto, ha muito pouca informagéo a respeito deste processo e como ele ocorre.
Como mencionado anteriormente, uma variedade de ftrabalhos tem demonstrado que
polissacarideos anidnicos, principalmente as fucanas sulfatadas e os alginatos, podem atuar como
sitios de nucleacdo durante o processo de mineralizagcdo de metais pesados na parede celular
(Andrade et al., 2002; Amado Filho et al., 1996). Surpreendentemente, a participacdo destes
polissacarideos na mineralizagdo da aragonita € apenas sugerida, mas continua ndo determinada.
Até o momento, apenas um unico trabalho caracterizou a atividade do alginato (extraido) no
processo de mineralizacdo de CaCO; in vitro (Pavez et al., 2005). Neste trabalho, os alginatos
foram depositados sobre uma superficie especial para a cristalizagdo de CaCO; e a influéncia
destes polissacarideos no processo de nucleacdo e na forma de cristais de CaCO; foi
determinada. Entretanto, os resultados obtidos ainda ndo sdo conclusivos para a compreensio do

processo de mineralizag&o in vivo.



Em um trabalho prévio de nosso grupo (Nassar et al., 2002) que avaliou a influéncia do
aporte de depdsitos de minério de ferro numa regido costeira do Espirito Santo sobre as
concentracdes de metais em algas, foi possivel demonstrar que particulas de minério de ferro
eram aprisionadas na camada mineralizada de carbonato de calcio da superficie do talo de Padina

gymnospora (figura D).

Figura D: Mineralizagdo de carbonato de calcio na parede celular de P. gymnospora; a

seta aponta para CaCl, crescido sobre uma particula de minério de ferro (Nassar et al.,
2002).

3.1.4. A formacé&o da parede celular em algas pardas

3.1.4.1. A parede celular de algas pardas

A parede celular (figura E) esta diretamente relacionada a integridade estrutural e
quimica da planta e pode-se afirmar que esta estrutura possui propriedades o6timas para a
manutencéao celular. Nas paredes celulares das algas pardas, as fucanas sulfatadas e os alginatos
formam uma matriz de carater acido imersa no esqueleto de celulose e que conferem a parede
celular propriedades polianiénicas (Kloareg & Quatrano, 1988). A obtengcdo de informagdes

relativas as propriedades fisicas e bioquimicas da parede celular de algas pardas vem sendo
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explorada, pois os compostos que as constituem apresentam ampla gama de aplicacbes

biotecnoldgicas.

¥, ] cellulose microfibrils
e alginate mebwork
T sylo-fuco- glucans
TTTTTT  ylke-fuco- glycuromans
fo = homofucans
o ghcoprateic  linkages

Figura E: Estrutura hipotética da parede celular

de algas pardas (Kloareg & Quatrano, 1988).

As fucanas sulfatadas sdo agucares ricos em fucose (figura F) e com elevado grau de
sulfatacédo (Kloareg & Quatrano, 1988; Mabeu et al., 1990; Patankar et al., 1993; Dietrich et al.,
1995; Chizhov et al., 1999; Chevolot et al., 2000; Marais & Joseleu, 2001; Bilan et al., 2002). As
atividades biologicas deste composto estao relacionadas a caracteristicas estruturais como peso
molecular, composigao, posi¢do dos grupamentos sulfato, geometria molecular e tipo de ligagao
entre as unidades constituintes (Shanmungam & Mody, 2000). As fucanas sulfatadas estdo entre
os polissacarideos ndo provenientes de mamiferos mais estudados, por exibirem atividades em
sistemas biolégicos de mamiferos, e podem ser divididas em trés grupos principais nas algas

pardas : as fucoidanas, as ascofilanas e as glucuronogalactofucanas.

Figura F: A molécula de a-L-fucose, o
monossacarideo majoritario das

fucanas sulfatadas.
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As fucoidanas sdao compostas por a-1,2-4-sulfuril-L-fucose podendo haver ramificagao ou
sulfatacdo na hidroxila do C-3. Estas homofucanas altamente sulfatadas irdo sempre conter
pequenas propor¢cbes de D-xilose, D-galactose, D-manose e eventualmente a L-arabinose
(Kloareg & Quatrano, 1988). Segundo Kloareg & Quatrano (1988), as ascofilanas tém como
estrutura principal um polissacarideo de D-xilose com residuos urdnicos (poli-urénico) ramificado
com 3-O-B-D-xilosil-L-fucose-4-sulfato. Glucuronogalactofucanas sao cadeias lineares de D-
galactose ramificadas no C-5 com residuos de L-fucosil-3-sulfato (Medcalf et al., 1978).

Os alginatos sado formados por blocos copoliméricos de acidos poli-B-D-manurdnico
(MM), poli-B-D-gulurénicos (GG) e a combinagédo de ambos (MG); selecionam cations através de
eletroseletividade e formam fortes complexos com calcio e outros cations divalentes (Kloareg &
Quatrano, 1988). As propriedades fisicas dos alginatos dependem ndo sé das concentragbes
relativas dos blocos MM, MG ou GG (figura G), mas também da disposicao destes blocos na

estrutura do alginato.
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Figura G: Estrutura molecular do alginato; a) residuo manurdnico: M; b) residuo gulurénico: G; c) cadeias

polissacaridicas do alginato: trés possibilidades de ligagdo entre os residuos (Kloareg & Quatrano, 1988).
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3.1.4.2. Substancias fendlicas e alginatos

Os alginatos de sddio soluveis podem ligar cations divalentes ou polivalentes formando
alginatos insollveis que se arranjam em estado gel. O alginato tem sido utilizado para a
fabricacdo de micro-capsulas para carrear farmacos, células, proteinas e enzimas (Orive et al,
2002). Trabalhos desenvolvidos recentemente utilizaram alginatos como matéria-prima principal
na elaboragao de arcaboucgos para o crescimento de células humanas para enxerto em processos
de engenharia tecidual, na reparacdo de tecido cartilaginoso e hepatico, € em processos
cancerigenos para a reposicao de tecido perdido (Chung et al., 2002; Marijnissen et al., 2002).

Orive et al. (2002) analisaram a biocompatibilidade de diferentes tipos de alginatos
empregados como microcapsulas para imobilizacdo de células, e verificaram que a
imunogenicidade desse polissacarideo varia conforme o grau de pureza. O alginato denominado
M-alginato (menos puro) foi o que apresentou maior resposta imune quando injetado em
camundongos, enquanto que o Gpur® alginato (mais puro) foi 0 que apresentou menor resposta
imune. Os autores concluiram que essa diferengca se deu em fungdo da eliminagcdo de muitas
impurezas presentes no M-alginato. O teor de substancias fendlicas, conteudos protéicos e
endotoxinas decresceram 63%, 68,5% e 91,4%, respectivamente, no Gpur em relacdo ao M-
alginato.

Como pdde ser observado no trabalho de Orive et al. (2002), a imunogenicidade do
alginato puro € muito baixa, sendo esta uma caracteristica importante que justifica sua utilizagéo
na clinica. Por outro lado, o baixo grau de pureza das fragdes de polissacarideos extraidos das
algas pode ser devido a dindmica destes compostos dentro da célula, a qual ainda ndo esta
completamente determinada.

Alguns trabalhos recentes tém sugerido que substancias fendlicas sao freqlientemente
encontradas em extratos brutos de polissacarideos por terem elevada afinidade por carboidratos
(Reviers, 1989). Diversos autores tém reportado que interagdes das substancias fendlicas com os
alginatos podem interferir em propriedades quimicas destes polissacarideos (Moen et al., 1997a,
1997b; Tam et al., 2006). Os dados disponiveis até 0 momento tém sugerido que as substancias

fendlicas diminuem a capacidade dos alginatos de formarem géis (Moen et al., 1997a, 1997b; Tam
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et al., 2006). Porém, ndo se conhece o tipo de interagdo que ocorre entre estas moléculas. Assim,
nao se sabe se, para que ocorra essa queda nos valores de viscosidade do alginato, € necessario
que as moléculas estejam ligadas umas as outras ou se a simples presenga das substancias
fendlicas nas fragcdes de polissacarideos ja seria o fator determinante. Assim, obter informacdes a
respeito dessas interacdes é fundamental para a melhor compreensao deste processo, bem como
também na geracdo de conhecimento fundamental sobre a constituicdo da parede celular das
algas pardas e, logo, para avaliar o papel dos compostos fendlicos nesta regido da célula.

3.1.4.3. As haloperoxidases, as substancias fendlicas e os alginatos

Até o momento, poucos trabalhos propuseram que as substincias fendlicas e os
alginatos possam estabelecer ligagdes entre si. Além disso, ndo foram apresentados resultados
experimentais que confirmem essa hip6tese. Alguns autores (Orive et al., 2002; Koivikko et al.,
2005; Tam et al., 2006) sugerem que estas possiveis ligagdes sao inespecificas e que ocorrem
apo6s o processo de extragdo como uma consequéncia da contaminagao do extrato de alginato por
substancias fendlicas. Outros créem que essas ligagcdes sdo fundamentais para a formacao da
parede celular e que sao catalisadas pela atividade de enzimas especificas (figura H) (Vreeland et

al., 1998a; Shoenwaelder, 2002; Arnold & Targett, 2003).

SYNTHESIS REACTIVE PCLYPHENOLS OOMPLEXATIOD

Figura H: Modelo proposto da biossintese das substancias fendlicas ilustrando a transigéo
destes compostos da forma reativa para a defesa quimica (nos fisdides) para a condigdo de

componentes oxidados da parede celular de algas pardas.

De acordo com a primeira hipétese, modificagdes nao reguladas na estrutura quimica das

substancias fendlicas soluveis, como a oxidacdo da molécula causada pelo processo natural de
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degradacao, forneceriam as condi¢gdes necessarias para promover a ligagdo entre os compostos
fendlicos e os alginatos (Koivikko et al., 2005). A segunda hipétese propde que o mecanismo de
ligacdo entre substancias fendlicas e alginatos seja mediado por enzimas haloperoxidases
especificas, as bromoperoxidases dependentes de vanadio (VBPO) (Vreeland et al., 1998a;
Shoenwaelder, 2002; Arnold & Targett, 2003). Estas enzimas ja foram encontradas em diversas
espécies de algas vermelhas e pardas (Rush et al., 1995; Almeida et al., 1998; Shimonishi et al.,
1998; Vreeland et al., 1998b; Weyand et al., 1999; Berglin et al., 2003; Colin et al., 2004). Em
algas pardas, foi demonstrado que elas atuam especificamente na oligomerizacdo das
substancias fendlicas (Berglin et al., 2003). Porém, até o momento ainda ndo foi comprovada
experimentalmente qualquer atividade relacionada ao processo de ligacdo entre substancias

fendlicas e os alginatos.

3.2. Questionamentos sobre metabolismo secundario em algas pardas

Considerando os dados existentes na literatura sobre os temas apresentados
anteriormente, diversas duvidas permanecem a respeito das fungbes dos substancias fendlicas
em algas pardas.

Inicialmente, pode-se citar que os processos de absor¢cdo de metais pesados por algas
pardas ainda nao foram completamente esclarecidos. Quais seriam as moléculas responsaveis
por este processo de absorgdo nos fisdides, as substancias fendlicas ou os polissacarideos
presentes nestas organelas? As fucanas sulfatadas sao, de fato, moléculas responsaveis pela
ligacao de metais pelas paredes celulares? Caso sejam, poderiam estar presentes nos fiséides e,
assim, serem moléculas atuantes no processo de absorgcao de metais por essas organelas?

Como dito anteriormente, ja foi comprovada a presenca de alginatos em fisdides e ja foi
sugerido que as substancias fendlicas possam interagir com estes polissacarideos na parede
celular. Assim, é possivel que os alginatos influenciem nas propriedades das substancias
fenodlicas de absorverem radiacdo UV? Caso influenciem, quais seriam as conseqliéncias desta

interacado na capacidade de absorcao de UV?

15



O processo de biomineralizagdo em algas pardas ainda €& pouco conhecido. A
propriedade dos alginatos de modificarem o padrao de crescimento de cristais de carbonato de
calcio ja é conhecida. Porém, qual a participacdo de outras componentes estruturais da parede
celular? As fucanas sulfatadas apresentariam alguma atividade especifica? E quanto as
substancias fendlicas? Sabe-se que podem ser encontrados na parede celular de algas pardas,
apesar de ndo se saber como interagem com os polissacarideos constituintes desta estrutura.
Entao, sera que participam do processo de biomineralizagao de carbonato de calcio?

Por ultimo, resta esclarecer se as substancias fendlicas atuam no processo de formagao
da parede celular. Estes metabdlitos podem de fato se ligar aos alginatos? Estas possiveis
ligagcdes ocorrem in vivo ou in vitro (durante o processo de extragdo de polissacarideos)? Caso
estas ligagbes ocorram in vivo, como sao mediadas? Pelas enzimas bromoperoxidases

dependentes de vanadio?
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4. O METABOLISMO SECUNDARIO EM ALGAS VERMELHAS

Em algas vermelhas, alguns dos metabdlitos secundarios produzidos podem ser
denominados compostos halogenados. Estes compostos apresentam grande variagdo estrutural,
mas sao caracterizados pela presenca de atomos de bromo ou cloro ou iodo em sua estrutura
molecular (figura I) (Teixeira, 2002). Os compostos halogenados tém sido amplamente estudados
por apresentarem propriedades essenciais nos processos de defesa contra herbivoria, epibiose e

infecgdes por microorganismos (Paul et al., 2006c¢).

Figura I: Estrutura molecular do elatol; um exemplo de
metabdlito secundario presente em uma Rhodophyta (

Laurencia obtusa).

4.1. Defesa quimica, herbivoria e epibiose

No ambiente marinho, diversas interacdes ecoldgicas sdo mediadas por metabdlitos
secundarios, que funcionam inibindo competidores (De Nys et al., 1991; Dworjanyn et al., 1999),
protegendo os organismos contra patégenos e predadores, inibindo o crescimento da epibiota
sobre os organismos que os produzem (Fenical, 1975; Dworjanyn et al., 1999), ou ainda
exercendo alguma funcao na reproducao das espécies (Hay et al., 1988).

A maioria das evidéncias a respeito da mediagdo quimica em interacbes ecoldgicas
envolvendo macroalgas marinhas vem de estudos sobre defesa quimica utilizando metabdlitos
secundarios contra herbivoros, como peixes, ourigos do mar, gastropodes e anfipodas (Paul et al.,
2001; Pereira et al., 2003; Amsler & Fairhead, 2006). De fato, a herbivoria € conhecida por

apresentar forte impacto nas populagdes e comunidades de macroalgas em uma ampla variedade
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de habitas marinhos de todo o mundo (John et al., 1992), e pode ser um agente seletivo potencial
para a evolugdo da defesa quimica nas macroalgas (Vallim et al., 2005).

Além de inibir a herbivoria, os metabdlitos secundarios de macroalgas marinhas também
sdo conhecidos como inibidores de organismos epibiontes, incluindo bactérias (Sieburth &
Conover, 1965; Al-Ogily & Knight-Jones, 1977), larvas de Mytilus edulis (Katsuoka et al., 1990),
epifitas (Phillips & Towers, 1982; De Nys et al., 1991), larvas do briozoario Bugula neritina
(Schmitt et al., 1995), larvas de Balanus amphitrite (Willemsen, 1994) e por ter uma ampla gama
de propriedades anti-epibiontes contra diversos organismos incrustantes (Da Gama et al., 2002).
Contudo, contrarios aos da herbivoria, os efeitos da epibiose em algas marinhas sdao menos
estudados, apesar de terem influéncia em processos importantes como captacdo de luz e
assimilacdo de nutrientes pela planta, determinando em muitos casos a abundancia, a
distribuicdo, a produtividade e a reproducdo das populagbes (Orth & Montfrans 1984).
Adicionalmente, os epibiontes podem atrair consumidores que ndo necessariamente iriam se
alimentar da planta hospedeira (Bernstein & Jung, 1979; Karez et al., 2000; Pereira et al., 2004).
Portanto, a influéncia da epibiose em algas marinhas pode ser determinante para selecionar a

producao de substancias defensivas em macroalgas (Nylund et al., 2005).

4.2. Localizagéo sub-celular dos compostos halogenados

Em geral, os metabdlitos secundarios sdo armazenados em regides especiais
normalmente localizadas em células superficiais ou préximas da camada superficial celular, sendo
potencialmente transportados para superficie do talo (Young & West 1979; Steinberg & De Nys,
2002; Paul et al., 2006a, 2006b). Uma dessas regides sugeridas é a célula glandular ou célula
secretora (Marshall et al.,, 2003). Um trabalho recente realizado com a espécie Asparagopsis
armata revelou que baixas concentragdes de bromo na agua do mar podem modificar
significativamente o desenvolvimento normal das células glandulares (Paul et al.,, 2006b). A
microscopia optica de fluorescéncia foi usada para indicar esta estrutura como principal sitio de

armazenamento de compostos halogenados em Asparagopsis armata, devido a propriedade auto-
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fluorescente desses metabdlitos quando irradiados com luz UV (Paul et al., 2006c¢). Estas técnicas
mencionadas e também a microanalise de raios-X possibilitaram a obtencao de fortes evidéncias
para propor as células glandulares como estruturas de armazenamento de compostos
halogenados em outras espécies de algas vermelhas, em Antithamnion defectum (Young & West,
1979), no estagio Falkenbergia de Asparagopsis (Marshall et al.,, 2003), em Delisea pulchra
(Dworjanyn et al., 1999) e no género Tralilliella (Wolk, 1968).

As células glandulares ndo sao as unicas estruturas relacionadas com o armazenamento
de compostos halogenados. Surpreendentemente, as algas do género Laurencia, as maiores
produtoras de metabdlitos secundarios, ainda ndo haviam sido bem caracterizadas a nivel celular.
Em um dos poucos trabalhos ja publicados sobre a biologia celular desta espécie, Young et al.
(1980) sugerem, através de poucas evidéncias, que as organelas denominadas corps en cerise
(corpos em cereja) tém como fungao armazenar os compostos halogenados. Em geral, os corpos
em cereja estdo presentes em espécies de Laurencia que produzem compostos halogenados
(Young et al. 1980). Esta organela esta presente em todas as células corticais e dos tricoblastos,
em numero variando de 1 a 4 por célula (Young et al. 1980). Um dos primeiros estudos a respeito
dos corpos em cereja foi desenvolvido a quase 60 anos atras e descreveu estas organelas como
estruturas reniformes, como depressdes obliquas, composto por uma substancia bi-refringente
que varia do homogéneo para granulado (Feldmann & Feldmann, 1950). Quase duas décadas
depois, a ultra-estrutura dos corpos em cereja foi descrita (Bodard, 1968) sendo sugerido que eles
estdo localizados no centro de um vacuolo e que sio limitados por uma membrana, similar a da
membrana citoplasmatica. A organizacdo dos corpos em cereja foi descrita como um alvéolo,
similar a uma colméia (Bodard, 1968). Entretanto, uma caracterizacao detalhada da natureza
quimica dos corpos em cereja continua inexistente.

A identificacdo e a localizacdo de substancias quimicas presentes em um organismo
pode fornecer dados importantes sobre as interagdes ecoldgicas entre espécies. Por exemplo, a
presenca de um metabdlito apenas no interior do talo de uma alga é um indicio de que este tenha
a funcdo de inibir a acdo de herbivoros. Mas se o mesmo for encontrado em maiores

concentracdes na superficie do talo pode ser que sua funcao principal seja impedir o crescimento
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de organismos epibiontes sobre a superficie desta alga ou exercer uma atividade alelopatica. Por
outro lado, se nao houver diferencas em sua concentracdo de um determinado metabdlito entre as
regides cortical e medular do talo, este talvez esteja exercendo duas ou trés fungdes

simultaneamente (Dworjanyn et al., 1999).

4.3. Transporte intracelular dos compostos halogenados

Se, por um lado, a determinagao das estruturas de armazenamento de metabdlitos
secundarios é fundamental para a compreensdo do processo de inibicdo da herbivoria, a
elucidacao dos mecanismos de transferéncia e transporte destes metabdlitos para a parte externa
da parede celular é essencial para compreender os processos de inibicdo da epibiose. E
importante ressaltar que até a realizagao deste trabalho, nada se conhecia sobre os mecanismos
de transferéncia de compostos halogenados em qualquer espécie de alga vermelha, nem mesmo
a partir dos corpos em cereja.

Em Asparagopsis armata, Paul et al. (2006¢c) descreveram uma estrutura conectiva,
aparentemente membranosa, entre as células glandulares e a parede das células corticais e
também observaram a presenca de “algum” material nesta estrutura. Sugeriram entdo, mesmo
com poucas evidéncias, que esta possivel conexao poderia ser responsavel pela liberagdo dos
metabdlitos armazenados nas células glandulares para a superficie do talo da alga. Entretanto, os
dados apresentados nao puderam comprovar que este “material’ estivesse de fato sendo
transferido de uma regido para outra da célula, pois nao foi demonstrado nenhum processo
dindmico de transporte ao longo das estruturas conectivas.

Em relacdo ao género Laurencia, Godin (1970) estudou a ultraestrutura de um fino trato
citoplasmatico, chamado pedicelo, e sugeriu que este aparato conecta os corpos em cereja as
paredes das células corticais fornecendo suporte mecanico. Entretanto, também nao foi
apresentada nenhuma evidéncia para correlacionar este aparato ao transporte de compostos
halogenados e, consequientemente, muitas duvidas a respeito do transporte dos compostos

halogenados em Laurencia permaneceram nao respondidas.
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4.4. Questionamentos sobre metabolismo secundario em algas vermelhas

Atualmente, muitos aspectos celulares sobre o metabolismo secundario em algas
vermelhas ainda nao foram esclarecidos. Abaixo, estao listadas algumas perguntas principais a
respeito destes aspectos.

1) Onde os compostos halogenados sao sintetizados no género Laurencia?

2) Estes metabdlitos sao, de fato, armazenados em alguma organela especifica, como
Nnos corpos em cereja?

3) Como os corpos em cereja se relacionam com o resto da célula cortical?

4) Qual a distribuicdo destes metabdlitos nas células corticais?

5) Como os metabdlitos secundarios sédo transportados para a superficie do talo da alga?

6) Ha poucos dados sobre morte celular em algas vermelhas. Assim, como a morte
celular ocorreria nestas células corticais e como poderia influenciar no mecanismo de liberacéo de

metabdlitos secundarios para a superficie do talo da alga?
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5. APLICACOES TECNOLOGICAS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

5.1. Metabdlitos secundarios de algas pardas

As substancias fendlicas de algas pardas tém sido amplamente estudadas devido a seus
efeitos bioldgicos tais como, atividades anti-viral, bactericida e anti-tumoral. Recentemente, Cirne-
Santos et al. (2006) confirmaram que o diterpeno dolabelano purificado da alga parda Dictyota
pfaffii inibe a replicagcdo do HIV-1 em culturas primarias de células humanas e sugeriram a
utilizacdo deste composto na terapia do HIV. Ja foi demonstrada também a atividade bactericida
de florotaninos extraidos da alga parda Ecklonia kurome. Outros trabalhos vém propondo que uma
dieta rica em macroalgas pode reduzir o risco de cancer intestinal devido as propriedades anti-
oxidantes e anti-proliferativas de substancias fendlicas presentes nessas algas (Yuan & Walsh,

2006).

5.2. Compostos halogenados

Organismos que colonizam superficies marinhas submersas, como larvas de crustaceos,
moluscos e algas, utilizam diversos tipos de “colas” biolégicas que permitem a adesao temporaria
ou permanente do organismo ao substrato. Este processo € denominado bioincrustacdo. As
consequéncias econdmicas desse processo sao graves. Apenas para exemplificar, a marinha de
guerra americana gasta cerca de US$ 1 bilhdo anuais com seus navios devido aos problemas
causados pela bioincrustacao (Callow & Callow, 2002). Dentre esses problemas, podemos
destacar a diminuicdo da velocidade e o aumento do consumo de combustivel devido a
diminui¢do do hidrodinamismo da embarcagdo, bem como, os gastos com a remogao dos
organismos incrustados nos cascos (figura J) e com a recuperagdo de cascos danificados por
estes organismos (Callow & Callow, 2002). Recentemente, tém sido buscadas novas
possibilidades de materiais que possam compor as tintas anti-incrustantes. Atualmente, essas
tintas s&o compostas principalmente por cobre e zinco, sendo que, anteriormente, eram

confeccionados com uma substancia ainda mais toxica, os TBT’s (compostos organoesténicos).
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Figura J: Casco de um submarino incrustado por Enteromorpha (foto de John Lewis, DSTO, Aeronautical & Marine

Research Laboratory, Australia).

A propriedade anti-epibiose de certos metabdlitos pode apresentar um carater
tecnolégico, uma vez que metabdlitos com tal propriedade (anti-incrustante) poderao integrar-se
na busca de biocidas naturais para o combate a bioincrustacdo. Dentre os biocidas potenciais
destacam-se os metabdlitos secundarios extraidos de algas marinhas. Os metabdlitos
secundarios extraidos de algas marinhas pardas também tém sido estudados em relagdo a sua
possivel propriedade anti-epibidtica (Lau & Qian, 1997; 2000). Entretanto, o grupo das algas
vermelhas é considerado, dentre os grupos de macroalgas, o maior produtor de metabdlitos
secundarios, cuja principal caracteristica é a sintese de substancias halogenadas de grande
variedade estrutural, desde cetonas de baixo peso molecular e componentes aromaticos até
complexos terpenos e produtos originados de acidos graxos. E a Unica divisdo de algas a
incorporar os trés halogénios (cloro, iodo, e principalmente o bromo) a moléculas organicas, e tem

0 género Laurencia como o mais rico na produgdo destes metabdlitos (Fenical, 1975; Pereira,

2004; Teixeira, 2002).

23



OBJETIVOS
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6. GERAL

- Determinar a distribuicdo sub-celular de metabdlitos secundarios (substancias fendlicas e
halogenados) produzidos por macroalgas marinhas (pardas e vermelhas) e estudar a relagéao

desta distribuicao com as fungdes celulares e ecoldgicas destes metabdlitos.
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7. ESPECIFICOS

- Avaliar a participacdo de substancias fendlicas e polissacarideos na absor¢cdo de metais

pesados pela alga parda Padina gymnospora;

- Caracterizar os polissacarideos aniénicos (fucanas sulfatadas e alginatos) e substancias

fendlicas da alga parda P. gymnospora;

- Verificar a influéncia das fucanas sulfatadas, dos alginatos e das substancias fendlicas no

processo de mineralizagéo de cristais de carbonato de calcio através de ensaios in vitro;

- Verificar se as substancias fendlicas e os alginatos podem estabelecer ligagdes entre si, bem

como determinar a natureza destas liga¢des e se ocorrem in vitro e in vivo;

- Estudar a influéncia dos alginatos na propriedade de absorc¢ao de radiagao UV in vitro pelas

substancias fendlicas de algas pardas;
- Determinar a influéncia das substancias fendlicas nas propriedades de auto-arranjo dos
alginatos e, consequentemente, a influéncia destes metabdlitos nos valores de viscosidade

deste polissacarideo;

- Determinar o mecanismo molecular envolvido no processo de ligacdo entre substancias

fendlicas e alginatos;

- Contribuir para a determinacao do papel de polissacarideos e substancias fendlicas de algas

pardas na estrutura e formagao da parede celular.
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- Determinar os locais de sintese, armazenamento e transporte de compostos halogenados na

alga vermelha Laurencia obtusa relacionando-os com os mecanismos de defesa quimica;

- Determinar a localizagdo sub-celular dos compostos halogenados em células corticais de L.

obtusa;

- Isolar as organelas denominadas corpos em cereja presentes na macroalga vermelha

Laurencia obtusa, bem como caracterizar a sua ultraestrutura e determinar a composicao

quimica elementar;

- Identificar e caracterizar as estruturas de ligacdo dos corpos em cereja com a periferia celular

em células corticais de L. obtusa;

- Identificar o mecanismo de exocitose de compostos halogenados em células corticais de L.

obtusa;

- Relacionar os processos de morte celular em L. obtusa com possiveis mecanismos de

exudacgao de compostos halogenados pela alga;
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MATERIAIS E METODOS
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8. COLETA DAS ALGAS

Individuos adultos de Padina gymnospora com aproximadamente 5 cm de comprimento
foram coletadas na regido do infra-litoral na Baia da Ribeira (Angra dos Reis, RJ, Brasil). As algas
foram preservadas em agua do mar em compartimento isolante térmico até serem levadas ao
laboratério, limpas e selecionadas para os experimentos. Para os experimentos de localizagao de
metais pesados, as algas foram coletadas na Baia de Sepetiba (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) em
uma area contaminada por rejeitos de zinco e cadmio.

As amostras de Laurencia obtusa (Hudson) Lamouroux foram coletadas na Praia Rasa
(Buzios, Rio de Janeiro, Brasil). Apds a coleta, as algas coletadas foram mantidas vivas e trazidas

para o laboratério em agua do mar resfriada dentro de caixas térmicas.
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9. EXPERIMENTOS COM ALGAS PARDAS

9.1. Microscopias Optica e eletrénica

A seguir, serao apresentados os protocolos referentes aos experimentos visando localizar

sub-celularmente os polissacarideos e compostos fendlicos na alga parda Padina gymnospora.

9.1.1. Preparacédo do tecido de P. gymnospora para microscopias optica e eletrénica

Individuos adultos foram fixados com 4% de formaldeido diluido em tampéo fosfato de
sédio 0,1 M pH 7,3 durante duas horas a temperatura ambiente. Apds este periodo, o tecido foi
lavado com a mesma solugéo tampao, crio-protegido com sacarose 10% a 4 °C durante a noite,
embebido em meio OCT (sigla em inglés para “optimal-cutting-temperature”), e congelado por
imersdo em nitrogénio liquido. Cortes semifinos (15 um) foram obtidos em um criostato (Reichert-
Jung Cryocut 1800) a -22 °C com facas de vidro e coletadas em laminas silanizadas.

Para microscopia eletrbnica de transmissdo, as amostras de P. gymnospora foram
fixadas em solucdo de formaldeido 4% e glutaraldeido 1% diluidos em tamp&o cacodilato de sédio
0,1 M pH 7,3 durante duas horas a temperatura ambiente. Visando a caracterizacdo ultra-
estrutural, parte das amostras foi pods-fixada com tetroxido de osmio 1%, desidratada em
concentracdes crescentes de acetona, infiltradas em resina SPURR (resina epdxi de baixa
viscosidade) e os blocos obtidos polimerizados a 60 °C. A outra parte das amostras, ndo pos-
fixadas com tetréxido de désmio, foi utilizada para a realizacdo da citoquimica localizagcado de
monossacarideos e para a analise da composigcao elementar da amostra através da utilizagdo da
micro-analise de raios-X, também chamada analise de raios-X por energia dispersiva (EDXA).

Para a citoquimica, as amostras foram desidratadas a 4 °C em concentragdes crescentes
de metanol (até 95 %) e infiltradas em resina LRGold a —20 °C. O processo de polimerizagéo foi
realizado a —20°C sob irradiagdo UV durante dois dias. Os cortes ultra-finos (50nm) foram obtidos
em ultra-micrétomo (Reichert) com navalhas de diamante e coletados em grades de niquel

recobertas com filme de formvar (300 mesh, Ted Pella Inc.). Para a realizagdo do EDXA, as algas
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fixadas foram desidratadas em concentracbes crescentes de acetona e infiltradas em resina
SPURR. Os cortes ultra-finos (80nm) foram coletados em grades de nylon (300 mesh, Ted Pella

Inc.).

9.1.2. Microscopia Optica de fluorescéncia de P. gymnospora

9.1.2.1. Localizacédo tecidual das substancias fendlicas

A microscopia Optica de fluorescéncia foi utilizada com o objetivo de obter imagens de
auto-fluorescéncia como indicativo da provavel localizacdo das substancias fendlicas. Estas
imagens digitais foram obtidas utilizando comprimento de onda de excitagdo de ~ 488 nm a partir
de uma lampada de vapor de Hg. As imagens foram obtidas utilizando os microscépios 6pticos
Nikon Eclipse TE 300 (COPEA-UFRJ).

9.1.2.2. Localizacédo tecidual de monossacarideos constituintes das fucanas sulfatadas

Alguns cortes foram expostos a vapor de 6smio 1% durante 30 minutos para eliminar a
auto-fluorescéncia das células para a melhor visualizacdo dos componentes marcados
(Krishnamurthy, 1999). Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampao fosfato de sédio 0,1
M pH 7,3. Foi utilizada a lectinas Ulex europaeus (UEA), especifica to a-L-fucose, conjugada a
isotiocianato de fluoresceina (FITC-Sigma Co.®). Os cortes semi-finos foram pré-tratados com 50
mm de cloreto de aménio durante 15 minutos, tampao fosfato salino 0,1 M pH 7,3 (PBS) e
albumina de soro bovino (1% e 3% - diluida em PBS) durante 30 minutos para cada concentragao.
As amostras foram incubadas com UEA durante duas horas a temperatura ambiente e,
posteriormente, lavadas com PBS/BSA, PBS e agua destilada durante 30 minutos. Experimentos
controle foram realizados para verificar a especificidade da marcacao, nos quais as lectinas puras
(1Tmg/mL) foram incubadas durante 30 minutos previamente a incubacdo com as lectinas
conjugadas a FITC. As imagens foram obtidas utilizando o microscépio 6ptico Nikon Eclipse TE

300.
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9.1.3. Microscopia eletrénica de transmisséo de P. gymnospora

9.1.3.1. Localizacdo sub-celular de monossacarideos das fucanas sulfatadas

As grades com cortes ultra-finos foram pré-tratadas com 50 mM de cloreto de amébnio
durante 15 minutos, tampao fosfato salino 0,1 M pH 7,3 (PBS) e albumina de soro bovino (1% e
3% - diluida em PBS) durante 30 minutos para cada concentracao. As amostras foram incubadas
durante duas horas a temperatura ambiente com as lectinas UEA e Concanavalina A (ConA),
especifica para residuos terminais de a-D-manosil e a-D-glicosil, ambas conjugadas a particulas
de 10 e 20 nm de ouro coloidal. Posteriormente, foram lavadas com PBS/BSA, PBS e agua
destilada durante 30 minutos. O experimento controle foi realizado para verificar a especificidade
da marcagado, nos quais as lectinas puras (1mg/mL) foram incubadas durante 30 minutos
previamente a incubagao com as lectinas conjugadas a FITC. As imagens foram obtidas utilizando
0 microscopio eletrénico de transmissao JEOL 1200 EX (IBCCF-UFRJ).

9.1.3.2. Microandlise de raios-X (EDXA)

A microscopia eletrbnica analitica, principalmente a analise de raios-X por energia
dispersiva (EDXA, sigla em inglés para energy dispersive X-ray analysis), tem sido amplamente
utilizada para a localizagao de metais a nivel sub-celular em algas marinhas (Silverberg, 1975;
Lignell et al., 1982; Amado Filho et al., 1996; Tretyn et al., 1996, Correa et al., 1999; Stengel &
Dring, 2000; Andrade et al., 2002) e, consequentemente, pode auxiliar na identificacao e
compreensdo dos mecanismos fisioldgicos de tolerancia/resisténcia aos metais.

A microanalise de raios-X identifica os elementos presentes na amostra por picos de
emissao de raios-X caracteristicos. Os raios-X sdo gerados quando um elétron do feixe incidente
ejeta um elétron de uma camada mais interna do atomo, gerando uma vacancia, que sera
ocupada por um elétron de uma camada mais externa, retornando o atomo ao seu estado
fundamental de energia. Nesta transigdo, o atomo emite raios-X cuja energia corresponde a

diferenca de energia entre as camadas em questdo. Os fotons gerados no microscopio séo
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capturados por um detector de raios-X (cristal de Si-Li), transformados em pulsos elétricos
proporcionais a suas energias, 0s quais sao alocados através de um “analisador multicanal” em

picos do espectro de raios-X.

Figura K: Microscopio eletrénico de transmiss&o micro-analitico JEOL 1200
EX equipado com EDXA.

As anadlises apresentadas neste trabalho foram realizadas no microscépio eletrénico de
transmissdo JEOL 1200 EX (Figura K — imagem de um microscopio do mesmo modelo utilizado
neste trabalho), o qual foi utilizado na voltagem de 80 kV, em aumentos préximos de 10.000X; foi
escolhida a menor abertura da lente condensadora e 0 menor didmetro do feixe de elétrons (60
nm de didmetro). O gonidbmetro foi inclinado em 30 graus e a abertura da lente objetiva foi retirada
durante as analises. O porta-espécime original de cobre foi trocado por um de grafite para

minimizar picos de raios-X indesejaveis. A aquisicdo dos espectros foi realizada utilizando um
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periodo de tempo para contagem de 300 segundos e um valor maximo de fétons ndo detectados

equivalente a 20 % do total de fétons que chegaram ao detector.

9.2. Isolamento e caracterizacdo de moléculas

A seguir, serdo apresentados os protocolos referentes aos experimentos para a extracao,

purificacao e caracterizagdo dos compostos fendlicos e polissacarideos de algas pardas.

9.2.1. Substancias fendlicas de P. gymnospora

9.2.1.1. Protocolo de extracdo

A extragdo das substancias fendlicas sollveis foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Koivikko et al. (2005). Para a extragcdo, 50 g de massa fresca das algas foram
mantidas em 2 litros de solugéo de acetona a 70 % (diluida em agua) sob constante agitagéo por
12 horas a temperatura ambiente e em frasco escuro. O material foi centrifugado (5,000 x g por 10
minutos, a temperatura ambiente), e o extrato obtido (sobrenadante) foi concentrado em aparelho
rota-vapor. Logo apés, o residuo foi dissolvido em agua destilada, centrifugado (5,000 x g por 10
minutos, a temperatura ambiente) e liofilizado.

9.2.1.2. Purificacio e caracterizacao

As substancias fenodlicas extraidos foram diluidas em agua destilada e parcialmente
purificados utilizando uma coluna C-18 (Sep-Pak C-18 Cartridge, Water Associates, Millipore®), a
qual foi pré-ativada com etanol e lavada com agua destilada antes da purificagdo. As substancias
fendlicas adsorvidas a coluna foram eluidos com um gradiente de etanol crescente (aumento
gradual de 5%), evaporados, dissolvidos em agua destilada e liofilizados. Durante o processo de
isolamento, houve a preocupacgdo para que as substancias fendlicas fossem protegidas contra
degradacao luminosa. Inicialmente, foi realizada a varredura dos comprimentos de onda
absorvidos pelas substancias fendlicas utilizando um espectrofotémetro UV-mini 1240 UV-VIS
Shimadzu, o qual revelou que o comprimento de onda mais absorvido corresponde a

aproximadamente 210 nm.
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A caracterizagdo das substancias fendlicas isolados foi realizada determinando o peso
molecular médio, bem como determinando a estrutura molecular principal destes metabdlitos. O
peso molecular foi determinado utilizando duas colunas de separacao por peso molecular através
da cromatografia de filtragdo em gel (SEC - sigla em inglés para “size exclusion
chromatography”). Utilizou-se a coluna Sepharose CL4B (usada em bancada) e a coluna
Superose 6 (usada acoplada a um sistema HPLC Shimadzu — Toquio-Japdo), ambas da
“Amersham Pharmacia Biotech”. As colunas foram equilibradas com tampao acetato de sédio 100
mM EDTA 20 mM e NaCl 250 mM pH 6,0. O fluxo da coluna Sepharose CL4B foi de 8 mL/hora,
enquanto que o da Superose 6 foi de 15mL/hora.

Para verificar a distribuicdo das fragdes ao longo do gradiente, foram retiradas pequenas
aliquotas de material para a deteccdo de acgucares totais através da reacdo de fenol-H,SO,
(absorvancia a 480 nm), para deteccdo de acidos urbnicos através da reacdo do carbazol
(absorvancia a 525 nm), para deteccdo de moléculas sulfatadas através da reacdo de
metacromasia com o DMB (absorvancia a 525 nm) e para a detecgdo de substéncias fendlicas
através da leitura das amostras em absorvancia de 210 nm.

A estrutura molecular principal das substancias fendlicas foi determinada utilizando a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR). Espectros de 'H foram obtidos a 300
MHz, enquanto que e os espectros de *C foram obtidos a 75 MHz (diluidos em CDCl; e CD;0D)

utilizando tetrametilsilano como padrao interno.

9.2.2. Polissacarideos de P. gymnospora
Esta etapa teve como objetivos extrair polissacarideos de P. gymnospora e,
principalmente, extrair uma fracdo de alginato “aderida” as substancias fendlicas para,
posteriormente, determinar a origem destes metabdlitos e demonstrar se sdo produtos de
contaminacao ou se estao efetivamente ligados aos alginatos.

9.2.2.1. Protocolo de extracdo

Os polissacarideos foram extraidos a partir de 10 g de biomassa de algas secas

utilizando digestdo com papaina (1 g), a qual foi solubilizada em agua destilada morna (60° C).
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Posteriormente, os polissacarideos extraidos foram precipitados com etanol (75 %), centrifugados
e liofilizados. O pé liofilizado foi dissolvido numa solugdo de CaCl, (4 M) para precipitar os
alginatos. A amostra foi centrifugada (4,000 x g por 20 minutos, a temperatura ambiente) e a
fragao soluvel foi separado da precipitada. As duas fracdes foram dializadas em EDTA 10 % e em
agua destilada cada uma por 72 horas, finalmente, e liofilizadas.

9.2.2.2. Purificacdo das amostras

A amostra liofilizada do material nao precipitado foi diluida em tampao acetato de sédio
50 mM EDTA 5 mM pH 8,0 e aderida em resina DEAE-celulose (troca idnica). Posteriormente a
resina foi lavada com a mesma solugao tampéao por trés vezes e, finalmente, os polissacarideos
foram eluidos com tampao acetato de s6dio 50 mM EDTA 5 mM pH 8,0 adicionado de NaCl (3,0
M). As fragbes de polissacarideos obtidas foram dializadas e liofilizadas para serem purificadas
em coluna mono-Q (troca idnica) acoplada a FPLC (HR 5/5) (Amersham Pharmacia Biotech)
equilibrada com tampao Tris-HCI 20 mM, EDTA 5 mM pH 8,0. O material foi solubilizado em
tampao Tris/HCI 20 mM/EDTA 5 mM pH 8,0 e aplicado na coluna. A eluicdo da coluna foi feita
através de um gradiente linear de NaCl 0-3 M com o mesmo tampao. O fluxo da coluna foi de 0,45
mL/min.

Para verificar a distribuicdo das fragdes ao longo do gradiente, foram retiradas pequenas
aliquotas de material para a detecg¢ao de acgucares totais através da reacao de fenol-H,SO,, para
deteccdo de acidos urbnicos através da reacdo do carbazol, para deteccdo de moléculas
sulfatadas através da reacdo de metacromasia com o DMB e para a detecgcdo de substancias
fendlicas através da leitura das amostras em absorvancia de 210 nm. O material foi agrupado em
trés fragdes principais. A primeira originada a partir dos tubos que compuseram o pico 1, a
segunda composta por tubos que compuseram o pico 2 e a terceira composta por tubos do pico 3.
As fragOes obtidas foram dializadas em agua destilada por 72 horas e liofilizadas.

9.2.2.3. Caracterizacdo das amostras

Polissacarideos purificados de P. gymnospora (~15 ug) foram aplicados em um gel
contendo 0,5 % de agarose, o qual foi corrido por 1 hora a 110 V em 1,3-diaminopropano/acetato

0,05 M (pH 9,0). Os polissacarideos no gel foram fixados com 0,1 % de brometo de N-cetil-N N N-

36



trimetil aménio. Apds 12 horas, o gel foi seco e corado em 0,1 % de azul de toluidina em uma
solugéo de acido acético/etanol/agua (0,1:5:5, v/v). A composigdo monossacaridica das amostras
isoladas foi estimada por cromatografia em papel corrida em 1-butanol/piridina/agua (3:2:1, v/v)
durante 48 horas apods hidrélise acida dos polissacarideos. O peso molecular das amostras foi
determinado através de SEC utilizando as colunas Sepharose CL4B e Superose 6 (de acordo com

o protocolo descrito anteriormente).

9.2.3. Alginato de Fucus vesiculosus

9.2.3.1. Purificacdo da amostra

Uma fragao parcialmente purificada de alginato extraido de Fucus vesiculosus foi obtida
da empresa Sigma-Aldrich (ref. A2158) para a realizacdo de experimentos de interagdo com
substancias fendlicas isolados. O alginato foi previamente purificado utilizando uma coluna de
troca ibnica elaborada com a resina DEAE-celulose. A amostra liofilizada do alginato foi diluida em
tampao acetato de sédio 100 mM EDTA 20 mM pH 6,0 e aderida a resina. Posteriormente a
coluna foi lavada com a mesma solugao tampao e, finalmente, os polissacarideos foram eluidos
utilizando-se um gradiente linear de NaCl (de 0 a 3 M) diluido em tampao acetato. As fragdes
obtidas foram dializadas em agua destilada por 72 horas e liofilizadas. Posteriormente, uma fragao
de alto peso molecular foi obtida a partir do alginato purificado através da SEC utilizando as
colunas Sepharose CL4B e Superose 6 (de acordo com o protocolo descrito anteriormente). A
fracao obtida foi dializada em agua destilada por 72 horas e liofilizada.

Para verificar a distribuicdo das fragdes ao longo dos gradientes, foram retiradas
pequenas aliquotas de material para a detec¢cdo de agucares totais através da reacao de fenol-
H,SO,, para deteccdo de acidos urbnicos através da reagao do carbazol, para deteccdo de
moléculas sulfatadas através da reacdo de metacromasia com o DMB e para a deteccao de
substancias fendlicas.

9.2.3.2. Caracterizacdo das amostras

A composicao monossacaridica das amostras isoladas foi estimada por cromatografia em

papel corrida em 1-butanol/piridina/agua (3:2:1, v/v) durante 48 horas apds hidrélise acida dos
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polissacarideos. O peso molecular das amostras foi determinado através de SEC utilizando as

colunas Sepharose CL4B e Superose 6 (de acordo com o protocolo descrito anteriormente).

9.3. Absorc¢éo de UV por substancias fendlicas

Os experimentos listados a seguir sao referentes a utilizacdo das substancias fendlicas e
alginatos em ensaios in vitro visando a determinacao da influéncia dos alginatos na capacidade de

absorcgao de radiagao UV pelas substancias fendlicas de algas pardas.

9.3.1. Cromatografia de separacao por peso molecular

Antes mesmo de avaliar a influéncia dos alginatos na capacidade de absorgcédo de UV das
substancias fendlicas in vivo, € importante saber como estas substancias interagem entre si. E se,
de fato, podem estabelecer ligacbes. As substancias fendlicas e os alginatos sdo conhecidos
como moléculas de baixo e alto peso molecular, respectivamente. A possivel formacao de
complexos de alto peso molecular contendo estes dois compostos seria uma evidéncia direta da
existéncia de ligacbes entre eles. Desta forma, foram realizadas SEC nas colunas Sepharose
CL4B e Superose 6 para investigar se essas duas moléculas podem estabelecer ligagbes entre si.
A co-eluigao das substancias fendlicas e dos alginatos confirmaria este processo de ligagao.

As substéncias analisadas foram o alginato isolado da alga Padina gymnospora, o
alginato purificado da alga Fucus vesiculosus e as substancias fendlicas purificadas também de P.
gymnospora. A amostra de alginato P. gymnospora foi analisada isoladamente, pois analises
iniciais indicavam a presenca de substancias fendlicas nesta fracdo. O alginato de Fucus
vesiculosus e as substancias fendlicas de Fucus vesiculosus foram analisados puros e, também

misturados (v/v : 1/1), visando verificar as interagbes estabelecidas entre estes compostos in vitro.

9.3.2. Ensaios de absorc¢do de UV pelas substancias fendlicas

A capacidade de absorcao de UV pelas substancias fendlicas diluidos em solugbes de

agua destilada ou agua destilada com a adi¢cdo do alginato de F. vesiculosus foi verificada ao
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longo do tempo. Também foi verificada a capacidade de absor¢cdo de UV das substancias
fendlicas extraidos concomitantemente com o alginato de P. gymnospora. Os valores da analise
de absorgdo foram obtidos medindo a absorvancia das solugdes preparadas a 210 nm (pico de
maxima absor¢ao dos compostos fendlicos) utilizando um espectrofotdmetro UV-mini 1240 UV-
VIS Shimadzu. Os ensaios foram realizados em cadmaras escuras a baixa temperatura (~4°C) com
1 mL de cada solugdo. Os valores de absorvancia foram medidos a cada 24 horas desde o inicio
até completarem 72 de experimento em andamento (tempos: TO, T24, T48 e T72) As solugbes
analisadas foram (em cinco replicatas): 1) alginato purificado de F. vesiculosus (a 100 pg/ml); 2)
alginato isolado de P. gymnospora aderido a substancias fendlicas (a 100 ug/ml); 3) substancias
fendlicas purificadas (a 25 ug/ml); e 4) alginato purificado de F. vesiculosus misturado a

substéancias fendlicas purificadas de P. gymnospora (v:v, 1:1, cada um a 25 ug/ml).

9.3.3. Influéncia do pH na capacidade de absor¢édo de UV pelas substancias fendlicas

Considerando que a presenca do alginato em solugbes pode modificar o pH do meio
devido a propriedade polianiénica deste polissacarideo, fez-se necessario verificar a influéncia dos
alginatos nos valores de pH nas solugdes onde foram misturados com as substancias fendlicas.

Os alginatos foram diluidos em agua destilada e também em solu¢bes de substancias
fendlicas e sua capacidade de modificar o pH foi entdo verificada. As medidas de pH foram
realizados com um pHmetro pré-calibrado Analion PM 608 e as solugdes analisadas foram (cinco
replicatas): 1) agua destilada; 2) alginato purificado de F. vesiculosus; 3) substancias fendlicas
purificadas de P. gymnospora; e 4) alginato purificado de F. vesiculosus misturado a substancias
fendlicas purificadas de P. gymnospora (v:v, 1:1). Todas as substancias analisadas foram diluidas

em agua destilada e analisadas em seis diferentes concentracdes: 100, 75, 50, 25, 10 e 5 ug/ml.

9.4. Mineralizacédo e substancias fendlicas

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados de acordo com o método descrito por

Fernandez et al. (2004). Os recipientes utilizados para o ensaio de mineralizagdo foram
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micropontes de poliestireno (Hampon Res., Laguna Niguel, CA). Os ensaios consistiram na
construgao de uma camara com uma placa de Petri de 85 mm de didmetro com um orificio central
de 18 mm de didmetro na sua base, regido a qual foi colada a um cilindro plastico (30 mm de
didmetro e 40 mm de altura). A base da placa de Petri foi subdividida em 16 raios para garantir a
organizacao equidistante das micropontes de poliestireno (figura L). A precipitagcdo do carbonato
de calcio resulta da difusao do vapor de diéxido de carbono na solugdo tamponada de cloreto de

calcio.

Figura L: Esquema da camara para os ensaios de cristalizacdo

(extraido de Fernandez et al., 2004).

As micropontes foram preenchidas com 35 puL de solug¢do de cloreto de célcio 200 mM
diluida em tampao Tris 200mM pH 8,5. O cilindro plastico foi preenchido com 3 mL de carbonato
de aménio 25 mM. Os ensaios experimentais com substancias fendlicas, alginatos e fucanas
sulfatadas foram realizados em quatro diferentes diluicbes para cada composto (40, 20, 10 e 5
ug/mL). Os experimentos controle foram realizados utilizando apenas a solugao de cloreto de
calcio pura. Os experimentos foram realizados a 20 °C durante 24 horas.

Ao término do experimento, as micropontes foram lavadas com agua destilada, secas ao
ar a temperatura ambiente, coladas com fita dupla face de carbono a suportes de varredura de
aluminio (“stubs”) e metalizadas com ouro. O material foi observado em um microscépio eletrénico

de varredura JEOL SEM 5310 (IBCCF-UFRJ).
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9.5. InteracBes entre substéncias fendlicas e alginatos

Os experimentos listados abaixo foram desenvolvidos visando a determinagdo dos
processos de interacdo entre as substancias fendlicas de P. gymnospora e os alginatos de P.
gymnospora e de F. vesiculosus. Desta forma, procurou-se simular in vitro o possivel processo de
ligacdo entre as substancias fendlicas e os alginatos. Como objetivo principal, procurou-se
determinar se a enzima bromoperoxidase dependente de vanadio (VBPO) atua neste possivel

processo de ligagao.

9.5.1. A enzima VBPO e aligacdo entre substancias fendlicas e alginatos

9.5.1.1. Amostras analisadas

A enzima VBPO (Fluka, céd. 17965) utilizada neste experimento foi extraida e purificada
da alga vermelha Corallina officinalis. As concentragdes apropriadas das enzimas e dos
substratos (KBr, H,0,, VO,*), a temperatura e o pH das solugbes de incubagdo foram
determinados de acordo com o trabalho de Rush et al. (1995). Os ensaios de ligagdo foram
realizados em solugbes de tampao acetato de sédio 100 mM (pH 6,4), EDTA 20 mM, NaCl 250
mM, KBr 8 mM, H,O, 100 uM e VO,* 1 mM, utilizando 10 U/ml de VBPO, 1 mg/ml de substancias
fendlicas (CF), 1,5 mg/ml de alginato purificado de F. vesiculosus (ALG-Fv) e 1 mg/ml de albumina
de soro bovino (BSA). Nove diferentes solugbes de incubagdo foram mantidas a temperatura de
30 °C durante 24 horas: 1) CF + ALG-Fv + VBPO; 2) CF + VBPO; 3) ALG-Fv + VBPO; 4) VBPO;
5) CF + ALG-Fv + BSA; 6) CF + BSA; 7) ALG-Fv + BSA; 8) BSA; e 9) CF + ALG-Fv. Os produtos
formados foram analisados por SEC utilizando uma coluna Superose 6.

9.5.1.2. Formacdo de complexos de alto peso molecular compostos por FC e ALG

Apés a incubagdo com a VBPO foram realizadas SEC com a coluna Superose 6 para
investigar se essas duas moléculas formariam ligagdes entre si formando complexos de alto peso
molecular. A co-eluicdo dos compostos fendlicos e dos alginatos pode confirmar este processo de

ligagéo.
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9.5.1.3. Medidas de viscosidade de solucfes contendo alginato através da avaliacdo do

movimento Browniano utilizando o microscépio de pincas épticas

O Laboratério de Pingas Opticas da COPEA-UFRJ, situado no ICB/CCS, utiliza um feixe
de laser de Neodymiun-Yag de alta poténcia (até cerca de 4 Watts), com comprimento de onda na
faixa do infra-vermelho (1064 nm) acoplado a um microscopio 6ptico Nikon Eclipse TE 300

(figuras L-P).

Figuras L-P: Microscopio de pinga éptica da COPEA. M) Fonte LASER de Neodymiun-Yag; N) Caminho 6ptico do laser em diregéo ao

microscépio; O) O microscopio optico Nikon Eclipse TE 300 conjugado ao sistema de pingas opticas montados sobre uma mesa

flutuadora Newport anti-vibragéo; P) Sistema de controle de temperatura; Q) Central de aquisigéo e processamento de imagens.

A microscopia de pingca Optica baseia-se na utilizacdo de um microscopio com a
conformacao usual ou invertido, acoplado a uma fonte radiagao laser cuja radiacao segue pelo
eixo optico do sistema e é focalizado pela lente objetiva sobre um ponto desejado da amostra. O
gradiente de intensidade de radiagcdo em torno da regido de foco gera forgas atrativas sobre
objetos préximos, com indices de refragdo maiores do que o do liquido circundante. Assim, é
possivel capturar pequenas estruturas com o laser, e medir, por exemplo, a for¢ca necessaria para
deslocar uma dada célula, ou uma organela dentro da célula, medir a viscosidade de uma
solugao, determinar propriedades mecanicas de agregados macromoleculares como o médulo de

elasticidade, entre outras.
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Base tedrica — o movimento Browniano de esferas de poliestireno (1.52 + 0.05 um de
raio) foi usado para medir a viscosidade de meios onde estas esferas foram imersas (Viana et al.;
2006, 2007). Uma solucéo contendo esferas de poliestireno (10 % v/v; Sigma-Aldrich) foi diluida
em cada uma das solugdes descritas anteriormente (oriundas do experimento de ligacdo de
compostos fendlicos com alginatos) em uma concentragdo de 10 % (v/v). Como suporte para as
solucbes com esferas, foi utilizada uma lamina de vidro larga (24 x 50 mm) como um anel de
borracha de 1 cm de didmetro interno e 0,3 cm de altura, o qual foi fixado a superficie do vidro
com graxa de silicone formando um pogo. A solucao foi colocada na regido delimitada pelo anel
de borracha e uma laminula (24x24 mm) foi colocada sobre o anel para evitar a evaporacdo. As
amostras foram observadas em um microscopio Nikon Eclipse TE300 adaptado para receber um
LASER de Nd-YAG (comprimento de onda de 1064 nm) entrando por sua porta de epi-
fluorescéncia. A utilizagdo de uma lente objetiva de elevado numero de abertura numérica (Plan
Apo 100x; NA 1.4) tornou possivel a criagcdo de uma armadilha dptica proxima a regido de foco da
lente objetiva (Ashkin & Dziedzic, 1987) permitindo a manipulagdo de pequenos objetos dielétricos
(na ordem de um de didmetro). Todo o sistema (microscépio, fonte LASER, e espelhos para
orientacdo do laser) foi montado numa mesa Newport (Newport RS 2000TM) que minimiza os
efeitos das vibragdes ambientais. As imagens digitalizadas foram obtidas com uma camera CCD
conectada a um sistema Argus-20 (Hammamatsu, Japan) e a um capturador de quadros (“frame
grabber”) LG3-16 PCI CCIR Scion. As imagens obtidas foram processadas e analisadas utilizando
o programa gratuito ImagedJ (NIH — USA).

O desvio quadratico médio da variagdo da posigdo do centro de massa dp em um

intervalo de tempo t é dado por:
2
1) ((ap)") = 4D,

onde
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e kBT é a energia térmica (4,14 x 1072 Joules); B, o coeficiente de fricgdo de Stokes, o
qual é uma fungdo do raio da esfera a, a altura h (distancia entre o centro da esfera de poliestireno
e a superficie de lamina de vidro) e a viscosidade do fluido 7. O coeficiente de friccdo £ é dado

pela Lei de Faxen (Feitosa & Mesquita, 1991):

-1

9(a) 1(a) 45(a) 1(aY
o / ‘6”’7{1‘5(3)*5@ i) 16l) }

Para um valor fixo de h, {(6p)?) é calculado utilizando as imagens digitalizadas (1000
quadros; cerca de 30 quadros por segundo) da esfera observada através do microscépio. A partir

do ajuste linear dos valores de {(5p)*) medidos em fungao do tempo t, utilizando a equagéo ‘1’, o

coeficiente de difusdo D é obtido. Este valor permitiu a determinagcao do coeficiente de friccao de
Stokes S através da utilizacao da equagao 2. A altura da esfera foi modificada experimentalmente,
e as mesmas etapas de calculo foram repetidas. A partir do ajuste dos valores de g em fungado da
altura da esfera h utilizando a equagéao 3, foi obtido o valor de viscosidade da amostra n» com um
erro padrdo de 5 a 10%. A calibracdo do sistema foi realizada pela medida da viscosidade da
agua destilada.

A partir do exposto, com o objetivo de verificar a influéncia dos compostos fendlicos na
viscosidade dos alginatos, as seguintes amostras (5 mg/ml de alginato em cada amostra) diluidas
em agua destilada foram analisadas: 1) alginato de P. gymnospora; 2) substancias fendlicas +
alginato de F. vesiculosus + VBPO; 3) substancias fendlicas + alginato de F. vesiculosus; 4)

substancias fendlicas; e 5) alginato de F. vesiculosus. A amostra “3” foi analisada em cinco
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diferentes concentragdes (0.25, 2.5, 5, 10 e 50 mg/ml) para testar um possivel fenbmeno de dose

dependéncia influenciando a viscosidade do alginato.
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10. EXPERIMENTOS COM ALGAS VERMELHAS

Em seguida, encontram-se listados os meétodos que utilizados para caracterizar os corpos
em cereja, bem como o processo de sintese, armazenamento e transporte de metabdlitos

secundarios nas células corticais de Laurencia obtusa.

10.1. Microscopias Optica e eletronica

10.1.1. Microscopia 6ptica

10.1.1.1. Caracterizacdo estrutural

Amostras de algas foram fixadas em solu¢cdo de formaldeido 4% e glutaraldeido 5%
diluidos em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,3 preparado com agua do mar.
Posteriormente, as amostras foram pdés-fixadas em solucédo de tetréxido de ésmio 1% durante 2
horas a temperatura ambiente. As algas foram desidratadas em series crescentes de acetona (até
100%) e embebidas em resina Spurr a temperatura ambiente. O processo de polimerizagao foi
realizado a 70 °C. Os blocos obtidos foram cortados em ultramicrétomo (Reichert) para a
obtencéo de sec¢des finas (aproximadamente 1 um de espessura). A caracterizagao morfoldgica
das células corticais foi realizada utilizando um microscépio éptico Zeiss Axioplan 2 (IBCCF-UFRJ)
ajustado para observacdo no modo de contraste diferencial interferencial (DIC). Também foram
observadas células vivas ao microscopio éptico. As imagens obtidas foram digitalizadas com uma
camera CCD Color View XS.

10.1.1.2. Microscopia 6ptica de fluorescéncia

A microscopia 6ptica de epi-fluorescéncia foi realizada com o objetivo de obter imagens a
partir da auto-fluorescéncia das amostras que indicassem a localizacdo dos metabdlitos
halogenados. Amostras fixadas de L. obtusa embebidas em resina Spurr foram seccionadas em
um ultramicrétomo (Reichert) para a obtencdo de se¢des finas (aproximadamente 1 um de

espessura). As imagens de auto-fluorescéncia foram obtidas utilizando comprimento de onda de
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excitacdo de ~ 488 nm e utilizando o microscopio Zeiss Axioplan 2 (IBCCF-UFRJ). As imagens
obtidas foram digitalizadas com uma camera CCD Color View XS.

10.1.1.3. Microscopia de pincas 6pticas

A microscopia de pingas 6pticas foi utilizada para manipular os corpos em cereja em
células vivas e observar como esta organela € suportada estruturalmente no espago intra-celular.
Fragmentos de tecido vivo foram analisados no microscépio Nikon Eclipse TE300 como descrito
no item 9.5.1.3. O experimento foi realizado a temperatura de 20 °C. As amostras foram
observadas em campo claro com uma lente objetiva Plan Apo, 100X, NA 1.4. As imagens
digitalizadas foram obtidas com uma camera CCD conectada a um sistema Argus-20
(Hammamatsu, Japan) e a um capturador de quadros (“frame grabber”) LG3-16 PCI CCIR Scion.
As imagens obtidas foram processadas e analisadas utilizando o programa ImagedJ freeware (NIH

— USA).

10.1.2. Microscopia eletrénica
Para a caracterizacao ultra-estrutural, cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos utilizando
um ultramicrétomo (Reichert) a partir das amostras fixadas e infiltradas em resina ep6xi SPURR.
Os cortes foram recolhidos em grades de cobre de 300 mesh. As grades foram observadas
contrastadas com acetato de uranila 5% por 40 minutos e citrato de chumbo 2% por 3 minutos e
posteriormente observadas no microscopio eletrénico de transmissao JEOL 1200 EX (IBCCF-

UFRJ) operado a 80 kV.

10.2. Isolamento dos corpos em cereja
Os corpos em cereja de L. obtusa foram isolados utilizando o sistema de
micromanipulagdo Narishige IM 300 montado a um microscépio invertido Nikon Eclipse TS100
(Laboratério de Biologia Molecular do Desenvolvimento - Prof. Helena Araujo/ICB-UFRJ)
Micropipetas de vidro (ponta de ~ 10 um de didmetro) acopladas a um sistema de controle de

pressdo manual foram utilizadas para aspirar os corpos em cereja a partir de células vivas. As
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micropipetas de vidro confeccionadas utilizando um cooler a partir de capilares Stoelting 50615. O
conteudo aspirado foi solubilizado em solugcao tampao fosfato salino 0,1M pH 7,3 NaCl 0,9 % e
transferida para uma grade de microscopia eletrénica (niquel de 300 mesh recoberta com filme de
formvar e filme fino de carbono). Apds 5 minutos, a grade foi lavada com agua destilada e a agua

restante removida com papel de filtro.

10.3. Micro-analise de raios-X dos corpos em cereja

A microanalise de raios—X (EDXA) foi realizada nos corpos em cereja para verificar a
presenca do bromo dentro dos corpos em cereja. As grades foram analisadas em um microscopio
eletrénico de transmissdao JEOL 2000 EX TEM equipado com o sistema analitico Noran-Voyager
(COPPE, UFRJ), onde também foram obtidas imagens das organelas isoladas. O controle foi feito
realizando a microanalise de raios-X em regides da mesma grade, ndo ocupadas pelos corpos em
cereja. A configuracgéao tipica para a aquisicdo dos espectros foi: aceleragdo de voltagem, 100 kV;
tempo de aquisi¢do, 100 s; deadtime, 10 %; e largura do feixe de elétrons, cerca de 50 nm

(diametro).

10.4. Video-microscopia
A analise por video-microscopia foi utilizada para registrar a relagéo dindmica dos corpos
em cereja como toda a célula. Fragmentos de tecido vivo foram analisados em um microscopio
Nikon Eclipse TE300 (COPEA-UFRJ). A amostra foi mantida em temperatura constante (20 °C) e
observada nos modos campo claro e DIC através de uma lente objetiva Plan Apo, 100X, NA 1.4.
As imagens foram digitalizadas, processadas e analisadas utilizando o programa ImageJ freeware

(NIH — USA).

10.5. Reconstrucgéo tri-dimensional

Cortes seriados de células corticais de L. obtusa foram utilizados para realizar a

reconstrugdo tri-dimensional das estruturas membranosas associadas aos corpos em cereja.
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Sequéncias de cortes ultra-finos (70 nm) foram coletadas em grades de cobre (Single Slot Oval
Hole — VECO, numero de referéncia 2015-Cu) recobertas com formvar, as quais foram
observadas no microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1200 EX. A série de micrografias
obtidas foi impressa numa magnificacao final de 100.000 x. As estruturas analisadas foram
circum-escritas em cada micrografia com cores distintas e cada plano foi tragcado separadamente
utilizando uma mesa grafica (Numonics 2205). Um programa de reconstrucdo 3-D e de
morfometria foi utilizado (Young et al., 1987). Este programa fornece o perimetro e a area dos
perfis digitalizados, e este dado foi utilizado para calcular o volume das estruturas celulares. Os
dados dos arquivos resultantes consistiram em contornos tragados representando as seccdes dos
objetos de interesse com seus volumes. Os arquivos foram transferidos para uma estagdo de
trabalho Silicon Graphics e as superficies entre os planos foram geradas utilizando o programa
SYNU (Synthetic Universe). Na estacdo de trabalho, as imagens obtidas foram renderizadas e,

posteriormente, foram gravadas. O experimento foi realizado de acordo com Rocha et al. (2006).
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11. ALGAS PARDAS

11.1. A absorcgéo de metais pesados pelas algas pardas

11.1.1. Microscopia 6ptica de fluorescéncia

Os crio-cortes de individuos jovens de P. gymnospora (figuras 1a-d) tratados com UEA e
conjugados a FITC apresentaram uma intensa marcagado nas paredes de células corticais e
medulares (figures 1a-d). Nas paredes, as regides preferencialmente marcadas foram aquelas
mais proximas a membrana plasmatica e, também, na camada mais externa de paredes
periclinais de células corticais (figuras 1c-d). A fluorescéncia também foi observada dentro das
células em regides periféricas ao nucleo correspondendo aos fisdides (figuras 1a-d). Os
experimentos controle ndo apresentaram fluorescéncia significativa.

Nos cortes nao tratados com vapor de tetroxido de ésmio e ndo incubados com as
lectinas conjugadas a FITC, a fluorescéncia (auto-fluorescéncia das substancias fendlicas) foi
majoritariamente observada a partir dos fisdides. Entretanto, também foi possivel observar uma
fraca auto-fluorescéncia, porém especifica, nas paredes de células apicais e corticais (figura 2).

A utilizagdo de Concanavalina A nao resultou em marcagbes significativas por
microscopia oOptica de fluorescéncia, sendo desconsiderada a necessidade da demonstracao

desses resultados.

11.1.2. Microscopia eletrénica de transmissao
A utilizacao das lectinas conjugadas a particulas de ouro coloidal permitiu a visualizagéo
mais acurada dos monossacarideos nas paredes celulares (figuras 3a-b). O padrao da distribuigao
de fucose ao longo das paredes celulares foi observado utilizando a microscopia eletronica de
transmissdo. A marcacéao foi preferencialmente observada nas camadas externas das paredes e

nas regides proximas a membrana plasmatica (figuras 3a-b).
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Também foi observada uma intensa marcagcdo de a-L-fucose nos fisdides (figura 4a).
Outras organelas como o nucleo e os cloroplastos ndo apresentaram uma marcagao significativa.
A marcacao da lectina Concanavalina A foi bem menos intensa do que a marcagao para o-L-
fucose. Nas paredes celulares nao foi observado qualquer padrdo de marcacido, a qual foi
classificada como pouco freqliente e dispersa. Nos fiséides, a marcagao de residuos terminais de
a-D-manosil e a-D-glicosil foi fraca (figura 4b), mas com o0 mesmo padrdao da marcagao de a-L-
fucose. O experimento controle (lectinas puras) confirmou a especificidade da marcagao devido a

auséncia de particulas nas estruturas celulares.

11.1.3. Microanalise de Raios-X
As analises das paredes celulares e fisdides, por EDXA, revelaram a presenca do
elemento zinco nas algas provenientes do local contaminado por metais, a baia de Sepetiba
(figuras 5a-b). Os elementos C, O, Na, Si, S, Cl, K e Ca também foram detectados nessas
organelas. O pico de cobre no espectro foi proveniente da composigdo da coluna do microscopio

eletronico.

11.2. Caracterizacdo de moléculas

11.2.1. Substancias fendlicas de P. gymnospora

As substéancias fendlicas extraidas de P. gymnospora foram eluidos a partir da coluna C-
18 com concentracdes de etanol de 25-30 %. O espectro de absor¢ao de UV das substancias
fendlicas revelou que absorvem principalmente a 210 nm (figura 6). Em SEC, as substancias
fendlicas foram eluidas sempre proximo ao V; (figuras 7a-b) das colunas utilizadas (Superose 6 e
Sepharose CL4B) sendo seu peso molecular estimado em ~10 KDa. Nao foram detectados
residuos de acidos urbnicos nas fragcbes obtidas a partir da SEC (figura 7a). A partir da
comparagao com dados ja reportados na literatura (Gerwick & Fenical, 1982; Tringali & Piattelli,

1982; Blackman et al., 1988), a analise dos espectros de NMR de 'H e ®*C revelaram que os
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principais componentes das substancias fendlicas isoladas de P. gymnospora sdo uma mistura

complexa de derivados de C-acilfloroglucindis (figura 8).

11.2.2. Polissacarideos de P. gymnospora

O fracionamento dos polissacarideos totais de P. gymnospora utilizando a coluna mono-
Q resultou em trés diferentes fragdes (figura 9). A fragdo eluida em menor concentragdo de NacCl
apresentou reagao positiva para a dosagem de acidos urénicos (como indicado pela reagao de
carbazol) e ndo apresentou propriedade metacromatica para a reagcdo com o DMB, sendo um
indicativo que contém alginato, mas nao contém grupos sulfatados. A fracdo eluida em maior
concentracdo de NaCl apresentou uma intensa metacromasia e uma fraca reacdo para a
dosagem de acidos urénicos. Desta forma, foi considerado que esta fragdo poderia conter fucanas
sulfatadas. A eletroforese em gel de agarose destes polissacarideos (figura 10) indicou a pureza
destes dois polissacarideos. A analise do gel de eletroforese revelou também que a fracdo 3 é a
mais impura devido a tendéncia da banda ao arraste. Nesta terceira fracdo péde ser detectada a
presengca tanto de acidos urbnicos quanto de moléculas sulfatadas. Os monossacarideos
presentes nestas trés amostras detectados por cromatografia em papel foram acidos urénicos na
fragdo 1, altas concentracbes de fucose e menores de galactose na fragdo 2 e acidos urdnicos,
fucose e galactose na fracdo 3. A analise por SEC da fragdo 1 (denominada alginato de P.
gymnospora ou ALG-Pg) com as colunas Superose 6 e Sepharose CL4B revelou que esta fragédo
apresenta um elevado peso molecular (~ 5000 KDa, figuras 11a-b). Curiosamente, através da
leitura da absorvancia das amostras a 210 nm, foram detectadas concentragdes significativas de
substancias fendlicas nesta fragdo mesmo apds o término dos processos de purificagédo (figuras

11a-b).

11.2.3. Polissacarideos de F. vesiculosus
Uma caracterizacdo inicial do alginato extraido de F. vesiculosus (Sigma-Aldrich) por
cromatografia de filtragcao em gel revelou que este polissacarideo nao estava puro e os principais

contaminantes foram as fucanas sulfatadas. Logo, uma parte da fragdo com menos fucanas
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sulfatadas foi dializada e liofilizada e re-analisada com a mesma coluna. Em ambas as colunas
(Superose 6 e Sepharose CL4B), o peso molecular do alginato purificado foi de aproximadamente
5000 KDa (figuras 12a-b). A determinagcdo da composicdo monossacaridica revelou que esta
fragdo apresentava altos niveis de acidos urénicos e baixissimos niveis de fucose. A medida da
absorbancia a 210 nm mostrou que os niveis de substancias fendlicas nesta amostra era

insignificante (figura 6).

11.3. Absorcgéo de UV por substancias fendlicas

11.3.1. Cromatografia de separacao por peso molecular
A analise da fracdo ALG-Pg revelou que as substancias fendlicas encontradas nesta
amostra apresentaram um perfil de eluigao totalmente coincidente com o do acido urbnico (figuras
11a-b). E importante lembrar que, quando puros, as substancias fendlicas apresentam baixo peso
molecular (ver figuras 7a-b). Desta forma, confirmou-se que as substancias fendlicas e os
alginatos estao fortemente ligados um ao outro devido a observagcdo de um complexo de alto peso

molecular (figuras 11a-b).

11.3.2. Ensaios de absorcédo de UV pelas substancias fenélicas

Inicialmente, é importante destacar que independente do grau de interagao estabelecido
com os alginatos de diferentes origens (de P. gymnospora ou de F. vesiculosus) ou se analisados
puros, as substancias fenodlicas nao apresentaram deslocamento do pico maximo de absorgao
(210 nm) (figura 6).

Foi possivel verificar que a capacidade das substancias fendlicas puras de absorverem a
radiacdo UV decresceu significativamente ao longo do tempo (figura 13). Depois de 72 horas, a
absorbéancia a 210 nm caiu aproximadamente 14 %. Curiosamente, a propriedade de absorg¢ao de
UV das substancias fendlicas constituintes do complexo de alto peso molecular isolado de P.

gymnospora (ligados aos alginatos) foi fortemente modificada (figura 13). Nessa fragédo, a
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absorcdo de radiacdo UV decresceu aproximadamente 7%, revelando que a ligagdo com os
alginatos pode contribuir para preservar a propriedade de absorcdo de UV das substancias
fendlicas. Surpreendentemente, a adicdo do alginato purificado de F. vesiculosus as solugdes de
substancias fendlicas provocou maiores quedas na capacidade de absorcao de radiagao UV ao
longo do tempo (figura 13). Apds 72 horas, a capacidade das substancias fendlicas presentes

nesta solucédo de absorverem o comprimento de onda de 210 nm caiu 18 %.

11.3.3. Influéncia do pH na capacidade de absor¢ao de UV pelas substancias fendlicas

Foi observado que as substancias fendlicas de P. gymnospora diluidos em &agua

destilada apresentavam propriedade acidificantes devido ao seu potencial redutor e que, até

concentracdes baixas concentragdes, como 10 pyg/mL, podem modificar significativamente o pH

da solugdo (figura 14). Por outro lado, foi registrado potencial alcalinizante para o alginato

purificado de F. vesiculosus (figura 14), e quando misturado as substancias fendlicas, poderia
atuar como um tampao para a solugao (figura 14).

Em ensaios de absorcao de UV com substancias fendlicas puras onde o pH das solugées

foi modificado (valores de 5, 6, 7, 8 e 9) observou-se que a capacidade das substancias fendlicas

de absorverem a radiagdo UV (210 nm) decresceu menos nas solugbes acidas do que nas

basicas.

11.4. Mineralizacéo e substéancias fendlicas

Os experimentos controle para o crescimento de cristais de carbonato de calcio in vitro
produziram cristais de calcita (figuras 15a-b). Nos experimentos onde foram acrescentados as
substancias fendlicas, as fucanas sulfatadas e os alginatos, também foram formados cristais de
calcita (figuras 15c-f). Os cristais de calcita crescidos em solugcbes de alginato e fucanas
sulfatadas apresentaram aspecto arredondado, inUmeras novas faces cristalinas em lugar dos
vértices e arestas originais (figuras 15c-d). Por outro lado, cristais de calcita crescidos na

presenca de substancias fendlicas apresentaram formato diferenciado, onde o crescimento de
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algumas faces cristalinas foi inibido especificamente (figuras 15e-f). Também foi possivel observar
diversos cristais geminados quando as substancias fendlicas foram adicionados nas solugdes

para a cristalizacao in vitro (figura 15).

11.5. InteragOes entre substancias fendlicas e alginatos

11.5.1. A enzima VBPO e aligacdo entre substancias fenélicas e alginatos

11.5.1.2. Formacé&o de complexos de alto peso molecular constituidos por CF e ALG

A cromatografia de separagdo por peso molecular (SEC) do alginato isolado de P.
gymnospora revelou, como dito anteriormente, que as substancias fendlicas co-eluiram com o
alginato, proximo do V, da coluna e coincidente com o pico de acidos urénicos (figuras 11a-b).
Este resultado confirmou que as substancias fendlicas presentes nesta fracdo estao associadas
aos alginatos, e que este complexo nao foi dissociado durante os procedimentos de extracéo e
purificacao. Em contraste com este resultado, o alginato purificado de F. vesiculosus ndo continha
substancias fendlicas associadas (figuras 12a-b). Logo, a preparacdo de uma fragao purificada de
alginato purificado de F. vesiculosus é apropriada para a realizagao de testes in vitro visando
mimetizar e avaliar as interagdes dos compostos fendlicos com o alginato. Numa tentativa inicial
de detectar a possivel formagdo de complexos de substancias fendlicas com alginatos, foram
incubadas estas duas moléculas a 30 °C por 12 horas e, entdo, analisadas por SEC (figura 16).
Nenhuma evidéncia da formacao de complexos moleculares foi obtida desde que as substancias
fendlicas e os alginatos continuaram a serem eluidos separadamente (figura 16). Entretanto,
quando a enzima VBPO foi adicionada a mistura de incubagdo com substancias fendlicas e
alginatos, e os produtos analisados por SEC, foi possivel detectar claramente a formacéo de
complexos de alginatos e substancias fendlicas, os quais foram revelados pela co-eluicdo das
duas moléculas proximas ao V, da coluna (figura 17). Em experimentos controle, quando BSA
substituiu a VBPO, obteve-se uma cromatografia similar a da observada na figura 16 onde nao

houve formagédo de complexos de alto peso molecular. Quando o alginato foi incubado apenas
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com a enzima, também n&o foi possivel observar qualquer material sendo co-eluido com os
alginatos (figura 18).

11.5.1.3. Medidas de viscosidade

Solucdes de substancias fendlicas analisados com a pinga 6ptica apresentaram valores
médios de viscosidade de 1,0 + 0,1 cPoise, enquanto que o alginato de F. vesiculosus apresentou
valores médios de viscosidade de 6,7 + 0,5 cPoise (tabela 1). A adicdo de substancias fendlicas
as solugdes de alginato de F. vesiculosus ndo provocou queda significativa (p>0.05) nos valores
de viscosidade (tabela 1). A amostra de alginato isolado de P. gymnospora apresentou valores de
viscosidade préximos a 1 cPoise (tabela 1), os quais foram similares aos de substancias fendlicas
e significativamente diferentes dos obtidos a partir da analise do alginato de F. vesiculosus
(p<0,05).

Quando a solugao de alginato de F. vesiculosus foi misturada as substancias fendlicas na
presenca da enzima VBPO, a viscosidade caiu significativamente (p<0,05, ver figura 19 e tabela
1) comparativamente aos valores obtidos da analise do alginato de F. vesiculosus misturado com

as substancias fendlicas e sem a adicao de VBPO (figura 19 e tabela 1).
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12. ALGAS VERMELHAS

12.1. Microscopias Optica e eletrénica

12.1.1. Microscopia 6ptica

12.1.1.1. Caracterizacdo estrutural

A presenca dos corpos em cereja é restrita as células corticais e aos tricoblastos (figuras
20a-b). Foram encontrados em numero variando de 1 a 2 (eventualmente 3) por célula (figuras
20a-b). Imagens de amostras vivas obtidas de células corticais e dos tricoblastos observadas em
visdo superficial revelaram a presencga de conexdes tipo-membranares emergindo dos corpos em
cereja em direcao a periferia da célula (figuras 20b-d).

12.1.1.2. Microscopia 6ptica de fluorescéncia

As imagens de DIC e de fluorescéncia das células corticais foram obtidas somente apds
o procedimento de fixagdo das amostras, revelando que a auto-fluorescéncia observada pode ter
sido gerada como consequéncia de modificacbes na estrutura dos compostos halogenados, as
quais foram causadas possivelmente pelos fixadores utilizados (glutaraldeido ou tetroxido de
6smio). No modo DIC (figura 21a), podem ser visualizados os corpos em cereja, vesiculas
distribuidas ao longo do espaco intracelular e os cloroplastos na periferia da célula. Através da
analise das imagens de DIC pode ser observado que o0s corpos em cereja apresentam-se
delimitados por duas membranas (figura 21a). Quando a imagem de auto-fluorescéncia (figura
21b) é sobreposta a imagem de DIC, podem ser observadas regides de auto-fluorescéncia
correspondentes a parte central dos corpos em cereja e as vesiculas distribuidas ao longo do
citoplasma (figura 21c). Adicionalmente, também pdde ser observada a auto-fluorescéncia em
regides especificas e pontuais dentro dos cloroplastos (figura 21c). Em células vivas, as imagens
de auto-fluorescéncia ndo foram suficientes para indicar a localizagdo provavel dos compostos

halogenados.
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12.1.1.3. Microscopia de pincas 6pticas

Os resultados da microscopia de pingas Opticas indicaram que os corpos em cereja
encontram-se estruturalmente fixados a periferia da célula por um unico ponto de ligacao. Apesar
do movimento do feixe de LASER ter sido realizado em duas diferentes dire¢cdes (ao longo dos
eixos x e y), os corpos em cereja puderam ser movidos apenas em uma Unica diregao,
acompanhando o eixo y (figuras 22a-b). Este movimento foi observado como uma rotagdo angular
do corpo em cereja emergindo de um ponto especifico da sua membrana externa (ver asterisco
nas figuras 22a-b). Para evidenciar o movimento do corpo em cereja, a movimentagao angular
desta organela provocada pela acdo do LASER foi medida. Uma linha continua foi tragcada em
paralelo com a base da figura em direcdo a um ponto especifico dentro da célula (linha ‘@’). Outra
linha representou o didmetro do corpo em cereja e foi tracada em dire¢gdo a um ponto especifico
da organela (linha ‘b’). Este ponto foi utilizado como referéncia para evidenciar o deslocamento do
corpo em cereja causado pela pinga 6ptica. Apds a manipulacdo com o feixe LASER, este ponto
especifico foi deslocado em consequiiéncia e uma nova linha foi tracada em direcdo a este ponto
(denominada linha ‘b""). O movimento da organela foi determinado através da medida da diferenca
de angulos formados entra as linhas ‘a’ e ‘b’ (‘b’ ou ‘b""). O angulo formado entre as linhas ‘a’ e ‘b’
(a) foi de ~ 13°, enquanto que o angulo medido entre as linhas ‘a’ e ‘b” (B) foi de ~ 19°, indicando
um movimento angular causado pelo laser de ~ 6°. Adicionalmente, foi observado que as
conexdes tipo-membranares previamente ~mencionadas também foram deslocadas,

acompanhando o movimento do corpo em cereja (ver cabecgas de seta nas figuras 22a-b).

12.1.2. Microscopia eletrénica
A ultraestrutura celular foi bem preservada e diversas estruturas foram bem visualizadas,
como o nucleo, os cloroplastos (figura 23a) e os corpos em cereja puderam ser visualizados
(figuras 23a-b). Os resultados obtidos indicaram que, de fato, os corpos em cereja encontram-se
localizados na regido central da célula e que estdo aparentemente circunscritos por um unico

compartimento vacuolar (figura 23a). O conteudo dos corpos em cereja aparece homogéneo e
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elétron-denso (figura 23b). Imagens magnificadas dos corpos em cereja confirmaram que duas
membranas delimitam o conteudo dos corpos em cereja (figura 23b). Pequenas vesiculas elétron-
densas foram observadas no espaco compreendido pelas duas membranas mencionadas (figura
23b). Vesiculas similares foram observadas distribuidas ao longo do citoplasma (figura 23a) e
associadas as paredes celulares (figuras 23a-d), bem como inclusdes dentro dos cloroplastos
(figuras 26a-c). Uma analise fina revelou que estas vesiculas associadas as paredes celulares
estdo provavelmente relacionadas a um processo de exocitose de algum composto em direcao a
superficie do talo da alga, devido a observacdo de um processo de liberacdo de agregados

nanomeétricos a partir do seu conteudo interno (figura 23d).

12.2. Isolamento dos corpos em cereja
A micromanipulacao foi adequada para o isolamento de um numero suficiente de corpos
em cereja para a caracterizagdo morfolégica e para a caracterizagcdo da composi¢cdo da organela
por EDXA. Os corpos em cereja foram mantidos bem preservados e apresentaram conteudo
homogéneo sob visualizagdo no microscopio eletrbnico de transmissdo, sem a presenca de

corpos vesiculares ou dominios internos de membrana na sua estrutura interna (figura 24a).

12.3. Microanalise de raios-X dos corpos em cereja

O espectro de EDXA do extrato do elatol de L. obtusa revelou a presengca do bromo na
sua composicao elementar (figura 24b) devido a observacao de picos de emissao caracteristicos
(Ka=11.90 e Kp=13.38 keV). Desta forma, evidenciou-se a sensibilidade do método para a
detecgcdo do bromo nas células de L. obtusa. Quando o EDXA foi realizado nos corpos em cereja
isolados, foram detectados os mesmo picos de emissdo do bromo detectados no elatol extraido,
confirmando a presenga do bromo nessa estrutura (figura 24c). Os elementos Na (Ka=1.04 keV),
P (Ka=1.74 keV), S (Ka=2.31 keV), Cl (Ka=2.62 keV), K (Ka=3.31 keV) e Ca (Ka=3.69 keV)

também foram detectados (figura 24c). Os picos de niquel (Ka= 7.47 keV) e de cobre (Ka=8.04 e
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KB=8.91 keV) observados foram originados da grade e da coluna do microscopio,

respectivamente (fig. 24c).

12.4. Video-microscopia

A observagao de amostras vivas de L. obtusa através da captura de imagens seqiiéncias
por video-microscopia (10 quadros por minuto) revelou a ocorréncia de dois processos celulares;
o transporte vesicular a partir dos corpos em cereja para as paredes celulares e a degradagao de
corpos em cereja relacionada a morte celular. Foi registrado que o transporte de vesiculas entre
0s corpos em cereja e a periferia da célula ocorre ao longo de conexdes tipo-membranares e
parece ocorrer em uma unica dire¢cdo, dos corpos em cereja para a parede celular (ver setas nas
figuras 25a-f).

Diferentes mecanismos de degradacdo dos corpos em cereja foram identificados. No
primeiro, foi observado em células corticais um evento aparentemente nao-sincrénico de morte
celular, no qual o conteudo destas células tornou-se gradualmente danificado. Foi observado
também a fragmentacdo dos corpos em cereja produzindo varios agregados de pequenas
vesiculas (figuras 26a-c). No segundo processo, um movimento rapido e simultdneo dos corpos
em cereja ao longo da célula foi registrado, o qual durou aproximadamente 300 segundos (figuras
27a-f). Estes corpos em cereja ndo apresentaram o processo de fragmentagdo como no processo
mencionado anteriormente. Os corpos movimentaram-se em direcao a periferia do vacuolo e em
seguida, de maneira sincrénica, liberaram seus conteudos causando a retracdo e o rompimento
da membrana do vacuolo (figuras 27a-f). Por fim, o processo de morte celular foi completado
quando foram observadas alteragbes no aspecto do citoplasma e grandes alteragbes na

morfologia dos cloroplastos, indicando a perda da integridade destas organelas (figura 27f).

12.5. Reconstrugéo tri-dimensional

A realizagdo de cortes seriados analisados na microscopia eletrénica de transmissao

confirmou a existéncia de conexées membranas entre os corpos em cereja e a periferia da célula
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(figuras 28a-c). A reconstrucdo tri-dimensional revelou que uma estrutura tubular membranosa
conecta a membrana externa do corpo em cereja a membrana vacuolar adjacente ao citoplasma
periférico (figuras 28d-e). Foi possivel observar uma vesicula dentro da conexao tubular
membranosa, indicando que estaria sendo transportada em direcdo ao citoplasma periférico (ver

setas nas figuras 28d-e).
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Figura 1: Localizagdo de a-L-fucose em cortes longitudinais da alga parda Padina
gymnospora. a) Imagem de microscopia optica de contraste diferencial interferencial (DIC) de um
criocorte transversal (barra=60 pm); b) Imagem de microscopia optica de fluorescéncia do mesmo
criocorte observado na figura A revelando a marcagéao intensa da lectina Ulex europaeus contra a
o-L-fucose; c) Detalhe da imagem mostrando as paredes celulares (cabecas de setas), fisdides
(P), e a regidao nuclear (N) (barra=30 um); d) Mesma regido observada na figura C observada por
microscopia Optica de fluorescéncia revelando a intensa marcacdo da a-L-fucose nas paredes

celulares e na regiao perinuclear, possivelmente nos fisdides.
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Figura 2: Imagem de microscopia Optica de fluorescéncia revelando a emissdo da auto-
fluorescéncia tipicamente observada em um corte longitudinal de um individuo jovem da alga
parda P. gymnospora. Notar a intensa emissdo nas paredes celulares das ceélulas apicais (setas)

(barra=40 um).
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Figura 3: Marcacao da a-L-fucose na alga parda P. gymnospora observada através da
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). Em ‘@’ e ‘b’ é possivel observar uma intensa
marcacao das paredes celulares com a lectina Ulex europaeus conjugada as particulas de ouro
coloidal (10 nm), A marcagao é especialmente acentuada nas camadas externas da parede
celular (setas) e na regidao préxima a membrana citoplasmatica (cabecas de seta) (barras=100

nm).
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Figura 4: Marcagao das lectinas Ulex europaeus e Concanavalina A na alga parda P.
gymnospora na regido dos fisdides observada através da microscopia eletrénica de transmissao
(MET). A) Marcacao intensa de o-L-fucose; b) Na marcagdo com a lectina Concanavalina A, pode-

se observar uma marcagao fraca e dispersa (barras = 200 nm).
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Figura 5: Espectros de EDXA da alga parda P. gymnospora. a) Espectro de um fisdide da
alga coletada em um ambiente contaminado por metais pesados (Baia de Sepetiba). O espectro
mostra a presencga de C (Ka=0.27 keV), Cl (Ka=2.62 keV), K (Ka=3.31 keV), S (Ka=2.30 keV), Ca
(Ka=3.69 keV) and Zn (Ka=8.63 keV). O inserte corresponde ao controle, mostrando que o Zn néo
foi detectado em amostras de locais ndo contaminadas. b) Espectro da parede celular mostrando
a detecgcdo do Zn em uma amostra de local contaminado e a auséncia no Zn em plantas do local
controle (inserte). O espectro mostra a presenca de C (Ka=0.27 keV), O (Ka=0.52 keV), Na
(Ka=1.04 keV), Si (Ka=1.74 keV), S (Ka=2.30 keV), Ca (Ka=3.69 keV and KB=4.01 keV) and Zn
(Ka=8.63 keV). A deteccdo do Cu (Ka=8.04 keV) é devida a presenca deste elemento na

composicao da coluna do microscopio.

72



Energy (KeV)

5b
Cu
..A—.q.
8§ 9
Na Ca
Si Ca CuZn
1 2 3 4 5 6 8 9

Energy (KeV)

73




Figura 6: Espectro de absor¢dao UV-VIS-IV obtido a partir da analise de alginatos e
compostos fendlicos. Pode ser observado que o espectro de compostos fendlicos purificados de
P. gymnospora (®) é muito similar aos daquele obtido a partir da analise do alginato isolado de P.
gymnospora associado a compostos fendlicos (A), e similar também a fracdo de alginatos
purificados de F. vesiculosus misturada a compostos fendlicos (O). Os alginatos purificados de F.
vesiculosus quando analisados puros (l) ndo apresentaram absorc¢ao significativa das radiagbes

UV-VIS-IV.
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Figura 7: Cromatografias de separagdo por peso molecular de compostos fendlicos
isolados de P. gymnospora. Em ‘a’ e ‘b’ é possivel observar duas cromatografias utilizando as
colunas Sepharose CL4B e Superose 6 onde as setas indicam, em ambas, o Vo= 5000 kDa € o V;
= 5 kDa das colunas, respectivamente. As fracbes foram checadas para a detec¢ao de acidos
urénicos ([1) e compostos fendlicos (® ou linha continua). Note que em ambos os cromatogramas
a eluicao ocorreu proxima ao Vg das colunas, revelando o baixo peso molecular dos compostos

fendlicos.
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Figura 8: a) Espectro de 'H de ressonancia magnética nuclear de substancias fendlicas
purificadas de Padina gymnospora. Picos identificados nos espectros: 0.92 (3H, t, J =7.0) - CH;
terminal da cadeia lateral; 1.29 (22H, m) — CH, da cadeia lateral; 1.66 (2H, m) — CH, da cadeia
lateral; 2.05 (2H,m) — CH, da cadeia lateral; 3.24 (2H, t, = 7.0) — CH, proximos a carbonila; 5.92
(1H,d, J = 1.5 Hz) — H aromatico; 6.02 (1H, d, J = 1.5 Hz). — H aromatico. b) Estrutura molecular
do 2-(1’-Oxo-hexandecil)-1,3,5-trihidroxibenzeno, molécula derivada do floroglucinol que constitui
majoritariamente as substancias fendlicas isoladas de P. gymnospora observada nos espectros de

"H NMR.
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Figura 9: Cromatografia de troca ibnica dos polissacarideos totais extraidos de Padina
gymnospora realizada em uma coluna Mono-Q (Pharmacia®) acoplada a um FPLC (Amersham
Pharmacia Biotech®). As fragdes form checadas para fenol-H,SO, (absorvancia a 480 nm) para
detector os acucares totais (M), por reagcdo de carbazol (absorbancia a 525 nm) para detetor
acidos urénicos (). A concentragdo do NaCl variou de 0 a 3 molar (---). Fragdes isoladas: 1)

alginato (denominada ALG-Pg), 2) fucanas sulfatadas, 3) fragdo impura.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose de polissacarideos extraidos de P.
gymnospora. Sao mostrados os polissacarideos totais (T), o ALG-Pg (1), as fucanas sulfatadas (2)

e a fragéo impura (3).
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Figura 11: Cromatografias de separagao por peso molecular do alginato isolados de P.
gymnospora. Em ‘a’ e ‘b’ é possivel observar que as setas indicam, o Vo= 5000 kDa e o V=5 kDa
das colunas, respectivamente. As fragbes foram checadas para a detecg¢ao de acidos urdénicos ([1)
e compostos fendlicos (@ ou linha continua). Notar que em ambos os cromatogramas a eluigéo

das substancias fendlicas ocorreu simultaneamente a eluicdo do alginato.
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Figura 12: Cromatografias de separacao por peso molecular do alginato isolados de F.
vesiculosus. Em ‘a’ e ‘b’ é possivel observar que as setas indicam, em ambas, o Vo= 5000 kDa e
o V= 5 kDa das colunas, respectivamente. As fragdes foram checadas para a deteccéo de acidos

urénicos ([1) e compostos fendlicos (@ ou linha continua).
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Figura 13: Histogramas mostrando a variagdo na capacidade de absor¢cédo de radiagao
UV em funcgao do tempo (0 horas-Ty; 24 horas-To4; 48 horas-Tyg; 72 horas-T7,). Barras: compostos
fendlicos ligados ao alginato de P. gymnospora (Phen, Alg +Pad), compostos fendlicos misturados
com o alginato de F. vesiculosus (Alg Sigma, Phen), compostos fendlicos isolados de P.

gymnospora (Phen), e alginatos purificados de F. vesiculosus (Alg Sigma).
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Figura 14: Grafico de variacdo do pH em fungdo das concentragdes de alginato e
compostos fendlicos. Alginato purificados de F. vesiculosus (H); compostos fendlicos misturados
com o alginato de F. vesiculosus (O); compostos fendlicos isolados de P. gymnospora (@®).
Linhas: Alginato purificados de F. vesiculosus (— —); compostos fendlicos misturados com o

alginato de F. vesiculosus (----); compostos fendlicos isolados de P. gymnospora (—).
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Figura 15: Imagens de microscopia eletronica de varredura de cristais de calcita
crescidos in vitro. a-b) Imagens de cristais de calcita tipicos representando o experimento controle;
¢) Imagens de cristais de calcita crescidos in vitro na presenga de alginatos isolados da alga parda
P. gymnospora; d) Cristais de calcita formados na presenca das fucanas sulfatadas purificadas de
P. gymnospora; e€) Imagem de baixo aumento de microscopia eletrénica de varredura mostrando
varios cristais de carbonato de calcio (de calcita) formados na presenca de compostos fendlicos
de P. gymnospora; f) Imagem de um dos cristais mostrados na figura ’e’ crescidos na presenca

dos compostos fendlicos.
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Figura 16: Cromatografia de separagado por peso molecular do alginato isolado de F.
vesiculosus incubado com compostos fendlicos, sem a adigdo da enzima VBPO. As setas indicam
0 Vo = 5000 kDa e o V= 5 kDa da coluna, respectivamente. As fracbes foram checadas para a
deteccdo de acidos urdnicos (1) e compostos fendlicos (linha continua). Notar que nao ha
formacao de complexos de alto peso molecular, o que demonstra que estes compostos nao se

ligam in vitro sem a adi¢do de algum mediador quimico especifico.
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Figura 17: Cromatografia de separagado por peso molecular do alginato isolado de F.
vesiculosus incubado com compostos fendlicos e com a enzima VBPO. As setas indicam o Vg =
5000 kDa e o V.= 5 kDa da coluna, respectivamente. As fragdes foram checadas para a deteccao
de acidos urdnicos (1) e compostos fendlicos (linha continua). Notar que houve formacgéao de
complexos de alto peso molecular, demonstrando a ativivade especifica desta enzima para

auxiliar no processo de ligagao entre os compostos fendlicos e os alginatos.
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Figura 18: Cromatografia de separagado por peso molecular do alginato isolado de F.
vesiculosus incubado apenas com a enzima VBPO. As setas indicam o V= 5000 kDa e o V;=5
kDa da coluna, respectivamente. As fragdes foram checadas para a deteccao de acidos urdnicos
(1) e compostos fendlicos (linha continua). Notar que ndo houve formagao de complexos de alto
peso molecular, demonstrando que a enzima nao se complexa aos alginatos para gerar um falso

positivo.
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Figura 19: Grafico mostrando o coeficiente de fricgdo medido (B) em fungéo da altura das
esferas (h) utilizando a pinga optica. A partir destas medidas, a viscosidade 7, € obtida (ver
equacao ‘3’ nos Materiais e Métodos para maiores detalhes). Linhas continuas em (A) e (B) séo
plotagens dos resultados de g utilizando o método do menor quadrado. Linhas tracejadas em (A) e
(B) correspondem a curvas teoricas obtidas se considerarmos que a viscosidade é duas vezes o
desvio padrao (o qual corresponde a aproximandamente 100 % dos dados) em ambos os lados da
curva. Pode-se observar que todos os dados experimentais (circulos e quadrados cheios) estao
localizados entre essas linhas significando que o erro experimental corresponde ao desvio padrao.
(A) curva de S x h obtida a partir da analise de uma solugao aquosa de alginato purificado de F.
vesiculosus (5mg/mL), n = 6.6 £ 0.5 cPoise; (B) curva de g x h obtida a partir de uma solugao
aquosa do produto da incubacdo do alginato purificado de F. vesiculosus com compostos

fendlicos e a com enzima VBPO. = 1.6 + 0.1 cPoise.
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Tabela 1: Valores de viscosidade expressos em cPoise medidos com a pinga optica. Ver
materiais e métodos para detalhes. Para todas as amostras analisadas os alginatos foram diluidos
a 5 mg/ml, enquanto que as concentragdes de compostos fendlicos variaram de 0,25 mg/ml a 50
mg/ml. A concentragdo dos compostos fendlicos (CF) nos experimentos com a adigdo da enzima

VBPO (ultima linha da tabela) foi de 5 mg/ml.
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Amostra

Viscosidade

(cPoise)
CF 1.0+ 0.1
ALG-Pg (com CF ligado in vivo) 1.1+0.1
ALG-Fv 6.7+05
ALG-Fv misturado com CF
(concentragées de PC em mg/ml)
0,25 7,6+0.6
2,50 7,8+0.6
5,00 7,6 +0.5
10,0 6,8+ 0.5
50,0 6,9+0.5
ALG-Fv ligado com CF 1.6+0.1
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Figura 20: Imagens de microscopia Optica de contraste diferencial interferencial (DIC) de
células vivas corticais, medulares e do tricoblasto de Laurencia obtusa. a) Vista superficial de
células corticais e medulares, onde é possivel notar a presenca de dois corpos em cereja (*) em
uma célula cortical; b) Imagem em visao superficial de células do tricoblasto onde também se
observa a presenca de corpos em cereja. Notar a presenca de conexdes entre 0os corpos em
cereja e a periferia celular (setas); c-d) Imagens em visdo superficial de células corticais. Notar
também os corpos em cereja e as estruturas alongadas conectando as organelas a periferia da

célula. (barras = 10 um)
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Figura 21: Microscopia Optica de DIC e de fluorescéncia de cortes transversais semifinos
da alga L. obtusa. a) Imagem de DIC onde se observam os corpos em cereja (CC), a parede
celular (PC) e os cloroplastos (C). b) Imagem revelando a auto-fluorescéncia tipicamente
observada nessas células apds o procedimento de fixagdo. ¢) Imagem composta das estruturas
visualizadas em DIC e pela auto-fluorescéncia. Note a auto-fluorescéncia emitida pelos corpos em
cereja e localizada, também, em diversas vesiculas distribuidas pelo espaco intracelular e em

inclusbes presentes nos cloroplastos. (barras = 10 um)
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Figura 22: Imagens de microscopia éptica de campo claro mostrando uma célula cortical
de L. obtusa em dois momentos distintos. Em ‘a’ observa-se os corpos em cereja na posic¢ao inical
antes da manipulacao utilizando a microscopia de pingas dpticas. Notar a posicdo da organela em
relacdo aos eixos tragcados na figura. Em ‘b’, a organela apresenta-se deslocada mediante a agéo
do LASER gerado pela pincga éptica. Notar que o deslocamento da organela foi limitado em funcao
de uma unica regido de fixagdo estrutural que esta marcada com o asterisco. A medida dos
angulos formados entre as retas ‘a’ e ‘b’ (b e b’) foi realizada e a diferenga entre esses angulos foi
de aproximadamente 6°. Notar também que as estruturas de conexdo (cabegas de seta)
visualizadas anteriomente sofreram deslocamento em conseqiéncia da movimentagdo da

organela. (barras = 3 um)

108



109



Figura 23: Imagens de microscopia eletrbnica de transmissédo de células corticais de L.
obtusa. a) Visao geral de uma célula cortical cortada longitudinalmente. Obsevam-se, um corpo
em cereja localizado na regido central da célula (CC), os cloroplastos (C), o nucleo (N), a parede
celular (CW), inumeras vesiculas (cabegas de seta) e inclusdes nos cloroplastos (cabecgas de
seta) (barra = 1 um); b) Detalhe em maior aumento de um corpo em cereja (CC) onde se observa
a presenca de vesiculas compreendidas no espaco delimitado pelas membranas externa e interna
da organela (cabecas de seta) (barra = 1 um); c) Imagem de um cloroplasto em detalhe no qual se
encontram diversas inclusdes distribuidas entre as membranas tilacéides (barra = 1 um); d)
Imagem de uma vesicula (V) aderida a parede celular (PC) demonstrando o processo de

exocitose devido a liberagcdo do seu conteldo para o exterior da célula (barra = 40 nm).
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Figura 24: Analise da composicao elementar dos corpos em cereja. a) Imagem de
microscopia eletrbnica de transmissdo de um corpo em cereja isolado de uma célula cortical de L.
obtusa; b) Regido do espectro de EDXA obtido da analise do composto halogenado elatol extraido
da alga L. obtusa revelando a presenca do bromo na sua composi¢cio; c) Espectro de EDXA

obtido da analise do corpo em cereja isolado de uma célula cortical de L. obtusa. Notar os picos
caracteristicos de emissédo do bromo (Ka=11.90 e KB=13.38 keV) e também do cloro (Ka=2.62
keV). Os elementos Na (Ka=1.04 keV), P (Ka=1.74 keV), S (Ka=2.31 keV), K (Ka=3.31 keV) e Ca
(Ka=3.69 keV) também foram detectados. Os picos de niquel (Ka= 7.47 keV) e de cobre (Ka=8.04
e Kp=8.91 keV) observados foram originados da grade e da coluna do microscépio,

respectivamente. (barra = 3 um)
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Figura 25: Imagens de células corticais de L. obtusa visualizadas por microscopia optica
e obtidas por video-microscopia. Notar na seqliéncia ‘a-f o deslocamento das vesiculas (setas e
cabecas de seta) originadas a partir dos corpos em cereja em diregdo a periferia da célula, para

uma regiao préxima a um cloroplasto no tempo de 60 segundos (*) (barra = 3 um).

114



115



Figura 26: Processo de degradacdao de corpos em cereja. Na seqléncia (a-c) das
imagens de microscopia optica (DIC), é possivel observar a fragmentagdo dos corpos em cereja
em vesiculas de tamanho variado. Também se pode visualizar a concomitante modificagao do

conteudo celular, a degeneragao dos cloroplastos e, ao final do processo, a aparente morte da

célula (barra = 3 um).
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Figura 27: Imagens de video-microscopia revelando um processo distinto de degradacgao
dos corpos em cereja e de morte celular em relagdo aquele apresentado na figura 26. Na
sequéncia de imagens (a-f), foi possivel observar que os corpos em cereja (CC) sdo deslocados
em direcao a periferia da célula. Simultaneamente, se observa a retragdo da membrana do
vacuolo (setas) até a sua ruptura (cabeca de seta). Apenas no final do processo de degradacao (f)
foram visualizadas a degeneracdo completa dos cloroplastos (*) e a aparente morte da célula.

(barra =7 um).
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Figura 28: Reconstrucéo tri-dimensional das conexdes tubulares membranosas. a-c)
Imagens de microscopia eletrénica de transmissao de alguns dos cortes seriados utilizados para o
processo de reconstrucdo tridimensional onde é possivel observar as conexdes tubulares
membranosas (*), os corpos em cereja (setas) e uma vesicula dentro da conexdo (cabecga de
seta); d-e) Imagens obtidas a partir da reconstrugdo tri-dimensional. A parede celular e o
citoplasma periférico encontram-se representados em azul; o corpo em cereja é representado em
vermelho; a conexao tubular membranosa, que também é constituida pela membrana do vacuolo
e que envolve os corpos em cereja, aparece em amarelo; também se observa uma vesicula sendo

transportada ao longo da conexao em vermelho (barras = 400 nm).
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Figura 29: Modelo esquematico do processo de ligagao entre compostos fendlicos e
alginatos mediado pela enzima VBPO. A primeira etapa mostra a oxidagdo e a isomerizagédo da
unidade de floroglucinol. A segunda etapa apresenta o possivel mecanismo de ligagédo
relacionado com a combinagdo do acido urénico (o acido gulurénico € mostrado) com o
floroglucinol, reduzindo as vacancias quimicas em ambas as moléculas. A terceira etapa
representa o processo de halogenacao (podendo ser também de protonacdo) da vacancia
restante na unidade de floroglucinol. A ultima etapa consite no rearranjo do atomo adicionado na

estrtura do floroglucinol e mostra configuragdo molecular final.

122



OH

O\/D

OH

oxidation and

isomerization

ETAPA 1 ETAPA 2

HO
o0~ Ho- HO
0
° ° 00— HO-
Cs — (o]
-e, -H* o]
] o] O
\_/ ° ﬁ——
o 0 o]
o o
Q
OH

combination

OH

[VEPO + KEBr + H,O, + VO,*]

C-O

OH

ETAPA 3 ETAPA 4

halogenation rearrangement

HO-
O-—_HO
(o]
Q
_ Tedlldiigemnem
(o]
R =H, Halogen AR
OH

OH

HO Ho
0—<_Ho O— HOo
0 o
[s] o
o O R O
OH



DISCUSSAO

124



13. ABSORCAO DE METAIS PESADOS PELAS ALGAS PARDAS

Estudos anteriores demonstraram que moléculas sulfatadas estdo relacionadas ao
processo de acumulacdo de metais pesados nas paredes celulares de P. gymnospora (Amado
Filho et al., 1996; Andrade et al., 2002). Ensaios histoquimicos com azul de toluidina em diferentes
pHs demonstraram que a distribuicdo de moléculas sulfatadas € similar a distribuicdo de granulos
de metais pesados na parede celular, além dos granulos de metais conterem S em analises por
EDXA (Andrade et al., 2002). Recentemente, Andrade et al. (2004) demonstraram, por EDXA e
por espectrofotometria de absorcdo atbmica, que o Zn pode encontrar-se associado aos
polissacarideos acidos da parede celular, os quais foram extraidos de individuos de P.

gymnospora coletados numa area contaminada por metais pesados, principalemente Zn e Cd.

Desta forma, o padrdo de distribuicdo de a-L-fucose observado na alga P. gymnospora
através da marcacdo com UEA, finalmente confirmou que as fucanas sulfatadas apresentam-se
localizadas preferencialmente ao longo das camadas externas das paredes periclinais e nas
regides proximas a membrana plasmatica. Este resultado, semelhante ao padrao de distribuicao
de granulos de metais pesados, indicou que estes polissacarideos atuam de forma efetiva no
processo de acumulacdo de metais pesados pelas paredes celulares de P. gymnospora, sem

excluir a participagdo dos alginatos.

A marcacgao com a lectina Concanavalina A contra as moléculas de residuos terminais de
a-D-manosil e a-D-glicosil demonstrou que estas moléculas estdo em baixas concentragdes nas
paredes celulares. As marcagdes observadas, sempre fracas e esparsas, confundiam-se com a
marcacao de fundo (dado ndo mostrado). Desta forma, ndo foi possivel especular, a partir da
marcacao com Concanavalina A, qualquer relagao com a localizagdo das fucanas. Por outro lado,
€ importante ressaltar que a concentracdo de moléculas de a-D-manosil e o-D-glicosil na
composigao das fucanas é freqlientemente baixa.

A deteccao do zinco nos fisdides indicou que esta organela também esta envolvida na

acumulacdo de metais pesados, como vem sendo apontado em outros trabalhos (Ragan e
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Glombitza, 1986; Karez e Pereira, 1995; Schoenwaelder, 2002). A hipotese de que fisdides séo
organelas de acumulagdao de metais pesados devido somente a presenca das substancias
fendlicas ndao pode ser confirmada. Se outras moléculas estdo presentes nesta organela, o
mecanismo de absorcdo de metais pelos fisdéides pode ser ainda desconhecido. Como
demonstrado neste e em outros trabalhos, os polissacarideos aniénicos, como as fucanas e os
alginatos, possuem a capacidade de ligar cations divalentes, como metais pesados. E importante
lembrar que ja vem sendo apontado que polissacarideos e substancias fendlicas possuem
afinidade entre si (Reviers, 1989).

A presencga das fucanas nos fisdides de P. gymnospora foi confirmada pela deteccéo,
nesta organela, de a-L-fucose e em menor intensidade, de residuos terminais de a-D-manosil e a-
D-glicosil. Os alginatos ja foram localizados dentro desta organela em outra espécie de alga parda
(Vreeland et al., 1988). Desta forma, os resultados de localizagado do metal pesado zinco nos
fisdides e os resultados de localizagdo de fucanas (determinados neste trabalho) e de localizagao
de alginatos (Vreeland et al., 1988) permitiram, em conjunto, sugerir um novo mecanismo
responsavel pelo processo de ligacao de metais pesados aos fisdides. Este processo esta
relacionado as propriedades dos polissacarideos polianidnicos que interagem com as substancias

fendlicas dentro dos fisoides.
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14. ABSORCAO DE RADIACAO SOLAR ULTRAVIOLETA EM ALGAS PARDAS

Diversos trabalhos na literatura tratam da caracterizacdo dos pesos moleculares de
substancias fendlicas soluveis. Ragan & Glombitza (1986) caracterizou as substancias fendlicas
de Ascophyllum nodosum, os quais apresentam peso molecular médio de (13 kDa). As
substancias fendlicas da alga Fucus vesiculosus, caracterizada por Berglin et al. (2004),
apresentam peso molecular variando de 3 a 25 kDa. Nesta tese, a analise por SEC das
substancias fendlicas soluveis de P. gymnospora revelou um peso molecular médio de ~ 10 kDa,
e que é similar aos pesos encontrados para substancias fendlicas de outras espécies de algas
pardas. Por outro lado, a analise das substancias fendlicas por RMN revelou uma estrutura
majoritaria compondo a amostra de 350,5 Da, a molécula do 1- (2,4,6-Trihidroxi-fenil)-tetradecano-
1-um, também chamada de 2-(1’-Oxo-hexandecil)-1,3,5-trihidroxibenzeno. Este metabolito ja foi
identificado anteriormente em Lobophora papenfussii (Gerwick & Fenical, 1982).

Alguns autores descrevem que substancias fendlicas de algas pardas podem estabelecer
ligacbes com polissacarideos (Koivikko et al. 2005; Shoenwaelder, 2002). Entretanto, nenhum
resultado conclusivo foi mostrado até o momento. Nessa tese, foi possivel confirmar que alginatos
e compostos fendlicos encontram-se fortemente ligados entre si.

A atividade das substancias fendlicas em uma série de processos celulares, como a sua
capacidade de absorver a radiacao ultravioleta, € bem determinada. Alteragdes na intensidade de
irradiacdo do espectro de ultravioleta e luz visivel influenciam a concentracio intracelular de
substéncias fendlicas, como ocorre com as micosporinas (Korbee et al., 2005; Henry & Alstyne,
2004; Abdala-Diaz et al., 2006). Entretanto, dados sobre a influéncia de outras moléculas na
capacidade de absorcdo de UV por substancias fenodlicas sado inexistentes. Os experimentos
desenvolvidos neste trabalho revelaram que a ligagdo dos alginatos as substancias fendlicas
preserva a capacidade destes metabdlitos secundarios de absorverem radiacdo UV, quando
comparados com substancias fendlicas puras. Este diferenca pode estar relacionada a reducéo da

instabilidade quimica das moléculas de substancias fendlicas, pois aumentaria a integridade da
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estrutura molecular das substancias fendlicas. Berglin et al. (2004) obtiveram resultados
semelhantes ao mostrarem que modificagbes na estrutura molecular das substancias fendlicas
alteram a capacidade destas substancias de absorverem radiagdo UV. Por outro lado, vimos que
a simples adicado de alginatos a solugcao de substancias fendlicas purificadas ndo provocou o
mesmo efeito observado quando se encontravam ligados entre si. Este resultado deve ter sido
provocado pelas modificacbes causadas pelos alginatos no pH das solugdes de substancias
fenolicas analisadas, pois foi demonstrado que, quando em solugdes alcalinizadas, as substancias
fendlicas perdem mais rapidamente a capacidade de absorverem radiacdo UV do que aqueles

que se encontram solubilizados em pH acido.
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15. A MINERALIZACAO DO CARBONATO DE CALCIO EM ALGAS PARDAS

Os efeitos dos alginatos e das fucanas na formacéo de cristais de carbonato de célcio
(calcita) in vitro foram estocasticos. Como pbéde ser observada, a interagdo das moléculas com o
cristal de calcita provocou a lentificacdo na mineralizacdo de regides de aresta do cristal. Desta
forma, estas arestas tornaram-se mais aparentes e os cristais apresentaram aspecto mais
arredondado. Acredita-se que este processo se deve a interagao inespecifica das moléculas com
o carbonato de calcio. Assim, regides com maiores areas de superficie encontram-se com mais
moléculas de fucanas e alginatos aderidas. Logo, estas regides crescem mais lentamente devido
a maior dificuldade do carbonato de célcio de formar uma rede cristalina.

Por outro lado, quando foi avaliado o efeito das substancias fendlicas isolados sobre o
crescimento de cristais de carbonato de calcio foi possivel observar que estas moléculas
apresentam uma atividade especifica sobre o crescimento de cristais de carbonato de calcio. A
espécie cristalina dominante apés o término dos experimentos continuou sendo a calcita, porém
foi observado que as substancias fendlicas inibem o crescimento de faces cristalinas especificas.
Esta atividade proporcionou a formacao de cristais com formato alongado e, também, a formacao
de inumeras maclas (conhecidas como “twin®).

Considerando-se que estas substancias fendlicas possam fazer parte da constituicao da
parede celular e que também podem ser exudadas durante alguns processos fisiolégicos, como a
adesao celular e em processos de defesa quimica (Shoenwaleder, 2002), é possivel que
participem da formagao de um micro-ambiente adequado para a mineralizacdo do carbonato de
calcio na superficie da parede celular das algas pardas do género Padina.

A atividade especifica que as substancias fendlicas apresentam neste processo de
mineralizacdo deve estar relacionada a sua estrutura molecular. Além de apresentarem radicais
hidroxilas, os quais conferem propriedade hidrofilica a molécula, também possuem cadeias de
acidos graxos ligadas a sua estrutura aromatica, conferindo-lhes também um carater hidrofdbico.

Por fim, estes metabdlitos anfipaticos podem formar polimeros (Berglin et al., 2004). Assim, é
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provavel que estas caracteristicas induzam a ocorréncia de processos de auto-arranjo das
moléculas e em consequiéncia apresentem diferentes graus de afinidade pelas faces de um cristal

de calcita.
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16. A FORMACAO DA PAREDE CELULAR EM ALGAS PARDAS

A visualizagdo por microscopia Optica de fluorescéncia dos cortes de P. gymnospora,
evidenciou uma intensa emissao de auto-fluorescéncia nos fiséides, provavelmente causada pelo
alto teor de compostos fendlicos dentro desta organela. O mesmo tipo de auto-fluorescéncia
também foi visualizado nas paredes celulares, indicando a presengca em potencial dos compostos
fendlicos nessa estrutura. A auto-fluorescéncia vem sendo utilizada para determinar a distribuigao
de metabdlitos secundarios, como as proprias substancias fendlicas. Em monocotiledéneas, a
presenca de substancias fendlicas nas paredes celulares foi indicada a partir da auto-
fluorescéncia dos compostos (Rudall & Caddick, 1994). Em algas vermelhas, esta técnica foi
aplicada para revelar a presengca de compostos halogenados em células glandulares de
Asparagopsis armata (Paul et al., 2006c). Curiosamente, a auto-fluorescéncia em P. gymnospora
foi mais intensa nas paredes de células apicais, as quais apresentam maior atividade metabdlica
relacionada a formacao de paredes celulares. Resultados similares ja foram obtidos em zigotos da
alga parda Hormosira banksii, indicando a participagdo dos substancias fendlicas no processo de
formagcdo da parede e celular (Schoenwaelder & Clayton, 1998). Os resultados prévios da
literatura e os qualitativos apresentados nesta tese obtidos por analise microscépica sugerem
fortemente que as substancias fendlicas desenvolvem um papel importante na formacédo da
parede celular de algas pardas. Por outro lado, a composicdo destas substancias fendlicas e
como eles interagem com os polissacarideos da parede celular ainda sao temas nao esclarecidos.

Trabalhos prévios tém demonstrado que o peso molecular de compostos fendlicos pode
variar consideravelmente. Compostos fendlicos extraidos de uma Unica espécie apresentam
variagcbes de 0,32 a 400 KDa (Ragan & Glombtiza, 1986). Esta variacdo pode ser uma
consequéncia dos procedimentos utilizados para isolar as substancias fendlicas, os quais
produzem extratos constituidos de substancias fendlicas sollveis e insoluveis. Quando a analise é
restrita as substancias fendlicas soluveis, como mencionado no item 14 dessa discusséo, a faixa

de variacao dos pesos moleculares € significativamente menos ampla e fica préxima a ~ 10 KDa,
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como mostrado neste trabalho. Para exemplificar, as substéncias fendlicas da alga parda Fucus
serratus possuem pesos moleculares variando de 3 to 25 KDa (Berglin et al., 2004).

Como mencionado anteriormente, foi possivel comprovar neste trabalho que as
substancias fendlicas co-eluem com os alginatos, evidenciando a formagao de complexos de alto
peso molecular, possivelmente formados in vivo. Desta forma, este resultado traz uma nova
informacao que sera relevante no estudo das propriedades fisico-quimicas dos alginatos.

A influéncia das substancias fendlicas nas propriedades reoldgicas dos alginatos tem sido
bastante discutida, principalmente devido as aplicagbes biotecnoldgicas deste polissacarideo.
Alguns autores sugerem que a viscosidade dos alginatos decresce devido a contaminagao da
amostra provocada por substancias fendlicas (Moen et al., 1997a, 1997b; Davis et al., 2004; Tame
et al., 2006). Em contraste, outros autores sugerem que as substancias fendlicas teriam um efeito
contrario, pois inibem a atividade microbiana nas amostras de alginatos e consequentemente
reduziriam especificamente a atividade das enzimas alginato liases produzidas por bactérias.
Como consequéncia, as substancias fendlicas preservariam a propriedade viscosa dos alginatos
por mais tempo (Moen et al., 1997b).

Nesta tese, foi observado que os alginatos obtidos de duas espécies diferentes de algas
pardas, P. gymnospora e F. vesiculosus, os quais diferem na quantidade de substancias fendlicas
ligadas (o segundo nao apresenta compostos fendlicos ligados), apresentam valores de
viscosidade significativamente diferentes. Observou-se também que a adicdo de substancias
fendlicas as solugdes de alginatos purificados de F. vesiculosus ndo modificou significativamente
a viscosidade da solugao destes polissacarideos.

Em relagdo as ligagdes estabelecidas entre as substancias fendlicas e polissacarideos,
tem sido sugerido que a interacdo entre estas moléculas é resultante de interagdes quimicas
fracas, como pontes de hidrogénio (McManus et al., 1985; Le Bourvellec et al., 2004; Koivikko et
al., 2005). Entretanto, também tem sido proposto que estas interagdes podem envolver ligacbes
covalentes, possivelmente do tipo éster ou hemiacetal (Vreeland et al., 1998; Schoenwaelder,
2002; Arnold & Targett, 2003; Koivikko et al., 2005). A ligacdo dos polissacarideos as substancias

fendlicas através de pontes éster-éter tem sido demonstrada para grupos de plantas (Lozovaya et
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al., 1999; Xua et al., 2005; Kerr & Fry, 2004; Lewis & Yamamoto, 1990; de Ascensao & Dubery,
2003). Para alguns autores, as ligagdes entre substancias fendlicas de algas pardas e os alginatos
podem estar relacionadas ao processo de degradacao das substancias fendlicas, o qual ocorreria
imediatamente apds sua passagem pelas paredes celulares (Koivikko et al., 2005). Segundo esta
teoria, oxidagcdes nao especificas poderiam causar as modificacbes necessarias na estrutura das
substancias fendlicas para que se ligassem aos alginatos.

A proposicado de que um agente especifico € necessario para catalisar as ligagdes entre
as substancias fenodlicas e os alginatos foi previamente sugerida (Vreeland et al., 1998;
Schoenwaelder, 2002; Arnold & Targett, 2003; Koivikko et al., 2005), sendo a enzima
bromoperoxidase dependente de vanadio (VBPO) o “catalisador’ desta reagdo. Entretanto,
nenhuma evidéncia experimental para esta proposicao foi reportada nestes trabalhos (Vreeland et
al., 1998; Schoenwaelder, 2002; Arnold & Targett, 2003; Koivikko et al., 2005). Os trés tipos de
haloperoxidases (bromoperoxidases, cloroperoxidases e iodoperoxidases) foram descritos em
diversos géneros de algas vermelhas e pardas, como Corallina, Laminaria, Fucus e Dictyota
(Rush et al., 1995; Almeida et al., 1998; Shimonishi et al., 1998; Vreeland et al., 1998; Weyand et
al., 1999; Colin et al., 2004). Apesar da diversidade entre as divisdbes de algas, a evolugado e a
similaridade das bromoperoxidases dependentes de vanadio foram demonstradas por analise
filogenética. Foi observado que a estrutura geral das proteinas é altamente conservada e também
que os sitios ativos e os mecanismos de reagdo sdo quase idénticos (Colin et al., 2005). Estes
dados foram essenciais para validar os resultados obtidos nesta tese, desde que foi utilizada uma
enzima VBPO purificada da alga vermelha Corallina oficinalis e compostos fendlicos e alginatos
de algas pardas.

Nossos resultados utilizando SEC confirmaram a atividade especifica da enzima VBPO
como um catalisador da reagao de ligacao entre substancias fendlicas e alginatos, devido a co-
eluicdo dos substancias fendlicas com o alginato. Quando a VBPO né&o foi incluida nas solugbes
de incubacdo, nenhum complexo de alto peso molecular foi formado. Estes resultados
confirmaram que a enzima & necessaria para a ligagao entre as duas moléculas. Em relagéo a

viscosidade, quando a enzima foi adicionada na solu¢ao de incubacéo, foi possivel observar uma
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reducado significativa da viscosidade do alginato resultante (produto da reagdo). Uma possivel
explicacao para esta reducédo pode estar relacionada ao fato de que as substancias fendlicas,
quando ligados, previnem em algum grau o processo de auto-arranjo do alginato, o qual
normalmente acontece de acordo com o modelo “caixa de ovo” (“egg-box model”) (Kloareg &
Quatrano, 1988). Desta forma, foi possivel mimetizar, in vitro, as condi¢gdes necessarias para a
formacéo de ligagbes entre os compostos fendlicos e os alginatos.

Como proposto de uma maneira esquematica na figura 30, a atividade da VBPO é
essencial para promover as modificacdes estruturais nas substancias fendlicas para que ocorra o
processo de ligacdo com os residuos de acidos urdnicos constituintes do alginato. Estas
modificagbes sdo bastante similares aquelas demonstradas em trabalhos prévios relacionados ao
mecanismo de polimerizagcdo das moléculas de floroglucinol para formar as substancias fendlicas
(Gross & Sizer, 1959; Eickhoff et al., 2001; Oudgenoeg et al., 2002; Berglin et al., 2004). E
possivel que a oxidacdo e a isomerizagdo sejam as primeiras modificagcbes a ocorrerem. Estas
modificagdes podem produzir duas vacancias quimicas no atomo de carbono da estrutura ciclica
do floroglucinol (etapa 1). Apds, a combinagao entre o floroglucinol oxidado e o acido urdnico
caracteriza o inicio do processo de ligacao. Nesta etapa, uma das vacancias do floroglucinol é
reduzida e a vacancia do acido urdnico é eliminada. Na etapa 3, a enzima VBPO atua no processo
de halogenacéo reduzindo a ultima vacancia presente na molécula de floroglucinol. Finalmente,
apos o rearranjo do halogénio (ou hidrogénio) recém incluido na estrutura do floroglucinol, o
processo de ligacdo da substancia fendélica com o alginato esta finalizado (etapa 4).

E importante ressaltar que a participacdo das substancias fendlicas na constituicdo da
parede celular ndo pode ser considerada uma caracteristica exclusiva das algas pardas.
Trabalhos anteriores tém proposto que, em plantas superiores, um processo similar ocorre
durante a formagao das paredes celulares (Tamagnone et al., 1998). As substancias fendlicas
envolvidos neste processo sdo: a lignina, um polimero de unidades de monolignol ligados por
acoplamento oxidativo; e os acido hidroxicindmicos de baixo peso molecular, os quais podem
atuar como pontes moleculares nas paredes celulares de plantas (Wallace & Fry, 1994). Outros

trabalhos mostraram que as pectinas estdo ligadas a outras pectinas ou a polissacarideos nao-
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celuldsicos através de ligagdes éster com acido hidroxicindmicos (Fry, 1986; Parr et al., 1996;
Waldron et al., 1997).

Também foi demonstrado que o mecanismo de formagao da parede celular em plantas
superiores depende da atividade de enzimas peroxidases. Nesta tese, foi demonstrado que em
algas pardas, consideradas mais primitivas na arvore filogenética, este processo é catalisado por
bromoperoxidases dependentes de vanadio, enquanto alguns autores mostraram que em plantas
superiores outras peroxidases, como as lacases, atuam no processo de lignificagao e também na
ligacdo de compostos fendlicos a polissacarideos da parede celular (Li et al., 1989; Lewis &
Yamamoto, 1990; McDoughall, 1993; Wallace & Fry, 1995; Ranocha et al., 2002; Caparros-Ruiz et
al., 2006). Desta forma, foi mostrado que a interagao entre substancias fendlicas e polissacarideos
€ uma caracteristica comum de espécies de algas pardas e do grupo Viridiplantae.
Inquestionavelmente, estes achados contribuem para diminuir a distancia evolucionaria entre

esses dois grupos.
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17. O METABOLISMO SECUNDARIO EM ALGAS VERMELHAS

Neste trabalho, através da analise ultra-estrutural, foi possivel observar que as organelas
denominadas corpos em cereja apresentam, em condi¢des normais, conteiddo homogéneo.
Bodard (1968) é a unica referéncia na literatura a respeito da ultraestrutura dessas organelas,
onde a descreve como apresentando aspecto de colméia de abelha e conteudo irregular. Essa
diferenca descritiva se deve provavelmente a algum fator associado que nao permitiu uma boa
preservacdo celular & época que o referido trabalho foi realizado. E possivel que uma fraca
eficiéncia do processo de fixacdo quimica associada a elevada volatilidade do conteudo presente
nesta organela tenha resultado na producgao de artefatos.

Em relagédo ao conteudo dos corpos em cereja, Young et al. (1980) investigou a natureza
dos compostos internalizados dentro desta organela através da microanalise de raios-X. Baseado
na deteccdo do elemento bromo, sugeriu que esta organela fosse responsavel pelo
armazenamento dos compostos halogenados de Laurencia (compostos brominados). Entretanto,
sua conclusédo baseou-se somente na apresentagdo de um unico espectro de EDXA, no qual se
detectou o bromo em um unico pico de emissao, o La (1,486 keV). Outros picos de emissao de
raios-X do elemento bromo nao foram detectados, pois a técnica foi realizada com 20kV de
voltagem de aceleragdo e ndo possui energia suficiente para causar a ionizagdo dos elétrons da
camada eletrénica “K” do bromo. Além disso, ndo se pode garantir que o pico de Br presente no
espectro ndo possa ser resultante da presenga do elemento aluminio, pois o valor do seu Ka
(=1,480 keV) é altamente semelhante ao La do bromo. Esta supeita “contaminagao” com aluminio
se deve a presenca desse elemento em impurezas comuns, como a poeira. Apenas para
exemplificar, experimentos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, realizados nas mesmas
condigbes descritas por Young et al. (1980), ndo foram capazes de reproduzir seus resultados.
Também ¢é possivel que os elementos detectados na amostra de Young et al. (1980) nao fossem
provenientes dos corpos em cereja, pois foi utilizado um didmetro de feixe de elétrons

extremamente largo (500 nm) e as regides dos corpos nao definida no trabalho.
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Nesta tese, a deteccdo do elemento bromo nos corpos em cereja so6 foi possivel a partir
do momento que esta organela foi isolada através da utilizagcao do sistema de micromanipulagao.
Desde que foi utilizada uma aceleracédo de voltagem de 100 kV, foi possivel ionizar elétrons das
camadas K e L do bromo. Desta forma, foram detectados no espectro de emissao de raios-X mais
picos de emissdo do bromo (Ka, KB e La). Outro elemento presente na estrutura molecular do
elatol (composto halogenado sintetizado pela alga L. obtusa), o cloro, também foi detectado.
Assim, confirmou-se, indiretamente, que os corpos em cereja sdo organelas especializadas no
armazenamento dos compostos halogenados no género Laurencia.

Entretanto, foi possivel sugerir, a partir dos resultados de microcopia Optica de
fluorescéncia, que a distribuicao dos compostos halogenados dentro das células corticais de L.
obtusa ndo é restrita aos corpos em cereja. Como ja mencionado, a propriedade auto-fluorescente
dos metabdlitos secundarios tém sido utilizada para indicar a sua localizacdo sub-celular. Através
da utilizagcdo da microscopia 6ptica de fluorescéncia, foi possivel observar um padrdao de auto-
fluorescéncia presente tanto nos corpos em cereja quanto em outras regides da célula. Vesiculas
localizadas principalmente na periferia da célula e inclusdes dentro dos cloroplastos (elétron-
densas ao microscépio eletrénico de transmissao) apresentaram a mesma auto-fluorescéncia
encontrada nos corpos em cereja.

A partir desses resultados obtidos, questiona-se a localizagdo dos compostos
halogenados dentro dos cloroplastos. E possivel que estes compostos estejam sendo sintetizados
nesta organela, ou pelo menos, parte do processo de sintese esteja acontecendo nos
cloroplastos. A fundamentacdo tedrica para fortalecer essa teoria € que se sabe que, durante o
processo de foto-inibicdo, o fluxo de elétrons nos cloroplastos cai, provocando a dissipag¢ao da
energia através da fluorescéncia, da producao de singletos de oxigénio e, por fim, a producao de
peréxido de hidrogénio nas membranas tilacéides (Demmig-Adams & Adams Ill, 1992; Aro et al.,
1993; Sundstrém et al., 1996). Em seguida, o peroxido de hidrogénio é utilizado por enzimas
peroxidases presentes nos cloroplastos ou, também, por catalases presentes nos peroxissomos
(Pamatmat, 1988; Foyer et al., 1993; Sundstrédm et al., 1996). E descrito que plantas superiores e

algas possuem diferentes formas de peroxidases nos cloroplastos, as quais realizam
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hidroxilagbes, entre outras reagbes (Theiler et al., 1978; Sundstrom et al., 1996). Em algas
vermelhas essas enzimas podem ser as bromoperoxidases e as cloroperoxidases (Theiler et al.,
1978; Sundstrom et al., 1996). Estas enzimas podem utilizar peréxido de hidrogénio, bromo, cloro
e cetonas (e outros compostos) como substratos para formar derivados halocarbonados, como por
exemplo, os metabdlitos secundarios halogenados (Theiler et al., 1978; Sundstréom et al., 1996).
Assim, em fungao dos resultados obtidos e dos dados apresentados na literatura, sugerimos que
os cloroplastos participam da rota biosintética dos compostos halogenados produzidos pelo
género Laurencia.

Em relagdo a caracterizagdo dos corpos em cereja, os resultados desta tese, obtidos
através da utilizacdo da microscopia de pinga 6ptica, confirmaram que uma unica estrutura é a
principal responsavel pela fixacdo mecéanica dos corpos em cereja a periferia da célula, como
sugerido anteriormente (Godin, 1970). Como uma nova caracteristica destas células, foi possivel
verificar que ha um mecanismo de transporte de vesiculas ao longo de estruturas de conexao que
ligam os corpos e cereja a periferia da célula. Estas conexdes tubulares membranosas séo as
estruturas responsaveis pela transferéncia de compostos halogenados a partir dos corpos em
cereja para a superficie do talo da alga L. obtusa. Assim, acredita-se que este processo de
transferéncia é fundamental para o sistema de defesa quimica da alga, principalmente naquilo que
tange a defesa quimica contra a bioincrustacao.

A defesa quimica contra a bioincrustacdo ¢ um assunto ainda polémico e pouco
esclarecido. Experimentos in vitro tém demonstrado que as concentragcdes de elatol encontradas
na superficie do talo das algas L. rigida (~ 1ng/cm2) e L. obtusa (0.5 — 10 ng.cm-2) sdo pouco
efetivas como defesa quimica contra organismos incrustantes (De Nys et al., 1996; Sudatti et al.,
no prelo). Assim, como poderia ser explicada a propriedade anti-incrustante in vivo encontrada
nas espécies de Laurencia? A principio, ndo pode ser desconsiderado o fato de que as
concentracdes de compostos halogenados determinadas na superficie do talo destas algas nao
representam as variagdes que podem ocorrer durante o tempo. A descoberta do mecanismo de

transferéncia de compostos halogenados dos corpos em cereja para a periferia das células € um
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fator determinante para esta discussao, visto que é possivel que as concentracdes superficiais de
elatol variem de acordo com condi¢gbes ambientais, as quais ainda nao foram determinadas.

A velocidade do transporte vesicular ao longo das conexdes tubulares membranosas foi
igual a ~ 40 nm.s™. Trabalhos prévios (D’Andrea et al., 1994; Schott et al., 2002) descrevem
velocidades de transporte vesicular que variam entre 100 e 10 nm.s'. Estes trabalhos
demonstraram que, a essas velocidades, o transporte vesicular estd geralmente relacionado a
atividade de proteinas da classe de miosinas nao-convencionais. Em contraste, Morimatsu et al.
(2000) identificaram uma classe de miosina também nao-convencional na alga verde Chara.
Surpreendentemente, este tipo de miosina consegue percorrer um filamento de actina a 60 um/s,
uma velocidade dez vezes maior do que a velocidade de uma miosina de musculo esquelético. O
trafego vesicular em maiores velocidades também tem sido relacionado a participacao de
proteinas motoras de microtubulos (Hirokawa et al., 1996; Ruthardt et al., 2005; Shaw et al.,
2007). Estes trabalhos tém registrado que, em concentracdes normais de ATP, as velocidades de
vesiculas guiadas por cinesinas varia de 600 a 1500 nm.s™'. Contudo, foi demonstrado que
concentracdes minimas de ATP podem fazer com que a cinesina “caminhe” a velocidades de ~10
nm.s™ (Schnitzer & Block, 1997). Mas, considerando que estas concentragdes sé conseguiram ser
avaliadas in vitro, pode-se sugerir que o transporte de vesiculas oriundas dos corpos em cereja
em diregado a parede celular deve ser guiado por proteinas da classe das miosinas. Entretanto,
sao necessarios mais estudos para compreender melhor este processo.

As mesmas condigbes ambientais que podem induzir um aumento da freqiéncia de
vesiculas com compostos halogenados em direcdo a parede celular, podem também ser
responsaveis pelo desencadeamento dos possiveis processos de morte celular registrados nesta
tese, que também podem contribuir de forma inegavel para o aumento da concentragdo de elatol
na superficie do talo de L. obtusa. E possivel que a degradagdo dos corpos em cereja esteja
relacionada a eventos de morte celular necrética e programada. Até o momento, estudos sobre a
morte celular programada em algas sdo escassos (Segovia et al., 2003). Alguns autores sugerem
que a morte celular programada pode ser provocada tanto por foto-sensibilizacdo quanto por

estresse salino (Huh et al., 2002; Ning et al., 2002; Danon et al., 2004; Hope & Wilson, 2006).
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Estes dados sdo extremamente importantes, pois o evento de morte no qual corpos em cereja n&o
se fragmentaram e que foi considerado o mais sincronizado pode ter sido provocado por estresse
salino, dada a evaporacdo gradual da agua do mar onde a amostra foi mantida durante o
processo de video-microscopia. Assim, como ultima proposi¢cao, sugere-se que este evento de

degradagado mencionado possa estar relacionado a morte celular programada.
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CONCLUSOES
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18. O METABOLISMO SECUNDARIO EM ALGAS PARDAS

» Os fisbéides podem ser caracterizados como organelas capazes de acumular metais
pesados, quando a alga parda Padina gymnospora estiver submetida a concentragdes

elevadas destes elementos.

» O mecanismo de acumulagdo de metais pelos fisdides deve estar relacionado as
interacdes existentes entre substancias fendlicas e polissacarideos, ja que fucanas foram
detectadas indiretamente dentro desta organela e foram consideradas como

polissacarideos responsaveis pela acumulagao nas paredes celulares de P. gymnospora.

» A analise do alginato isolado de P. gymnospora por cromatografia de separacao por peso
molecular confirmou que os compostos fendlicos presentes nesta fracdo estao

efetivamente ligados a este polissacarideo.

» O processo de ligagao entre substancias fendlicas e alginatos contribui especificamente
para a preservagcao da capacidade de absorgdo de radiacao UV por estes metabdlitos

secundarios.

» Por outro lado, a mistura de alginato purificado com substancias fendlicas causa
modificagbes no pH da solugdo que induzem a diminuicdo da capacidade destes
metabdlitos de absorverem a radiacdo UV, evidenciando que a atividade dos alginatos €

dependente do grau de interagao estabelecido com as substancias fendlicas.

» Sugere-se que as substancias fendlicas de P. gymnospora apresentam atividade no
processo de mineralizagao do carbonato de calcio, pois influenciam de forma especifica na

formacao dos cristais de calcita in vitro.

» Os alginatos e as fucanas extraidas de P. gymnospora nao influenciam especificamente na

cristalizacao do carbonato de calcio in vitro.
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N&o ha ligagao in vitro entre substancias fendlicas de P. gymnospora e alginato purificado

da alga parda Fucus vesiculosus sem a agao de um mediador quimico especifico.

A enzima bromoperoxidase dependente de vanadio (VBPO) catalisa o processo de ligacao
entre as substancias fendlicas e os alginatos in vitro, e € sugerido que esta enzima seja o

mediador quimico responsavel pelo processo de ligagao in vivo.

A ligacdo com as substancias fendlicas provoca a reducgdo significativa dos valores de
viscosidade dos alginatos, tanto nos isolado de P. gymnospora quanto no isolado de F.

vesiculosus ligado in vitro pela agao da VBPO.

A mistura das substancias fendlicas com alginatos isolados de F. vesiculosus em solugao,

sem a adicao da VBPO, nao provoca a reducgéo significativa na viscosidade do alginato.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que as paredes celulares de algas pardas
também sio constituidas por substancias fendlicas, os quais sdo possivelmente ligados a

essa estrutura devido a agao da VBPO e desempenham papel estrtural.

Estes resultados revelam uma similaridade no processo de formacao da parede celular de
algas pardas e vegetais superiores (Viridiplantae). Desta forma, os resultados obtidos
contribuem para demonstrar que o processo de formagcdo da parede celular é

evolutivamente antigo e diminui a distancia filogenética entre estes dois “grupos”.
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19. O METABOLISMO SECUNDARIO EM ALGAS VERMELHAS

» O corpo em cereja € a organela principal de armazenamento dos compostos halogenados

produzidos pela vermelha Laurencia obtusa.

» Os compostos halogenados nido estao restritos aos corpos em cereja, pois podem ser
encontrados também em vesiculas distribuidas pelo citoplasma ou aderidas a parede

celular, e também, em inclusdes localizadas no interior dos cloroplastos.

» Sugerimos que o cloroplasto participa do processo de sintese dos compostos halogenados

em Laurencia.

» Os compostos halogenados sao transferidos a partir dos corpos em cereja para a parede
celular em vesiculas que migram por conexdes tubulares membranosas, as quais

atravessam o vacuolo celular.

» A fixagcdo mecanica dos corpos em cereja a periferia da célula ocorre principalmente
através de uma Uunica estrutura. As conexdes membranosas de transporte nao

desempenham papel essencial neste processo de fixagao.

» A degradagao dos corpos em cereja pode representar dois aspectos morfoldgicos distintos,
0S quais podem estar relacionados a eventos de morte celular programada e n&o-

programada.

» Os eventos de morte celular podem estar relacionados ao processo de defesa quimica,
visto que resultam na liberagcdo de elevadas quantidades de compostos halogenados para

a superficie do talo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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