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RESUMO

A producdo e a utilizacdo de nanoparticulas de 6xido de cobre (nano-CuO) vém crescendo
significativamente nos ultimos anos devido as suas propriedades fisico-quimicas especificas.
Mas essas nanoparticulas podem eventualmente encontrar seu destino final em ambientes
aguaticos, onde os efeitos sobre a biota ainda ndo foram bem caracterizados. O presente
trabalho objetivou comparar a toxicidade de dois diferentes compostos de cobre, as hano-CuO
e o cloreto de cobre (CuCl,), sobre a microalga Raphidocelis subcapitata, com o intuito de
distinguir se a principal causa da possivel toxicidade é devida a liberacdo de ions cobre ou a
propriedades intrinsecas da nanoparticula. Para isto, foram avaliados os efeitos desses dois
compostos sobre a atividade fotossintética da alga, crescimento e composi¢do bioquimica.
Microalgas em fase exponencial de crescimento foram expostas durante 96 horas a
concentragdes de nano-CuO de 0,07 a 1260 uM Cu L™. As concentracdes de CuCl, utilizadas
foram de 0,07 a 2,29 pM Cu L™. O valor da Concentracéo de Inibicdo do crescimento (ICso.q6n)
encontrado para a R. subcapitata exposta as nanoparticulas foi de 74 pM Cu L™, enquanto para
o sal foi 0,65 uM Cu L™. Houve maior producéio de lipidios totais, carboidratos e aumento do
peso seco nas concentracdes mais altas de cobre, tanto para as células algais expostas as
nanoparticulas quanto para as expostas ao sal, mas pouca alteragéo no teor de clorofila a apos
96 horas de exposicao. Na exposicdo ao CuCl,, as classes lipidicas que tiveram seu teor mais
afetado, em relagcdo ao controle, foram a dos esterdis (ST) e alcool alifatico livre (ALC). As
algas expostas a nano-CuO apresentaram maior alteracdo de hidrocarbonetos (HC) e
triglicerideos (TAG). As concentracdes mais altas de cada composto reduziram em 36% a
fluorescéncia inicial (Fo) das algas e em cerca de 70% a fluorescéncia maxima (F.,), apds 96
horas de exposicdo ao metal. Os rendimentos quanticos maximo (¢y) e efetivo (¢y’) foram
afetados pelos dois compostos de cobre, sendo que as altera¢cdes mais significativas foram
encontradas nas algas expostas a nano-CuO. As grandes alteracbes observadas na eficiéncia
do complexo de evolugdo do oxigénio (F¢/F,) indicam que este foi o principal sitio de acao do
cobre, através de alteracdes no processo de foto-oxidagdo da agua, principalmente nas algas
expostas a nano-CuO. Os coeficientes de dissipacdo de fluorescéncia fotoquimica (qP) e nédo
fotoquimica (gN) ndo foram significativamente alterados pelo metal. Nossos resultados
sugerem que a principal causa de toxicidade das nano-CuO ocorreu principalmente pela
liberac&o de fons Cu®*, uma vez que os efeitos foram menos acentuados nas algas expostas a
nano-CuO, em comparacao com as expostas ao CuCl,, em todos os parametros bioquimicos e
de crescimento avaliados. Com relacdo ao efeito dos compostos de cobre na fotossintese da
alga, este estudo conclui que o cobre afetou a atividade fotossintética de forma significativa,
com alteracdes mais pronunciadas no tratamento com nano-CuO, o que pode indicar diferentes

formas de acdo entre o cobre dissolvido em forma de sal e nanoparticulas de CuO. O



parametro Fy/F, apresentou maior sensibilidade ao cobre, se revelando como uma boa

ferramenta para pesquisas de estresse fisioldgico gerado por metais em microalgas.

Palavras-chave: cobre i6bnico, composi¢do bioquimica, fotossintese, microalga, nanoparticulas

metalicas



ABSTRACT

Production and utilization of copper oxide nanoparticles (CuO-NP) have increased recently due
to their specific physicochemical properties. Most of these nanoparticles end up in aquatic
ecosystems, but their effects on the biota were not yet well characterized. The present study
aimed to compare the toxicity of CuO-NP and copper chloride (CuCl,) in the microalgae
Raphidocelis subcapitata, in order to determine whether the main cause of possible toxicity is
due to released copper ions or intrinsic properties of the nanoparticle. We evaluated the effects
of these two compounds on several physiological and biochemical parameters of the algae
(photosynthetic activity, growth, dry weight, carbohydrates levels, total lipids content and lipid
classes). Exponential growth phase algal cultures were exposed during 96 hours to different
concentrations of CuO-NP (0.07 to 12.6 uM Cu L) and CuCl, (0.07 to 2.29 yM Cu L™). The
mean inhibitory concentration for R. subcapitata exposed to nanoparticles at 96 h (ICsp.96n) Was
74 uM Cu L™, while for CuCl, was 0.65 uM Cu L™. There was an increase in dry weight, total
carbohydrates and total lipids in algae exposed to the highest copper concentrations in both
treatments (salt and nanoparticles), but there was not much change in chlorophyll content after
96 hours of exposure. Concerning lipid composition, sterols (ST) and aliphatic alcohol (ALC)
increased under CuCl, exposure, while aliphatic hydrocarbons (HC) and triacylglycerols (TAG)
increased in the presence of nano-CuO, compared to control. The highest concentrations of
each compound reduced 36% of algae initial fluorescence (Fy) and about 70% the maximum
fluorescence (F,,) after 96 hours of metal exposure. Maximum (¢, and effective (¢y ) quantum
yields were affected by the two copper compounds, with the largest changes found in the algae
exposed to nano-CuO. The major changes observed in the efficiency of oxygen complex
evolution (Fy/F,) indicate that this was the main site of action of copper, through changes in the
process of water photo-oxidation, especially in algae exposed to nano-CuO. The photochemical
(gP) and non-photochemical quenching (gN) were not significantly altered by the metal. We
found that CuCl, was more toxic than nano-CuO in all parameters evaluated, and this can be
related to lower free copper ions available in nanoparticles. In this study, we concluded that the
two copper compounds significantly affect photosynthetic activity, of R. subcapitata, with more
pronounced changes in algae treated with CuO-NP, which may indicate different forms of action
between the dissolved copper in the salt and in the CuO-NP. The parameter Fq/F, showed
greater sensitivity to copper, being potentially a good tool for research on the physiological

stress generated by metals in microalgae.

Keywords: biochemical composition, ionic copper, metallic nanoparticles, microalgae,

photosynthesis



1. INTRODUCAO

Dentre a grande variedade de poluentes ambientais encontrados na natureza, que
interferem no metabolismo de organismos fotossintetizantes, os metais sdo 0s mais comuns e
geralmente estdo presentes em altas concentracdes (Mallick e Mohn, 2003; Perales-Vela et al.,
2010). Esses poluentes quimicos produzem efeitos agudos e crénicos na biota aquatica,
afetando o crescimento, a reproducdo e o desenvolvimento desses organismos (Martinez-Ruiz
e Martinez-Jerénimo, 2015). Neste sentido, a Ecotoxicologia consiste em uma 6tima ferramenta
na tentativa de proteger a biota e avaliar os riscos da contaminacdo ambiental por produtos
guimicos, uma vez que se trata de uma &rea especializada da Toxicologia Ambiental que
estuda os efeitos causados por agentes quimicos sobre a dindmica de populacdes e de

comunidades integrantes dos ecossistemas (Ronco et al., 2004).

A ecotoxicologia aquética tem como principal objetivo a avaliagdo e protecdo dos
ecossistemas aquaticos. Esse objetivo € alcangado, em parte, através de processos de
andlises de risco e formulacdo de diretrizes para classificar a qualidade da agua de ambientes
aquéticos, de forma a fornecer protegéo a integridade do ecossistema e a biodiversidade. Para
a formulacdo de diretrizes apropriadas, se faz necessario o desenvolvimento de testes de
toxicidade que utilizem organismos-teste sensiveis e representativos das espécies que ocorrem
naturalmente nos ecossistemas, a fim de se obter o méximo de protecdo das mesmas (Echols
et al., 2010).

As microalgas sédo organismos fotossintetizantes que apresentam grande importancia
ecoldgica na comunidade aqudatica: sdo responsaveis, juntamente com outros organismos que
compdem o fitoplancton, pela produgéo organica de carbono e liberacdo de oxigénio através da
fotossintese, além de sustentarem as cadeias tréficas nos ambientes aquaticos (Martinez-Ruiz
e Martinez-Jerénimo, 2015). Dentre as microalgas mais utilizadas em testes ecotoxicologicos, a
microalga Raphidocelis subcapitata € uma cloroficea de agua doce mundialmente utilizada
como organismo-teste em bioensaios de toxicidade com contaminantes (McLarnon-Riches et
al., 1998; Franklin et al., 2007), de forma que foi o organismo escolhido para os ensaios de

toxicidade no presente trabalho.

7

O cobre é o metal téxico mais comum utilizado em atividades industriais, podendo
alcancar ambientes aquaticos tanto por vias naturais quanto como consequéncia de atividades
antropicas (Perales-Vela et al., 2010). Apesar de ser um nutriente essencial para a maioria dos
organismos, em altas concentracdes pode causar toxicidade (Lombardi et al., 2007; Lombardi e
Maldonado, 2011). Tem sido reportado que, em ambientes aquaticos poluidos, as
concentracdes de cobre podem chegar a 3000 pg L™ (Juneau et al., 2002). Consequentemente,

um aumento da concentracdo de cobre pode produzir danos nos processos bioquimicos e no



estado fisioldgico das células algais. O cobre é transferido através da cadeia tréfica e age como
fator primario na selecdo de espécies, influenciando na biodiversidade desses ambientes
(Pefa-Vasquez et al., 2010).

Nanoparticulas de 6xido de metais, tais como as de 6xido de cobre (nhano-CuO), tém
sido amplamente produzidas em industrias baseadas em nanotecnologia para uma grande
variedade de aplica¢fes, incluindo catalise de reac¢fes, sensores e remediacdo ambiental, e
também para incorporagdo em produtos comerciais: chips eletrénicos, nanofluidos de
transferéncia de calor, semicondutores, células solares e baterias de litio. As nano-CuO
possuem excelentes propriedades termofisicas e também propriedades biocidas. Além do
tamanho diminuto, as nano-CuO apresentam grande relacdo area-superficie, o que aumenta
sua reatividade em comparacdo com as macro e microparticulas de CuO, propriedades estas
gue lhes confere grande atratividade para o setor industrial (Bondarenko et al., 2013; Chang et
al., 2012; Franklin et al., 2007).

Devido ao conhecimento sobre a toxicidade da forma ibnica de alguns metais, como do
fon de cobre Cu*, estudos sobre a causa da toxicidade de nanoparticulas, que eventualmente
podem alcancar os ambientes aquaticos, sao de importancia crucial para um melhor
entendimento dos mecanismos de agdo desses nanometais sobre a biota aquatica. Ainda ha
controvérsias em relacéo a toxicidade das nano-CuO é causada pela liberacdo de ions Cu®*" a
partir das nanoparticulas ou se o tamanho e as propriedades fisico-quimicas da particula séo a
propria causa da toxicidade. Levando isso em conta, estudos comparando toxicidade de cobre
dissolvido, como o CuCl,, e nano-CuO séao de grande relevancia ecolégica, contribuindo para o
entendimento dos sitios de acédo e toxicidade dessas nanoparticulas (Amorim e Scott-
Fordsmand, 2012; Chang et al., 2012).

Uma vez que concentracdes elevadas de cobre reduzem o crescimento de microalgas,
assim como sua atividade fotossintética e respiratéria (Perales-Vela et al., 2007), a inibicdo de
crescimento, evolucdo do oxigénio, troca de CO, ou formacdo de ATP eram parametros
comumente utilizados para algas em muitos bioensaios, mas estes métodos apresentam
problemas de complexidade e lentiddo (Juneau et al., 2002). Estudos mais aprofundados que
incluam dados sobre os efeitos desses contaminantes em nivel celular e molecular podem
gerar informagfes mais consistentes sobre a toxicidade em processos fisioldgicos de

microalgas do que dados relacionando apenas o efeito no crescimento.

A alga pode alterar seu metabolismo e processos bioquimicos, como a sintese de
lipidios e carboidratos, em resposta a estresses ambientais ou mudancas nas condicdes de
cultivo (Markou et al., 2012; McLarnon-Riches et al., 1998). Sendo assim, estudos
ecotoxicologicos que envolvam andlises de modificacdes na composicdo bioquimica desses
organismos podem render informacdes mais relevantes sobre os mecanismos de acdo de
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metais e 0 impacto que eles podem causar ao longo da cadeia tréfica, uma vez que alteracdes
na bioquimica da alga podem ser transferidas para niveis troficos superiores (Martinez-Ruiz e
Martinez-Jer6nimo, 2015).

Medidas de fluorescéncia em algas tém sido utilizadas como métodos simples, rapidos
e sensiveis para avaliar fotoinibicdo e os efeitos de poluentes nesses organismos (Juneau et
al., 2002). Atualmente, o uso de fluorbmetros de pulso de amplitude modulada (PAM) permite
estudar o transporte de elétrons entre os fotossistemas Il (PSll) e | (PSI), fornecendo diferentes
parametros de fluorescéncia que indicam o estado fisiolégico da alga e a eficiéncia da atividade
fotossintética (Cosgrove e Borowitzka, 2010; Genty et al., 1989; Juneau et al., 2002; Mallick e
Mohn, 2003). Os eventos de transporte de elétrons fotossintéticos ddo suporte as reacdes
bioquimicas necessarias para o crescimento de plantas e algas. Uma vez que o cobre afeta a
atividade fotossintética antes de outros processos fisiologicos, espera-se que a fotossintese
das algas seja mais sensivel e apresente respostas mais rapidas do que processos de divisédo
celular, quando utilizada como um parametro fisiolégico integrado para bioensaios (Juneau et
al., 2002).

Alguns parametros de fluorescéncia, como o rendimento quantico maximo do PSII (¢y)
e o rendimento quantico efetivo do PSII (¢y'), sdo ferramentas uteis para bioensaios com algas
porque indicam, respectivamente, a capacidade de algas adaptadas ao escuro (¢v) €
adaptadas a luz (¢»') de converter energia luminosa em energia quimica. Também sao
utilizados parametros de dissipacdo fotoquimica (qP) e ndo fotoquimica (gN), que permitem
medir processos de conversdo de energia fotossintética. A dissipacdo fotoquimica (qP)
representa a proporcao da energia de excitagdo “capturada” pelos centros de reagao do PSII
gue é utilizada para o transporte de elétrons, enquanto o coeficiente de dissipacdo néo
fotoquimica (gN) representa a quantidade de energia luminosa dissipada que envolve
processos nao radiativos (Genty et al., 1989; Herlory et al., 2013; Juneau et al., 2002). Uma vez
que esses parametros representam boas ferramentas para o estudo da fisiologia de microalgas
e efeitos de contaminantes sobre o aparato fotossintético das mesmas, eles foram utilizados
neste estudo para avaliar o impacto do cobre na atividade fotossintética da cloroficea

Raphidocelis subcapitata.

A hipotese deste estudo é que a principal causa de toxicidade das nanoparticulas de
CuO sobre as células algais se deve a liberacéo de ions de cobre livre. Sendo assim, espera-
se que os efeitos das nanoparticulas de 6xido de cobre (nano-CuO) sejam menos acentuados
em todos os parametros avaliados, em comparacgdo com os efeitos do cobre dissolvido (CuCl,).
O objetivo deste estudo foi comparar a toxicidade de dois compostos diferentes de cobre, um
na forma de nanoparticulas (nano-CuO) e outro na forma de cobre dissolvido (CuCl,), sobre a

microalga cloroficea da espécie Raphidocelis subcapitata. Para um estudo mais aprofundado,



além dos efeitos sobre a inibicdo do crescimento algal, também foram avaliados os efeitos
desses compostos sobre a composicdo bioquimica e caracteristicas de fluorescéncia da alga
R. subcapitata.



2. REVISAO DA LITERATURA

Dentre os poluentes ambientais mais comuns, 0s metais sdo 0s mais encontrados em
altas concentracdes nos ambientes aquaticos (Cid et al., 1995; Corcoll et al., 2011; Perales-
Vela et al., 2007) devido ao aumento de atividades antropicas nos ultimos anos. A toxicidade
desses metais ocorre quando se ligam a sitios de coordenacdo de importantes moléculas
biolégicas, como enzimas e proteinas, alterando as funcbes metabdlicas normais. Em
produtores primarios, esses efeitos podem levar a inibicAo da producdo de clorofila,
fotossintese e crescimento (Baumann et al., 2009). A energia luminosa que é absorvida pela
clorofila de organismos fotossintetizantes dirige a fotossintese. Esses organismos sao base de
cadeia alimentar e deles dependem muitos animais e humanos. No entanto, os metais podem
causar danos no aparato fotossintético e o conhecimento de seus mecanismos de acao deve

ser um dos principais objetivos de estudo na ciéncia ambiental (Mallick e Mohn, 2003).

O cobre é um micronutriente essencial utilizado em baixas concentracdes por grande
parte dos organismos em diversos processos bioquimicos e metabdlicos, mas elevadas
concentracdes desse metal podem causar toxicidade (Bossuyt e Janssen, 2004). Diversas
fontes de cobre no ambiente, que incluem residuos domésticos e industriais, praticas de
agricultura, drenagem de minas de cobre, pesticidas e tintas anti-incrusta¢édo, tém contribuido
para 0 aumento progressivo das concentracdes de cobre nos ambientes aquaticos (Perales-
Vela et al., 2007).

Os nanomateriais tém recebido muita atencdo nos ultimos anos devido as suas
propriedades intrinsecas, que incluem uma grande relacdo &rea-superficie e alta reatividade
(Bondarenko et al., 2013; Chang et al., 2012). Nanoparticulas de 6xido de metais, por exemplo,
tém sido produzidas em larga escala para aplicacdes industriais e domésticas (Aruoja et al.,
2009; Chang et al., 2012), sendo que as de Oxido de cobre (nano-CuO) sdo amplamente
utilizadas em atividades industriais, principalmente em sensores de gas, baterias, plasticos,
revestimento de metais, semicondutores e chips eletrénicos, devido as suas propriedades,
como alta condutividade elétrica e térmica. Além disso, as nano-CuO sdo muito utilizadas por
seus efeitos biocidas, pois possuem propriedades antibacterianas e antifangicas (Bondarenko
et al., 2013; Gomes et al., 2012; Gunawan et al., 2011, Siddiqui et al., 2015).

Os efeitos téxicos causados pelo cobre estdo mais relacionados a liberacdo de ions
livres do que a concentracdo total do metal (Lombardi et al., 2007). A liberacdo de ions de
cobre pelas nano-CuO tem sido apontada como a principal causa para a toxicidade observada
em bactérias, algas, protozoarios e crustaceos, com evidéncias de inducao de citotoxicidade,
genotoxicidade e estresse oxidativo (Bondarenko et al., 2013; Chang et al., 2012; Gunawan et

al., 2011; Melegari et al., 2013). Apesar disso, ainda ha controvérsias sobre a toxicidade



causada por essas nanoparticulas ser devido apenas ao cobre i6nico ou se é gerada por

propriedades intrinsecas dessas nanoparticulas (Amorim, et al., 2012; Gomes et al., 2012;).

Os fons Cu?" auxiliam na manutencdo da homeostase dos organismos, porém em
concentracdes elevadas de metal, pode ocorrer um desbalanceamento homeostatico e a
toxicidade é observada. lons de cobre livre, solubilizados a partir das nanoparticulas, podem
entrar nas células através de transporte ativo e por canais idnicos (Chang et al.,, 2012).
Acredita-se que alguns dos mais importantes mecanismos de ac&o do cobre em plantas verdes
seja a inibicdo da transferéncia de elétrons nos cloroplastos, uma vez que o fon Cu® é
bastante reativo e tende a captar elétrons e, com isso, dificulta a fotossintese. Além disso,
também pode agir através da formagdo de radicais reativos, destruicdo da membrana do
cloroplasto e reducgdo nas concentracdes intracelulares de K™ e Na* (Bossuyt e Janssen, 2004).
A inibicdo da fotossintese € consequéncia da interferéncia dos ions metalicos com enzimas
fotossintéticas e membranas dos cloroplastos. Os metais possuem alto potencial de oxidagéo-
reducdo (potencial redox) e podem inibir reacdes de reducdo em processos de biossintese de
pigmentos fotossintéticos (Aggarwal et al., 2012).

As nanoparticulas, como as nano-CuO, também podem interagir com as células devido
ao seu diminuto tamanho, podendo atravessar as membranas celulares através de difusao,
endocitose e/ou fagocitose, dependendo do tipo da célula. Além disso, podem gerar Espécies
Reativas de Oxigénio, resultando em desnaturacdo de proteinas, mutacdes no DNA e
peroxidacdo de lipidios (Siddiqui et al., 2015). E ainda, propriedades de superficie das
nanoparticulas tém sido reconhecidas como fatores importantes na toxicidade dos
nanomateriais (Melegari et al., 2013), o que ressalta a importancia de estudos sobre os
mecanismos de acdo das nano-CuO para o melhor entendimento da causa de sua toxicidade:
se por ions de cobre liberados por processos de ionizagdo ou pela entrada das nanopatrticulas

nas células devido as suas propriedades intrinsecas.

Os possiveis riscos da liberacdo de nanoparticulas nos ecossistemas aquaticos,
contaminando o ambiente e interagindo com a biota, podem ser melhor entendidos através do
conhecimento sobre sua mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade aos organismos (Aruoja et
al., 2009; Gomes et al., 2012; Siddiqui et al., 2015). Devido ao seu uso em baixas quantidades,
quando comparada com outras nanoparticulas, os efeitos toxicos das nano-CuO nos
organismos tém sido pouco estudados (Adam et al., 2015; Bondarenko et al., 2013; Gomes et
al., 2012; Gunawan et al., 2011).

A possibilidade de contaminacdo dos ambientes aquaticos por nanoparticulas tem
levado a estudos sobre os efeitos toxicos desses contaminantes em microalgas (Aruoja et al.,
2009; Franklin et al., 2001, 2007; Lim et al., 2006; Melegari et al. 2013), uma vez que elas s&o
base de cadeia alimentar e representam importantes organismos-teste para testes
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ecotoxicologicos. Além disso, sdo fonte direta de alimento para o zooplancton, que é
posteriormente consumido por outros invertebrados ou peixes (Bondarenko et al., 2013;
Martinez-Ruiz e Martinez-Jer6nimo, 2015). Algas unicelulares apresentam alta superficie de
contato em relagdo ao seu volume, o que contribui para 0 aumento da sua exposi¢cdo ao
contaminante (Melegari et al. 2013). As microalgas séo algas com tamanhos que variam de 0,2
pum (picoplancton) a 100 pm ou mais (formas filamentosas) (Markou et al, 2012). Dentre esses
organismos, as algas verdes sdo extremamente abundantes nos ambientes aquaticos, sendo
um dos principais componentes do fitoplancton. Elas compéem o filo Chlorophyta e séo
responsaveis pela maior parte da producao de oxigénio molecular disponivel no planeta a partir
da fotossintese. Nos sistemas aquaticos, as algas incorporam energia solar em biomassa e,
por serem fonte de alimento para outras espécies aquaticas, possuem grande importancia

ecoldgica (Vidotti e Rollemberg, 2004).

As células das algas do género Raphidocelis, dentro do filo Chlorophyta, tem simetria
externa radial ou proxima de radial (Oliveira, 2007). Este género foi descoberto pelo
pesquisador Reinsch em 1867 e compreende 6 a 8 espécies distribuidas pelo mundo, com
células em forma de meia-lua que aparecem isoladas ou em grupos de quatro, agregadas pela
margem convexa, constituindo colbnias mudltiplas (Bicudo e Bicudo, 1970). Dentro deste
género, a espécie que mais tem sido citada na literatura é a Raphidocelis subcapitata, que nos
ultimos anos também foi denominada por alguns autores como Pseudokirchneriella subcapitata
ou Selenastrum capricornutum (Oliveira, 2007). Essa microalga tem sido muito utilizada em
testes ecotoxicolégicos, devido a sua facilidade de cultivo, rapido crescimento e sensibilidade a
diversos tipos de contaminantes, inclusive metais e nanoparticulas (Aruoja et al., 2009;
Bondarenko et al., 2013; Franklin et al., 2007).

As células das microalgas tém uma composi¢cdo bioquimica diversificada que esta
relacionada com a natureza de cada espécie e também com fatores ambientais (Miau e Wu,
2004; Campos et al, 2010). Os principais grupos organicos (carboidratos, proteinas, lipidios)
estdo presentes em diferentes concentracdes na biomassa algal. Os mais ricos em energia sao
os lipidios (37,6 KJ.g™"), seguidos pelas proteinas (16,7 KJ.g™) e carboidratos (15,7 KJ.g™)
(Wilhelm e Jakob, 2011). AlteragBes em algum ou mais de um desses componentes podem ser
transferidas para os outros niveis da cadeia trofica dos ambientes aquaticos, afetando direta ou
indiretamente outros organismos. Estudos que analisem alteracbes nesses componentes
bioquimicos em algas expostas a contaminacdo com metal sdo de grande importancia
ecoldgica, pois simulam ambientes contaminados e permitem uma avaliagdo de possiveis
alteragdes na bioquimica desses organismos sob essas condi¢cdes de estresse. Além disso,
esses estudos permitem realizar inferéncias sobre os impactos que essas alteracdes causarao

ao longo da cadeia tréfica.
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Uma ampla variacdo de carboidratos é produzida pelas microalgas, como os que atuam
no equilibrio osmético, com fungdes estruturais nas paredes celulares, porém a maioria é
produto de reserva (amido, crisolaminarina, paramido), que é espécie-dependente. Como
compostos de armazenamento, eles providenciam energia para os processos metabdlicos e, se
necessario, para permitir a sobrevivéncia temporaria em condi¢cdes de escuro (Markou et al,
2012). Além disso, os carboidratos possuem um alto valor caldrico, o que os torna uma valiosa
fonte energética para os consumidores (Moura Junior et al., 2006).Com base no tamanho, o0s
carboidratos estédo divididos em trés classes principais: monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos (Nelson e Cox, 2000; Markou et al, 2012).

Muitas microalgas sdo capazes alterar a producéo de carboidratos conforme mudancas
nas condicbes ambientais, como forma de adaptacdo, principalmente quando estdo sob
estresse causado por metal. Algumas microalgas podem aumentar a sintese dessa
biomolécula (Chia et al., 2015; Pistocchi et al., 1997), enquanto que outras tém a producdo de
carboidratos reduzida devido aos efeitos toxicos do metal (Lim et al., 2006; Martinez-Ruiz e
Martinez-Jer6nimo, 2015). Um aumento na producdo dessas moléculas pode indicar uma
adaptacdo fisiolégica da alga as condicdes de estresse do meio em que estas se encontram,
uma vez que os carboidratos sdo macromoléculas importantes que servem como
armazenamento de energia. Uma reducdo na concentracdo dessas moléculas pode estar
relacionada com a despolarizagdo da membrana plasmatica e levar a outros efeitos como
deformacédo celular ou danos no aparato fotossintético (Martinez-Ruiz e Martinez-Jeronimo,
2015). Como os acucares e carboidratos servem como matérias primas de carbono orgéanico
importantes para a biossintese de biomoléculas como lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(Chia et al.,, 2015), algumas vezes um aumento detectado na producdo de carboidratos é
acompanhando de aumento da producao de lipidios e proteinas, como foi reportado em alguns
trabalhos (Chia et al., 2015; Rocha et al., 2016).

Os lipidios sdo elementos estruturais das membranas celulares e de varias organelas, e
controlam o movimento de substancias para o interior das células (Vidotti e Rollemberg, 2004).
Os lipideos das microalgas sdo constituidos por diferentes &cidos graxos saturados e
insaturados, alguns deles da familia do 6mega 3 (w-3) e 6mega 6 (w-6), 0s quais podem ser
concentrados na cadeia trofica (Hu et al, 2008). Os lipidios produzidos pelas microalgas
incluem lipidios neutros, polares, ésteres de cera, esteroéis e hidrocarbonetos. Além disso, eles
podem ser agrupados em duas categorias: lipidios de armazenamento (ndo polares),
principalmente na forma de TAG (triglicerideos) e lipidios estruturais (polares), que tem uma
grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), essenciais para animais
aguaticos e humanos. Além de importantes componentes estruturais da membrana celular, os
lipidios polares (fosfolipidios) e esteréis mantém funcbes especificas da membrana, auxiliando
em uma grande variedade de processos metabdlicos e participando diretamente dos eventos
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de fusdo de membrana. Além disso, alguns lipidios polares atuam como intermediarios chave,
ou precursores de intermediarios, na sinalizagéo celular, com papel na resposta as mudancas

no ambiente (Sharma et al, 2012).

Sob condi¢cdes de estresse, como em ambientes contaminados com metais, as algas
podem alterar suas rotas metabdlicas de producdo de lipidios, moadificando tanto
guantitativamente quanto qualitativamente o teor de classes lipidicas dentro da célula, como
formas de adaptacdo as mudancgas nas condi¢cdes ambientais (Chia et al., 2013; Rocha et al.,
2016). O acumulo de lipidios ja foi reportado em estudos que avaliaram algas expostas a
metais como cadmio (Chia et al., 2013, 2015), ferro (Liu et al., 2008) e cobre (Lombardi e
Wangersky, 1991; Gushina e Harwood, 2006; Rocha et al., 2016), indicando que o aumento da
producdo dessa biomolécula pode ser utilizada como indicativo de estresse causado por metal
em ambientes contaminados. Os lipidios acumulados podem ser utilizados pelas algas como
reserva de alimento e servirem como fontes alternativas de energia necesséarias para a
sobrevivéncia durante as condicbes de estresse (Hu et al., 2008). Alteracdo na composi¢ao
das classes lipidicas de microalgas expostas a metal também foram detectadas em diversos
estudos, sendo que o acumulo de lipidios neutros na forma de TAG é sugerido como uma boa
ferramenta para avaliagdo do estresse causado por esses compostos (Chia et al., 2013; Liu et
al., 2008; Lombardi e Wangersky, 1991).

Estudos toxicoldgicos que incluam analises de modificagcdes na composicao bioquimica
das microalgas expostas a metais, como o cobre, podem fornecer informacdes sobre as
respostas fisioldgicas desses organismos ao estresse pelo metal, indicando possiveis rotas de
acao do cobre e permitindo identificar meios de remediacdo. As biomoléculas algais podem
apresentar respostas mais rapidas a acdo de um estressor no ambiente do que o crescimento
populacional, de maneira que estudos dos efeitos toxicos de metais nessas moléculas sdo de
grande importancia e relevancia ecoldgica (Chia et al., 2013, 2015; Lim et al., 2006; Martinez-

Ruiz e Martinez-Jer6énimo, 2015).

As algas verdes possuem como principais pigmentos as clorofilas a e b, que emitem
fluorescéncia e atuam diretamente na fotossintese desses organismos. De acordo com
Cosgrove e Borowitzka (2010), fluorescéncia é a re-emissédo da energia na forma de um f6ton
(de luz) conforme um elétron retorna de seu estado excitado para o estado fundamental. No
caso da fluorescéncia da clorofila a (chl-a), uma molécula de chl-a pode se tornar excitada e
atingir o estado de excitagcdo 1 (S;) apds absorver um féton com comprimento de onda com
menos de 670 nm. Se a energia ndo for utilizada na separacéo de cargas, dissipagéo por calor
ou for transferida por ressonancia, ocorre fluorescéncia conforme o elétron decai do estado de

excitacdo para o estado fundamental. Se o féton absorvido tiver um comprimento de onda
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menor (ou seja, luz azul com cerca de 420 nm), a energia extra excita a molécula de chl-a para

o0 estado de excitagdo 2 (S;) e é emitido calor conforme ela decai para o estado S;.

Andlises de fluorescéncia da clorofila a fornecem informacfes sobre o estado fisiolégico
do aparato fotossintético, permitindo definir se houve ou ndo dano apdés a exposicdo do
organismo fotossintetizante a um agente estressor por curto e longo periodo de tempo
(Baumann et al., 2009). O aparato fotossintético é composto pelos fotossistemas Il (PSII) e |
(PSI). O PsSIlI é formado por um complexo de pigmentos proteicos que catalisam a transferéncia
de elétrons induzida pela luz a partir da 4gua para as plastoquinonas. Ele consiste em mais de
25 polipeptideos que formam o complexo coletor de luz (CCL) composto por proteinas e
clorofilas, um centro de reacdo e um sistema de separagado de agua conhecido como complexo
de evolucao do oxigénio (CEO) (Lombardi e Maldonado, 2001). Na figura 1, abaixo, esta
apresentado um esquema da fotossintese, que resume esse processo nas algas e plantas

verdes.

tilacodide

Figura 1: Esquema da fotossintese — circuito dos prétons e dos elétrons nos tilacéides

(Nelson e Cox, 2002. Lehninger Principios de Bioquimica, 3 ed, pg 540)

As algas apresentam dois centros de reac¢fes diferentes que funcionam juntos: o P680
(Centro de reacdo do PSIl) e P700 (Centro de reacdo do PSI). O centro de reacdo do PSII
passa elétrons para a plastoquinona, e os elétrons perdidos pelo P680 sédo substituidos por
elétrons retirados da agua. Essa cisdo da agua provocada pela luz é catalisada pelo CEO, que
contém manganés, e resulta na produgcédo de O,. A plastoquinona reduzida transporta elétrons
para o complexo do citocromo b6f, e dai para a plastocianina. A plastocianinia carrega os

elétrons para o PSI, e este passa elétrons do seu centro de reagdo excitado por uma série de
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transportadores até a ferredoxina, que reduz a nicotinamida adenina fosfato. A quebra da agua
e o fluxo de elétrons por meio do citocromo b6f sdo acompanhados pelo bombeamento de
protons através da membrana tilacéide, e a forga proéton motriz que é criada conduz a sintese
de ATP por um complexo protéico CF,CF;. Tanto o NADPH quanto o ATP sao utilizados nas
reacOes de assimilacdo do carbono, para produzir carboidratos, e em outros processos

biossintetizantes.

A fluorescéncia da chl-a é particularmente sensivel ao funcionamento do PSII (Cid et al.,
1995). Dentre os parametros de fluorescéncia medidos através de fluorbmetro de pulso de
amplitude modulada (PAM), os mais utilizados para inferéncia de efeitos téxicos de poluentes
sobre o processo fotossintético das algas sao os de rendimento quantico maximo (®y) e efetivo
(Pyv’) do PSIl, e os coeficientes de dissipagdo de fluorescéncia fotoquimica (qP) e néo
fotoquimica (gqN) (Corcoll et al., 2011; Oxborough e Baker, 1997; Pefia-Vasquez et al., 2010).
Uma vez que esses parametros estéo ligados a diferentes eventos da cadeia de transporte de
elétrons da fotossintese, é de se esperar que apresentem susceptibilidade variavel
dependendo do sitio e mecanismos de acdo de cada tipo de poluente e escala de andlise
(Juneau et al., 2002).

A fluorescéncia minima (F,) vai ocorrer quando todos os centros de reacdo do PSII
estdo abertos (Qa em todos os centros de reacdo estdo oxidadas) e a energia quantica que
alcanca o centro de reacdo tem a chance maxima de ser utilizada fotoquimicamente e a chance
minima de ser dissipada como calor ou fluorescéncia. Para medir esse parametro de
fluorescéncia (Fo) em um fluordmetro de pulso de amplitude modulada (PAM), a luz aplicada a
amostra adaptada ao escuro deve ser suficientemente fraca (<0,5 pmol quanta m? s™), de
forma a nédo induzir reducédo da Qa e o fechamento dos centros de reacdo. Quando €é aplicado
um pulso luminoso com intensidade alta suficiente para fechar todos os centros de reacdo
(reduzir todas as Q,) da amostra, é induzida uma condi¢cdo em que a fotoquimica é reduzida a
zero e a fluorescéncia € maxima (F,). A eficiéncia, ou rendimento (¢), da fotoquimica do PSII
também pode ser estimada através de PAM. Nesse caso, o produto final pode ser descrito
como a separagdo de carga primaria e a passagem de um elétron pelo PSIl. As medidas de
fluorescéncia realizadas através de um fluorébmetro de pulso de amplitude modulada ndo séo
invasivas e sdo rapidas, além de ndo ser necessério danificar a integridade das células para

andlise. (Cosgrove e Borowitzka, 2010; Lombardi e Maldonado, 2001).

A energia luminosa absorvida pelo fotossistema Il (PSIl) e seu complexo coletor de luz

(CCL) pode ser utilizada ou dissipada através de um dos seguintes processos competitivos: 1 -
fotoquimica (separacdo de cargas primaria e transferéncia fotossintética de elétrons), 2 —
dissipagéo nao fotoquimica (decaimento ndo radiativo ou dissipag¢éo por calor) ou, 3 — emissao
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de fluorescéncia. A dissipacéo fotoquimica (qP) estima a porcentagem dos CCL do PSIlI que
estdo abertos ou a capacidade da fotoquimica de competir pela energia quantica aprisionada.
O coeficiente de dissipagdo ndo fotoquimica (qN) tem duas desvantagens: 1 — envolve a
estimativa de Fo (fluorescéncia minima de uma amostra adaptada a luz), que é dificil de
mensurar, e 2- existe evidéncia de que o gN pode ser diretamente influenciado pela taxa
constante da fotoquimica (Cosgrove e Borowitzka, 2010). Outra medida da dissipacdo néo
fotoquimica (NPQ) pode ser calculada usando a equacgdo de Stern-Volmer ((Fn — F')/Fy) €,
nesse caso, NPQ representa o aumento relativo na soma das taxas de ativacdo de processos
ndo-fotoquimicos (emissao de fluorescéncia, dissipagéo por calor e transferéncia da energia de
excitacdo do PSIl para o PSI) (Cosgrove e Borowitzka, 2010; Juneau et al., 2002).

A fluorescéncia da clorofila fornece limiares de toxicidade e também pode permitir a
identificacdo do principal modo e sitio de acao de um determinado xenobiético (Mallick e Mohn,
2003). Segundo Baumann et al. (2009), alguns poluentes, como 0s metais, prejudicam a
fotossintese afetando o complexo coletor de luz CCL, complexo de evolugdo do oxigénio
(CEO), plastoquinona, plastocianina, ferredoxina e NADP*. O campo de fluorescéncia variavel
utilizado como medida da fotoquimica primaria do PSIl e o transporte de elétron associado a
ela tem sido utilizado para determinar diferentes sitios de agdo de metais nas algas (Juneau et
al., 2002). O estudo dos sitios de acdo de metais toxicos em plantas, e particularmente em
algas, tem demonstrado que o PSIl é um dos mais sensiveis. Alguns estudos indicam que
metais como chumbo (Pb), prata (Ag), cadmio (Cd) e zinco (Zn) alteram o fluxo de elétrons no
sitio de separacdo da agua, afetando a eficiéncia do complexo de evolug¢édo do oxigénio (CEO)
através do processo de foto-oxidagdo da agua (Herlory et al., 2013; Mallick e Mohn, 2003;

Pefia-Vasquez et al., 2010).

O cobre pode exercer sua toxicidade em organelas intracelulares, interferindo na
fotossintese nos cloroplastos (Cid et al., 1995), substituindo outros metais essenciais nos sitios
ativos de metaloproteinas ou interferindo no transporte das mesmas (Lombardi e Maldonado,
2011). A degradacdo dos grana dos tilacéides, lamelas do estroma, aumento no namero e
tamanho dos plastoglobulos e alteracéo na fluidez da membrana do PSII ja foram encontrados
como efeitos indiretos de toxicidade do cobre, o que resulta em reducdo de atividade dos
fotossistemas (Quartacci et al. 2000). Também ja foi reportado que o cobre afeta a cadeia de
transporte de elétrons entre o PSIl e PSI através da plastoquinonas e a reducdo do NADP
(Juneau et al., 2002), o que ressalta a importancia de estudos dos efeitos desse metal no

aparato fotossintético de organismos fotossintetizantes.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal investigar os efeitos tdxicos de dois
compostos diferentes de cobre, as nanoparticulas de 6xido de cobre Il (CuO) e o cloreto de
cobre (CuCly), sobre a microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata, avaliando o impacto
sobre a composicao de carboidratos, lipidios, peso seco, clorofila e a atividade fotossintética da

microalga.

3.1. Objetivos especificos

- Analisar os efeitos toxicos das nanoparticulas de CuO e do cloreto cobre (CuCl,) sobre o
crescimento da microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata;

- Avaliar os efeitos téxicos das nanoparticulas de CuO e do cloreto cobre (CuCl,) sobre a
composi¢do bioquimica da microalga R. subcapitata, a partir da determinagédo dos teores de
carboidratos, lipidios e classes lipidicas, e analisar os efeitos das nanoparticulas de CuO e do
cloreto de cobre (CuCl,) sobre o peso seco da cloroficea R. subcapitata.

- Avaliar a resposta da microalga R. subcapitata contaminada com CuCl, e nano-CuO com

relacé@o a sua atividade fotossintética e contetdo de clorofila.
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4. METODOLOGIA

4.1 Nanoparticulas de CuO e CuCl,

Nanoparticulas de éxido de cobre (CuO Il) (comercial < 50 nm (n°® CAS 1317-38-0) e 0
cloreto de cobre di-hidratado (CuCl,.2H,0) (n°® CAS 10125-13-0) foram adquiridas
comercialmente da empresa Sigma-Aldrich (Brasil).

4.2. Cultivo da microalga Raphidocelis subcapitata

Inéculos da cloroficea Raphidocelis subcapitata foram obtidos junto ao Departamento
de Ecologia e Biologia Evolutiva (DEBE - Universidade Federal de Sao Carlos, SP, Brasil) e
cultivados em meio L. C. Oligo (AFNOR, 1980), com a seguinte composi¢cdo: Ca(NOs3),.4H,0
(1,7 x 10* M), KNO; (1,0 x 10° M), MgS0,.7H,0 (1,2 x 10* M), K,HPO, (2,3 x 10™* M),
CuCl,.2H,0 (6,0 x 10® M), (NH,)sM0;0,4.4H,0 (2,4 x 10® M), ZnS0,.7H,0O (1,0 x 107 M),
MNn(NO;),.4H,0 (1,5 x 107 M), CgHgO7.H,O (1,4 x 107 M), HsBO; (4,9 x 10-7 M),
CeHsFe0;.5H,0 (3,1 x 10° M), FeS0,.7H,0 (1,1 x 10° M), FeCl;.6H,0 (1,9 x 10° M), NaHCO,
(1,8 x 10* M) e CoCl,.6H,0 (1,3 x 107 M). O meio de cultivo foi autoclavado por 20 minutos, a
121°C, em erlenmeyer de 2000 mL de capacidade contendo 1000 mL do meio. O pH foi
ajustado para 7,0 + 0,2 antes da autoclavagem. Os meios de cultivo foram colocados em
ambiente asséptico (capela de fluxo laminar sob luz UV por 15 minutos), inoculados com uma
concentracdo de aproximadamente 1 x 10* células mL™. A cultura permaneceu sob iluminac&o
continua com intensidade de 5000 lux, agitacdo manual periédica (US-EPA, 2012) e

temperatura constante de 25 + 0,5°C.

4.3. Caracterizacao das nanoparticulas

As caracteristicas morfologicas das nanoparticulas de CuO foram obtidas a partir de
Microscopia de Forca Atdmica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) em solugéo
concentrada de 12,6 x 10° mol Cu L* de nano-CuO sob temperatura ambiente usando um
FlexAFM (Nanosurf AG, Liestal, Switzerland) em modo de contato intermitente (300 KHz).

Medidas da dimenséo lateral e distribuicio de altura das nano-CuO foram determinadas
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através de software analisador de imagens (AFM images Gwyddion). As imagens foram feitas
no Laboratério de Caracterizagdo do Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia, na
Universidade de S&o Paulo (USP), Sao Carlos. No AFM, a amostra é varrida por um sensor
pizoelétrico, utilizado para estudar propriedades da superficie dos materiais (Binning et al.,
1986). Determinacdes do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas foram realizadas por
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) e a caracterizagdo
das cargas superficiais determinadas a partir do potencial Zeta (£) nos meios de exposi¢do, nas
concentracdes 12,6 pM, 126 uM e 1260 uM mol Cu L™ de nano-CuO (em O e 96 horas)
utilizando o equipamento Malvern Spectrometer Nano ZS90 no Laboratério de Caracterizacao
do GNano, na USP.

4.4, Exposicao aos diferentes compostos de cobre

Microalgas em fase exponencial de crescimento foram submetidas por um periodo de
exposicdo de 96 horas as seguintes concentragdes nominais de cobre na forma dissolvida de
CuCl,: 0,06 x 10°® (controle — concentracéo de cobre ja presente no meio L. C. Oligo); 0,07 x
10% 0,17 x 10®; 0,67 x 10 1,17 x 10°®; 1,55 x 10® e 2,29 x 10° mol Cu L* (equivalente a
0,0015; 0,015; 0,08; 0,15; 0,20 e 0,30 mg CuCl,L™); e as seguintes concentragdes nominais de
cobre na forma de nanoparticulas de CuO: 0,06 x 10° (Controle); 0,07x10°; 0,18x10°®;
1,32x10°; 12,6x10° 12,6x10 6,28x10* e 12,6x10* mol Cu L* (equivalente a 0,001; 0,01;
0,1; 1,0; 10; 50 e 100 mg nano-CuO L™). Essas concentracdes-teste foram determinadas com
base em testes preliminares com os dois compostos. Para cada tratamento e grupo controle,
foram feitas quatro réplicas por concentracdo, com densidade inicial de células de 1 x 10* céls

mL™.

Uma solugéo estoque de 5,02 x 10° mol Cu L™ (400 mg nano-CuO L) da nanoparticula
foi preparada no préprio meio de cultivo das algas e, para reduzir a formacao de agregados, foi
sonicada por 30 minutos em sonicador de ponta (DES 500, Brasil) sob poténcia de 99% (Aruoja
et al., 2009). A solucdo-estoque de CuCl, de 4,46 x 10” mol Cu L™ (60 mg CuCl, L™) foi
preparada no préprio meio de cultivo das algas, mas ndo passou por sonicacado. As solucdes-
teste da nano-CuO e do CuCl, foram preparadas através de diluicbes seriais da solugéo-
estoque correspondente a cada composto de cobre. O controle foi constituido pelo meio de

cultivo da alga contendo apenas a concentragéo originalmente presente no meio L. C. Oligo.

Os testes foram submetidos a agitacdo manual periodica e realizados em quatro
réplicas para cada concentragéo. A concentracao inicial de células foi de 1 x 10* céls mL™ e os

testes foram realizados em frascos de policarbonato com 500 mL de capacidade, contendo 200
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mL das solu¢des com os contaminantes. Amostragens para determinacdo da densidade celular
foram realizadas a cada 24 horas, bem como para medidas de fluorescéncia minima e maxima,
e rendimento quantico maximo de cada amostra. Apos 96 horas de exposicao ao metal, foram
retiradas amostras para as analises bioquimicas e rendimento quéntico efetivo. Os testes de
toxicidade seguiram recomendagdes da US-EPA (2012).

4.5. Densidade Celular

Para a determinacdo da densidade celular, foi utilizado um citometro de fluxo
FACSCalibur - Becton Dickinson equipado com um laser de ions de Argon de 15mW (emisséo
488 nm). Para isso, retirou-se 1,8 mL de cada amostra e fixou-se com 0,2 mL de formol 10%
(conc. final 1%). As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C
até o dia da leitura. O citbmetro de fluxo mede os sinais 6pticos como dispersao da luz e
fluorescéncia de células individualizadas em uma corrente de fluxo. A clorofila a das células
algais foi detectada como fluorescéncia vermelha no canal FL3-H (filtro de longa passagem,
660 — 700 nm). A contagem das células foi realizada de forma similar a descrita em Sarmento
et al. (2008). Foram utilizadas microesferas fluorescentes de 6um (Polysciences, Inc.,
Warrington, PA, U.S.A.) como padréo interno. As microalgas foram facilmente identificadas em
gréficos de side-scatter (SSC-H) contra fluorescéncia vermelha (FL3-H). A aquisicdo dos dados
foi realizada com o software CellQuest BD e a analise dos citogramas com o software FlowJo
V10.

A taxa de crescimento especifico (i) para cada dia de experimento foi calculada como

aumento logaritmico da densidade celular, a partir da seguinte equacéo:
Hij= (In X;—In X)) / (- t)

onde:

Hij € a taxa de crescimento especifico média do tempo i ao tempo j;

X; é a densidade celular no tempo i;

X; é a densidade celular no tempo j;

19



4.6. Andlise bioguimica da microalga Raphidocelis subcapitata

4.6.1. Peso Seco

Para a determinacdo do peso seco, foram filtrados 60 mL de amostra de cada
concentracdo de cobre dos tratamentos com CuCl, ou nano-CuO, contendo microalgas, em
filtros de fibra de vidro previamente calcinados a 400°C por 8 horas em mufla, secos em estufa
a 60°C por 24 horas e pesados. Os filtros com as amostras foram levados a estufa por 72 horas
a 65°C e, apos resfriamento em dessecador, foram pesados em balanga analitica Sartorius
MC21S (1 pg de precisao). As determinagbes do peso seco foram realizadas em quatro
réplicas para cada concentragdo e o calculo foi feito a partir da diferenca entre peso final e
inicial, dividido pelo numero de células presente no volume filtrado. Os resultados foram

expressos em pg de peso seco por célula.

4.6.2. Carboidratos Totais

A determinacdo do teor de carboidratos totais seguiu metodologia previamente descrita
em Liu et al (1973). O método é baseado na reacdo com fenol e acido sulfarico no material
particulado. Amostras de cada tratamento e controle (5 mL) foram coletadas e adicionadas em
tubos de ensaio. Em seguida, os tubos passaram por processo de centrifugacdo por 10
minutos a 1500 rpm (Eppendorf 5702R, Alemanha). Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi ressuspendido em 0,5 mL de agua destilada (o branco
consistiu em 1 mL de agua destilada e seguiu o0 mesmo procedimento das amostras) e
adicionado 1 mL de solugéo de fenol 10%. Em seguida, a amostra foi agitada e adicionada de 5
mL de H,SO, concentrado. As amostras ficaram em repouso em um recipiente com gelo por 10
minutos. Decorrido esse tempo, centrifugaram-se as amostras a 4400 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante de cada tubo foi transferido para cubetas de vidro com 2 mL de capacidade e a
absorbéncia foi lida ao espectrofotobmetro a 485 nm (HACH DR 5000; HACH Company, USA).
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4.6.3. Lipidios totais e classes lipidicas

A extracd@o de lipidios foi realizada utilizando-se o método modificado de Folch (1957)
descrito em Parrish (1999), usando cloroférmio e metanol. Os filtros utilizados para a filtracédo
da cultura algal para a extracéo de lipidios foram calcinados a 400°C por 8 horas. A vidraria
utilizada para o armazenamento de filtro e extratos de lipidios foi calcinada (400°C, 8h) e
lavada trés vezes com metanol (MeOH) e trés vezes com cloroférmio (CHCIl3). Amostras de
cada tratamento e controle (60 mL) foram filtradas a vacuo em filtros de fibra de vidro (GF/C;
BOECO, Alemanha). Apos a filtragem, os filtros foram transferidos para tubos de centrifuga de
teflon (Nalgene), contendo 4 mL de cloroférmio, 2 mL de metanol e 1 mL de agua lavada com
cloroformio. Nos tubos de teflon, os filtros foram macerados com auxilio de bastfes de ago e as
células algais foram rompidas através de ultrassom de ponta (Sonicador UNIQUE, Brasil) sob
poténcia de 99% por cinco minutos. O branco passou pelos mesmos procedimentos das
amostras, consistindo de 60 mL de agua destilada. Durante o processo de extragcdo, as
amostras permaneceram no gelo para evitar a oxidagdo e consequente perda de lipidios. ApGs
a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 4400 rpm a 0°C por 5 minutos (Eppendorf
5702R, Alemanha). O sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e transferido para
flaconetes de vidro. Cada amostra passou por trés vezes pelo processo de extracdo, sendo
adicionado apenas cloroformio (6 mL) nas duas Ultimas extragBes para evitar a metilagao.
Todas as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C para posterior analise do contetdo

lipidico.

Para as andlises, as amostras foram concentradas em rotaevaporador para um volume
final de 0,5 mL. Os lipidios e classes lipidicas foram identificadas e quantificadas por meio de
cromatografia de camada delgada com deteccéo por ionizacdo em chama (TLC/FID), com o
uso do latroscan™ Mark VI nas seguintes condi¢ces analiticas: fluxo de hidrogénio de 174 mL
min™, fluxo de ar 2 L min™ e velocidade de leitura de 4 mm s™. Foi utilizada a combinac&o de
varias varreduras parciais com uso de diversos solventes para otimizar a separacdo
cromatogréfica entre as diversas classes lipidicas. As classes lipidicas identificadas e
guantificadas com o uso de padrbes (SIGMA-Aldrich, USA) foram as seguintes: HC
(hidrocarboneto alifatico), TAG (triglicerideos), FFA (&cido graxo livre), ALC (&lcool alifatico
livre), ST (esterol), AMPL (lipidios polares moveis em acetona) e PL (fosfolipidios). Os
respectivos tempos de retengdo cromatogréfico foram relacionados a interacéo entre as fases

mével e estacionaria do sistema (Parrish, 1999).
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4.7. Andlise da atividade fotossintética da alga Raphidocelis subcapitata

A concentracdo de clorofila a, in vivo, foi mensurada em fluorimetro (Turner Designs-
Trilogy, Estados Unidos). O teor de clorofila por células foi obtido através de uma curva de
calibracdo, tendo como variavel dependente a intensidade de fluorescéncia e independente a
concentracao de clorofila a extraida de cultura de Chlorella sorokiniana em fase exponencial de
crescimento. A densidade Optica de cada amostra foi mensurada em comprimento de onda de

684 nm (espectrofotdbmetro Femto 800 Xl, Brasil).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila foram determinados para cada tratamento,
utilizando-se aparelho fluorémetro de pulso de amplitude modulada PHYTO-PAM® Fluorometer
Analyser (Walz, Alemanha) equipado com uma unidade Optica ED-101US/MP (Tabela 1).
Medidas do rendimento quantico maximo (¢y) do fotossistema Il (PSll) da alga foram obtidas
para cada dia de experimento, e o rendimento quantico efetivo (¢’y) foi medido apds 96 horas

de exposicdo aos compostos de cobre.

A cada 24 horas foram retirados 3 mL de amostra de cada réplica das culturas, para o
controle e para as concentracdes de CuCl, e nano-CuO. As amostras permaneceram no
escuro por 15 minutos (estado adaptado ao escuro, para aclimatacdo), de forma a permitir a
completa oxidagdo do PSIl (sitios reativos) (Herlory et al., 2013). A determinagdo dos
parametros de fluorescéncia inicial (Fo) foi realizada com luz modulada de baixa intensidade
luminosa (<0,3 pumol fétons m? s™), de acordo com a metodologia descrita em Genty et al.
(1989). A fluorescéncia maxima (F.,) foi determinada ap6s pulsos de luz saturante com 2600
umol fétons m? s™ e duracdo de 0,3 segundos, que foram reproduzidos em frequéncia de 600
Hz. Através da diferenca entre F, e F, foi determinada a fluorescéncia variavel (F,). A partir dos
valores desses parametros de fluorescéncia, foi obtido o rendimento quantico maximo do PSl|
(FJ/Fy) (Schreiber et al., 1986; Schreiber e Bilger, 1993). Os valores dos parametros Fo, Fr, € ¢y
sao fornecidos pelo equipamento. A eficiéncia do complexo de evolucdo do oxigénio (CEO) do
PSII (Fo/F,) também foi calculado a partir da emissé@o de fluorescéncia das células adaptadas

ao escuro (Kriedemann et al., 1985).

A determinacdo de parametros da performance fotossintética das células algais foi
obtida por inducéo cinética de fluorescéncia (Herlory et al., 2013). As amostras adaptadas ao
escuro foram submetidas a luz actinica em intensidade de 64 pmol fétons m? s por um
periodo de 15 minutos, com aplicacdo do pulso de saturacdo a cada 20 segundos. Os valores
de fluorescéncia maxima na presenca de luz (F.’) e fluorescéncia inicial na luz (Fs) foram
obtidos e, a partir desses dados, foram calculados os parametros de fluorescéncia variavel no

estado adaptado a luz (F, = F., — Fs), coeficiente de dissipacao fotoquimica (gP), coeficientes
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de dissipacao nao-fotoquimica (qP e NPQ) e rendimento quantico maximo efetivo do PSII (¢'y)
(Rohacek, 2002). Os valores de F,, e ¢’y sdo fornecidos pelo equipamento. A fim de se
detectar qualquer sinal de fluorescéncia de fundo, antes da determinacdo dos parametros de
fluorescéncia das amostras era realizado um branco através da determinacéo da fluorescéncia
do meio de cultivo sem presenca de alga (para as amostras do controle) e do meio de cultivo
com os compostos de cobre (sem adicdo de algas) para cada concentracao avaliada.

Tabela 1: Pardmetros de fluorescéncia calculados a partir das medidas de fluorometria de pulso de
amplitude modulada (PAM) (Adaptado de Herlory et al., 2013).

Pardmetrode . . . A ~ Referéncias
fluorescéncia Sinonimo Definicdo Equacao bibliogréaficas

dro, Pvaxs Pw, Rendimento (eficiéncia)

FJ/Fn dupsn, Ab quantico méaximo do PSI| (F-Fo)/Fr Schreiber (2004)
Eficiéncia do complexo de :
FolFy evolugao do oxigénio Fol (Fm-Fo) Kriedemann et al., (1985)
, . . A Baker (2008), Cosgrove e
Fo/Fo $F/ Fa's 0w, RE;‘:&?;Z}ZJ\?S%@”F??I (Fo-FIF, Borowitzka (2010), Genty
PSil q et al. (1989)

aP, Fe/Fu, do. yiccinacs - . .=~ Bilger e Schreiber (1986),
gP q(P) Dissipacéo fotoquimica (Fi'-Fs)/(Fm'-Fo") Juneau e Popovic (1999)
A A P . e L i Bilger e Schreiber (1986),
gN aN, a(N) Dissipagao nao-fotoquimica  1-(Fm'-Fo)/(Fm-Fo) 3 noa; e Popovic (1999)
NPQ Dissipacao nao-fotoquimica (Fp, — F')/Fp' Bilger e Bjorkman (1990)

4.8. Andlise dos dados

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e seguidos por
teste de Tukey utilizando-se o software SigmaPlot (versdo 11.0/2008). As diferencas entre os
tratamentos foram consideradas significativas quando apresentaram nivel de significancia de
95% (p<0,05). Os valores de Concentracdo de Inibicdo do Crescimento Médio (ICso), € seus
respectivos intervalos com nivel de confianca de 95%, foram calculados a partir da equacéo de
regressao linear obtida apés plotagem das concentracdes testadas para os diferentes
compostos apos transformacdo logaritmica em funcdo das porcentagens de inibicdo do

crescimento da alga utilizando o software OriginPro, verséo 9.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Toxicidade de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuQ) e cloreto de cobre (CuCl,)

sobre o crescimento e composicdo bioquimica da cloroficea Raphidocelis subcapitata

5.1.1. Caracterizacdo das nanoparticulas

A caracterizacdo morfoldgica das nano-CuO esta ilustrada na Figura 2 (A e B), onde séo
apresentadas imagens obtidas a partir de Microscopia de Forgca Atdmica. Nelas pode-se
visualizar que as nano-CuO eram homogéneas e com formato esférico no meio do cultivo das

algas. E possivel notar diferencas entre os tamanhos das particulas, principalmente na imagem

ampliada (Figura 1B), indicando formagé&o de agregados de diferentes tamanhos.

Figura 2: Imagem de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) da nanoparticula de CuO com 10 x 10 pm de

area (A) e 1 x 1 um de area (B).
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Na Figura 3 é apresentada uma comparacdo das porcentagens de distribuicdo dos
tamanhos da nanoparticula através da imagem obtida por AFM, em que a amostra utilizada é
seca, e também por DLS, em que a amostra é medida em solugédo. O tamanho das particulas
medido por AFM teve uma variagdo de 10 a 100 nm. O tamanho das nanoparticulas medidas
por DSL foi maior, ficando entre 100 a 1000 nm, indicando a formacéo de agregados.

-]

13 4

INntensidade (%%

1 1a 1140 1300

Didgmetro / nm

Figura 3: Intensidade, em porcentagem, da distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas de CuO

medidas através de AFM (Microscopia de Forca Atdmica) e DLS (Espalhamento Dinamico da Luz).

Na Tabela 2, sdo apresentados os dados de potencial-zeta (mV), tamanho
hidrodinamico médio (nm) e indice de Polidispersividade (PDI) das nano-CuO obtidos nos
meios experimentais durante a exposi¢cdo (0 e 96 h). As nanoparticulas formaram grandes
aglomerados nos meios de exposicdo, com didmetros que variaram de 248,9 £ 9.0 a 549 + 22,2
nm, demonstrando a alta tendéncia de aglomeracdo ao longo do tempo. O tamanho dos
agregados, aparentemente, € dependente da concentracdo de nano-CuO no meio de cultivo,
uma vez que as concentracbes mais altas formaram aglomerados maiores. A carga de

superficie, medida como potencial-zeta, alterou entre o inicio e o fim do experimento,
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demonstrando tendéncia de estabilidade ao longo do tempo em todas as concentracdes. Os
resultados do PDI também indicam a tendéncia de agregacdo das particulas, uma vez que os
valores obtidos foram todos altos (>0,5). Apenas a concentracéo de 12,6 x10™ mol Cu L™ teve
boa dispersividade, em 0 hora (PDI = 0,367 £ 0,008).

Tabela 2: Medidas de caracterizacdo das nano-CuO em meio L. C. Oligo durante a exposi¢ao.

[Nano-CuQ] Potencial-Zeta Diametro médio
4 Tempo PDI

(mol L™) (mV) (nm)

12,6x10° 0 hora -17,9 248,9 + 56,99 0,783 £ 0,03
96 horas -27 327,13 + 11,67 0,54 + 0,02

12,6x10° 0 hora -25,9 364,86 £ 9,27 0,367 + 0,008
96 horas -31,6 549 + 22,2 0,717 £ 0,03

12,6x10™ 0 hora -25,9 470,15 + 78,98 0,83+0,12
96 horas -26,4 502,9 + 6,99 0,659 + 0,02

5.1.2. Densidade Celular

O crescimento da R. subcapitata foi significativamente afetado pelos tratamentos com
CuCl; e nano-CuO a partir da terceira concentracdo testada de cada composto (Figura 4 A-B).
Foi observado estimulo do crescimento das algas nas duas concentracbes mais baixas do
tratamento com a nano-CuO e na mais baixa do tratamento com o sal de cobre, seguido por
reducdo nas concentracdes mais altas. O efeito toxico do cobre no tratamento com CucCl, foi
mais acentuado do que o tratamento com nanoparticula, uma vez que as concentracdes que
geraram inibicdo de crescimento da alga tratada com CuCl, foram bem mais baixas do que as

gue reduziram o crescimento das células algais tratadas com nano-CuO.
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Figura 4: Densidade celular da alga Raphidocelis subcapitata ao longo das 96 horas de tratamento com

CuCl, e nano-CuO. O simbolo * indica diferenc¢a significativa em relacdo ao controle em 96 horas (p <

0,05).

As equagdes apresentadas na Figura 5 foram obtidas a partir da regresséo linear dos

dados e utilizadas para calcular os valores de ICso.gsn. A 1Cs0.96n €NCONtrada para o tratamento

com o CuCl, (0,65 uM Cu L) foi cerca de 113 vezes menor que a encontrada para o
tratamento com nanoparticula (74,16 uM Cu L™), apontando menor toxicidade da nano-CuO em
relacdo ao CuCls.
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pontilhadas indicam o intervalo de confianca (95%).
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Os valores de ICs, diminuiram ao longo do experimento, indicando maior efeito do cobre
guanto maior o tempo de exposicdo (Tabela 3). Ao longo de todo o experimento, o CuCl,
causou maior efeito de inibicdo do crescimento sobre a alga, como se pode observar pelos
menores valores de ICs, em relagdo ao tratamento com nano-CuO. Por exemplo: o valor de
ICs0.72 1 para a nano-CuO na alga foi cerca de 80 vezes maior do que o valor encontrado para o
CuCl,.

Tabela 3: Valores de Concentracdo de Inibicdo do Crescimento Médio (ICsg), assim como seus
respectivos intervalos de confianga (95%), em mol Cu L™, da alga R. subcapitata tratada com nano-CuO
e CuCl, em 24, 48, 72 e 96 h.

|C50 -24 h lCSO -48 h ICSO -72h ICSO -96 h

Nano-

cuo 30(6,4 - 140)x10™ 1,16(0,12 - 10,6)x10™*  0,52(0,04 - 4,93)x10™ 0,74(0,05 - 10,05)x10™*
u

CuCl,  0,48(0,20-1,13)x10°  0,45(0,19 - 1,09)x10°  0,65(0,19 - 1,05)x10°  0,65(0,49 - 0,86)x10™®

5.1.3. Composicao Bioguimica da microalga Raphidocelis subcapitata

Nao foi possivel quantificar o contetdo de lipidios, carboidratos, peso seco nem avaliar
as classes lipidicas das duas concentrac6es mais altas de cada composto (concentracdes 1,55
e 2,29 uM Cu L™ do teste com CuCl, e 628 e 1260 uM Cu L™ do teste com a nanoparticula),
pois a inibicdo do crescimento foi muito alta e as células restantes ndo foram suficientes para
permitir a deteccdo do teor desses componentes bioquimicos no presente trabalho. Os
resultados para cada componente bioquimico foram avaliados em nivel celular, e estdo

apresentados em pg por célula.

5.1.4. Peso Seco

Na Figura 6 estdo apresentados os resultados das andlises na composi¢cdo bioquimica
da microalga. O peso seco (Figuras 6 A-B) das algas aumentou significativamente nas
concentragcdes mais altas nos tratamentos com CuCl, e com nano-CuO. O maior aumento
encontrado foi no tratamento com CuCl, (88,7 pg cél™), na maior concentrag&o (1,17 uM Cu L’

1), sendo cerca de cinco vezes maior do que o peso seco do controle (17,7 pg cél™). O
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tratamento com a nanoparticula também causou aumento do peso seco da microalga na
concentracdo mais alta (45,8 pg cél' na concentracdo 126 pM Cu L™), que foi
aproximadamente duas vezes maior do que no controle (19,2 pg cél™). O efeito do cobre foi
maior nas células algais tratadas com o sal, uma vez que o estresse gerado pelo cobre levou a
um resultado maior do peso seco em duas das concentragdes do cloreto. Maiores valores de
peso seco no tratamento com nano-CuO s6 foram encontrados em concentragdes cerca de

100 vezes mais altas do que as que causaram alteragdo nas algas contaminadas com o sal.

5.1.5. Carboidratos totais

O teor de carboidratos nas células algais (Figuras 6 C-D) aumentou cerca de oito vezes
na concentragéo mais alta de nano-CuO (16,3 pg cél™* na concentracéo de 126 uM Cu L™) em
relacéo ao controle (2,0 pg cél™), demonstrando o efeito do estresse causado pelo cobre sobre
neste componente bioquimico. No tratamento com o sal, houve uma pequena queda na
quantidade de carboidratos na primeira concentragéo (8,6 pg cél* em 0,07 uM Cu L™) em
relagéo ao controle (10,6 pg cél™). N&o foi possivel quantificar o teor de carboidratos nas algas
das duas Ultimas concentragdes do sal (0,67 e 1,17 pM Cu L™), pois a quantidade de células
era muito baixa e os valores de carboidrato ficaram abaixo do limite de deteccdo do
equipamento, portanto ndo € possivel afirmar em qual dos tratamentos o estresse causado

pela toxicidade do cobre teve maior efeito.

5.1.6. Lipidios Totais e Classes Lipidicas

A producao de lipidios (Figuras 6E-6F) aumentou significativamente nas duas maiores
concentracdes de cobre nas algas tratadas com CuCl, (6,95 pg.cel™ em 0,67 pM Cu L™ e 19,34
pg.cel* em 1,17 pM Cu L™) e na maior concentracdo do tratamento com nano-CuO (10,42
pg.cel* em 126 pM Cu L™). Na concentracdo mais alta de CuCl, a producéio de lipidios foi
cerca de 11 vezes maior do que o teor de lipidios encontrado no controle (1,67 pg.cel™) deste
tratamento. O efeito do cobre no tratamento do CuCl, foi maior, gerando um maior teor de

lipidios por célula do que o encontrado na maior concentracdo da nanoparticula.

Houve alteracéo nas classes de lipidios nos dois compostos de cobre testados (Tabela
4), sendo que os efeitos mais acentuados foram encontrados em algas expostas ao sal de
cobre: todas as classes lipidicas aumentaram significativamente nas duas maiores

concentracdes de CuCl,. A classe de lipidios polares (PL) representou a maior porcentagem
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dos lipidios totais quantificados tanto nas células algais expostas ao CuCl, (cerca de 39% na
concentracdo mais alta) quanto a nano-CuO (cerca de 62% dos lipidios totais na maior
concentragdo). As classes mais afetadas no tratamento com o sal foram ST e ALC, seguido
pelo AMPL. Os ester6is aumentaram cerca de 56 vezes em relagdo ao teor encontrado no
controle. O teor de ALC foi cerca de 42 vezes maior e 0 AMPL cerca de 13 vezes em relacéo
ao controle. No tratamento com nano-CuO, a maior parte das alteracdes detectadas se deu na
concentracdo mais alta de cobre, na qual ocorreu aumento de lipidios nas classes HC, TAG,
ST e PL. A maior alteracdo encontrada foi na classe dos hidrocarbonetos (aumentou cerca de
13 vezes), seguida pela dos triglicerideos (aumentou cerca de 10 vezes) e fosfolipidios
(aumentou cerca de cinco vezes em relagdo ao controle). Houve diminuicdo do teor de lipidios
das classes FFA e ALC e, com excecao da diminuicdo de AMPL na concentragédo de 126 uM L
! de nano CuO, néo houve diferenca significativa de AMPL em relacdo ao controle. O teor de
lipidios por classe corrobora os efeitos mais acentuados do sal sobre a alga, em relacdo a

nanoparticula, uma vez que as alteracdes encontradas neste tratamento foram maiores.
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Figura 6: Efeitos do cobre sobre o peso seco (A e B), carboidratos (C e D) e lipidios totais (E e F) da
cloroficea Raphidocelis subcapitata tratada com CuCl, e nano-CuO. Os resultados sdo média + desvio-
padrdo e as letras diferentes em cada tratamento significam diferenca significativa (p < 0,05) em relacao
ao controle (0,06 uM Cu L'l).
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Tabela 4: Média + desvio-padrao das classes lipidicas (pg cél"l) de Raphidocelis subcapitata expostas

durante 96 h aos tratamentos com CuCl, e nano-CuO. Os resultados foram comparados para cada

classe lipidica em 95% de significAncia (p < 0,05) (valores com letras diferentes na mesma coluna

indicam diferenca significativa). Classes lipidicas: HC (hidrocarboneto alifatico), WE/SE (éster de cera),
KET (ketone), TAG (triglicerideos), FFA (acido graxo livre), ALC (&lcool alifatico livre), ST (esterol), AMPL

(lipidios polares méveis em acetona) e PL (fosfolipidios). * 0,06 x 10° mol Cu L. ND significa ndo

detectado
Classes lipidicas (pg cél™)

HC TAG FFA ALC ST AMPL PL
cucl2
Controle*  0,06+0,001%  0,10+0,005°  0,02+0,004°  0,01+0,001% 0,11+ 0,01% 0,26 + 0,02° 1,13+0,10%
0,07 uM 008+0,007  0,07+0,009° 001+0001  0003+00002 0,118+0,007  0,31%0,03 1,44+0,18
0,17 uM 0,08+0,007  ND 0,04+0,003  0002+00008 0,14+0,01 0,27 40,02 1,35£0,1
067uM  087+0,10°  ND 039+0,005° 0,4+0,0000° 173+020°  096+008"  354+047"
1,17 uM 1,32+0,15° ND 0,46 + 0,03° 0,42 +0,07° 6,13 + 1,04° 3,57 +0,50° 7,64+0,87°
Nano CuO
Controle*  0,15+0,02%  014:002°  017£002°  004+0,01° 015+0,009° 037003  1,39£0,19%
0,07 uM 01040003 01240002  013+0,01°  002+0002°  014+0009 0,27 +0,04 0,97+0,08
0,18 uM 0,11+0,01 0,10+ 0,01 0,02+0,001*>  0,01+0,002° 0,10 £0,009° 0,27 +0,04 1,06 0,10
1,32 M 011+0,007  0,13+0,01 0,04+0,003*  001+0002°  012+0,007  0,28+0,01 1,19+ 0,06
126yM 0,29+ 0,02 0,35+ 0,06 0,08+0,005  0,031+0006  0,31+0,05 014+004°  2,02+0,08"
12,6 pM 1,43 £ 0,20° 1,45+0,23° ND ND ND 0,38 + 0,01 6,54 0,50°
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5.2. Efeitos de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuO) e do cloreto de cobre (CuCl,)

sobre a atividade fotossintética da cloroficea Raphidocelis subcapitata

5.2.1. Taxa de crescimento e teor de clorofila a da alga R. Subcapitata

Na Figura 7 (A e B), estdo apresentadas as taxas de crescimento especifico para as
algas expostas aos dois compostos de cobre (CuCl, e nano-CuO). Com excecdo das
concentragdes mais altas do tratamento com nano-CuO (6,28 x 10™ e 12,6x10™ mol Cu L™,
apo6s 96 horas de exposi¢do, nas quais ocorreu uma reducdo da taxa de crescimento em 38%
e 78% respectivamente, houve aumento da taxa de crescimento ao longo do tempo para cada
concentragcdo de cobre testada nos dois tratamentos, indicando que houve crescimento ao
longo do periodo experimental. Os dois compostos de cobre afetaram a taxa de crescimento da
alga: conforme se aumentou a concentracdo do metal, menor foi a taxa de crescimento algal
para todos os dias de tratamento, sendo que a menor taxa encontrada foi para a concentracdo
mais alta de nano-CuO em 96 horas de exposi¢do ao metal (Ho.osns = 0,008 em 12,6x10™ mol
Cul™).
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Figura 7: Taxa de crescimento especifico (divisdes dia™) da microalga Raphidocelis subcapitata ao
longo das 96 horas de exposicdo ao CuCl, (A) e a nano-CuO (B). O simbolo * indica diferenca

significativa em relacéo ao controle (0,06 x 10° mol Cu L"l) para cada dia dos tratamentos (p < 0,05).
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Houve aumento do conteudo de clorofila a nas células do controle dos dois tratamentos
ao longo do tempo, o que indica que a alga estava em boas condi¢des fisiolégicas ao longo do
experimento (Figura 8 A e B). Nas algas tratadas com CuCl,, ocorreu uma diminui¢do no teor
de clorofila a conforme se aumentou a concentracdo de cobre entre 48 e 72 horas de
exposi¢cdo ao metal, mas ao final das 96 horas, o contetdo de clorofila a foi estatisticamente
equivalente ao do controle. Nas células algais tratadas com Nano-CuO, entre 24 e 72 horas,
houve reducéo de clorofila, em relacdo ao controle, conforme se aumentou a concentracao de
cobre. Em 72 horas de exposicdo, as células aparentemente comecaram a se recuperar,
aumentando a producéo de clorofila a e, em 96 horas, ndo houve diferenga significativa entre o
teor de clorofila a encontrado para o controle e para as duas concentracdes mais altas de
nano-CuO (6,28 x 10™ e 12,6x10™ mol Cu L™).
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Figura 8: Teor de clorofila a (pg cél™) da cloroficea Raphidocelis subcapitata ao longo das 96 horas de
tratamento com CuCl, (A) e nano-CuO (B). Os resultados sdo média + desvio-padrdo e o simbolo *

indica diferenca significativa em relacao ao controle para cada dia dos tratamentos (p < 0,05).
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5.2.2. Fluorescéncia e rendimentos quéanticos da alga R. subcapitata

Na Figura 9, estdo apresentados os parametros de fluorescéncia inicial (Fy) e
fluorescéncia maxima (F,,), de 24 a 96 horas, para a alga exposta ao CuCl, (A e C) e ao nano-
CuO (B e D). No presente estudo, o maior valor de F, encontrado foi de 525,75 para as algas
do controle (0,06 x 10° mol Cu L™), apés 96 horas de experimento, como era de se esperar
uma vez que as algas do controle estavam em condicdes étimas de crescimento. O segundo
maior valor de F, foi de 447,08 para a concentracdo de 0,18 x 10 mol Cu L* do tratamento
com nano-CuO apds 96 horas de exposicdo as nanoparticulas. Os menores valores de
florescéncia inicial foram observados no controle do tratamento com nano-CuO apds 24 horas,
e em 0,67 x 10® mol Cu L1 em 72 horas, nas algas expostas ao CuCl, (202 e 235,
respectivamente). Os maiores valores de F,, foram encontrados para o Controle (1511,67) do
tratamento com o CuCl,, e para a concentracdo de 0,18 x 10® mol Cu L™ (1254,7) do
tratamento com nano-CuO, apés 96 horas de exposicdo ao metal, enquanto que os menores
valores foram observados ap6s 96 horas nas concentracbes de 6,28 x 10° mol Cu L™ do
tratamento com sal de cobre e 2,29 x 10° mol Cu L™ do tratamento com nano-CuO (310,2 e
468,62, respectivamente).
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Figura 9: Variacdo nos parametros de fluorescéncia basal (Fo) e fluorescéncia méxima (F,) da alga
Raphidocelis subcapitata medidos ao longo de 96 horas de exposi¢cdo ao CuCl, (A e C) e a nano-CuO (B
e D). O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle para cada dia dos tratamentos (p <
0,05).

A variacdo do rendimento quantico méaximo do PSII (¢y) e a eficiéncia do CEO (F,/F,) da
alga R. subcapitata ao longo do tempo, para cada tratamento, estédo apresentados na Figura 10
(A,B). O ¢y permaneceu estavel ao longo das 96 horas de experimento para o controle de cada
tratamento, para as trés concentracdes mais baixas de CuCl, (0,07 x 10°, 0,17 x 10° e 0,67 x
10 mol Cu L™?) e de nano-CuO (0,07 x 10°, 0,18 x 10® e 1,32 x 10° mol Cu L™), indicando a
boa resposta fisiolégica da alga, mesmo na presenca de baixas concentracbes de cobre, e

demonstrando que as mesmas permaneceram saudaveis ao longo do experimento. Nas
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concentragdes mais altas de CuCl, (1,17 x 10, 1,55 x 10° e 2,29 x 10° mol Cu L™?) e de nano-
CuO (12,6 x 10°®, 12,6 x 10, 6,28 x 10* e 12,6 x 10* mol Cu L"), a alga apresentou uma
reducdo de ¢y quanto maior o tempo de exposicdo e a concentracdo de cobre. Apds as 96
horas de exposicéo, para as algas tratadas com o sal de cobre, 0 menor valor de ¢y foi de 0,26
na concentracdo mais alta (2,29 x 10 mol Cu L™) e para as que ficaram expostas a hano-CuO
foi de 0,22, na concentracdo de 12,6 x 10 mol Cu L™.

No presente trabalho, os valores de F,/F, (Figura 10 C,D) permaneceram estaveis
(entre 0,45 e 0,56) para o controle dos dois tratamentos e para as concentragdes mais baixas
de CuCl, (0,07 x 10® e 0,17 x 10° mol Cu L™) e de nano-CuO (0,07 x 10°, 0,18 x 10® e 1,32 x
10-6 mol Cu L™). Nas demais concentracdes, para ambos os compostos de cobre, os valores
de F,/F, aumentaram gradativamente ao longo do tempo e conforme o aumento das
concentragdes de cobre. O maior aumento foi observado na concentragdo mais alta de nano-
CuO, na qual o valor de F,/F, aumentou em mais de 500% em relacdo ao que foi encontrado

no controle.
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Figura 10: Variagédo dos parametros de fluorescéncia (®y e F¢/F,) da cloroficea Raphidocelis subcapitata
ao longo das 96 horas de tratamento com CuCl, (A e C) e com nano-CuO (B e D). O simbolo * indica

diferenca significativa em relagédo ao controle para cada dia dos tratamentos (p < 0,05).

Os rendimentos quéanticos maximo (®y) e efetivo (®y') da alga apds 96 horas de
exposicdo aos dois compostos de cobre apresentaram comportamento semelhante nos dois
tratamentos (Figura 11 A,B), com valores menores conforme o aumento da concentragdo do
metal. Os primeiros efeitos de redugcéo do ®, comecaram a ser detectados nas concentragfes
de 1,17 x 10°® mol Cu L™ (no tratamento com CuCl,) e 12,6 x 10° mol Cu L™ (no tratamento
com nano-CuO), chegando a uma reducédo de cerca de 39% e 60% para as concentracdes
mais altas de sal de cobre e nanoparticulas de CuO, respectivamente. Houve reducéo de @\’ a

38



partir da concentracéo de 1,55 x 10° mol Cu L™ no tratamento com CuCl,, que na concentragéo
mais alta (2,29 x 10"® mol Cu L™) chegou a ser 46% menor (0,30) que o valor encontrado para o
controle (0,56). No tratamento com nano-CuO, a redugao dos valores de ®y’ se deram a partir
da concentracéo de 12,6 x 10®° mol Cu L™, chegando a ser 61% menor na concentracio mais
alta (0,21 em 12,6 x 10 mol Cu L") em relag&o ao controle (0,56).
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Figura 11: Rendimento quantico maximo (M) e Rendimento quéantico efetivo (#) do fotossistema Il da
cloroficea Raphidocelis subcapitata apés 96 horas de exposi¢cdo ao CuCl, (A) e a nano-CuO (B). O

simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle para cada dia dos tratamentos (p < 0,05).

5.2.3. Coeficientes de dissipagéo fotoquimica e ndo fotoquimica da cloroficea R. subcapitata

Os parametros de dissipacdo fotoquimica (gP) e ndo-fotoquimica (gP e NPQ) estao
apresentados na Figura 12 para o tratamento com o CuCl, (Figura 12A) e com nano-CuO
(Figura 12B). Os valores de gP se mantiveram entre 0,90 e 1,01 para ambos os tratamentos. O
valor mais baixo (0,90) foi encontrado na concentracdo de 0,67 x 10° mol Cu L™ do tratamento
com CuCl,. O valor mais alto (1,01) foi obtido na concentracdo mais alta (12,6 x 10 mol Cu L™)
do tratamento com nano-CuO. Os valores de gN e NPQ foram semelhantes. No tratamento
com CuCl,, houve um pequeno aumento de gN na concentragéo mais alta (0,35 em 2,29 x 10°®
mol Cu L") em relagéo ao valor encontrado para o controle (0,32). Mas no tratamento com
nano-CuO, houve queda no gN da concentra¢do mais alta (0,21 em 12,6 x 10* mol Cu L™) em
relacdo ao controle (0,28). Com relacdo ao NPQ, ocorreu reducéo gradativa dos valores deste

parametro nas trés concentracdes mais altas de nano-CuO (12,6 x 10°: 6,28 x 10% e 12,6 x 10°
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* mol Cu L™), chegando a 0,14 na concentracdo mais alta. O CuCl, ndo afetou esse parametro

na alga.
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Figura 12: Variacdo nos parametros de dissipacdo de energia (qP, gN e NPQ) da microalga
Raphidocelis subcapitata medidos apds 96 horas de exposi¢cdo ao CuCl, (A) e a nano-CuO (B).
O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle para cada dia dos tratamentos
(p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Toxicidade de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuQ) e cloreto de cobre (CuCl,)

sobre o crescimento e composicdo bioquimica da cloroficea Raphidocelis subcapitata

As nano-CuO apresentaram-se agregadas/aglomeradas nos meios de cultivo durante a
exposi¢ao, como verificado pelos valores obtidos para o potencial zeta, tamanho hidrodindmico
e indice de dispersividade (Tabela 1). Isso pode ter ocorrido devido a constituicdo do meio de
cultivo, que apresenta diversos nutrientes, os quais podem ter facilitado interacbes das
nanoparticulas bem como a agregacédo. A aglomeracdo das nano-CuO tem sido reportada em
diversos estudos (Amorim et al., 2012; Gomes et al., 2012; Melegari et al., 2013; Regier et al.,
2015). Bondarenko et al. (2013), revisando diversos trabalhos que testaram os efeitos de nano-
CuO em organismos-teste, compararam a aglomerag¢do dessas nanoparticulas em diferentes
tipos de 4gua e meios de cultivo e encontraram que a aglomeracao foi especialmente alta nos
meios de cultivo utilizados para organismos-teste comumente usados em testes
ecotoxicologicos (crustaceos e algas), o que foi confirmado pelos resultados do nosso trabalho.
Os grandes aglomerados encontrados neste e em outros trabalhos apontam a ineficiéncia da
completa dispersdo das particulas por sonicacdo, o que pode indicar que essas particulas
estdo fortemente ligadas, de forma que essas ligagbes ndo podem ser desfeitas apenas com
esse procedimento, ou que as particulas se reagregam rapidamente apés o fim da sonicagéo
(Franklin et al., 2007). O potencial-zeta por sua vez pode ser afetado pelo pH ou forga ibnica do
meio no qual as nanoparticulas estdo dispersas. A interacdo dessas particulas se da pela
magnitude deste potencial, ou seja, quanto maior o potencial-zeta (x 30 mV), maior a
estabilizacdo por carga do sistema devido a repulsdo das cargas para superar a tendéncia
natural de aglomeracdo das nanoparticulas (Mahmoudi et al., 2011; Melegari et al., 2013).
Neste trabalho, ndo houve variacdo significativa dos valores de pH nos meios de exposicao
(dados néo apresentados) e as nano-CuO apresentaram uma tendéncia de estabilizacdo ao

longo do tempo, o que também foi reportado por Melegari et al. (2013).

A coloragdo apresentada pelos meios durante a exposicdo as nano-CuO levantaram
davidas em relagédo ao efeito de sombreamento dessas nanoparticulas sobre o crescimento
das algas. Notou-se um leve escurecimento do meio de cultivo nas solugbes-teste mais
concentradas (12,6 x 10°, 6,28 x 10* e 12,6 x 10” mol L™"). Esse problema foi também
guestionado em alguns estudos, que realizaram experimentos com o intuito de avaliar se esses
efeitos da nano-CuO poderiam interferir na toxicidade sobre a alga (Aruoja et al., 2009;

Melegari et al., 2013). Esses estudos sugerem que o possivel efeito de sombreamento ndo foi
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significativo para causar inibicdo do crescimento ou alterar a viabilidade das algas. Sendo
assim, os resultados encontrados nas maiores concentragbes de nano-CuO do presente

trabalho provavelmente séo reflexo da toxicidade do cobre e ndo de efeito de sombreamento.

Corroborando diversos estudos que compararam a toxicidade de nanoparticulas de
CuO e cobre dissolvido em organismos aquaticos (Adam et al., 2015; Gunawan et al., 2011;
Siddiqui et al., 2015 ), neste trabalho encontramos maior efeito téxico do sal de cobre do que
das nanoparticulas sobre o crescimento da alga R. subcapitata. Houve estimulo de
crescimento nas concentragcbes mais baixas de cobre, tanto para o tratamento com o sal
quanto para as algas tratadas com as nano-CuO. Este resultado, também encontrado por
outros autores (Lim et al., 2006; Lombardi et al., 2007; Thomas et al., 2013), € esperado, uma
vez que o cobre € um micronutriente essencial utilizado pelas microalgas. A faixa de tolerancia
para metais-traco varia entre organismos e a resposta a toxicidade desses metais difere entre
as espécies (Lombardi et al., 2007). Em altas concentracdes, o cobre tende a danificar a
membrana celular e causar redugcdo da concentracdo de potassio dentro das células. O
excesso de cobre acumulado na parede celular € absorvido pela célula, afetando as enzimas e

causando reducéo na reprodugéo (Lim et al., 2006).

Bossuyt e Janssen (2004) registraram uma reducdo gradativa da taxa de crescimento
para essa mesma espécie de alga conforme aumento da concentracdo de cobre durante o
periodo de aclimatacdo da alga. No presente estudo, a inibicdo do crescimento das algas
tratadas com o CuCl, foi mais intensa, sendo detectada em concentra¢cdes do cobre muito mais
baixas que as das nanoparticulas, corroborando nossa hipotese de que a origem da toxicidade
das nano-CuO é devido ao ion cobre liberado. A partir das concentracdes 0,17 x 10® mol Cu L*
do CuCl, e 12,6 x 10°® mol L™ das nano-CuO observou-se inibicdo do crescimento das células
algais. A méxima redugé&o do crescimento (88,3%) foi observada na concentracdo de 2,29 x 10°
® mol Cu L das algas contaminadas com o sal. H& evidéncias em microalgas marinhas de que,
uma vez que o cobre é internalizado, esse metal oxida grupos tiol no citoplasma, levando a
diminuicdo da taxa de reducéo da glutationa oxidada (tripeptideo quelante de metais), que por
sua vez afeta a formagéo do fuso na diviséo celular (Stauber e Florence,1987), o que prejudica
a divisdo das células, dificultando o crescimento das algas. Sob condi¢cdes de estresse, 0s
organismos podem utilizar a energia que foi originalmente designada para crescimento, em
outros processos necessarios para o0 controle e manutencdo da homeostase celular sob

concentragdes toxicas subletais de Cu®* (Perales-Vela et al., 2007).

Os valores de 1Cg, encontrados neste estudo demonstram maior sensibilidade da alga
ao cobre dissolvido, na forma de CuCl,, do que a nano-CuO. Estes resultados estdo de acordo
com os encontrados por Gunawam et al. (2011), em que a extensédo da inibicdo do aumento de

biomassa de E. coli induzido pelo sal de cobre (ECg.¢n = 265 mg L™ Cu) foi muito maior que a
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das nano-CuO (ECq.¢n = 650 mg L™). Adam et al. (2015) encontraram um menor efeito toxico
das nanoparticulas de 6xido de cobre sobre Daphnia magna (ECs, = 1,04 mg Cu L") em
comparacéo com o sal de cobre (ECs, = 0,02 mg Cu L™). Segundo os autores, a combinac&o
dos valores de dissolucdo (baixos para nano-CuO), alta captacéo das nanoparticulas (incluindo
ingestao) e a baixa toxicidade observada, indicam que os ions de cobre, dissolvidos a partir
das nano-CuO no meio de exposi¢cdo, foram a causa da toxicidade cronica observada na D.
magna. Além disso, os autores encontraram que o sal de cobre dissolveu completamente no
meio de cultivo do cladécero, enquanto a dissolugdo das nano-CuO foi limitada, chegando a
uma meédia de 3,9% de concentragcdo dissolvida apds 48 horas de exposi¢cdo. Esse resultado
esta de acordo com o encontrado por Gomes et al. (2012), que demonstrou que a solubilidade
(atividade do ion livre/concentracdo) das nano-CuO, medida com eletrodo de ion seletivo
(ISE25CU), estava na faixa de 3-4% quando dissolvida em 4gua desmineralizada. Comparando
os efeitos de nanoparticulas de éxidos de metais na alga P. subcapitata, Aruoja et al. (2009)
afrmam que os resultados da toxicidade das micro e nanoparticulas de CuO sobre o
crescimento da alga foram devido a porgéo solubilizada biodisponivel de cobre, provavelmente

fons Cu?*.

A maioria dos ligantes dissolvidos que se ligam aos metais formam complexos
hidrofilicos e, nesses sistemas a captagdo do metal, nutricdo e toxicidade normalmente variam
em funcdo da concentragdo de ion livre do metal em solucéo (Fortin e Campbell, 2000). O ion
livre Cu** é uma das formas mais toxicas desse metal, uma vez que é bastante reativo, tendo
facilidade de entrar nas células por canais i6nicos e apresentando tendéncia de captar elétrons
de outros compostos ou ions, danificando o processo de transporte de elétrons na fotossintese.
Assim, de acordo com Rocha et al. (2016a), a toxicidade do metal esta relacionada com os
ions livres e ndo com a concentragdo total do metal. Isso explica, neste trabalho, a nano-CuO
apresentar menor toxicidade sobre o crescimento da alga em comparacéo com a toxicidade do
CuCl,: a dissociacdo dos fons Cu®" a partir do composto de cobre dissolvido, na forma do sal, é

mais intensa do que a dissociacao de ions pelas nanoparticulas.

Tanto o sal quanto a nanoparticula de cobre causaram danos por estresse oxidativo em
Enchytraeus albidus (Annelida) (Gomes et al., 2012) e, de forma geral, os efeitos do sal de
cobre foram mais pronunciados, principalmente em relacdo a peroxidagéo lipidica. Dentro das
células, o metal pode afetar a organizacao estrutural da célula e o metabolismo (Rocha et al.,
2016a), alterando a distribuicdo de compostos bioquimicos, tais como proteinas, lipidios,
carboidratos e acidos graxos em algas (Lim et al., 2006; Martinez-Ruiz e Martinez-Jerénimo,
2015 ). De forma geral, estes componentes de reserva permitem que a alga ajuste seu
crescimento de acordo com as mudancas nas condigcdes ambientais (Chia et al., 2015; Markou
et al., 2012). No presente trabalho, concentracdes mais elevadas de cobre resultaram em um
aumento da producéo de todos os componentes bioquimicos avaliados, em nivel celular, com
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excecdo dos carboidratos nas algas tratadas com concentracdes mais altas de CuCl,, em que
néo foi possivel quantificar este componente devido a baixa densidade celular em resposta ao
cobre. As respostas ao tratamento com o CuCl, foram mais intensas que as do tratamento com
nano-CuO, uma vez que a internalizagdo dos ions de cobre pelas células algais provavelmente
foi maior no tratamento com o sal, devido a maior facilidade de ions serem liberados a partir

desse composto em compara¢cao com as hanoparticulas.

O peso seco aumentou nas células algais dos tratamentos com os dois compostos.
Nossos resultados indicam que o aumento do peso seco se deu, principalmente, devido a
maior biossintese de lipidios nas células algais tratadas com o CuCl,, e a maior producao de
lipidios e carboidratos, ambos compostos de reserva e armazenamento de energia, nas células
algais tratadas com as nano-CuO. O maior peso seco e o maior teor de lipidios totais
encontrados em resposta ao aumento da concentracdo do cobre foram registrados no
tratamento com o CuCl,, o que reforca a hipotese de que € o ion de cobre o principal
responsavel pelos efeitos encontrados na alga. Chia et al. (2015) também registraram um
aumento gradativo do peso seco conforme aumentaram as concentragbes de cadmio na alga

Chlorella vulgaris.

A producdo de carboidratos serve para duas propostas principais nas algas: atuar como
componentes de reserva de energia dentro da célula ou como componente estrutural das
paredes celulares (Markou et al., 2012). Além disso, essas macromoléculas sé@o intermediarios
relevantes nos processos respiratérios e fotossintéticos das algas (Martinez-Ruiz e Martinez-
Jeronimo, 2015). Lim et al. (2006) registraram uma reducdo na producdo de carboidratos em
todas as concentracdes de Oxido de cobre testadas em culturas de Tetraselmis suecica e
Dunaliella tertiolecta. Os carboidratos foram as biomoléculas menos afetadas quando a
cloroficea Selenastrum gracile foi exposta ao cloreto de cobre, enquanto proteinas e lipidios
aumentaram (Rocha et al., 2016b). Testando combinacdes de diferentes concentragbes de
cadmio e nitrogénio, Chia et al. (2015) encontraram maiores niveis celulares de carboidratos,
em relacdo ao controle, nas maiores concentragcbes do metal. O aumento na producdo de
carboidratos encontrados para R. subcapitata tratada com nano-CuO, no presente estudo,
demonstra uma forma de adaptacdo ao estresse causado pelo cobre, aumentando a sintese

dessas macromoléculas de armazenamento.

Os lipidios sdo componentes importantes das membranas plasméaticas. Este
componente bioquimico é conhecido por sofrer grandes mudancas em seu metabolismo em
condicBes de estresse, permitindo a organismos resistentes o0 ajuste adequado para sua
sobrevivéncia (Guschina e Harwood, 2006; Lombardi e Wangersky, 1991; McLarnon-Riches et
al., 1998). O estresse causado por metais altera muitos aspectos da bioquimica desse

componente, incluindo alteracdes qualitativas e quantitativas nos lipidios, inibicdo dos
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processos de biossintese e estimulo da producdo de determinadas classes (Chia et al., 2013;
Guschina e Harwood, 2006). Segundo Hu et al., (2008) e Mock e Kroon (2002), o aumento da
producao de lipidios nas células das algas pode auxiliar a manutencdo da homeostase celular
das reacdes de oxirreducao, atuando como um dissipador de elétrons. Isso auxilia a microalga
no combate a possiveis danos causados por espécies reativas de oxigénio produzidas sob
estresse por metal nos ambientes aquaticos. No presente estudo, a producédo de lipidios
aumentou em resposta ao incremento nas concentragdes de cobre. O CuCl, causou um efeito
mais intenso nas algas, pois o teor de lipidios totais da concentracdo mais alta de cobre era
aproximadamente o dobro do teor de lipidios das células tratadas com nano-CuO. Além disso,
as concentracfes testadas do sal sdo muito mais baixas que as da nanoparticula, reforcando a
ideia de que a toxicidade do cobre se deve ao ion livre. O aumento da producgéo de lipidios em
resposta ao estresse por metal também ja foi registrado por outros autores (Chia et al., 2013,
2015).

Os lipidios sdo uma classe heterogénea de compostos, de forma que o estudo da
variacao das classes lipidicas em condic6es de estresse pode render mais informacgdes do que
apenas a quantificacdo dos lipidios totais (Lombardi e Wangersky, 1991). Deplecdo de
nutrientes, por exemplo, tende a gerar um aumento na producdo de lipidios neutros,
principalmente TAG (Chia et al., 2013, 2015; Guschina e Harwood, 2006; Lombardi e
Wangersky, 1991). Os TAGs sado usados como moléculas de reserva, contendo
predominantemente 4cidos graxos saturados e insaturados. Fosfolipidios sdo geralmente poli-
insaturados e utilizados como lipidios estruturais (McLarnon-Riches et al., 1998). A producéo
de fosfolipidios aumentou significativamente na alga Chlorella vulgaris tratada com
combinagfes de diferentes concentracdes de cadmio e fosfato, conforme resultados de Chia et
al. (2013). Segundo os autores, a alga aumentou a sintese de ALC e reduziu a producdo de
AMPL, em relacdo ao controle, em resposta ao cadmio. Em nosso estudo foi registrado um
aumento gradativo da classe dos PL tanto nas algas tratadas com nanoparticulas quanto com o
sal de cobre, conforme o aumento das concentragdes de cobre. Os fosfolipidios responderam
por aproximadamente 62% do total das classes lipidicas das células algais contaminadas com
nano-CuO. McLarnon-Riches et al. (1998) também encontraram alteracdes significativas no
perfil lipidico de Selenastrum capricornutum, mesmo em concentracdes muito baixas de Cu?*
(como 1 e 12 uM Cu?").

Houve uma diferenca entre os efeitos da nano-CuO e do CuCl, sobre a alteracdo das
classes lipidicas no presente trabalho, sendo que as maiores mudancas ocorreram no
tratamento com o sal. Nas algas tratadas com o sal, as classes mais afetadas pelo estresse
causado pelo metal foram ST e ALC. Os esterdis sdo componentes da membrana plasmética
das células, assim como os fosfolipidios. Acredita-se que os ST afetam fun¢Bes da mitocdndria,
plasticidade celular e permeabilidade da membrana plasmatica (Parrish, 1988). Esse aumento
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do PL e ST nas concentracBes mais altas de cobre, no caso das algas tratadas com CuCl, no
presente estudo, também foi reportado por Rocha et al. (2016b). Segundo os autores, o teor de
PL passou de 36% do peso seco nas células algais do controle para 46% nas algas tratadas
com a concentragdo mais alta de cobre, e o teor de ST aumentou de 7,5% do peso seco (nas
células do controle) para 13% nas células algais da concentracdo mais alta do metal. Os
autores sugerem que as mudancas nessas classes lipidicas podem indicar que a alga pode
mudar a conformagdo da membrana, alterando sua fluidez ou espessura, na tentativa de
amenizar o impacto da internalizacdo do metal. Isso pode explicar a maior producéo de lipidios
estruturais nas células algais tratadas com o CuCl, neste trabalho.

As células algais tratadas com nano-CuO levaram a uma maior producdo de
hidrocarbonetos e de lipidios neutros na forma de TAG. Quando o crescimento da alga diminui
(reducao das divisdes celulares) e ndo had mais requerimento para a sintese de novos
componentes de membrana, as células desviam o processo de sintese de acidos graxos em
componentes estruturais para a deposicao desses acidos graxos em forma de TAG. Sob essas
condi¢bes, a producdo de TAG pode servir como mecanismo de protecdo (Sharma et al.,
2012). Como muitos trabalhos relataram o acumulo de TAG pelas algas quando estas estédo
sob condigBes de estresse nutricional (Chia et al., 2013, 2015; Guschina e Harwood, 2006;
Lombardi e Wangersky, 1991), pode-se inferir que as nanoparticulas possam ter causado
algum efeito de limitagcdo de nutrientes para as células algais, pelo possivel entupimento dos
canais idnicos nas membranas devido a formacao de grandes aglomerados nas concentracdes
mais altas de cobre no tratamento com as nanoparticulas. O teor de TAG pode ser um melhor
guia do estado fisiologico das células fitoplanctdnicas que a razdo Carbono(C):
Nitrogénio(N):Fosforo(P) (Lombardi e Wangersky, 1991), e a proporcdo exata desta classe
lipidica na célula provavelmente é regulada pela disponibilidade de nutriente no meio (Parrish,
1988), o que corrobora a nossa hipétese de que as nano-CuO possam ter causado algum
efeito de estresse nutricional nas algas. Segundo Sharma et al. (2012), quando o crescimento
celular das algas esta debilitado devido a falta de nutrientes, o pool do maior aceptor de
elétrons da fotossintese, NADP™ (do inglés Nicotinamide adenine dinucleotide, em seu estado
oxidado), pode se esgotar, 0 que pode levar a uma situacdo perigosa para a célula, danificando
componentes celulares. Sob condi¢cbes de limitacdo de crescimento, o NADPH (em seu estado
reduzido) é consumido na sintese de acidos graxos, aumentando a producao desses lipidios

(que por sua vez sdo armazenados em forma de TAG) e reabastecendo o pool de NADP",

Alteracdo de perfil lipidico das algas, que foi encontrada neste trabalho, também foi
reportada por outros autores que submeteram diferentes espécies algais ao estresse por metal
(Bossuyt e Janssen, 2004; Chia et al., 2013, 2015). Essa resposta das algas ao estresse
demonstra a sensibilidade desses microrganismos e o impacto que podem causar ao longo da
cadeia tréfica, devido a alteracdo de seus valores nutricionais e alteracdo na quantidade e
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gqualidade da energia transferida. Dentre 0s componentes bioquimicos avaliados no presente
trabalho, os lipidios sdo os mais energéticos e foram os mais afetados pelo cobre. Enquanto a
inibicdo do crescimento das algas tratadas com CuCl, s6 foi detectada na concentracdo de
0,17 x 10® mol Cu L™, alteracdes no teor de carboidratos e mudancas nas classes lipidicas
(nos triglicerideos) foram identificadas na concentragéo mais baixa de sal testada (0,07 x 10°
mol Cu L™%). Nas algas tratadas com nano-CuO, houve estimulo de crescimento nas
concentragbes de 0,18 e 1,32 x10°® mol Cu L™, mas s6 foi detectada inibicio do crescimento na
concentragéo de 12,6 x 10°® mol Cu L™. Porém, os efeitos no nivel das classes lipidicas foram
detectados logo nas concentragbes mais baixas testadas, como alteracdo na quantidade de
FFA e ALC em 0,07 x 10® mol Cu L?, e de ST na concentracdo de 0,18 x 10° mol Cu L™
Nossos resultados indicam a importancia de se realizar estudos ecotoxicolégicos ao nivel
bioguimico das microalgas, pois os efeitos dos contaminantes avaliados apenas a nivel de

crescimento podem mascarar as concentragc”)es reais em que esses compostos afetam a alga.

Outro resultado importante que encontramos é a diferenca entre os efeitos causados
pelo CuCl, e pela nano-CuO, principalmente em relacdo as classes lipidicas quantificadas, que
nao seriam percebidas se houvéssemos avaliado apenas os efeitos no crescimento da alga.
Uma razdo para diferenca entre as classes lipidicas afetadas nas algas tratadas com nano-
CuO, em relacéo as classes afetadas pelo sal de cobre, pode ser o entupimento dos canais
ibnicos nas células devido a formagdo de aglomerados grandes, de tal forma que esse
entupimento possa ter dificultado a captura de nutrientes, causando estresse nutricional e
levando a uma maior producdo de lipidios neutros. O acumulo de lipidios neutros,
principalmente TAG, é tipico em algas sob condi¢cdes de limitacdo de nutrientes (Hu et al.,
2008) e, como o cobre pode afetar a captura de nitrogénio pela alga (Mosulén et al. 2003), é
possivel que o aumento de lipidios no presente estudo seja resultado da combinacdo da
presenca de metal e da deplecao de nutrientes. O acimulo de lipidios estruturais nas células
algais tratadas com CuCl, pode ser um mecanismo de defesa da alga contra os ions de cobre,
dissociados em maior quantidade em se tratando de cobre dissolvido, na tentativa de mudar a
conformagdo da membrana pra reduzir o impacto da internalizacdo do metal na célula, como

sugerido por Rocha et al. (2016b).

Segundo Miazek et al. (2015), um mecanismo de defesa das algas contra o estresse
oxidativo causado por metais € a sintese de compostos antioxidantes (pigmentos, glutationa,
ascorbato) ou enzimas (superéxido dismutase, catalase) que sdo responsaveis pelo
decaimento das espécies reativas de oxigénio e pela reducdo dos ions metalicos em suas
formas menos reativas. Uma vez que a dissociacéo de fons Cu®" pelas nanoparticulas de CuO
€ menor que a dissociacdo de ions pelo CuCl,, ou seja, uma maior quantidade de ions é
liberado pelo sal de cobre do que pelas nanoparticulas, pode ser que as algas no tratamento
com as nano-CuO tenham conseguido reduzir mais ions de cobre em formas menos reativas,
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em comparacdo com o total de Cu® liberado, contribuindo para a menor toxicidade desse
composto de cobre sobre o crescimento das algas e menor impacto na alteracdo da produgéo
de biomoléculas das células algais tratadas com essas nanoparticulas.

A grande éarea superficial em relacdo ao volume oferece as células algais maior
reatividade aos contaminantes, o que pode causar impactos na atividade fotossintética e na
respiracdo das algas (Melegari et al., 2013). A exposicdo da alga aos ions metalicos em altas
concentracdes pode afetar a permeabilidade da parede celular e da membrana plasmética (Lim
et al., 2006; Melegari et al., 2013), de forma que esta fique mais ou menos suscetivel a entrada
desses ions. Esse fato pode justificar a alta toxicidade do CuCl, em concentracdes tdo mais
baixas do que aquelas que causaram toxicidade no tratamento com nano-CuO. Os autores do
presente trabalho acreditam que, por se tratar de cobre dissolvido, na forma do sal, a liberagédo
de ions livres € maior do que da nanoparticula, levando a uma maior toxicidade. Segundo
Melegari et al. (2013) e Lim et al. (2006), essa alteragdo na permeabilidade da membrana
plasmatica e da parede celular também pode facilitar a internalizacdo da nano-CuO, o que
justificaria, neste trabalho, a maior porcentagem dos efeitos toxicos terem sido encontrados
apenas em concentracdo tao alta da nanoparticula, na qual a quantidade de ions livres
liberados provavelmente foi maior. As mudancas no crescimento, na producédo de lipidios e no
peso seco observados neste estudo corroboram a hipétese de que a toxicidade do cobre nas
nanoparticulas se deve a liberacdo de ions cobre e concorda com os resultados encontrados
em outros estudos comparando nano-CuO e cobre dissolvido (Adam et al., 2015; Gunawan et
al. 2011; Siddiqui et al., 2015).

6.2. Efeitos de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuQ) e do cloreto de cobre (CuCl,)

sobre a atividade fotossintética da cloroficea Raphidocelis subcapitata

Um dos efeitos toxicos mais estudados do cobre, em microrganismos, é o efeito no
crescimento (Cid et al., 1995). O cobre pode interferir tanto na permeabilidade da membrana
celular quanto na ligagdo de metais essenciais a ela. Uma vez transportado ao citoplasma,
pode reagir com grupos sulfidril e tidis livres (como a glutationa), prejudicando sitios ativos de
enzimas e a divisdo celular (Stauber e Florence, 1987). No presente estudo, a exposi¢do ao
cobre levou a reducdes nas taxas de crescimento das algas nos dois tratamentos com o metal
(CuCl, e nano-Cu0O), sendo essas redu¢cfes mais severas nas concentracbes mais altas de
cobre. A maior inibicdo se deu nas concentracdes mais altas de cada composto (87% menor
em 2,29 x 10° mol Cu L™ do tratamento com CuCl, e 95% menor em 12,6 x 10 mol Cu L?, no
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tratamento com nano-CuQ) em relacdo a taxa de crescimento do controle. Cid et al. (1995)
também encontraram menores taxas de crescimento para a microalga Phaeodactylum
tricornutum contaminada com cobre. Segundo os autores, uma concentragcdo de cobre de 0,10
mg L™ (0,74 x 10® mol Cu L") do metal reduziu o crescimento em cerca de 50% e a
concentracdo de 1 mg L™ (7,4 x 10°® mol Cu L™) inibiu completamente o crescimento da alga.
Esses resultados divergem daqueles encontrados por Lombardi e Maldonado (2011), que
reportaram uma reducdo de 53% e 40% na taxa de crescimento da microalga Phaeocystis
cordata contaminada com 7,9 x 10™ mol L™* e 3,1 x 10™° mol L™ de cobre , respectivamente,
que sdo concentracdes de cobre equivalentes as mais baixas testadas no presente estudo,
tanto para CuCl, quanto para nano-CuO, nas quais houve estimulo de crescimento. Em plantas
e algas, o efeito do cobre no crescimento tem sido atribuido a uma falha massiva de muitos
processos celulares. Sabe-se, por exemplo, que os fons de cobre Cu®* apresentam efeitos
téxicos sobre a morfologia dos cromossomos e ciclo mitético desses organismos (Perales-Vela
et al., 2007).

Quando expostos a luz, os organismos fotossinteticamente ativos emitem fluorescéncia,
que se origina principalmente das moléculas de clorofila a do PSIlI (Mallick e Mohn, 2003).
Neste estudo, houve reducdo da producdo de clorofila a conforme o aumento das
concentracdes de cobre entre 48 e 72 horas nos dois tratamentos. Mas ao final das 96 horas
de exposicéo, o teor de clorofila a ndo foi significativamente diferente do controle, mesmo nas
concentragcdes mais altas de cobre de cada composto. Nossos resultados divergem daqueles
reportados por Thomas et al. (2009), que encontraram maiores teores de clorofila conforme
aumentaram as concentragfes de cobre na dgua da macrdfita Ceratophyllum demersum, o que
pode indicar que as algas foram capazes de recuperar a producdo desse pigmento mesmo em
concentracdes tao altas de cobre. Cid et al. (1995) encontraram menor teor de clorofila a na
microalga marinha P. tricornutum em concentracdes de cobre maiores que 0,1 mg L™ (0,74 x
10 mol Cu L™), o que sé ocorreu, no presente estudo, entre 24 e 72 horas de exposicdo ao
cobre. Nossos resultados foram diferentes dos apresentados na literatura, o que pode ser
atribuido ao fato de que as algas podem alterar a producdo de biomoléculas, tais como
proteinas, carboidratos e lipidios, de forma a tentar garantir a homeostase celular e evitar
danos ao longo do processo fotossintético. Sendo assim, pode-se inferir que as algas foram
capazes de ajustar suas rotas metabodlicas, mesmo em concentra¢cdes altas de cobre, de forma
gue puderam recuperar a producdo de clorofila apdés 96 horas de exposicdo ao metal.
Considerando os resultados encontrados para a taxa de crescimento algal, pode-se inferir que
0 crescimento da alga foi mais sensivel que o conteddo de pigmento fotossintético, como
também foi reportado em outros estudos (Perales-Vela et al., 2007), uma vez que foram
detectadas grandes alteracdes na taxa de crescimento da alga nos dois tratamentos, mas

pouca alteragédo no teor de clorofila a.
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A emissao de fluorescéncia maxima de amostras in vivo € cerca de 3% e a minima é
cerca de 0,6% da luz absorvida. A fotossintese e a emisséo de fluorescéncia sdo processos
competitivos e opostos. Se algas adaptadas ao escuro s&o iluminadas, a emissao de
fluorescéncia aumenta por um periodo curto de tempo até um valor maximo, e decai com o
inicio da atividade de transporte de elétrons (Efeito Kautsky) (Cosgrove e Borowitzka, 2010;
Mallick e Mohn, 2003). Estresses ambientais que causam alteragcfes estruturais nos pigmentos
fotossintéticos alteram o valor de Fo. Segundo Krause e Weis (1991), F, representa a emisséo
de fluorescéncia da clorofila a produzida pela excitacdo do complexo coletor de luz antes da
transferéncia de energia para o centro de reacdo do PSIl e, de acordo com Herlory et al.
(2013), F, representa a fluorescéncia maxima medida quando todos os aceptores primarios de
elétrons do PSII (Qa) foram reduzidos pelo flash luminoso. Os valores de Fy e F,,, aumentaram
ao longo do tempo no controle e nas concentragbes mais baixas de cobre dos dois
tratamentos, indicando boa condicao fisiolégica da alga. No entanto, tanto as algas expostas ao
CuCl, quanto as expostas a nano-CuO apresentaram reducédo dos valores de Fq e Fy,, conforme

0 aumento das concentragdes de cobre e tempo de exposi¢do ao metal.

Uma vez que F, se origina da clorofila a associada ao complexo coletor de luz do PSII,
nossos resultados apontam que a eficiéncia da energia transferida deste complexo ao centro
de reacdo do PSIlI é severamente alterada quando a alga estd sob estresse por cobre,
corroborando os resultados encontrados por Mallick e Mohn (2003). A reducgéo de F,, nos dois
tratamentos, no presente trabalho, indicam inibicdo da atividade de transporte de elétrons do
PSIl, o que também foi reportado por Juneau et al. (2002). Os autores encontraram uma
reducdo de cerca de 30-40% nos valores de F, das algas Chlamydomonas reinhardtii e
Selenastrum capricornutum apés 5 horas de exposi¢do a uma concentracao de cobre de 10 g
L™ (0,06 x 10°® mol Cu L™). Resultados semelhantes também foram encontrados por Herlory et
al. (2013), avaliando o efeito do uranio sobre a alga Chlamydomonas reinhardtii. Segundo os
autores, para as concentracdes mais altas de uranio testadas (1 x 10%, 5 x 10° e 1 x 10* pg L™,
F., foi severamente alterado, mostrando uma reducdo de 75%, enquanto F, reduziu 25% em
relacdo aos valores desses mesmaos parametros medidos no controle. Inibicdes dos sinais de
fluorescéncia, representados por F, e F,, implicam em deficiéncia do ¢y da alga, o que foi
comprovado pelos baixos valores encontrados para este parametro, no presente estudo, nas
concentracdes que apresentaram Fy e F, reduzidos nos tratamentos com os dois compostos

de cobre.

Segundo Mallick e Mohn (2003), o rendimento quantico maximo do PSIl (¢) tem sido
utilizado como indicador de estresse e seu valor pode cair se a re-oxidacdo da Qa for limitada
pela reducédo ou por bloqueio parcial do transporte de elétrons do PSIl ao PSI, por qualquer
fator de estresse. Na presente pesquisa, os melhores valores de ¢y foram encontrados para as
algas do controle dos dois tratamentos (0,67 a 0,68) entre 48 e 72 horas, indicando que neste
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intervalo de tempo as algas estavam fisiologicamente melhores do que em 24 e em 96 horas,
quando os ¢y do controle ficaram em torno de 0,65 a 0,66. Entre 48 e 72 horas, a alga esta no
auge do crescimento exponencial, apresentando seu melhor rendimento fotossintético. Em 96
horas, a densidade algal elevada e a matéria organica excretada pelas células, que vai se
acumulando no meio de cultivo ao longo do tempo, contribuem para um menor rendimento
fotossintético da alga e, consequentemente, um valor um pouco mais baixo de ¢y em

comparacgdo com o periodo de crescimento exponencial.

A partir das concentracdes de 0,67 x 10° e 12,6 x 10° mol Cu L™ de CuCl, e nano-CuO,
respectivamente, as algas apresentaram menores ¢y quanto maiores as concentragdes e o
tempo de exposi¢cdo ao metal, o que indica que o cobre afetou significativamente o rendimento
quantico maximo do PSIl da alga, tanto na forma de cobre dissolvido quanto na forma de
nanoparticulas. Considerando-se que os valores de ¢y encontrados para cada concentracao de
CuCl, foram semelhantes aos encontrados para as concentragfes de nano-CuO, e levando-se
em conta que as concentracdes do sal de cobre testadas foram muito mais baixas que as da
nanoparticula, pode-se inferir que o cobre dissolvido, na forma do sal, gerou efeitos mais
acentuados no ¢y da alga do que as nano-CuO. Essa reducédo do ¢y dependente do tempo de
exposi¢do e da concentracdo do metal também foi reportada em outros trabalhos (Corcoll et al.,
2011; Herlory et al., 2013; Mallick e Mohn, 2003) e indica que a estrutura do PSII foi danificada
por esses metais. Assim como no presente estudo, Lombardi e Maldonado (2011) também
encontraram valores de ¢y para a alga P. cordata semelhantes aos do controle, nas
concentracdes mais baixas de cobre, enquanto que nas concentragdes mais altas o ¢y reduziu
em relacdo ao controle. O rendimento quantico maximo € um parametro extremamente

sensivel a alteragdes do CCL do PSII dos tilacoides (Corcoll et al., 2011).

A eficiéncia do complexo de evolug&o do oxigénio (CEO) do PSII (F./F,) reflete o estado
do processo de foto-oxidacdo da agua (Herlory et al., 2013). Nossos resultados demonstram
que o parametro F,/F, foi 0 mais sensivel ao cobre, com aumentos maiores que 300%, em
relacdo ao F/F, do controle, nas concentragbes mais altas de CuCl, (2,29 x 10® mol Cu L'l) e
de nano-CuO (12,6 x 10 mol Cu L™) a partir de 72 horas de exposi¢do, chegando a um valor
mais de 6 vezes maior que o do controle (0,55) na concentragdo mais alta de nano-CuO (3,36).
Esses resultados indicam que a eficiéncia do CEO do PSII ficou debilitada conforme o aumento
das concentracdes de cobre. O aumento de F./F, nas concentracdes maiores que 0,67 x 10®
mol Cu L™ do tratamento com o sal de cobre e maiores que 12,6 x 10°® mol Cu L™, do
tratamento com nano-CuO, revelaram uma severa alteracdo no estado de foto-oxidacdo da
agua, o que é reforcado pela reducédo dos valores de F,, nas concentracbes mais altas de
cobre. A F,, reduziu cerca de 70% em 2,29 x 10®mol Cu L* (tratamento com CuCl,) e em 12,6
x 10“ mol Cu L™ (tratamento com nano-CuO), em relacéo a F,, do controle. A F, foi apenas
13% e 10% da F, do controle para essas mesmas concentracdes de cobre, respectivamente.
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Segundo Herlory et al. (2013), o parametro F,/F, também evidenciou que o complexo de
evolugdo do oxigénio foi o principal sitio de a¢éo do uranio na microalga C. reinhardtii. O uranio
levou a uma alteracdo no estado de foto-oxidacdo da agua, o que aumentou os valores de
F./F, nas maiores concentracbes do metal, assim como no presente trabalho. Nossos
resultados também corroboram os encontrados por Mallick e Mohn (2003), ao expor a alga
Scenedesmus obliquos a diferentes metais. Os autores relataram grandes aumentos em Fy/F,
para as concentracdes mais altas de Cu, Cr e Cd, mesmo apds exposicao imediata a cada
metal, e sugerem que esses metais tém grande impacto na eficiéncia do CEO quando
comparados com outros, possivelmente pela substituicio de manganés (Mn) dentro do sistema
de separacdo da agua. Ja foi demonstrado que o cobre pode afetar a fotoquimica do PSII no
lado oxidante do fotossistema através de uma interacdo com o doador de elétrons primario, o
residuo de Tirosina (Tyr,) (Juneau et al., 2002). E através do Tyr, que os elétrons provenientes
da oxidagdo da agua, no complexo de evolugdo do oxigénio, sdo transferidos para o centro de

reacdo do PSII.

O rendimento quantico maximo do controle dos dois tratamentos, apds 96 horas, indica
gue mais de 65% da luz absorvida pela microalga foi usada para fotossintese, o que sugere
que a microalga foi mantida em bom estado fisioldgico ao longo do experimento, sem inducéo
de estresse por limitagdo de nutrientes (Herlory et al., 2013). Os resultados de ®\ da alga,
apo6s 96 horas de exposi¢cdo ao cobre, revelaram que quanto mais alta a concentracdo de
cobre, tanto menor a porcentagem da luz absorvida pela microalga que pdde ser usada na
fotossintese. Para a concentragdo mais alta de CuCl, (2,29 x 10° mol Cu L™), menos de 40%
da luz absorvida pdde ser usada para este fim, e para a maior concentracdo de nano-CuO
(12,6 x 10” mol Cu L™) esta porcentagem foi ainda menor (25%). Herlory et al. (2013)
encontrou resultados semelhantes aos do presente trabalho, contaminando C. reinhardtii com
uranio. Segundo os autores, o metal afetou a ®y da microalga de forma que menos de 20% da
luz absorvida péde ser usada pela alga na fotossintese. Segundo Baumann et al. (2009),
alguns metais, como Hg?*, Cd*, Zn**, Ni** e o Cu?®*, sdo conhecidos por substituir 0 a&tomo de
Mg?* central na molécula da clorofila, o que provoca uma reducdo no rendimento quantico da
fluorescéncia e resulta em alteracéo do espectro de fluorescéncia. Essa substituicdo do Mg®*
por um ion metdlico leva a formagédo de moléculas de clorofila com metal incorporado nelas,
que sao impréprias para a fotossintese devido a sua menor estabilidade quando excitada e
menor tendéncia de se prender a ligantes axiais. Além disso, a energia do estado excitado
dessas moléculas de clorofila alteradas pode se acidentalmente transferida a moléculas de
oxigénio, resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que causam dano
oxidativo (Thomas et al., 2013).

O @,/ expressa a propor¢cao de luz absorvida pela clorofila associada ao PSIl que é
usada em fotoquimica (Herlory et al., 2013). O rendimento quéantico efetivo (®Py’), pardmetro
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gue esta relacionado com o fluxo de elétrons através do PSII, reduziu nas concentracdes mais
altas dos dois compostos de cobre. Este parametro representa o rendimento efetivo
fotoquimico do PSII quando o transporte de elétrons se encontra em estado estavel e esta
relacionado com a eficiéncia do PSII quando o transporte de elétrons entre PSIl e PSI esta em
estado de equilibrio (Genty et al., 1989). Apds 96 horas de exposi¢gdo ao metal, o ®’ na
concentragdo mais alta de CuCl, reduziu cerca de 46% e na mais alta de nano-CuO foi cerca
de 60% menor que o ®,/ encontrado para o controle de cada tratamento, indicando uma
inibicdo no fluxo de transporte de elétrons durante a atividade fotossintética que ocorre na
presenca de luz. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Corcoll et al.
(2011), que reportaram uma redugao de 23% do ®,’ em biofilmes fluviais contaminados com
zinco. Thomas et al. (2013) também encontraram uma redugao do ®,,’ nas concentragdes mais
altas de cobre, quando expuseram a macrdfita C. demersum a concentra¢cdes ambientalmente
relevantes de cobre. Esse efeito de redugao do ®,’ por metais pode ser atribuido a substituicdo
do magnésio, o atomo central da clorofila, por metais pesados, levando a um colapso da
fotossintese. Uma vez que o cobre afeta o aparato fotossintético tanto no lado oxidante quanto
no lado redutor do PSII, as mudancas no ®,, indicam o efeito do cobre em toda a cadeia de

transporte de elétrons fotossintética (Juneau et al., 2002).

Os coeficientes de dissipacao fotoquimica (gP) e nédo fotoquimica (gQN) permitem avaliar
quanto da energia aprisionada pelos centros de reacdo do PSIl pode ser utilizada para
transporte de elétrons ou dissipada por processos néo-fotoquimicos (Herlory et al., 2013).
Quando todos os centros de reacado estao abertos qP = 1 e quando todos estao fechados gP =
0 (Schreiber et al., 1986). O centro de reagéo € considerado “aberto” quando Q4 esta oxidada e
capaz de aceitar um elétron a partir do centro de reagéo via feofitina. Em outras palavras, o qP
representa o estado de redugéo/oxidacdo da Q,, de forma que o estado de oxidag&o/reducéo
do pool de plastoquinona pode influenciar gP (Cosgrove e Borowitzka, 2010). O 6timo uso da
energia fotoquimica no metabolismo do carbono é caracterizado por altos valores de qP
(Lombardi e Maldonado, 2011). Os resultados de gP, no presente estudo, ndo apresentaram
diferenga entre o controle e as concentracdes de cobre nos dois tratamentos. Os altos valores
de gP encontrados para todas as concentracdes de cobre indicam que a alga tinha capacidade
de investir em fotoquimica, mas nao foi o que ocorreu, como se nota pela reducdo dos
rendimentos fotossintéticos que foi observada nos dois tratamentos. Nossos resultados nao
estdo de acordo com os encontrados por Herlory et al. (2013), que encontraram que a
exposicdo da microalga C. reinhardtii a 10° pg L™ de uranio resultou em uma reducéo de 25%
do gP.

O coeficiente de dissipacdo nao-fotoquimica (qN) é uma medida da fracdo da
fluorescéncia variavel maxima de amostras adaptadas ao escuro que é dissipada na luz. NPQ
€ uma medida da dissipacdo ndo fotoquimica total e descreve a capacidade fotoprotetora de
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dissipar, como calor, 0 excesso de energia absorvida, pela média de diversos processos de
dissipagdo nado fotoquimica. Acredita-se que o sitio primario para o desenvolvimento de
processos de dissipacdo ndo fotoquimica seja o complexo coletor de luz e este é altamente
independente do estado de oxidacdo/reducdo da Q.. (Cosgrove e Borowitzka, 2010). N&o
houve muita variagdo nos valores de gN para as algas tratadas com os dois compostos de
cobre, no presente trabalho, mas o valor de NPQ reduziu gradativamente nas trés
concentragdes mais altas de nano-CuO (12,6 x 10°; 6,28 x 10” e 12,6 x 10 mol Cu L™) apéds
96 de exposicdo ao metal. Essa constancia nos valores de gN, para os dois tratamentos, e
reducdo nos valores de NPQ, no tratamento com nano-CuO, sugerem gque 0S mecanismos de
fotoprotecdo da alga podem ter sido danificados. Esses resultados estdo em concordancia com
os encontrados por Lombardi e Maldonado (2011), que também reportaram menores valores
de NPQ nas concentragbes mais altas de cobre (5 x 10 e 7,9 x 10™* mol Cu L™), quando
contaminaram o meio de cultivo da alga P. cordata com o metal, e com os de Juneau et al.
(2002), que encontraram valores de gN iguais a zero em C. reinhardtii, S. capricornutum e C.

vulgaris expostas a 25 pg L™ de cobre por 96 horas.

A reducdo de pardmetros de fluorescéncia, como a F, e Fy, e diminuicdo dos
rendimentos quanticos maximo e efetivo na presenca de metal ja foram reportadas em varios
estudos (Corcoll et al., 2011; Herlory et al., 2013; Thomas et al., 2009), indicando o impacto
desses contaminantes no aparato fotossintético de organismos fotossintetizantes e a utilidade
desses parametros como indicadores de toxicidade. De acordo com Cid et al. (1995), a inibi¢éo
do fluxo de elétrons no lado doador do centro de reagcdo do PSIl provoca uma redugdo na
fluorescéncia da clorofila a, enquanto uma inibicdo produzida no lado aceptor do centro de
reacdo do PSII, leva a um aumento da fluorescéncia. Em concordancia com esses mesmos
autores, os resultados dos parametros de fluorescéncia da chl-a encontrados no presente
estudo indicam que o efeito inibitério do cobre na atividade do PSII esta localizado no lado
oxidante do seu centro de reagdo, provavelmente devido a inativacédo de alguns desses centros
de reacdo pelo cobre. Os resultados encontrados para os parametros de fluorescéncia e
rendimento quéntico, de maneira geral, indicam alteragbes mais acentuadas nas algas
expostas a nano-CuO, o que pode sugerir um modo de acéo diferente do cobre em forma de
nanoparticulas em comparagdo com o cobre dissolvido em forma de sal. Possivelmente, além
da liberacdo de ions pelas nanoparticulas, as prOprias particulas podem ter danificado o
aparato fotossintético das algas através do entupimento de canais ibnicos celulares, devido a

tendéncia de formacéo de agregados quando em meio aquoso.

A redugdo do @, do PSIlI sugere a ativacdo de processos nao-fotoquimicos pela alga
(Herlory et al., 2013). Mas isso ndo ocorreu para R. subcapitata neste trabalho, apesar da
reducédo gradativa do @, conforme se aumentou as concentragbes dos dois compostos de
cobre. Uma vez que houve alteragdo em & e ®)/, e levando-se em conta que os valores de
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gN permaneceram praticamente inalterados mesmo em concentracdes téxicas de cobre, 0 que
também foi reportado por Thomas et al. (2009), pode-se concluir que a fotoquimica, mediada
pelo PSII, € mais vulneravel a toxicidade do cobre do que a regulacdo da dissipacdo nao
fotoquimica do excesso de energia. JA& 0 aumento no F¢/F, quanto maiores eram as
concentracdes do metal sugerem que o cobre tem um grande impacto no processo de foto-
oxidagdo da agua, como também foi reportado por Mallick e Mohn (2003) para o Cu, Cr, Cd, Ni
e Zn, e por Herlory et al. (2010) para urénio. Como gP é indicador apenas dos centros de
reacao ativos do PSII, ele € menos representativo que ®,/, gN (Pefa-Vasquez et al., 2010) e
Fo/F,, uma vez que esses parametros integram todos os efeitos do cobre no transporte de
elétrons fotossintético e seus processos relacionados (Juneau et al., 2002). Nenhum dos
parametros de fluorescéncia avaliados chegou a zero, o que demonstra que o transporte de
elétrons dependente do PSII ndo foi completamente inibido mesmo em concentragfes téo altas
quanto 12,6 x 10 mol Cu L™.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho podem contribuir para o melhor entendimento dos riscos
potenciais da contaminacdo dos ambientes aquaticos com nano-CuO. Grande parte das
concentracdes testadas, principalmente do CuCl,, possivelmente podem ser encontradas em
ambientes contaminados com cobre. A alga R. subcapitata respondeu a presenca de cobre no
meio de cultivo, o que foi demonstrado pelos efeitos de inibicdo em seu crescimento e
alteracdo em sua composigéo bioquimica. O estresse causado pelo metal aumentou a sintese
de carboidratos e lipidios totais, 0 que levou a um aumento do peso seco da alga. As classes
lipidicas também alteraram em resposta ao cobre, principalmente as classes ST e ALC no
tratamento com o sal, e HC e TAG nas algas tratadas com nano-CuO. Os fosfolipidios
representaram a maior porcentagem dos lipidios totais encontrados nas células contaminadas
com as concentragcbes mais altas do cobre nos dois tratamentos. A resposta da alga ao cloreto
foi mais intensa para todos os componentes avaliados, o que indica maior toxicidade do CuCl,
em relacdo a nanoparticula de CuO, sugerindo que o efeito idbnico do cobre na microalga é

maior que possiveis efeitos da nanoparticula em si.

O cobre afetou a F, e F,, das algas nos dois tratamentos, que refletiu na reducéo de ¢y e
¢v'. Os sitios de acdo dos dois compostos de cobre foram os mesmos, uma vez que ambos
afetaram o0s mesmos parametros de fluorescéncia. De forma geral, as alteracbes de
fluorescéncia e rendimento quantico foram mais severas nas algas expostas a hano-CuO, o
gue sugere um modo de ac¢do diferente do cobre em forma de nanoparticulas em comparacao
com o cobre dissolvido em forma de sal. Como evidenciado pelo Fy/F,, 0 complexo de evolugéo
do oxigénio (CEO) do PSII Il foi o parametro mais sensivel ao CuCl, e a hano-CuO, tendo sido
identificado como principal sitio de agédo do cobre, através da alteracdo do processo de foto-
oxidagdo da agua, tanto para o CuCl, quanto para nano-CuO. Em comparac¢do com ¢y, ¢v’, gN
e qP, o Fy/F, foi um melhor indicativo das mudancas do estado fisioldgico da alga, emergindo
como um bom pardmetro para avaliar o impacto de estresse causado por cobre na fisiologia da

alga.

Este estudo é de grande importancia do ponto de vista ecotoxicoldgico, pois servird de base
para aos legisladores ambientais que atuam na avaliacdo e regulacdo das concentractes
méximas de nanoparticulas de Oxido de cobre em ambientes aquaticos. NO nosso
conhecimento, ndo existem trabalhos na literatura que abordem de forma tdo aprofundada
aspectos fisioldgicos da bioquimica e fotossintese de microalgas expostas a nanomateriais.
Nosso estudo também podera ajudar outros trabalhos que utilizam microalgas como modelo

para avaliagdo da toxicidade de nanomateriais em ambientes aquaticos.
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