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PROLOGO

Las ciencias biologicas abarcan diferentes disciplinas, entre ellas la medicina, la
epidemiologia, la biotecnologia y hasta el medio ambiente; que se relacionan con otras
ciencias que estudian la salud como la antropologia médica. Estas aportan las bases
cientificas para el mejoramiento de la vida y la salud. En la actualidad, hay un gran
interés sobre nuevas investigaciones en ciencias biolégicas que ayudan a contestar
diferentes inquietudes ocurridas en la vida cotidiana. En este libro, constituido por
16 capitulos, se enfoca en las disciplinas de la salud, la disciplina biotecnoldgica y la
disciplina del medio ambiente.

En la disciplina “Salud y Practicas”, dos articulos estan vinculados a desafios para
los profesionales de la salud, uno sobre el manejo de la muerte y otro sobre la maternidad
transnacional, en sus aspectos psicosociales y culturales. Estos trabajos son importantes
porque demuestran la importancia de actitudes de humanizaciéon y empatia por parte
de los profesionales de la salud, como parte de sus habilidades y competencias para un
abordaje profesional de la muerte y de la maternidad transnacional.

Por otro lado, capitulos que abordan sobre el tépico neurolégico estan incluidos
en esta area: uno de ellos esta dirigido a los nifios sordos y la aportacion del sentido
de su vista para el mejoramiento de su salud, y el otro articulo esta relacionado con los
masajes para el tratamiento de los pacientes con lumbalgia y ciatalgia. Finalizan esta
seccion trabajos sobre la rehabilitacion motora para los pacientes con enfermedad de
Huntington, asi como un articulo sobre la cadencia musical en la hidrogimnasia y un
estudio relacionado con el uso de cannabis para el tratamiento de las enfermedades
cronicas. Sin duda, estas aportaciones son de gran interés para el area de la salud.

Un estudio de epidemiologia sobre la enfermedad de Chagas en mujeres de edad
fértil en el Centro de Atencion Primaria de la Salud, en la Canada (Argentina), demuestra
que en algunos lugares la prevalencia de esta enfermedad es alta.

En biotecnologia se reportan capitulos sobre el impacto de la malta hacia la
actividad de proteasas, la produccion de proteina de forraje en Clitoria spp, el aislamiento
de bacterias celuloliticas y xilanoliticas en Cachiyacu de Lupuna en Peru, y por ultimo
una evaluacion del efecto gastroprotector de Anacyclus radiatus. Estos trabajos aportan
investigacion nueva sobre aspectos biotecnoldgicos.

En la parte del medio ambiente, un estudio enfocado sobre la relacion del cobre
con la fotosintesis de microalgas, otro capitulo sobre control biologico de Spodoptera
sp. y dos trabajos sobre el uso de sensores remotos y aplicacion en lagos de Chile y la
identificacion de toxicos en efluentes urbanos.

El libro esta dirigido a la comunidad médica y cientifica que aporta informacion
relevante en el area de ciencias bioldgicas; el lector puede tener una vision general de
la investigacion de estas areas y comprender la complejidad y diversidad de topicos
relacionados con la biologia y la salud.

Juan Carlos Cancino-Diaz
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RESUMO: Diversos metais sao utilizados
no metabolismo de microrganismos para
funcbes Vvitais, seja como cofatores em
reacdes ou como parte estrutural nos centros
reativos de diversas enzimas. O cobre é um
exemplo de micronutriente essencial, cuja
caréncia ou excesso ocasionam mudancas
no metabolismo intracelular. Para organismos
fotossintetizantes, o cobre assume um papel
ainda mais importante, uma vez que a proteina
movel plastocianina, que € uma transportadora
de elétrons entre o complexo citocromo b6-f
do fotossistemal ll (PSIl) para o PSI, dependente
deste metal para sua agdo. Assim, visando
compreender o efeito direto do cobre nos
potenciais fotossintéticos microalgais, utilizou-
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se como modelo bioldégico a Scenedesmus
quadricauda, uma clorofita cosmopolita de
agua doce. Utilizando um eletrodo ion-seletivo
de cobre, foram apuradas as concentragdes
de cobre livre no meio, utilizado para agrupar
os efeitos observados em densidade celular
e nas eficiéncias fotossintéticas nos cultivos
expostos a concentragcbes de cobre que
variaram de valores considerados ambientais
até contaminacoes elevadas. Os resultados da
densidade celular mostraram que nas menores
concentracdes de cobre o processo de divisédo
celular nao foi afetado, sendo que nas maiores
concentracdes houve umaredugao significativa
no numero total de células. O rendimento
fotossintético efetivo apresentou um declinio
linear, similar ao observado na dissipacao
fotoquimica (gP). Este estudo de caso
demonstra que o cobre € um micronutriente
essencial para a fotossintese, mas dependendo
de sua concentragcdo biodisponivel pode
afetar a fisiologia fotossintética da microalga
Scenedesmus quadricauda.
PALAVRAS-CHAVE: Cobre.
Microalga. Scenedesmus.

Fotossintese.

INVESTIGATING  THE  RELATIONSHIP

BETWEENCOPPERANDPHOTOSYNTHESIS

IN MICROALGAE: A CASE STUDY USING
SCENEDESMUS QUADRICAUDA

ABSTRACT: Several metals are used in the
metabolism of microorganisms with vital
functions, such as cofactors in reactions
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or integrating the structure of reactive centres of enzymes. Copper is an example of
essential micronutrient, whose deficit or excess are negative to intracellular metabolism.
For photosynthetic organisms, copper takes a central role, since the mobile protein
plastocyanin, responsible for transporting electrons between the cytochrome b6-f from
Photosystem | (PSI) to PSII, is copper-dependent. To comprehend the direct effect of
copper in the microalgal photosynthetic potentials, the Chlorophyta Scenedesmus
quadricauda was selected as biological model due to its cosmopolitan distribution
in freshwater environments. Using a copper ion-selective electrode, the amount of
free copper in the medium was measured. The cell density and photosynthetic yields
were determined in each culture exposed to copper concentrations that varied from
environmental relevant up to toxic contaminations. The results of cell density showed that
lower copper concentrations did not affect the cellular division process, with a significant
reductionin total cell number at higher copper. The effective photosynthetic yield displayed
a linear decline, similar to what was observed for the photochemical dissipation (gP).
This case study shows that copper is an essential micronutrient for photosynthesis but,
according to its bioavailable concentration, it can affect the photosynthetic physiology of
the microalgae Scenedesmus quadricauda.

KEYWORDS: Copper. Microalgae. Photosynthesis. Scenedesmus.

1INTRODUGAO

O cobre (Cu) € um metal de transicdo amplamente utilizado na informatica e na
construcao civil. Seu uso excessivo tem causado um aumento gradual das concentragdes
ambientais mensuradas (NRIAGU, 1996), expondo a biota de comunidade aquéaticas, que
representa o destino final mais comum de poluentes metalicos, a concentragbes que
podem causar danos celulares (LANGSTON, 2017). Portanto, monitorar as respostas
fisiologicas do fitoplancton em varias concentragdes de cobre tem grande importancia
ecoldgica, somado ao fato de que estes organismos também estéo relacionados com a
captura de CO, da atmosfera, influenciando todo a biosfera (SCHOO et al., 2013).

De acordo com medicdes reportadas na literatura, o cobre total encontrado
em reservatoérios de agua doce varia de ~10° mol L' a ~107® mol L' (ASARE et al., 2018;
ASHRAF et al., 1991; MCKNIGHT, 1981; VAN HULLEBUSCH et al., 2003), representando
concentragdes suficientes para causar efeitos fisioldgicos em algumas espécies de
microalgas (ECHEVESTE et al., 2017; LOMBARDI; MALDONADO, 2011). No entanto, o
cobre é importante para processos fisioldogicos e metabolicos em microalgas (SUNDA;
HUNTSMANN, 1998), com efeitos prejudiciais sendo observados tanto em sua escassez
quanto em seu excesso (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). A fotossintese € um destes
processos afetados pelos ions de cobre. A plastocianina, uma proteina moével que

transporta elétrons entre o complexo Citocromo b6-f do fotossistema Il (PSIl) até
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o fotossistema | (PSI), é cobre dependente (KNAUERT; KNAUER, 2008) e a enzima
antioxidante superdxido dismutase (SOD) possui ions Cu em seu centro ativo (JIANG
et al., 2016). O cobre também atua no transporte de elétrons da respiragdo mitocondrial
(STRYER, 1988) e desempenha um papel na absorcéo de ferro através da ferrioxamina
(MALDONADO et al., 2006).

As microalgas sdo organismos fisiologicamente versateis com tolerancias
espécie-especificas aos ions de Cu, relacionadas a suas historias evolutivas
(JOHNSON et al., 2007; LEVY et al., 2008). Algumas microalgas produzem agentes
quelantes para lidar com ions metalicos do meio ambiente (MOFFETT; BRAND, 1996)
enquanto outras capturam o cobre e outros metais em suas capsulas mucilaginosas
evitando sua internalizacdo quando as concentragdes ambientais sdo muito elevadas
(LOMBARDI et al., 2002).

Uma das ferramentas utilizadas para avaliar a saude fotossintética de um
microrganismo autotroéfico é através da medicédo da fluorescéncia da Clorofila a, por meio
da técnica de fluorometria de amplitude modulada (PAM), no qual podemos inferir suas
eficiéncias fotossintéticas (RALPH; GADEMANN, 2005; YENTSCH; LEE, 1966). O Cu causa
efeitos especificos no metabolismo fotoquimico, como a redugéo da taxa de transporte
de elétrons e decréscimos na eficiéncia de captacdo de luz (PERALES-VELA et al., 2007;
CHEN et al.,, 2016). Quando ha excesso de cobre intracelular, € observado uma reducao no
transporte de elétrons entre os fotossistemas (PSll e PSI), diminuindo a producéo de ATP e
a eficiéncia fotossintética (FALKOWSKI; RAVEN, 2007; MALLICK; MOHN, 2003).

Scenedesmus quadricauda, a microalga utilizada neste estudo de caso, € uma
cloroficea de distribuicao global. Estudos com outra espécie deste mesmo género (S.
subspicatus) demonstraram que sua parede celular possui capacidade de reter os ions
de cobre, reduzindo os efeitos toxicos mediados por este metal (KNAUER et al., 1997).
Para investigar a interacao do cobre com a fotossintese desta microalga, cultivos foram
expostos a quatro concentragdes de cobre (6x10° até 9x10-¢ mol L' Cu?* livre) captando
desde cenarios ambientais até concentracdo acima daquelas reportadas para corpos
d’agua nao contaminados. A densidade celular ao longo de 96h de crescimento foi
monitorada e os rendimentos fotossintéticos mensurados. Os resultados mostraram que
tanto a eficiéncia da fotossintese quanto a capacidade de diviséo celular de S. quadricauda
foram afetadas pelo cobre. Isto indica que é preciso monitorar a concentragdo da forma
livre deste metal em ambientes aquaticos, a fim de prevenir consequéncias ecossistémicas

negativas causadas pelo seu excesso.
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2 METODOLOGIA
21 CULTIVO MICROALGAL E CONDICAO EXPERIMENTAL

Scenedesmus quadricauda (Chlorophyta) foi obtida do Centro Canadense
de Cultivo Microbiano (Universidade da British Columbia, Vancouver) e mantida no
Laboratorio de Biotecnologia de Algas, Departamento de Botéanica, Universidade Federal
de Séo Carlos (Brasil). Ela foi cultivada em meio LC Oligo concentrado (AFNOR;1980)
esterilizado (autoclavado, 20 min). Seu crescimento foi estimulado usando 130 umol
fotons m2 s ' de radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) em um ciclo claro-escuro (12:12
h) em temperatura controlada de 25 + 1 ©C. As culturas experimentais foram expostas
a 4 concentragdes de cobre que variaram de 6x107° até 9x10® mol L' Cu?* livre (com
réplicas) durante 96 h. Todas as garrafas de policarbonato utilizadas no experimento
foram previamente lavadas em HNO, para a remogao de metais, enxaguadas com agua
milli-Q e autoclavadas com o meio de cultura. Para reduzir o risco de contaminacéo,

somente materiais plasticos foram usados.

2.2 MEDICAO DO COBRE E DAS TAXAS FOTOSSINTETICAS

A concentragéo de cobre livre no meio de cultura antes do indculo das células
foi determinada com um eletrodo ion-seletivo de cobre (Orion, modelo 94-29) acoplado
a um eletrodo de referéncia de dupla juncdo (LOMBARDI et al., 2007). Utilizar o cobre
livre permite afirmar a concentragcdo de metal que esta dissolvida no meio de cultura e,
portanto, biodisponivel para ser absorvido pela microalga. A densidade celular foi avaliada
diariamente apos coleta de uma amostra de cada cultivo, sendo preservada em lugol para
posterior contagem numa camara Fuchs-Rosenthal utilizando um microscépio optico
(Nikon Eclipse modelo 22 E200, Jap&o).

Para mensurar a eficiéncia fotossintética maxima do PSIlI (®m), utilizou-se um
fluorébmetro com pulso de luz de amplitude modulada (Phyto-PAM, Heinz Walz GmbH,
Alemanha). Ao longo do experimento, aliquotas retiradas de cada réplica foram expostas
apulsos de luz (20 s) com a mesma intensidade luminosa do cultivo para medir a eficiéncia
fotossintética efetiva (®’m) e as dissipacdes fotoquimica (gP) e ndo-fotoquimica (NPQ)
(JUNEAU et al., 2002).

3 RESULTADOS
3.1 DENSIDADE CELULAR E RENDIMENTO FOTOSSINTETICO MAXIMO

A densidade celular mensurada variou de acordo com a concentracéo de cobre

no meio (Figura 1). A concentracdo mais baixa (controle, 6x10© mol L' Cu?* livre) e a
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subsequente ndo afetaram a divisdo das células e nem a eficiéncia maxima da fotossintese,
®m, que permaneceu acima de 0,7 durante todo o periodo experimental. As duas maiores
concentracdes reduziram tanto a densidade celular quanto ®m (>0,7).

Figura 1. Densidade populacional de cada cultivo de Scenedesmus quadricauda (em célula por mL) em funcédo do

tempo (acima) e eficiéncia fotossintética maxima (dm) em fungao do tempo (abaixo). Os simbolos representam a
concentragao de cobre livre em cada tratamento e as barras de erro representam o desvio médio (n = 3).
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3.2 EFICIENCIA FOTOSSINTETICA EFETIVA E DISSIPACOES FOTOQUIMICA E NAO-
FOTOQUIMICA

Houve um evidente declinio na eficiéncia fotossintética efetiva com o aumento
do cobre (Figura 2). Esta eficiéncia fotossintética foi mais sensivel em captar diferencas
entre os tratamentos quando comparada a ®m (Fig. 1). O menor valor registrado foi abaixo

de 0,3 na maior concentragéo de cobre (9x10-° mol L' Cu?*). Houve uma diminuicao linear
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em gP, com valores acima de 0,8 em baixa concentracao de cobre até ~0,45 nas células
expostas a 9x10° mol L' Cu?*. Nao foi observada alteragao associada a concentracao de
cobre no meio nas medi¢cdes de NPQ.

Figura 2. a) Eficiéncia fotossintética efetiva (@’ ) e b) dissipagoes fotoquimica (qP) e nao-fotoquimica (NPQ) em
funcéo do logaritmo de [Cu?*] livre (em mol L) com barras de erro representando o desvio médio (n = 3).
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4 DISCUSSAO

O acumulo de cobre na parede celular e na capsula mucilaginosa de diversas
espécies de microalgas mostram a importancia destas estruturas como barreiras para
agentes externos. Os exopolissacarideos aderem metais como o cobre (LOMBARDI;
VIEIRA, 2000; LOMBARDI et al., 2005), variando em capacidade de aderéncia de acordo

com a fase de crescimento e com a espécie testada. A ligacao de ions metalicos de
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cobre na parede celular de Scenedesmus subspicatus preveniu internalizagdo extrema
(KNAUER et al,, 1997). Em certo ponto neste estudo de caso, teoriza-se que apos a
saturagdo da capacidade quelante da parede, o cobre adentrou as células de maneira
proporcional ao seu incremento externo, causando a redugao no crescimento e diminuicéo
dos rendimentos fotossintéticosn indicando que possivelmente o aparato fotossintético
da microalga Scenedesmus quadricauda foi danificado.

Efeitos toxicos associados ao excesso de cobre foram observados tanto na
densidade celular quanto na eficiéncia fotossintética efetiva, que foram reduzidas em
concentracdes elevadas deste metal em sua forma livre (>10-8 mol L' Cu?*). A sensibilidade
ao cobre aferida em parametros fotossintéticos foi reportada para diversas espécies de
macroalgas marinhas (BAUMANN et al., 2009) e também em Chlamydomonas reinhardltii
(JIANG et al., 2016), atingindo valores de ®'m inferiores a 0,3, como observado neste
estudo de caso para S. quadricauda. A dissipacéo fotoquimica (gP) pode ser considerada
uma avaliacdo da condicédo e saude do aparato fotossintético, tendo sido afetada pelo
aumento de cobre neste estudo de caso e também em diversos outros organismos
reportados na literatura (CHEN et al., 2016; JIANG et al., 2016; MALLICK; MOHN,
2003). A reducéo causada pelos ions de cobre em gP pode ser interpretada como uma
perturbacao nos centros de reacao que reduz a eficiéncia do PSII, além da alteragdo da
taxa de transferéncia de elétrons (FALKOWISK; RAVEN, 2007). E possivel relacionar a
reducdo na capacidade fotossintética com a diminuicdo na densidade celular, uma vez
que células expostas a estresse tendem a nao se dividir a fim de sobreviver (PERALES-
VELA et al., 2007). Este efeito ja foi relatado também em cianobactérias e em co-cultivos
de microalgas (DEXTRO et al.,, 2018; DEXTRO, 2021).

A energia que ndo é usada na fotossintese pode ser convertida em calor e
medida através do NPQ (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). O aumento de NPQ como
reflexo da alta concentragao de cobre ja foi observado em diversas microalgas de agua
doce (DEWEZ et al., 2005; ECHEVESTE et al.,, 2017; JIANG et al., 2016; PERALES-VELA
et al,, 2007). Contudo, neste estudo de caso nao se observou alteracdes nos valores de
NPQ mensurados. Este parametro, que reflete o destino da energia sobressalente do
aparato fotoquimico, nem sempre consegue captar a saude das células em condi¢cbes
extremas. Em um cenario de completa inibicdo do PSII causada pelo cobre, NPQ pode
nao ser um parametro fotossintético sensivel o bastante para monitorar o estado celular
(JUNEAU et al., 2002).

Conclui-se que, apesar de ser um micronutriente essencial, acima das
concentracdes requeridas, o cobre inibiu a capacidade fotossintética da microalga

Scenedesmus quadricauda, reduzindo sua densidade celular, eficiéncia fotossintética
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efetiva e dissipacao fotoquimica. Apesar da parede celular atuar como barreira protetora
em microalgas, esta fungdo tem um limite associado a concentracao de ions de cobre
presentes no meio externo. Isso reforga a ideia de que € necessario monitorar os niveis
de metais livres nos corpos d’agua, para evitar riscos ecoldgicos associados ao declinio

dos produtores primarios nestes ambientes.
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