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RESUMO

Os metais podem causar danos a biota de ambientes contaminados. O uso de multiplos
endpoints é necessario para melhor elucidar os mecanismos de toxicidade desses
compostos. Este trabalho objetivou avaliar os efeitos do cadmio (Cd) e do cobalto (Co) sobre
o crescimento, composigao bioguimica e fotossintese da microalga Raphidocelis subcapitata,
através da quantificacdo de carboidratos, composic¢éo lipidica, concentragédo de clorofila a
(Clo a), rendimentos quanticos maximo (®Pu) e efetivo (P'wm), eficiéncia do complexo de
evolucdo o oxigénio (CEO) e andlise de quenchings fotoquimicos e ndo-fotoquimicos. Até o
momento, este é o primeiro estudo relatando efeitos do Co sobre classes lipidicas de uma
cloroficea de 4gua doce. ApoOs 96 horas de exposi¢ao, encontramos uma ICso de 0,58 e 0,85
pM, para Cd e Co, respectivamente. Ambos 0s metais levaram ao aumento no teor de lipideos
totais e diminuigdo da eficiéncia do CEO e ®u. A Clo a foi o endpoint mais eficiente para
detectar toxicidade do Cd, apds 96 horas de tratamento. Quanto ao Co, a densidade de
células e o teor de lipideos totais foram os endpoints mais sensiveis, pois foram alterados em
todas as concentracoes. As classes lipidicas mais afetadas pelo Cd foram éster de cera — WE
(aumentou 8 vezes) e triacilgliceréis - TAG (diminuiram 47%), e na exposi¢cdo ao Co foram
esterdis - ST (aumentaram 4 vezes) e lipidios polares méveis em acetona - AMPL (diminuiram
60%). O uso de multiplos endpoints permitiu detectar diferencas entre os mecanismos de
acdo de cada metal, bem como as consequéncias as microalgas. Além disso, as avaliacdes
de toxicidade em nivel celular realizadas neste estudo, a partir de parametros bioquimicos e
de eficiéncia fotossintética, forneceram respostas mais rapidas a respeito dos danos
causados pelos metais Cd e Co em comparacao as avaliagdes tradicionais na ecotoxicologia,
tais como medidas de crescimento populacional, principalmente no que concerne a

interferéncia do Co na composi¢ao bioquimica da microalga.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, cloroficeas, metais, multiplos endpoints.



Abstract

Heavy metals may cause damage to the biota of contaminated environments. The use of
multiple endpoints is necessary to better elucidate the mechanisms of toxicity of these
compounds. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of cadmium (Cd) and cobalt
(Co) on growth, biochemical and photosynthetic parameters of the microalgae Raphidocelis
subcapitata, through quantification of carbohydrates, lipid composition, concentration of
chlorophyll a (Chl a), maximum (®wu) and effective quantum yields (®’w), efficiency of oxygen
evolving complex (OEC) and photochemical and non-photochemical quenchings analysis. To
date, this is the first study reporting Co effects in lipid classes of a freshwater Chlorophyceae.
After 96 hours of exposure, we found an IC50 of 0.58 and 0.85 uM of Cd and Co, respectively.
Both metals led to increase of total lipid content and reduction of efficiency of OEC and of ®y.
Chl a was the most efficient endpoint to detect Cd toxicity, after 96 hours of treatment. In
relation to Co, cell density and total lipids content were the most sensitive endpoints, since
they were altered in all concentrations. The lipid classes most affected by Cd were wax esters
— WE (8-fold increase), and triglycerides — TAG (47% reduction), and Co exposure were
sterols — ST (4-fold increase), and acetone mobile polar lipid — AMPL (60% reduction). The
use of several endpoints enables to detect differences between the mechanisms of action of
each metal, as well as the consequences to microalgae. In addition, the cell-level toxicity
assessments carried out in this study based on biochemical parameters and photosynthetic
efficiency provided faster responses regarding the damage caused by Cd and Co compared
to traditional assessments in ecotoxicology, such as cell density measures, specially with

regard to interference of Co in the biochemical composition of the microalgae.

Keywords: Ecotoxicology, Chlorophyceae, metals, multiple endpoints.
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1. INTRODUCAO

Atividades antropicas tais como industrializacdo, urbanizacao e atividades agricolas,
dentre outras, geram poluentes que ameacam 0s ecossistemas aquaticos (Vorosmarty et al.,
2010), causando desequilibrio, estresse e perda da biodiversidade (Beketov et al., 2013).
Nesse contexto, a revolucdo industrial tornou a ocorréncia de metais cada vez mais frequente
nos habitats aquéticos e terrestres, com consequentes danos a esses ecossistemas e a
saude humana, aumentando o interesse de pesquisas relacionadas ao estudo desse tipo de
contaminacdo (Gadd et al., 2010). Os metais compdem cerca de 75% dos elementos
guimicos conhecidos, sendo indispensaveis a vida diaria, com utilizacdo na industria,
infraestrutura, em baterias, utensilios domésticos, pecas de automoveis, lampadas e outros.
Todavia, suas propriedades nao biodegradaveis, fontes mdltiplas e comportamentos
cumulativos podem implicar em toxicidade a biota, afetando a satde do ambiente como um

todo, o que tem gerado crescente preocupacao (Zhao et al., 2017).

Alguns metais sdo indispensaveis ao crescimento dos organismos em baixas
concentracdes, enquanto outros ndo desempenham nenhuma funcédo biolégica conhecida,
sendo potencialmente toxicos (Gaur e Adholeya, 2004). Sabe-se que o cadmio é um metal
nao essencial ao crescimento do fitoplancton e atinge os ecossistemas através de atividades
antropicas como mineragdo, refino e fundicdo de metais, uso de fertilizantes fosfatados e
descarte inadequado de pilhas e baterias (Samadani et al., 2018). No ambiente, o Cd pode
atingir niveis troficos superiores, uma vez que é facilmente absorvido e também
bioacumulado, além de nao ser biodegradavel (Jamers et al., 2013). Alguns estudos tém
demonstrado que, mesmo em baixas concentragfes, esse metal apresenta toxicidade a
diferentes espécies de microalgas, inibindo de maneira significativa seu crescimento
(Monteiro et al., 2011), o conteudo da clorofila (Qian et al., 2009), o desempenho do
fotossistema Il (PSIl) (Andosh, et al., 2012) e o aumento da produgdo de carboidratos em
resposta ao estresse gerado pela exposi¢cdo ao metal (Alho et al., 2019; Pistocchi, et al.,
2000).

O Co é um metal essencial para o crescimento do fitoplancton, sendo constituinte
da vitamina B-12 e necessario & maioria dos organismos (Adam e Garnier-Laplace, 2003).
Além disso, tem diversos usos industriais, como componentes de corantes, ligas para
fabricacdo de ferramentas de corte, imas de Co, dentre outros (Barceloux, 1999). Entretanto,
efeitos danosos desse metal e seus ions ja foram descritos. Eles sdo capazes de influenciar
a oxidagéo de proteinas, causar danos oxidativos ao DNA induzindo a formagédo de espécies

reativas de oxigénio (ROS — do inglés reactive oxygen species) (Novak et al., 2013); afetar o
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crescimento de algumas espécies de algas, quando presentes em altas concentracdes (Fathi
et al., 2000; Fathi et al., 2008); diminuir a sintese de clorofilas a e b, além de reduzir a
atividade fotossintética (El-sheekh et al., 2003).

A toxicidade dos metais e seus danos ao ambiente levaram ao aumento de estudos
ecotoxicolégicos com microrganismos, como as microalgas (Machado e Soares, 2013). As
microalgas sdo importantes nos ecossistemas aquaticos ja que, por serem produtores
primarios, sdo capazes de transformar a energia luminosa em energia quimica através da
fotossintese, produzindo grande quantidade de biomassa que, direta ou indiretamente, é
fonte de alimento a outros niveis tréficos (Farrelly et al., 2013). A espécie de cloroficea
escolhida para o desenvolvimento deste trabalho, Raphidocelis subcapitata, possui algumas
vantagens, tais como facilidades no cultivo, rapido ciclo de vida e alta sensibilidade a toxicos
(Machado et al., 2015), que facilitam a investigacdo dos efeitos e alteracdes fisiologicas
provocadas por metais (Machado e Soares, 2014).

O metabolismo das microalgas e seus processos bioquimicos, como sintese de
carboidratos e lipideos, sofrem alteracdes por mudangas nas condi¢cdes de cultivo e em
desequilibrio ambiental (McLarnon-Riches et al., 1998). Estudos aprofundados sobre
parametros bioguimicos podem auxiliar na melhor compreensao sobre os mecanismos de
acao dos metais e também seus efeitos sobre a cadeia tréfica, ja que alteragbes bioquimicas
podem ser transferidas a niveis tréficos superiores (Martinez-Ruiz e Martinez-Jerénimo,
2015).

Os parametros fotossintéticos s@o obtidos através das medidas de fluorescéncia de
clorofila a das algas e podem ser utilizados em avaliages de toxicidade, uma vez que suas
medi¢gdes sdo simples, sensiveis e rapidas. O rendimento quantico maximo (Pm) € 0
rendimento quantico efetivo (®’v) indicam a capacidade das microalgas adaptadas ao escuro
e a luz, respectivamente, de converter energia luminosa em energia quimica. Os quenchings
representam os caminhos que a energia absorvida seguiu no processo da fotossintese. O
guenching fotoquimico (gP) indica a porcao de energia utilizada no transporte de elétrons,
enquanto os ndo fotoquimicos (N e NPQ) representam, respectivamente, a quantidade de
energia luminosa dissipada por meios nao fotoquimicos ou por perda de calor. Com isso,
esses parametros permitem que se facam estudos sobre a fisiologia das microalgas e

também sobre o efeito dos contaminantes em seu aparato fotossintético (Juneau et al., 2002).

Diante do exposto, é fundamental que os estudos sobre toxicidade de metais sejam
aprofundados, a fim de que sejam conhecidos 0os mecanismos de acéo e sitios alvo desses

elementos sobre os produtores primarios, bem como as possiveis consequéncias dos danos
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causados pelos metais para outros niveis tréficos. Os estudos que avaliam os efeitos de
metais sobre microalgas, em sua maioria, focam apenas a densidade celular, o teor de
clorofila a e a producdo de ROS (Fathi, 2008; Mallick e Mohn, 2003; Szivak, 2009). Por outro
lado, estudos mais detalhados que investiguem alteracdes bioquimicas e fotossintéticas (Alho
et al., 2019), trariam embasamento para melhor compreenséo dos efeitos toxicos dos metais

sobre a fisiologia das algas e do modo de agdo desses compostos na célula algal.

Sendo assim, o0 presente estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos toxicos dos
metais Cd (ndo essencial ao crescimento da alga) e Co (essencial ao crescimento da alga)
sobre a cloroficea R. subcapitata, utilizando multiplos endpoints para permitir uma analise
ecotoxicologica mais detalhada, em nivel de composicdo bioquimica (carboidratos, lipideos
totais e classes lipidicas) e eficiéncia fotossintética (Clo a, parametros fotossintéticos de ®wm
e @'y, eficiéncia do complexo de evolucdo do oxigénio - Fo/Fy, de quenchings fotoquimicos e
ndo fotoquimicos), além da andalise dos metais sobre o crescimento da microalga. Este € o
primeiro estudo relatando os efeitos do Co na composicdo de classes lipidicas em uma
cloroficea de agua doce e o primeiro utilizando multiplos endpoints para avaliagdo da

toxicidade de Cd e Co, simultaneamente.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os ecossistemas aquaticos sofrem com a poluicdo em todo mundo. A ma gestao da
agua e o uso nao sustentavel da terra causam danos cada vez maiores a esses ecossistemas
(Beyene et al., 2009). A contaminagéo da agua se da por diferentes fins (agricola, doméstico
e industrial), os quais liberam produtos quimicos naturais ou sintéticos, que afetam a
gualidade da agua (Schwarzenbach et al.,, 2010). A ecotoxicologia é considerada uma
vertente da toxicologia, que analisa os efeitos de poluentes encontrados no ecossistema. Sua
primeira formal definicdo ocorreu em 1977 por Truhaut (Relyea e Hoverman, 2006). A
ecotoxicologia aquética estuda as consequéncias da poluicdo normalmente nos seguintes
niveis tréficos: produtores primarios, dos quais fazem parte as microalgas; nivel tréfico
intermediario, geralmente é utilizado o zooplancton; e nivel tréfico superior, principalmente
com peixes. S8o realizados testes ecotoxicol6gicos agudos e cronicos, dependendo do tempo

de exposicdo ao composto, e também da sua concentracdo (Expoésito et al., 2017).

A poluicdo dos ambientes aquaticos por metais € um problema mundial e preocupante,
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devido a algumas particularidades como sua persisténcia no ambiente, toxicidade em baixas
concentracoes e sua capacidade de acumular-se nos tecidos animais (Ramakritinan et al.
2012; Hong et al. 2011). A presenca dos metais no ambiente é acentuada por diversas
atividades: intemperismo geoldgico, processos industriais, mineracao, fundicdo, metalurgia,
industria téxtil, plasticos, pintura, fabricacdo de pneus, combustéo de gasolina e combustiveis
fosseis, producéo de cimento, ceramica, aco, industrias de racao animal, papel e ligas (Kumar
et al. 2015). Os ambientes aquaticos sdo susceptiveis ao acumulo de metais, uma vez que
0s microrganismos sédo incapazes de degradar esses compostos que podem causar efeitos
toxicos a biota, via transferéncia na cadeia tréfica ou via exposicao (Alho et al. 2019).

O Cd, metal ndo essencial aos seres vivos, € considerado pela APE (Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) como um dos trés contaminantes de maior ameaca
ao ambiente, juntamente com chumbo e mercurio (Jamers et al., 2013). A absorcdo do metal
por plantas terrestres e aquéticas ocorre facilmente, pois suas caracteristicas fisicas e
quimicas semelhantes a cations bivalentes essenciais, como Fe?*, Cu?*, Zn?*, Mn?* e Ca?,
permitem a substituicdo desses ions por Cd (Andosh et al., 2012). Além disso, o metal se
acumula no ambiente, j& que ndo é biodegradavel e, com isso, pode ser transferido para

niveis tréficos superiores (Chan et al., 2003).

A presenca do Cd no ambiente ocorre por atividades antropicas como incineracao de
residuos, combustdo de combustiveis fosseis, trafego urbano, mineracao, fundigéo e refino
de metais nédo ferrosos, incineracao de residuos, uso de fertilizantes fosfatados (Samadani et
al., 2018). O CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) limita a 0,001 a 0,01 mg/L de
Cd a concentracdo do metal em ecossistemas aquaticos, para garantir a qualidade da agua
aos organismos aquaticos e ao homem. Os danos causados pelo metal aos seres humanos
foram descritos principalmente em relagdo aos rins e aos 0ssos, podendo causar cancer
(Jarup e Akesson 2009).

Estudos anteriores indicaram a toxicidade do metal para diferentes organismos.
Chinnasamy et al. (2010) relataram a diminuigéo do crescimento populacional de Brachionus
plicatilis conforme o aumento da concentracdo de Cd. Zheng et al (2016) observaram os
efeitos do Cd sobre figado de Danio rerio, relatando danos oxidativos hepaticos na espécie.
Os efeitos desse metal foram amplamente estudados para diferentes espécies de microalgas.
Andosh et al (2012) relataram os danos sobre a atividade do fotossistema Il e consequente
producdo do oxigénio sobre Micrasterias; Qian et al (2009) relataram a diminuigdo do
crescimento, do teor de clorofila e também aumento de ROS em Chlorella vulgaris e Chia et
al (2013) observaram para essa mesma espécie de alga, alteracdo na sintese de classes

lipidicas.
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O Co é um micronutriente essencial, necessario a formacao da vitamina B12, e esta
presente na dieta humana e em alimentos como vegetais e peixes (Simonsen et al., 2012). A
aplicabilidade do Co teve inicio no Egito e na Pérsia como corante azul para joias, vidro e
ceramica. Posteriormente, seus usos industriais foram ampliados para a fabricacdo de
ferramentas, imas de Co e desenvolvimento de miniaturas de equipamentos eletroeletrénicos
(Barceloux, 1999). Esse metal é altamente tdxico em altas concentragbes e em exposicdes a
longo prazo (mesmo em baixas concentragdes) (Simonsen et al., 2012). Nesse contexto, o
CONAMA, limita os niveis de Co na agua a uma concentracdo de 0,05 a 0,2 mg/L, a fim de
garantir sua boa qualidade.

Estudos realizados anteriormente evidenciaram os efeitos do Co em diferentes niveis
troficos. Nagajyoti et al., 2010 relataram os efeitos do metal em plantas. Foram descritos
danos no crescimento de brotos, alteracdes na biomassa, nos teores de clorofila e proteinas,
e nas reacdes a nivel celular. A toxicidade do metal foi testada para alguns organismos
aquaticos, apresentando resultados de CLso (concentracao letal média) de 263,02 e 22,4 uM
de Co para Cyclops abyssorum e Daphnia hyalina, respectivamente (Baudouin 1974). Sao
descritos alguns efeitos do Co sobre diferentes espécies de microalgas, sendo que o0s
resultados encontrados indicam que o metal pode afetar a atividade fotossintética, o
crescimento celular e o teor de pigmentos, especificamente a biossintese da clorofila (El-
sheekh et al., 2003; Afkar et al., 2010), mas ainda ndo h& informacéo sobre os efeitos desse
metal sobre a composi¢do bioquimica, principalmente em relagéo as classes lipidicas em

microalgas.

A contaminacdo dos ambientes por metais e seus danos sobre as microalgas levaram
ao aumento dos testes de toxicidade utilizando algas como organismo teste, a fim de
guantificar os efeitos adversos causados por esses compostos. Os bioensaios medem a
resposta das algas expostas a contaminantes em diferentes concentracbes (Horvatic et al.,
2007). As microalgas sao importantes em testes ecotoxicologicos pois sao base de cadeia
alimentar e, consequentemente, séo fonte de alimento a niveis tréficos superiores, inclusive
sendo fonte direta aos organismos zooplancténicos, sendo esses Ultimos consumidos pelos
peixes, por exemplo. Logo, danos nas microalgas podem afetar os niveis troficos superiores.
Além disso, o fitoplancton é o conjunto de organismos fotossintetizantes que comp&e uma
parcela importante da comunidade aquatica responsavel pela producao de carbono orgéanico

e liberacao de oxigénio através da fotossintese (Martinez-Ruiz e Martinez-Jerénimo, 2015).

A classe Chlorophyceae é geneticamente, morfologicamente e ecologicamente a mais
diversa das algas verdes. E composta por cinco ordens taxondmicas: Sphaeropleales,

Chlamydomonadales, Chaetophorales, Chaetopeltidales e Oedogoniales. (Suzuki et al.,
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2018). Os organismos que compde essa classe sao predominantemente de agua doce e
desempenham papel importante nos ecossistemas globais (Suzuki et al., op. cit.). Além disto,
as algas unicelulares sdo modelos apropriados para estudos de toxicidade, uma vez que
possuem alta superficie de contato em relagdo ao volume, o que aumenta sua exposi¢ao a

contaminantes (Saison et al., 2010).

A espécie R. subcapitata era conhecida anteriormente como Pseudokirchneriella
subcapitata ou Selenastrum capricornutum (Suzuki et al., 2018). Estudos anteriores (Ge et
al., 2014) apontam que essa é uma espécie comumente testada e também a mais sensivel
entre outras espécies muito utilizadas. Além da alta sensibilidade, a OECD (Organizagéo para
cooperacdo e desenvolvimento econdmico) também recomenda o uso dessa espécie em
bioensaios ecotoxicolégicos devido a sua alta taxa de crescimento (Suzuki et al., op. cit.).
Testes de toxicidade com R. subcapitata como organismo-teste sdo também utilizados para
avaliar os danos dos compostos na atividade fotossintética da espécie (Horvatic et al., 2007),

além de diversos outros parametros.

Algumas condi¢des ambientais ou de cultivo podem ser fatores estressantes paras as
microalgas e, com isso, a biomassa e a composi¢ao bioquimica sédo possivelmente alteradas
(Rocha et al., 2018). Os carboidratos sdo macromoléculas que apresentam grande
importancia nesses organismos, uma vez que sao intermediérios nas reacdes das vias
fotossintética e respiratdria; sdo um meio de armazenar energia e estdo presentes na
estrutura da parede celular. A sintese dessa macromolécula pode ser alterada por estresse
ambiental. Nessa condig&o, ocorre diminui¢cdo na producéo de carboidratos pela microalga,
0 que pode estar relacionado a despolarizacdo da membrana, devido ao excesso de ions,
podendo acarretar outros danos como a deformacgéo da parede celular, ou nas reacgfes de

fotossintese (Martinez-Ruiz e Martinez-Jer6nimo, 2015).

Os lipideos sdo moléculas importantes para as microalgas, uma vez que sao
essenciais para as células, por fazerem parte da constituicdo das membranas plasmaticas e
das organelas, atuando também como reserva de energia (Martinez-Ruiz e Martinez-
Jerénimo, 2015). Os lipideos produzidos por microalgas séo divididos em duas categorias:
lipideos estruturais ou polares, como esteréis e fosfolipideos; e lipideos de armazenamento
ou nao polares, como lipideos neutros. Alguns lipideos polares tém funcdo na sinalizacao
celular, como precursor intermediario ou intermediario chave, como parte na resposta das
células diante das mudangas ambientais. Os esterdis e os fosfolipideos (lipideos polares) tém
funcdo especifica ha membrana, participando de processos metabdlicos e de eventos de

fusdo de membranas (Sharma et al, 2012).
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A presenca de alguns metais nos ecossistemas aquaticos alteram a sintese lipidica
do fitoplancton, podendo aumenta-la ou diminui-la (Rocha et al., 2016). O acimulo de lipideos
pelas microalgas em situacdes de estresse ambiental pode auxiliar esses organismos, pois
sdo utilizados como reservas de alimento e, consequentemente, sao fontes alternativas de
energia necessdrias a sobrevivéncia nessas condi¢cdes (Chia et al., 2015). Além disso, 0s
lipideos de membrana podem atuar como uma barreira, impedindo a entrada de
contaminantes. Porém, alguns contaminantes sdo mais lipossoluveis e conseguem adentrar
as células com maior facilidade, outros podem ser internalizados por carreadores ou canais

ionicos presentes na membrana (Rocha et al., 2016).

Estudos ecotoxicolégicos que contenham avaliacbes sobre os paréametros
bioquimicos e os efeitos dos metais sobre os mesmos sédo importantes uma vez que fornecem
informacgBes sobre as respostas fisioldgicas e bioquimicas das algas, permitindo avaliar os
mecanismos e também os locais de acao dos metais nas células das microalgas (Alho et al.,
2019).

Os principais pigmentos encontrados nas algas verdes sao a clorofila a e b. A clorofila
estd intimamente ligada ao processo fotossintético. O aparato fotossintético € composto por
dois fotossistemas, PSll e PSI. O PSIl é composto por um complexo de pigmentos proteicos
gue aceleram a transferéncia de elétrons induzida pela luz, da agua para a plastoquinona.
Sao mais de 25 polipeptideos responsaveis pela captagédo da luz em um complexo proteico
de clorofila, um centro de reagéo, o P680, e um sistema de watersplitting, 0 CEO — complexo

de evolucéo do oxigénio (Lombardi e Maldonado, 2011).

Os centros de reacdo do PSIl e PSI das microalgas sdo denominados P680 e P700,
respectivamente (Figura 1). A luz incide sobre as moléculas de clorofila e o centro de reacéo
da molécula passa elétrons para a plastoquinona. A substituicdo desse elétron no PSII ocorre
através da quebra da molécula 4gua, provocada pela luz e catalisada pelo CEO, que contém
manganés e libera prétons (H*) e oxigénio (Figura 2). O elétron é transportado até o complexo
citocromo bsf por proteinas que comp8em a cadeia transportadora de elétrons e, em seguida,
€ transportado para o PSI. Essas reacdes sdo acompanhadas pela producdo de ATP e
NADPH, moléculas que serao utilizadas na préxima etapa da fotossintese, a assimilacéo de
carbono (Alho, 2016).
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Figura 1. Esquema da fotossintese — transporte de elétrons e reacdes nos fotossistemas.

(Nelson e Cox, 2014. Principios de Bioquimica de Lehninger, 6 ed, pg 779).
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Figura 2. Esquema da fotdlise da agua e resumo da fotossintese. (Nelson e Cox, 2014.

Principios de Bioquimica de Lehninger, 6 ed, pg 787).

Os poluentes podem gerar alteragcdes no sistema fotossintético. Estudos sobre a
fluorescéncia da clorofila no fitoplancton contribuem para o diagnéstico e monitoramento dos
efeitos biologicos e as quantidades de compostos toxicos encontrados no ambiente
(Lombardi e Maldonado, 2011). Metais sdo capazes de inibir a fotossintese através da
interrupcao do transporte de elétrons na cadeia transportadora, da substituicdo do atomo de
Mg das moléculas de clorofila, da interferéncia na reacéo de foto-oxidacao da agua, atingindo
o CEO, danificando os fotossistemas e também o complexo antena (Sabatini et al., 2009;
Herlory et al., 2013).

O desenvolvimento de novas tecnologias na medicéo de fluorescéncia permitiu que
diferentes avaliacGes fossem realizadas. A fluorimetria de pulso de amplitude modulada
(PAM) tem sido uma ferramenta eficiente na analise da toxicidade de metais na atividade
fotossintética das microalgas, podendo-se obter resultados de maneira simples, rapida e
acurada (Herlory et al., 2013). Além disso, os parametros avaliados pelo aparelho sdo
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capazes de medir a capacidade das microalgas adaptadas a luz e ao escuro de converter
energia luminosa em energia quimica e também os processos de conversao de energia. Com
isso, tais parametros relacionados com a fluorescéncia da clorofila podem ser utilizados para
detectar a presenca de poluentes e também seus danos ao processo fotossintético (Juneau
et al., 2002).

A energia absorvida pelos fotossistemas pode ter diferentes destinos, podendo ser
utilizada no processo fotoquimico, dissipada por meios néo fotoquimicos, ou ser emitida por
fluorescéncia. A dissipacédo fotoquimica (qP) representa a porgéo de energia absorvida pelos
centros de reacao do PSIlI que seréo posteriormente utilizadas para o transporte de elétrons.
A dissipacdo ndo-fotoquimica (qN) representa a quantidade de energia luminosa dissipada
por emissdo de fluorescéncia que envolve processos nao-radiativos. Outra medida de
dissipacdo nao-fotoquimica (NPQ) indica a dissipagéo de energia na forma de calor (Juneau
et al., 2001; Da Costa et al., 2016). Tais parametros estao relacionados a diferentes etapas
do processo fotossintético no transporte de elétrons, logo, seus indices variam de acordo com
o local e mecanismo de acdo dos poluentes aos quais 0s organismos sdo expostos (Juneau
et al., 2001).

Echeveste et al. (2017) expds uma cloroficea, Chlorolobion braunii, a diferentes
concentracdes de Cd. Os resultados obtidos revelaram que este metal causou danos ao
aparato fotossintético da microalga, através da observagédo de valores alterados sobre os
guenchings (qP, gN e NPQ) e também sobre o rendimento maximo do PSIIl. O Cd?* é um
céation conhecido por substituir o Mg na molécula da clorofila e consequentemente causar
gueda no rendimento maximo do PSII (Baumann et al., 2009). Os resultados obtidos por El-
Sheek (2003) indicam que a exposicao de duas espécies de microalgas ao Co causou danos

ao CEO, afetando o transporte de elétrons.

Diante disso, é importante que os estudos ecotoxicologicos sejam cada vez mais
aprofundados, para um melhor entendimento dos mecanismos de acao de poluentes como
0s metais e das consequéncias para a biota aquatica, uma vez que a presenca desses
contaminantes nos ecossistemas cresce a cada dia. Logo, faz-se necessario conhecer seus
efeitos no ambiente e nos organismos. No presente estudo, foram avaliados ndo somente os
efeitos de Cd e do Co sobre a densidade celular algal, mas também o impacto de diferentes
concentracdes desses metais sobre o aparato fotossintético e sobre a composicao bioquimica
da microalga. O uso de mudltiplos endpoints permitiu que fossem investigados os efeitos
toxicos do Cd e do Co tanto em nivel populacional quanto em intracelular, além de indicar as
diferengas entre os mecanismos de acdo de cada um destes metais. Assim, ressaltamos a

importancia desse tipo de abordagem em estudos ecotoxicolégicos com microalgas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente estudo visou investigar a toxicidade de um metal essencial, o cobalto (Co), e outro

nao essencial, o cadmio (Cd), de forma isolada, sobre uma cloroficea de agua doce.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos toxicos do cobalto sobre a cloroficea R. subcapitata, em relacdo ao
crescimento, composi¢ao bioquimica e atividade fotossintética.

- Avaliar os efeitos toxicos do cadmio sobre a cloroficea R. subcapitata, em relagdo ao

crescimento, composi¢do bioquimica e atividade fotossintética.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Metais

Os metais Cd (CdCl,, Titrisol — Merck, 1000 mg) e Co (CoCl,, Titrisol — Merck, 1000
mg) foram obtidos comercialmente e diluidos, isoladamente, em 1 L de agua ultrapura

(concentragao final 1g L™).

Foi utilizado o programa MINEQL + (versado 4.6) a fim de se estimar a porcentagem
de ions livres de Cd e de Co nas solucdes teste. O modelo considera o peso total dos metais
e as concentracbes de ligantes existentes no meio de cultivo. Além disso, considera a
afinidade entre os diferentes ligantes, os metais (Cd e Co) e os produtos de solubilidade
(Machado et al., 2015).
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4.2. Cultivo da microalga

A espécie de cloroficea R. subcapitata (Figura 3) foi obtida a partir de indculo de
culturas mantidas no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (DEBE) da Universidade
Federal de S&o Carlos — UFSCar, Sao Carlos - SP, Brasil. A microalga foi cultivada em meio
de cultura L.C. Oligo (AFNOR, 1980) (Tabela 1) em erlenmeyer (2000 mL) contendo 1000 mL
de meio (Figura 3), previamente autoclavado por 20 minutos a 121 °C. Apés o resfriamento
do meio de cultivo, este permaneceu 15 minutos sob luz UV e o pH foi ajustado para 7 + 0,5.
A microalga foi inoculada com concentragdo de 1x10° células mL™* e mantida em condicdes
laboratoriais com fotoperiodo de 12/12h claro/escuro, intensidade luminosa de 4000 lux,
temperatura de 25 + 0,5 °C e agitacdo manual periodica (aproximadamente 6 vezes por dia).

(g

-

Figura 3. Espécie utilizada nos cultivos e testes ecotoxicoldgicos, Raphidocelis subcapitata.
A esquerda em microscopio 6ptico (aumento 40x) e a direita cultivo em erlenmeyer com meio
L.C. Oligo.
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Tabela 1. Composigédo meio L.C. Oligo (AFNOR, 1980).

Solucéao Reagente Quantidade
1 Ca(NOs)2.4H20 1,7x10*M
2 KNOs 1,0x 103 M
3 MgS0O,.7H20 1,2x10*M
4 KoHPO4 2,3x10* M

CuCl2.2H.0 6,0 x 108 M
(NH4)sM07024.4H,0 2,4x10%M
ZnS04.7H20 1,0x10" M

3) CoCl,.6H.0 1,3x10° M
Mn(NO3)2.4H,0 1,5x10" M
CsHs07.H-0O 1,4x107 M

H3BOs 4,9x 10" M
CeHsFeO7.5H,0 3,1x10°M

6 FeCls;.6H.0 1,9x10°%M
FeS0,4.7H.0 1,1x10°%M

7 NaHCOs 1,8 x10* M

4.3. Testes ecotoxicologicos

Os testes ecotoxicolégicos (Figura 4) com a microalga R. subcapitata foram realizados
utilizando-se os metais Cd e Co, isoladamente, em erlenmeyers de 500mL de capacidade,
contendo 300mL de meio de cultura. As concentra¢cdes nominais utilizadas foram 0,13 (grupo
controle — quantidade de Co ja presente no meio Oligo); 0,98; 1,83; 2,67; 3,53; 4,37 uM de
Co; e 0 (grupo controle); 0,22; 0,44; 0,67; 0,89; 1,11 pM de Cd; em tréplicas. As
concentracoes foram definidas a partir de testes preliminares. A duracéo do teste foi de 96
horas e a concentracdo inicial das microalgas foi de 1 x 10° células mL™* em fase exponencial
de crescimento. Os experimentos foram mantidos sob as mesmas condi¢des do cultivo, em
relacdo ao fotoperiodo, temperatura, luminosidade e agitagdo. As concentragfes do teste

definitivo foram estabelecidas a partir de testes preliminares realizados anteriormente.

25



Figura 4. Testes ecotoxicoldgicos com a microalga Raphidocelis subcapitata.

4.4. Densidade Celular

Amostras de 1 mL foram retiradas diariamente de cada réplica, para cada
concentracdo de metal e para o controle, e fixadas com uma gota de lugol. A contagem das

células foi realizada em camara de Neubauer, sob microscaépio 6ptico (Carl Zeiss - Germany).

4.5. Andlise bioguimica

4.5.1. Carboidratos totais

A andlise de carboidratos totais foi realizada a partir de protocolo descrito em Liu et al
(1973). ApoOs 96 horas de exposicado aos metais, foram coletados 10 mL das amostras (de
cada réplica) em tubo Falcon (capacidade 15 mL). Estas foram centrifugadas a 1500 rpm
(Eppendorf 5702R, Alemanha) por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado,
o pellet ressuspendido em 0,5 mL de &gua destilada e 1 mL de solug&o de fenol 10% foi
adicionado a amostra. O contetido foi agitado e, em seguida, adicionou -se 5 mL de H,SO4
concentrado. O branco foi composto por 1 mL de agua destilada, e seguiu 0 mesmo protocolo
descrito anteriormente. As amostras permaneceram em repouso por 10 minutos em
recipiente com gelo e, em seguida, foram centrifugadas a 4400 rpm, 0°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para cubetas de vidro para a leitura das absorbancias a 485 nm
em espectrofotémetro (HACH DR 5000; HACH Company, USA).
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4.5.2. Lipideos e classes lipidicas

Para determinacdo de lipideos totais e classes lipidicas foi utilizada a metodologia
descrita em Folch (1957) e modificada por Parrish (1999). O material utilizado, vidraria e filtros
de fibra de vidro, foram calcinados a 400°C por 8 horas. As vidrarias também foram lavadas
com metanol e cloroférmio, trés vezes com cada reagente. Foram filtrados a vacuo 200 mL
das amostras (controle, concentracfes) em filtros de fibra de vidro. O branco seguiu 0 mesmo
protocolo, todavia com 200 mL de &gua destilada. A extracéo de lipideos se deu em tubos de
centrifuga de teflon com 4 mL de cloroférmio, 2 mL de metanol e 1 mL de 4gua lavada com
cloroférmio; macerando-se o material com bastdo de ago. As amostras foram sonicadas por
5 mim em sonicador de ponta (DES 500, Brasil), com poténcia 99% e, em seguida,
centrifugadas a 4400 rpm, 0°C, por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado com pipetas de
Pasteur, armazenado em flaconetes de vidro, e as amostras foram mantidas em freezer (-
20°C) até o momento das analises. O procedimento de extragao foi repetido trés vezes para
cada amostra, sendo que, durante o processo, as amostras foram mantidas em gelo, para

evitar a oxidagao.

Figura 5. Processo de extracéo lipidica.

Para quantificacdo das classes lipidicas as amostras foram concentradas com auxilio
de rotaevaporador até um volume de 0,5 mL. A quantificacdo foi feita por meio de

cromatografia de camada delgada com deteccédo por ionizagcdo em chama (TLC / FID),
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utilizando o equipamento latroscan MK6 (Mitsubishi Kagaku latron Inc., Téquio, Japao).
Foram utilizadas diferentes solucdes de solventes para facilitar a separacdo cromatografica
das classes lipidicas. A identificacdo e a quantificacdo das classes no aparelho é feita com a
utilizacdo de alguns padrdes de lipideos: hidrocarbonetos alifaticos (HC), éster de cera
(SE/WE), cetona (KET), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (FFA), alcool alifatico (ALC),
esterol (ST), lipideos polares méveis em acetona (AMPL) e fosfolipideos (PL). As condi¢des
da execugédo da analise do TLC-FID foram fluxo de hidrogénio 173 mL min-1, fluxo de ar de
2 L min-1 e velocidade de digitalizagdo 4mm s-1 .

4.6. Analise dos parametros fotossintéticos da microalga

4.6.1. Clorofila a

A concentracdo de Clo a foi determinada diariamente a partir da medicdo da
fluorescéncia in vivo em fluorimetro digital (Turner Designs, Trilogy, USA). O célculo para a
determinagdo da concentracdo de Clo foi realizado a partir de uma curva de calibracdo (RFU
— unidades relativas de fluorescéncia — versus concentracdo de Clo a). Os valores obtidos
foram divididos pela densidade correspondente e a quantidade de clorofila a foi expressa em
picograma por célula (pg cél?).

4.6.2. Atividade Fotossintética

Foram retiradas amostras (3 mL) de cada réplica dos cultivos com diferentes
concentracoes dos metais e do controle para avaliacdo dos parametros de eficiéncia
fotossintética, a cada 24 horas. A analise foi realizada em fluorémetro de pulso de amplitude
modulada (Phyto PAM, Walz - Alemanha). As amostras permaneceram no escuro por 15
minutos, a fim de que todos os centros de reacdo do PSII (fotossistema Il) estivessem
oxidados. Com a emissdo de luz de baixa intensidade e de luz saturante, foi possivel
mensurar a fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm), respectivamente. Com a
determinacgéo de tais valores, foi possivel calcular a fluorescéncia variavel e o rendimento
maximo (®Pv), de acordo com as equacdes 1 e 2 (Schreiber et al., 1986; Schreiber e Bilger,
1993):

Fv=Fn—Fo (1)
Pu=F/Fn  (2)
28



Outro parametro calculado com as células adaptadas ao escuro foi a eficiéncia do
CEO, obtida pela razdo Fo/Fy (Kriedemann et al., 1985). Os valores dos parametros Fo, Frm €

@ séo fornecidos pelo aparelho Phyto-PAM.

Apbs 72 horas de exposicado aos metais, a avaliacdo dos parametros fotossintéticos
ocorreu sob adaptacéo a luz. Durante um periodo de 10 minutos, as amostras estiveram sob
luz actinica e um pulso de luz era dado a cada 20 segundos. Foram obtidos os valores da
fluorescéncia inicial (Fs) e da fluorescéncia maxima (F'm) na presenca de luz sendo que o
aparelho fornece os valores de F', € 0 rendimento maximo efetivo (P’'v). Com esses dados,
foi possivel calcular a fluorescéncia variavel (Fy) das algas adaptadas a luz, a fluorescéncia
minima (F'o) e o ®’v do PSII, a partir das equacdes 3, 4 (Oxborough; Baker, 1997) e 5 (Baker,
2008; Cosgrove e Borowitzka 2010; Genty et al. 1989):

Fv=Fm-Fs 3)
Fo = Fo/((FW/Fm) + (Fo/F'm)) (4)
OUVES (F'm - Fs)/F'm (5)

O coeficiente de dissipacdo fotoquimica (gP) e os coeficientes de dissipagdo néo-
fotoquimica (qP e NPQ), os quenchings, foram calculados ap6s analises dos parametros
fotossintéticos adaptados ao escuro e a luz, com as equacdes 6 (Bilger e Schreiber, 1986;
Juneau e Popovic 1999), 7 (Bilger e Schreiber, 1986; Juneau e Popovic 1999) e 8 (Bilger e
Bjorkman, 1990):

gP =1-(Fm—Fo/(Fmn—Fo) (6)
gN=[1 - (Fm—-Fo)]/(Fm—Fo) @)
NPQ = (Fm—F'm) / F'm (8)

4.7. Andlise de dados

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SigmaPlot 12.0.
Uma analise de variancia (ANOVA) foi feita com os dados obtidos, seguida de testes de Tukey
e/ou Dunnet para dados paramétricos. Dados com variancia desigual ou distribuicdo ndo
normal foram submetidos a testes ndo paramétricos de Dunn’s e/ou Tukey-Kramer. Os
gréficos foram elaborados no software OriginPro, versdo 8.0. Os calculos de IC1o, IC2s € I1Cso
(concentracdo de inibicdo do crescimento médio) foram realizados no software ICPIN 2.0

(Norberg-King, 1993), utilizando a densidades de células diaria. As diferencas
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Densidade (105 células mL™")

estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Densidade

A Fig. 6 ilustra os valores de densidade de células da microalga R. subcapitata ao

longo das 96 horas de exposi¢cdo aos metais Cd (A) e Co (B). Sobre os resultados obtidos

para os tratamentos com diferentes concentragbes de Cd, em 24 horas de exposi¢ao

apresentou efeitos negativos sobre a densidade de células da cloroficea, com diferencas

estatisticamente significativas em relagdo ao controle a partir de 0,44 uM de Cd. Os efeitos

negativos do metal sobre a densidade celular persistiram ao longo das 96 horas de exposicéo.

Os resultados obtidos sobre os tratamentos com Co apresentaram diferencas

estatisticamente significativas ja em 24 horas de exposi¢ado, nas concentracdes mais altas do

metal (3,53 uM e 4,37 uM de Co). Os resultados do Co acentuam-se ao longo do tempo de

10 4

—a— Controle
—&—022uM
—v—0.44 uM
—o—0.67 uM
—&—0.89 uM
——1.11 uM

T T T T T T T
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Densidade (10° células mL™)

—&— Controle
—&—0.98 uM
—v—1.83 uM
—&—2.67 uM
—=—3.53 M
—*—4.37 uM

0 hora

24 horas 48 horas 72 horas

96 horas

exposicao e, em 72 e 96 horas, a densidade celular foi afetada negativamente em todas as

concentracoes testadas.

Figura 6. Densidade de células da microalga Raphidocelis. subcapitata exposta aos metais
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Cd (A) e Co (B) ao longo de 96 horas de experimento. As diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05) foram calculadas pelo teste de Dunett e estdo evidenciadas com *,

O presente estudo indica que o metal Cd diminuiu significativamente a densidade das
células da cloroficea R. subcapitata ao longo de 96 horas de exposi¢cdo. Outros estudos em
gue também se avaliaram os efeitos do Cd sobre microalgas de agua doce, apontam a
capacidade desse metal afetar a densidade celular algal: em Koukal et al. (2003) a densidade
de células de R. subcapitata é afetada em concentragdes de Cd superiores a 1,78 uM, ou

seja, concentracdes maiores do que as utilizadas no nosso estudo.

O excesso ou a deficiéncia de nutrientes podem afetar o crescimento de microalgas
(Bossuyt e Janssen, 2004). O Co, ainda que seja um metal essencial ao crescimento do
fitoplancton, levou a efeitos negativos no crescimento da alga, em todas as concentragdes
testadas neste trabalho. Outros estudos reportaram efeito inibitério do metal sobre
microalgas: em Chlamydomonas reinhardtii, a reducdo da densidade de células se da em
concentracdes acima de 169 uM (Lustigman et al., 1995); em Monoraphidium minutum e
Nitzchia perminuta a inibi¢céo do crescimento se da em concentragdes acima de 16,94 uM (El-
Sheekh et al., 2003). No nosso estudo a inibicdo do crescimento de R. subcapitata foi
detectada em concentracdes de Co muito menores, ja a partir de 24 horas de exposicao, o
gue sugere maior sensibilidade dessa cloroficea em comparacdo as algas utilizadas nos

trabalhos supracitados.

Os valores de ICyo, IC25 e ICso foram calculados para ambos 0os metais diariamente
(Tabela 2). Os resultados obtidos para ICio, IC2s € ICso do metal Cd em 96 horas indicam que
0,2 uM; 0,3 uM e 0,58 uM de Cd foram suficientes para inibir 10, 25 e 50% do crescimento
de R. subcapitata respectivamente. Em relacéo aos resultados obtidos para o Co, temos que
0,17 uM; 0,42 uM e 0,85 pM do metal foram suficientes para inibir 10,25 e 50% do crescimento

da microalga.

Uma vez que o Co é um metal essencial para o crescimento algal, baixas
concentracdes podem ajudar no desenvolvimento da microalga, como reportado por outros
estudos (Horvatic et al., 2007). Apesar disso, os valores de ICyo calculados para o Co
diminuiram ao longo das 96 horas de exposicdo. Os valores calculados de ICzs em 24 e 48
horas indicam que foram necessarios apenas 3,34 e 2,73 uM de Co para inibir 25% do

crescimento; ja em 72 e 96 horas, esses valores foram menores (0,32 uM de Co).

Os valores de IC que obtivemos para R. subcapitata indicam uma maior sensibilidade
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dessa alga ao Cd do que ao Co. O calculo das ICs € importante para determinar a quantidade
do composto que é téxica para os organismos sendo que a ICi calculada para alguns
organismos pode ser utilizada como diretriz para determinar a qualidade de agua (Golding et
al., 2015). Além disso, os valores de IC1o juntamente com outros indices sdo utilizados em
célculos para realizacdo de uma analise de risco. A determinacdo das ICs também nos
auxiliou a identificar a sensibilidade de R. subcapitata aos metais testados e as concentragdes
gue potencialmente causam danos ao crescimento populacional dessa espécie. Segundo a
resolucdo do CONAMA n°357, os niveis de Co permitidos na dgua para garantir sua qualidade
sédo de 0,85 a 3,39 uM (0,05 a 0,2 mg/L). Essas concentracOes estdo dentro da faixa de
concentragdes testadas neste estudo e nossos resultados indicam que esse valor maximo
ultrapassa a ICso-96n. ISSO significa que toda a populacdo de espécie R. subcapitata seria
majoritariamente afetada em um ambiente aquéatico contaminado com Co, uma vez que a
concentracdo maxima permitida pelo CONAMA seria altamente toxica a espécie de microalga
estudada neste trabalho.

Tabela 2. Valores das ICio, ICss € ICsp em UM e intervalo de confianga obtidos para
Raphidocelis subcapitata exposta ao Cd e Co, ao longo de 96 horas de exposi¢do. O NC

significa que nao foi possivel calcular pelo software ICPIN 2.0.

Concentracdes (UM)
Cd Co
IC10 0.2859 (0.1414 - 0.3010) 2.572(0.6711 - 2.9016)
24 horas IC2s 0.3847 (0.3150 - 0.4212) 3.3373 (2.9881 - 3.6865)
ICso NC NC

ICio  0.134 (0.0714 - 0.3720) 0.7747 (0.3402 - 1.4998)
48 horas  ICxs  0.3717 (0.1787 - 0.5134) 2.7314 (0.8537 - 3.3738)
ICso  0.6235 (0.5373 - 0.7097) NC

ICio  0.2338(0.0989 - 0.2760) 0.2737 (0.1995 - 0.4456)
72horas  IC,  0.3221(0.238 - 0.3708) 0.6843 (0.5376 - 2.0379)
ICso  0.6811 (0.4167 - 0.9325) NC

96 horas

ICio  0.1887 (0.1178 - 0.2676)

IC2s
ICso

0.3254 (0.2685 - 0.3979)
0.5774 (0.5150 - 0.6541)

0.1699 (0.1568 - 0.1908)
0.4249 (0.3876 - 0.4912)
0.8497 (0.7810 - 1.8332)

De acordo com os resultados de determinagéo de ions livres pelo programa MINEQL+
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(versao 4.6), podemos inferir que parte da causa da maior toxicidade do Cd, em comparacéo
com os efeitos do Co, sobre o crescimento da microalga estad relacionada a maior
porcentagem de ions livres desse metal (98,3%) em relacdo a porcentagem que foi estimada
para o Co (cerca de 78-81%) (Tabelas 3 e 4). Quanto maior a % de ions livres, como no caso
do Cd no nosso estudo, maiores as chances desses ions adentrarem a parede celular das

microalgas, causando danos internos.

Tabela 3. Concentracéo de ions livres de Cd calculadas pelo software MINEQL+ (versao 4.6).

Cd total (UM) Cd? Citrato
1M % UM %
0,22 2,16E-07 98,3 2,70E-09 1,2
0,44 4,33E-07 98,3 5,39E-09 1,2
0,67 6,59E-07 98,3 8,21E-09 1,2
0,89 8,75E-07 98,3 1,09E-08 1,2
1,11 1,09E-06 98,3 1,36E-08 1,2

Tabela 4. Concentragéo de ions livres de Co calculadas pelo software MINEQL+ (versédo
4.6).

Co total (UM) Co? CoHPO;, (aq.) Citrato
UM % UM % UM %
0,13 1,02E-07 78,3 6,91E-09 5,3 2,05E-08 15,8
0,98 7,73E-07 78,9 5,24E-08 54 1,49E-07 15,2
1,83 1,56E-06 79,4 1,06E-07 54 2,87E-07 14,6
2,67 2,24E-06 79,9 1,52E-07 54 3,96E-07 14,1
3,53 2,94E-06 80,3 1,99E-07 54 5,01E-07 13,7
4,37 3,63E-06 80,7 2,46E-07 5,5 5.97E-07 13,3

5.2. Parametros bioquimicos

5.2.1. Carboidratos totais

Mudancas nas condicfes ambientais podem alterar a sintese de carboidratos nas
microalgas, sendo que a producao dessa biomolécula pode aumentar (Chia et al., 2015) ou

diminuir de acordo com os efeitos toxicos dos metais (Lim et al., 2006). A exposi¢cdo ao Cd
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levou a maior producdo de carboidratos nas concentracfes de 0,89 uM do metal (Fig. 7A),
sendo que o teor desse parametro foi aproximadamente 9 vezes maior do que o das algas
do grupo controle. JA4 a producdo dessa macromolécula na alga tratada com Co néo

apresentou diferencas estatisticamente significativas (Fig. 7B).

Estudos anteriores registraram aumento na sintese dessa macromolécula para a
cloroficea Chlorella vulgaris, exposta a diferentes concentrages de Cd (Chia et al., 2015).
Nossos resultados sugerem que a microalga aumentou a producéo de carboidratos a fim de
se proteger em resposta ao estresse gerado pelo metal Cd, posto que tais moléculas

possuem funcdo no armazenamento de energia (Martinez-Ruiz e Martinez-Jer6nimo, 2015).

5.2.2. Lipideos totais e classes lipidicas

O teor de lipideos totais foi aproximadamente 55 e 45% maior nas concentragdes mais
altas de Cd (0,89 e 1,11 uM, respectivamente) quando comparados ao controle (Fig. 7C). Em
todas as concentracdes de Co ocorreu um aumento de mais de 65% do teor de lipideos, que

chegou a ser 89% maior na alga exposta a 1.83 uM (Fig. 7D).

Os lipideos sao moléculas importantes que compdem a membrana plasmatica das
células. Em condic6es ambientais ndo favoraveis, como o estresse causado por metais, a
alga altera a sintese dessa biomolécula (Chia et al., 2013). O aumento da sintese de lipideos
pode ser entendido como um mecanismo de protecdo, pois pode auxiliar a estabilidade das
reacbes de oxirreducado, agindo como um dissipador de elétrons (Hu et al., 2008; Mock e
Kroon, 2002). O teor de lipidios totais foi o endpoint que melhor demonstrou o efeito do Co,
pois a producao de lipideos detectada foi aproximadamente o dobro do valor encontrado no

controle, em todas as concentracdes testadas.

A composicao das classes lipidicas também pode variar de acordo com as condicées
ambientais ou de cultivo, como pH, temperatura, nutrientes, fotoperiodo, intensidade
luminosa e fases de crescimento — exponencial e estacionaria (Dunstan et al., 1993). Nas
microalgas expostas ao Cd e Co, algumas classes lipidicas tiveram sua sintese aumentada
ou diminuida, em resposta ao aumento da concentragdo dos metais (Tabela 5) e foram

observadas diferencas na composicdo das classes afetadas por cada metal.

Em comparacéo ao que foi encontrado na alga do grupo controle, as classes que mais

tiveram sua producdo aumentada devido ao Cd foram WE (cerca de 8 vezes), FFA
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Lipideos totais (pg cél_l)

Carboidrato (pg cél™)

(aproximadamente 4 vezes) e ST (3 vezes) em 0,89 uM. Na concentracao mais alta (1,11 pM)
0S maiores aumentos em comparacéao ao controle, foram WE (cerca de 8 vezes), e ST (cerca
de 3 vezes). Nas concentracbes mais altas do metal, ndo houve diminuicdo significativa no
teor de TAG, por outro lado em 0,22 uM de Cd, o teor de TAG diminuiu 84%.

A exposicao a concentracao mais alta de Co (4,37 uM) levou a um maior aumento nas
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classes ST (aproximadamente 4 vezes), WE (3 vezes) e PL (3 vezes), em relacdo ao que foi
encontrado no controle. Nessa concentragdo, AMPL apresentou uma diminui¢cdo de 43% em
relacéo ao controle. Em contrapartida, a maior diminuigcdo foi encontrada para TAG cerca de

80% em 3,53 uM de Co, quando comparado ao resultado do controle.

Figura 7. Teor de carboidratos totais (AB) e lipideos totais (CD) na microalga Raphidocelis
subcapitata ap6s 96 horas de exposicdo aos metais Cd (AC) e Co (BD). As diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) foram calculadas pelos testes de Tukey e Dunett para
dados paramétricos (lipideos totais) e Tukey Kramer e Dunn’s para dados ndo-paramétricos

(carboidratos totais) e estéo evidenciadas com diferentes letras.
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A proporcdo de TAG pode ser regulada pela disponibilidade de nutrientes no meio
(Parrish, 1988), podendo ser indicador do estado fisioloégico das células (Lombardi e
Wangersky, 1991). A diminuicdo do teor de TAG em resposta ao estresse causado pelo Cd
e Co pode estar relacionada com o aumento das demais classes, ou seja, a energia foi
concentrada para producdo de lipideos estruturais, aumentando a protecao da membrana.
Neste estudo, podemos afirmar que as microalgas expostas ao Cd investiram na producao
de componentes estruturais, uma vez que os lipideos de membrana quantificados, ST e PL,
tiveram sua produgéo aumentada, respectivamente, em relagdo ao controle. O aumento de
FFA pode estar relacionado com a degradacdo de TAG, pois os acidos graxos sao obtidos
apos hidrolise de classes que tem funcao de armazenar energia (TAG) ou componentes de
membrana (Parrish, 1988). A classe que mais apresentou aumento com o Cd foi WE
(aproximadamente 8 vezes maior em relacdo ao controle). Essa classe é utilizada como
reserva de energia metabodlica por organismos aquéticos (Parrish, 1988). A presenca de
ésteres de cera é considerada rara em algas (Lee et al., 1971, 1972), porém foi encontrada

em um dinoflagelado marinho (Withers e Nevenzel, 1977).

A sintese de AMPL também decresceu nas células algais expostas as concentragdes
mais altas de Co, com 42,7% de reducédo em 4,37 uM de Co, em relacdo ao controle. Essa
classe esta relacionada a composi¢cédo de alguns pigmentos da microalga, de forma que a
reducdo da sintese dessa classe pode ser explicada pelas menores concentracdes de Clo a

que encontramos em resposta ao tratamento com o metal.

Estudos anteriores sugerem que o aumento de lipidios estruturais pode indicar
mudanca na conformac¢do da membrana, alterando sua espessura, fluidez, com a finalidade
de diminuir os danos causados pela incorporacdo do metal ao contetido celular (Alho et al.,
2019; Rocha, et al., 2016), o que pode explicar o aumento de ST e PL encontrado na R.

subcapitata no nosso estudo.
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Tabela 5. Valor médio e desvio padrdo de diferentes classes de lipideos (pg cél™) produzidas por Raphidocelis subcapitata, apés 96 horas de

exposicdo ao Cd e Co. Na tabela, HC denota hidrocarbonetos alifaticos; SE/WE, éster de cera; TAG, triacilglicerol; FFA, acidos graxos livres;

ST, esterol; AMPL, lipideos polares méveis em acetona e PL, fosfolipidios. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) foram

calculadas pelos testes de Tukey e Dunett para dados paramétricos (WE, ST, AMPL e PL) e Tukey Kramer e Dunn’s para dados nao-

paramétricos (HC, TAG e FFA) e estado evidenciadas com diferentes letras.

Lipidios por classe (pg cél?)

Céadmio
Controle
0.22 uM
0.44 uM
0.67 uM
0.89 uM
1.11 pM

Cobalto
Controle
0.98 uM
1.83 uM
2.67 uM
3.53 uM
4.37 uM

HC

0.032 +0.0022
0.036 = 0.001*
0.024 = 0.0042
0.072 £ 0.016?
0.072 + 0.005
0.071 + 0.005

0.032 = 0.0022
0.044 + 0.0012°
0.073 + 0.009°
0.029 + 0.001*
0.050 + 0.0022P
0.041 + 0.0042°

WE

0.012 +0.001?
0.011 + 0.0002®
0.031 + 0.003°
0.062 = 0.009°¢

0.101 + 0.010¢

0.096 + 0.021¢

0.012 = 0.001%
0.034 + 0.004°
0.033 + 0.003°
0.033 + 0.003°
0.053 + 0.004°
0.036 + 0.008°

TAG

0.049 +0.001?
0.008 + 0.001°
0.019 + 0.002°
0.023 £ 0.013%P
0.015 + 0.000%°
0.026 + 0.003%P

0.049 = 0.001*
0.028 + 0.002%P
0.019 + 0.005%°
0.029 + 0.0122°
0.010 + 0.000°
0.021 + 0.003%P

FFA

0.003 +0.001?

0.002 = 0.000%
0.004 + 0.0002P
0.011 + 0.0042°
0.014 + 0.002°
0.011 + 0.0012P

0.003 = 0.001%
0.014 + 0.000°
0.011 + 0.0012°
0.013 + 0.003°
0.008 + 0.0022P
0.008 + 0.0012P

ST

0.022 +0.000?
0.015 = 0.001%
0.026 = 0.005%
0.051 + 0.010°
0.064 + 0.001°
0.057 + 0.006"¢

0.022 = 0.000%
0.043 + 0.009°
0.030 + 0.0082P
0.036 + 0.003°
0.068 + 0.009°
0.079 = 0.006°¢

AMPL

0.363 +0.0222
0.383 = 0.0522
0.357 £ 0.0742
0.355 + 0.0422
0.408 + 0.033?
0.331 + 0.050

0.363 = 0.0222
0.512 + 0.1002°
0.619 + 0.028°
0.548 + 0.048°
0.396 + 0.0602°
0.208 = 0.034°¢

PL

0.388 +0.009?
0.372 + 0.061%
0.399 £ 0.071%
0.543 + 0.0962P
0.670 + 0.088°
0.668 + 0.103°

0.388 + 0.009%
0.833 £ 0.063°
0.860 + 0.175°
0.920 + 0.134°
0.848 + 0.107°
1.124 + 0.075°
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Clorofila a (pg cél")

5.3. Parametros fotossintéticos

5.3.1. Clorofila a

Em 72 horas de exposicéo ao Cd, o teor de Clo a diminuiu nas concentracfes acima

de 0,22 uM; ja em 96 horas de exposicdo, a diminuicdo foi estatisticamente significativa

apenas em 0,89 uM de Cd (Fig 8A). A reducéo de Clo a na concentra¢do mais alta de Cd
(1,11 pM) foi de 53% em 72 horas e de 77% em 96 horas de exposi¢ao a 0,89 uM de Cd, em

comparacgao ao que foi encontrado no grupo controle.

Os resultados obtidos em relagdo a exposicdo de Co entre 72 e 96 horas

apresentaram diminuic&o significativa no teor de Clo a em todas as concentragdes testadas,

exceto em 0,98 UM de Co (Fig 8B). Nas microalga exposta ao Co foi observada uma reducéo

desse pigmento entre 0,44 e 4,37 uM, entre 72 e 96 horas de tratamento. Na concentracédo

mais alta de Co, a reducéo do teor Clo a foi de 25 e 35%, em 72 e 96 horas de exposicéo,

respectivamente.
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Figura 8. Teor de clorofila a na microalga Raphidocelis subcapitata ao longo de 96 horas de

exposicao aos metais Cd (A) e Co (B). As letras indicam diferenca significativa em relacéo ao

controle e aos tratamentos (p<0,05). As analises estatisticas dos dados de 24 a 72 horas do

Cd e as de 24 a 96 horas do Co foram calculadas pelos testes de Tukey e Dunett. Os dados

de 96 horas do Cd foram calculados pelos testes de Tukey Kramer e Dunn’s.
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A quantificac@o da Clo a auxilia no entendimento dos efeitos téxicos sobre o aparato
fotossintético (Brack e Franck, 1998), uma vez que o conteldo celular desse pigmento € o
principal regulador da atividade fotossintética em condi¢des de temperatura e luz controladas
(Talec et al., 2013). Esse endpoint foi o mais eficiente para demonstrar o efeito negativo do
Cd ao longo do tempo de exposicdo, sendo que as reducBes mais significativas da
concentracdo dessa molécula foram encontradas em 72 horas de tratamento. O Co levou a
reducédo da producéo de Clo a ja nas primeiras 24 horas nas concentra¢cdes mais altas, mas
ao longo das 96 horas de tratamento o decréscimo da sintese desse pigmento foi menor que
0 encontrado para as algas tratadas com Cd, apesar das concentragdes de Co terem sido

mais altas.

5.3.2. Medidas do Phyto-Pam

Os parametros fotossintéticos sao sensiveis a exposi¢do de metais (Pefia-Vasquez et
al., 2010; Quartacci et al., 2010; Tripathi e Gaur, 2006). O ®y fornece informagdes sobre o
estado fisiolégico da microalga, pois indica quanto da luz absorvida foi realmente utilizada na
fotossintese, sendo portanto, um endpoint relacionado ao desempenho fotossintético (Herlory
et al., 2013; Kumar et al., 2014). O ®y foi acompanhado diariamente, com efeitos negativos
do Cd sendo observados ja em 48 horas de exposicdo, a partir de 0,67 uM (Fig 9A). As
reducdes mais acentuadas ocorreram em 0,89 e 1,11 uM, apos 72 horas de tratamento. Nas
algas expostas ao Co houve uma reducdo significativa nos valores de ®y a partir de 1,83 uM
em relacdo ao controle, com a maior alteracdo ocorrendo em 4,37 uM, ap6s 48 horas de

tratamento (Fig 9B).

Machado et al. (2015) avaliou os efeitos de Cd e outros metais sobre a cloroficea R.
subcapitata, e reportou queda nos valores de ®y, em 1,9 pM de Cd. Wang et al. (2013)
também demonstraram decaimento de ®y em Chlorella pyrenoidosa, exposta ao Cd em 100
MM. Nossos dados estdo de acordo com esses resultados, uma vez que a exposicao a 0,89
e 1,11 uM de Cd e 3,53, 4,37 uM de Co, levaram a queda do desempenho fotossintético de
R. subcapitata. Possivelmente, os metais podem ter substituido o magnésio (atomo central
da clorofila) e entdo causado diminui¢cdo da fotossintese, uma vez que a molécula que se
forma apds essa substituicdo é mais instavel. Segundo Baumann et al. (2009), ions metalicos
como Hg?", Cd?, Zn?, Ni** e o Cu?", sdo conhecidos por tal acdo de substituicdo, com

consequente reducao do Ow.

Em relacdo aos resultados obtidos para o parametro Fo/Fv sabemos que quanto
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maiores os valores de Fo/Fv, menor a eficiéncia do CEO. Na alga exposta ao Cd as maiores
alteracBes encontradas para o parametro Fo/F, ocorreram em 0,89 e 1,11 uM, entre 48 e 72
horas de experimento (Fig 9C). Na exposi¢do ao Co as maiores alteracGes foram encontradas
na alga exposta a 3,53 e 4,37 UM, entre 48 e 72 horas de tratamento (Fig 9D). A tendéncia
nas réplicas foi uma diminuicdo da eficiéncia do CEO para todas as concentracdes de Co
testadas. O CEO é responsével pela reacao onde ocorre a quebra da molécula de agua, pela
luz, resultando na producdo de oxigénio. O aumento nos valores de Fo/F, indicam que esse
sistema é o primeiro a ser atingido pelos metais. Alguns metais que comprovadamente
interferem nesse complexo sdo: Cd, Cr, Cu, Ni e Zn (Mallick e Mohn 2003), e os resultados
obtidos neste estudo sugerem que o CEO da R. subcapitata foi danificado.

Os metais podem interferir no fluxo de elétrons do sitio de separacdo da agua, pelo
processo de foto-oxidagdo da agua (Herlory et al., 2013; Mallick e Mohn, 2003). A partir de
48 horas de exposicdo ao Cd, encontramos um aumento no valor de Fo/Fy, a partir de 0,67
MM. Enquanto para as microalgas expostas ao Co, o efeito ocorreu ja em 24 horas de
tratamento em 3,53 pM, indicando que o Co também pode ter danificado a reacéo de catélise
da molécula de agua. Herlory et al. (2013) e Juneau et al. (2002) sugerem que alguns metais
podem alterar a eficiéncia do CEO, através da substituicdo do manganés (Mn) no sistema de
separacao da agua, ocasionando danos nessa reagao e consequentemente na produgéo do

oxigénio.
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Figura 9. Rendimento quantico maximo (Pv) e medida da eficiéncia do complexo de evolug¢ao
do oxigénio (Fo/Fv) de Raphidocelis subcapitata ao longo de 96 horas de exposi¢cdo aos
metais Cd (A) e Co (B). As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) foram
calculadas pelo teste de Dunett para dados de 24 a 72 horas do Cd e 24 a 96 horas do Co e
Dunn’s para os dados de 96 horas do Cd, e estdo evidenciadas com *,

5.3.3. ®’'v e Quenchings

O @’y esta relacionado com a atividade fotossintética da microalga, pois tem relacao
com o rendimento do transporte de elétrons na presenca de luz. Em 72 horas de exposicao,
observou-se que o Cd nao alterou de maneira significativa o ®’y (Fig 10A), enquanto na
microalga exposta ao Co ocorreu uma tendéncia de reducdo desse parametro em relacéo ao
controle, a partir de 2,67 uM do metal (Fig 10B).
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Nesse parametro, os resultados indicam que o Co interferiu de maneira significativa
no rendimento do transporte de elétrons, enquanto o Cd néo. Isso pode ter ocorrido devido a
substituicdo do Mg, o atomo central da clorofila, pelo Co, com consequente prejuizo na
fotossintese das algas expostas ao metal conforme foi demonstrado por Juneau et al. (2002),
para o Cu. Os resultados de @’y obtidos por esses mesmos autores para diferentes espécies
de microalgas também mostraram a reducdo desse parametro em resposta a exposi¢ao ao
metal, assim como os resultados obtidos nesse trabalho. A diminuicdo dos valores de @'y
para C. reinhardtii ocorreu em 0,16 uM de Cu e para R. subcapitata em 1,57 uM de Cu. Neste
mesmo estudo, a microalga C. vulgaris demonstrou pequeno efeito nas primeiras horas de

exposicdo a 1,57 uM de Cu, porém, apds 96 horas de exposicdo, os efeitos desapareceram.

Os resultados obtidos para gP em relacdo ao Cd apontam que houve aumento
significativo desta variavel apenas em 0,89 uM (Fig. 10C). De acordo com os dados de gN, a
exposicdo da alga ao Cd, resultou em perda de energia por meios ndo fotoquimicos na
concentracdo intermediaria (0,67 uM) e nas mais elevadas (0,89 e 1,11 uM), conforme
indicado pelo aumento nos valores desses parametros. Os dados de NPQ na exposi¢ao ao
Cd nédo foram estatisticamente significativos. O resultados da exposi¢do ao Co para tais
parametros, qP, gN e NPQ indicam que o metal ndo afetou nenhum deles, uma vez que ndo
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa (Fig. 10D). Isso pode estar associado

a menor disponibilidade de ions de Co, como calculado pelo software MINEQL+.

Os quenchings indicam o decaimento da fluorescéncia, permitindo comparar a energia
perdida em processos e a energia utilizada na fase fotoquimica. O gP (quenching fotoquimico)
representa a quantidade de energia luminosa convertida a etapa fotoquimica, e sua
diminui¢do significa que o transporte de elétrons foi inibido (Juneau, El Berdey e Popovic,
2002). Esse parametro nao sofreu alteracdo negativa para nenhum metal no presente estudo,
0 que sugere que as algas expostas a ambos metais tinham capacidade para investir em
fotoquimica, mas nédo foi 0 que ocorreu como pode ser observado pela reducéo nos valores

de Ow.

O gN (quenching nao-fotoquimico) corresponde aos processos de perda de energia
nao relacionados a fotoquimica. A inibicédo parcial da etapa fotoquimica de energia-consumo,
eleva a dissipacéo de energia por meio do processo nao fotoquimico (Juneau et al., 2002).
Esse parametro foi 0 mais eficiente para evidenciar o efeito do Cd em 72 horas, pois sofreu
alteracao significativa ja na concentragdo mais baixa do metal. De acordo com os resultados
obtidos, temos que o aumento do valor de gN nas concentracdes mais altas do metal pode

indicar que houve perda de energia por processos nao fotoquimicos.
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Figura 10. Rendimento efetivo (P’m) (AB) e Quenchings gP, gN e NPQ (CD) avaliados em 72
horas de exposicdo da alga Raphidocelis subcapitata aos metais Cd (AC) e Co (BD). As

diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) dos dados de ®’'m, ®w € qP de ambos

metais; e qN do Cd foram calculadas pelo teste de Dunett para dados paramétricos. Os

dados de NPQ de ambos metais e gN do Co foram calculados pelo teste de Dunn’s para nao-

paramétricos e estao evidenciadas com *
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5.4. Consideragdes finais

Os célculos de porcentagem de ions livres realizados através do software MINEQL+
(versao 4.6) indicam que os ions de Co estavam cerca de 78 a 80% livres no meio. O modelo
auxilia na melhor compreensdo dos dados obtidos, uma vez que essa menor porcentagem
de ions livres em comparagdo ao Cd (98% na forma livre) pode ser a causa da menor
toxicidade do Co sobre o crescimento de R. subcapitata quando comparado aos efeitos

causados pelo metal ndo essencial.

Todas as andlises bioquimicas (lipideos totais, classes lipidicas e carboidratos)
permitiram identificar a toxicidade dos metais. Provavelmente, a sintese de carboidratos
diminuiu devido a despolarizacdo da membrana que o excesso de Cd e de Co causaram,
como ja foi relatado para outros metais (Martinez-Ruiz e Martinez-Jerénimo, 2015). Além
disso, as classes lipidicas que sofreram maior aumento foram os lipideos estruturais,
indicando um possivel mecanismo de defesa da alga, de proteger a membrana para impedir

maior internalizagdo dos metais e minimizar os danos causados.

Com relagéo as avaliagbes dos efeitos do Co sobre o aparato fotossintético, nossos
resultados indicam que o metal provavelmente substitui ions metalicos como Mg (d&tomo
central da clorofila) e o Mn, além de diminuir a sintese da molécula de Clo a. A substituicdo
do Mg torna a molécula formada mais instavel, com consequente queda da sintese de Clo a,
0 que pode explicar os danos a fotossintese, aos rendimentos maximo e efetivo. A
substituicdo do Mn no CEO, j& reportada para algas expostas ao Cd (Mallick e Mohn 2003),
possivelmente também ocorreu a alga exposta ao Co no nosso estudo, por também se tratar
de um cation divalente, e essa substituicdo danifica a reacdo de quebra da molécula de agua
e, com isso, a producdo de oxigénio ndo ocorre e o elétron ndo retorna a molécula de Clo,

tornando-a instavel e danificando a continuacdo da fotossintese.

Com isso, esses danos podem, por consequéncia, atingir niveis troficos superiores,
podendo causar prejuizos aos ecossistemas aquaticos, uma vez que as microalgas sao

produtores primarios e base de cadeia alimentarar.
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6. CONCLUSOES

Nas primeiras 48 horas de exposicdo, 0s metais levaram a efeitos negativos sobre a
densidade celular, teor de Clo a, ®u e Fo/F,. A composi¢éo bioguimica da alga exposta aos
dois metais foi afetada, com diferencas nas classes que foram mais alteradas no tratamento
com cada metal. O estresse causado pelo Cd alterou de maneira significativa as classes
lipidicas, principalmente aumentando as concentragfes de WE, FFA e ST, e reduzindo o teor
de TAG e AMPL. O Co levou a um aumento das concentracdes de ST, WE, PL e FFA, e
também diminuiu os teores de AMPL e TAG. Ainda que seja um metal essencial, nossos
dados indicam os danos que o Co é capaz de causar as microalgas, como diminuigdo da
densidade de células jA& em 24 horas de exposicdo, queda do rendimento quantico maximo e
efetivo, e alteracdes bioquimicas, além de permitir inferir potenciais mecanismos de ag¢éo do
mesmo, como a substituicdo de Mg e Mn em moléculas e sistemas ligados a fotossintese,
danificando o processo fotossintético.

As alteracgdes bioguimicas que encontramos indicam uma tentativa das microalgas de
minimizar os danos causados pelos metais. Ressaltamos, ainda, a importancia de estudos
ecotoxicolbgicos que avaliem os efeitos de metais em nivel intracelular, uma vez que nossos
resultados demonstraram que parametros relacionados a composigéo bioquimica e eficiéncia
fotossintética foram mais sensiveis que os métodos de analise mais tradicionais, os quais, de
maneira geral, séo relacionados apenas ao crescimento e a concentracdo de clorofila, e
indicaram precocemente o efeito toxico dos metais sobre R. subcapitata. Os resultados
obtidos neste estudo fornecem informacdes para o melhor entendimento dos riscos potenciais
gue os metais Cd e Co oferecem as microalgas e também os mecanismos de acdo dos

mesmaos.
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