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RESUMO

O arsénio &€ um metaldide téxico que se tornou um problema de saude publica em
todo o mundo. Como forma de reduzir a contaminagcdo ambiental por este metalbide,
a qual é proveniente de atividades antropogénicas e naturais, a utilizacdo de micro-
organismos em processos de biorremediacdo se tem mostrado uma estratégia
promissora. A cianobactéria filamentosa homocitada, Geitlerinema unigranulatum
UFV-EO1, pertencente a ordem Pseudanabaenales, foi isolada de um ambiente
contaminado por arsénio, sugerindo uma habilidade em lidar com o efeito téxico
deste metaléide. Com vista nisso, o presente trabalho objetivou caracterizar a
resisténcia ao arsenato de sédio e quantificar o arsénio total extracelular da
cianobactéria G. unigranulatum UFV-E01. As andlises de resisténcia ao arsenato de
sédio revelaram que a cianobactéria foi capaz de crescer em até 50 mM por 20 dias.
Além disso, a cianobactéria G. unigranulatum UFV-E01 acumulou arsenato de sodio
por 10 dias, reduzindo em até 67% o arsénio extracelular. Pelos dados obtidos neste
estudo, a cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1 foi capaz de resistir a altas
concentragcdes de arsenato de sdédio, no entanto outras analises, como a
caracterizacao das vias metabdlicas envolvidas no processo de resisténcia, devem

ser realizadas para considerar sua aplicacao em ambientes impactados por arsénio.

Palavras-chaves: arsenato, cianobactéria, biorremediacéo.
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ABSTRACT

Arsenic is a toxic metalloid that has become a public health problem worldwide. In
order to reduce the environmental contamination by this metalloid, which is derived
from natural and anthropogenic activities, the wuse of micro-organisms in
bioremediation process has shown to be a promising strategy. A filamentous
homocitada cyanobacterium belonging to the order Pseudanabaenales, Geitlerinema
unigranulatum UFV-EO1, was isolated from an environment contaminated by arsenic,
suggesting an ability to deal with the toxic effect of this metalloid. In view of this, this
study aimed to characterize the resistance to sodium arsenate and quantify the total
arsenic extracellular cyanobacterium G. unigranulatum UFV-EQ01. Analyses of sodium
arsenate resistance showed that the cyanobacterium was able to grow in 50 mM for
20 days. Furthermore, the cyanobacterium G. unigranulatum UFV-EO1 accumulated
sodium arsenate for 10 days, reducing up to 67% arsenic extracellular. From the data
obtained in this study, the cyanobacterium G. unigranulatum UFV-E01 was able to
withstand high concentrations of sodium arsenate, although other analysis, the
characterization of the metabolic pathways involved in the resistance must be taken

to consider their use in environments impacted by arsenic.

Keywords: arsenate, cyanobacteria, bioremediation.



1 INTRODUCAO

1.1 AS CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo procariotos fotoautotréficos e, provavelmente,
compreendem as primeiras formas de vida encontradas na Terra (SCHOPF, 2000).
Devido a sua longa histéria evolutiva, estes organismos desenvolveram os mais
variados mecanismos de sobrevivéncia, tornando-se um grupo monofilético diverso
dentro da radiacao bacteriana (ABED et al., 2009). O termo cianobactéria é atribuido
a estes micro-organismos por apresentarem caracteristicas de algas eucarioticas e
de bactérias. As cianobactérias apresentam clorofila a e outros pigmentos
fotossintetizantes, organizados nos tilacéides, e produzem oxigénio como as algas
eucarioticas. Por outro lado, assim como as bactérias, as cianobactérias néo
apresentam membrana nuclear e plastos, e sua parede celular € similar a das
bactérias Gram-negativas (DE SOUZA, 2006; WHITTON & POTTS, 2000).

Na antiga classificacao taxonémica o filo estava organizado em cinco grupos
principais propostos por Rippka et al. (1979), sado eles: Chroococcales,

Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales e Stigonematales (Tabela 01).

Tabela 01. Classificagdo taxondmica proposta por Rippka et al. (1979).

Classificacao Caracteristicas

Chroococcales Unicelulares, reproducéo por fissdo binaria ou brotamento

Pleurocapsales Unicelulares a pseudofilamentosas, reproducéo por fissdo multipla

Oscillatoriales Filamentosas homocitadas e reproducdo por fragmentacdo do
tricoma e fissdo binaria

Nostocales Filamentosas heterocitada, reproducdo por fragmentacdo do
tricoma, por formacdo de hormogbnia e por germinacdo de
acinetos, e divisao por fissdo binaria

Stigonematales Filamentosas heterocitada, reprodugdo por fragmentacdo do
tricoma, por formacdo de hormogbnia e por germinacdo de

acinetos, e divisdo por fissdo binaria em planos multiplos




Recentemente, foi proposto um sistema de classificacdo polifasico, onde
esforcos foram direcionados para compilar informacdes morfoldgicas, ecoldgicas,
bioquimicas, ultraestruturais, genéticas e filogenéticas. Diante do exposto, Hoffmann
et al. (2005) propuseram uma nova classificacao taxon6mica de cianobactérias,
considerando as abordagens botanica e bacteriolégica, onde estes micro-
organismos foram reagrupados em quatro subclasses e em seis ordens (Tabela 02).
Neste sistema de classificagdo, as cianobactérias sao agrupadas de acordo com a
semelhanca genética, morfologica e arranjo dos tilacéides, nas ordens:
Gloeobacterales, Synechococcales, Pseudanabaenales, Chroococcales,
Oscillatoriales e Nostocales.

Tabela 02. Sistema de classificacao proposto por Hoffmann et al. (2005).

Classificacao polifasica de Hoffmann et al. (2005)

Classificacao Caracteristicas

Subclasse Gloeobacterophycidae @ Cocdides sem tilacides

Ordem Gloeobacterales

Subclasse Synechococcophycidae Tilacdides paralelos a superficie da célula

Ordem Synechococcales Unicelulares ou coloniais
Ordem Pseudanabaenales Filamentos finos
Subclasse Oscillatoriophycidae Tilacdides radiais
Ordem Chroococcales Unicelulares ou coloniais
Ordem Oscillatoriales Filamentos largos
Subclasse Nostochophycidae Filamentosas heterocitadas e

arranjo irregular dos tilacoides

Ordem Nostocales

A diversidade morfolégica das cianobactérias € bastante variavel

compreendendo de unicelular a multicelular, de cocdides a filamentosas ramificadas.



Em relacdo a coloracdo estdo entre quase palido a intensamente pigmentadas e
quanto a forma de obtencado de energia podem ser autotroficas ou heterotréficas.
Além disso, podem se estender de psicréfilos a termofilicos, acidéfilos a baséfilos,
planctonicos a barofilicos (THAJUDDIN & SUBRAMANIAN, 2005). A maioria das
cianobactérias sdo mesofilicas, possuindo um crescimento 6timo em ambientes
onde a temperatura varia de 20 a 35°C e a temperatura maxima permissivel ao
crescimento &€ menor que 45°C (WATERBURY, 2006). Em ambientes onde o
potencial hidrogenibnico € neutro ou alcalino, as cianobactérias sdo mais
proeminentes (WATERBURY, 2006).

A perpetuacdo das cianoabactérias pode ser atribuida as adaptacoes
desenvolvidas para suportarem ambientes adversos, entre estas adaptacdes estao:
a fixacdo biolégica do nitrogénio — FBN, catalisada pela enzima nitrogenase
presente nos heterocistos, a regulacéo da flutuabilidade pelos aerétopos (vesiculas
gasosas), a captacdo de luz pelos pigmentos (clorofila a, principalmente, e
pigmentos acessoérios), o armazenamento de nutrientes (acinetos), a bainha de
mucilagem (protecdo contra dessecamento e agente antibacteriano) e os tipos
celulares diferenciados por reproducdo (KAEBERNICK & NEILAN, 2001; WALSBY,
1994; WATERBURY, 2006).

Devido a sua grande plasticidade ecolégica, dentre todos os organismos
fotossintéticos, as cianobactérias provavelmente apresentam a maior variedade de
habitats. Elas sédo encontradas desde ambientes terrestres aos aquaticos (marinho e
dulcicola), ambientes simbidticos, com distribuicao ubiqua no planeta (BADGER et
al., 2006). Além disso, s&o capazes de crescer em ambientes extremos como fontes
termais, desertos quentes e gelados, toleram altas radiacées UV, temperaturas de
até 73°C, pH de 4,0 (WARD & CASTENHOLZ, 2000) e salinidade de 200 ppm ou
mais (OREN, 2000). Kirkwood et al. (2008) relataram que as cianobactérias,
encontradas em ambientes hipersalinos, como as Planicies Great Salt em
Oklahoma, sao expostas a alta salinidade e as condicbes dessecantes e,
simultaneamente, devem lidar com mudancas na salinidade e temperatura devido a
variagao na disponibilidade de agua com a ocorréncia de chuva e/ou inundacgao.

As cianobactérias também possuem mecanismos para tolerar concentracoes
elevadas de metais pesados, baixas concentragbes de oxigénio (WHITTON &
POTTS, 2000) e a habilidade impar de absorver ions metalicos de solugdes aquosas



pela biomassa microbiana mesmo que as células estejam mortas
(RANGSAYATORN et al., 2002).

Estes micro-organismos também constituem uma rica fonte de compostos
biologicamente ativos com atividades antivirais, antibacterianas, antifungicas e
anticancerigenas. Adicionalmente, algumas linhagens possuem a capacidade de
acumular polihidroxialcanoatos, o qual pode ser usado como um substituto para o
plastico biologicamente nao-degradavel. Além desses, o potencial biotecnolégico
das cianobactérias inclui 0 uso em maricultura, industria de alimentos, combustivel,
fertilizantes, corantes e producdo de varios metabdlitos secundarios incluindo
toxinas, vitaminas e enzimas (ABED et al., 2009).

Mesmo com tantos trabalhos sobre cianoabactérias, os registros das ultimas
décadas focaram a sua ecologia, morfologia, fisiologia e filogenia baseada no gene
rRNA 16S, no entanto, poucas pesquisas sao direcionadas para o seu potencial uso
em biotecnologia (ABED et al., 2009).

1.2 A ORDEM PSEUDANABAENALES E A ESPECIE Geitlerinema unigranulatum

A espécie Geitlerinema unigranulatum (R.N. Singh, 1939) pertence a classe
Cyanobacteria, a subclasse Synechococcophycideae, a ordem Pseudanabaenales,
a familia Pseudanabaenaceae e ao género Geitlerinema (HOFFMANN et al., 2005).

As cianobactérias pertencentes a ordem Pseudanabaenales sao filamentosas
sem diferenciagdo celular ou homocitadas (HOFFMANN et al., 2005). As espécies
do género Geitlerinema (Figura 01) sdo cosmopolitas e ocorrem em habitats
variados, tais como agua doce (RIPPKA et al, 1979) e ambientes marinhos
(MARGHERI et al., 2003). Komarek & Azevedo (2000), em suas pesquisas de cunho
morfoldgico, ecoldgico e ultra-estrutural, mostraram que a espécie G. unigranulatum
se reproduz pela fragmentacao do tricoma formando as hormogdnias, que em certas
situacées sdao moveis, porém a fragmentacdo se da sem células necridicas. As
células apicais sao cilindricas e arredondadas, os tricomas sdo mais longos do que
largos, mais retos que ondulados e a mucilagem ¢ fina (Figura 02).



Figura 02 — Célula apical (A) e tricoma (B) de G. unigranulatum. Ca: carboxissomos,
Pa: parede celular, C: constricdo na parede celular, Ci: granulos de cianoficina, T:
tilacéides, N: nucleoplasma, M: mucilagem, P: granulos de polifosfato. Figura
adaptada de Komarek & Azevedo (2000).

No mais Komarek & Azevedo (2000) descreveram que os tricomas das
cianobactérias do género Geitlerinema raramente s&o solitarios, podendo formar
biofilme e ndo possuem aerétopos. De acordo com Lépez-Cortés et al. (2001), a
partir da observacdo microscopica das células, as linhagens desse género sdo
nitidamente moveis.

A partir da andlise morfolégica, da ultra-estrutura celular e do sequenciamento
da regido génica cpcBA em Geitlerinema, Bittencourt-Oliveira et al. (2009) n&o



encontraram  diferengas entre  Geitlerinema amphibium e  Geitlerinema
unigranulatum, sugerindo que podem se tratar de uma unica espécie. Em seus
resultados, a forma das células apicais mostrou-se arredondada-conica e
apresentaram granulos de cianoficina (local de armazenamento de nitrogénio). As
linhagens mostraram um ou dois, raramente trés ou quatro, granulos de cianoficina,
o numero de tilacéides arranjados perifericamente variou de dois a cinco,
apresentaram parede celular delgada, tilacéides com arranjo triangular ou poliedral,
inclusdées de carotendides préximas a parede celular e raros corpos de polifosfato.
Segundo Bittencourt-Oliveira et al. (2009), a pequena quantidade de corpos de
polifosfato pode estar relacionada com a fase de crescimento exponencial e com
concentracao de nutrientes usada no estudo.

Das linhagens analisadas, Bittencourt-Oliveira et al. (2009) observaram que
G. unigranulatum BCCUSP96 apresentou caracteristicas peculiares distintas, tais
como, alguns tricomas com quatro granulos por célula, alta razdo entre o
comprimento e a largura da célula, um leve espessamento na parede celular apical,
parede celular ondulada e presenca de inclusdes citoplasmaticas nao-identificadas
similares aos granulos de polissacarideos distribuidos por toda a célula.

Um total de oito linhagens de G. amphibium e G. unigranulatum e trés
sequéncias obtidas do GenBank (AF212923, AM048623, AM048624) formaram um
grupo monofilético, portanto, conforme os dados morfoldgicos, ultra-estruturais e de
sequenciamento de DNA, G. unigranulatum é um sinbnimo de G. amphibium
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2009).

Sobre a producao de metabdlitos secundarios, estudos recentes indicam que
este género possui a capacidade de produzir microcistina (RICHARDSON et al.,
2007) e toxinas do grupo microcistina/nodularina (GANTAR et al., 2009). Caicedo et
al. (2010) demonstraram que Geitlerinema Flo1 foi capaz de produzir altas
quantidades de moléculas bioativas com potencial antimicrobiano e que esta

habilidade coincidiu com o maior consumo de nitrato.
1.2.1 Representantes em diversos tipos de ambientes
Estudos tém demonstrado que espécies da ordem Pseudanabaenales sao

capazes de viver sob condicdes ambientais extremas (Tabela 03), tais como
variagdo na concentragcao de sal (BANERJEE et al., 2009; DORADOR et al., 2008;



KIRKWOOQOD et al., 2008; TATON et al., 2006), temperatura muito baixa (DORADOR
et al., 2008) ou em fontes termais (BANERJEE et al., 2009; LOPEZ-CORTES et al.,
2001) e altas radiacées UV (DORADOR et al., 2008).

Em um esforgo coletivo para estimar a diversidade de cianobactérias
originadrias das Planicies Great Salt, em Oklahoma, um ambiente terrestre
hipersalino, Kirkwood et al. (2008) demonstraram que algumas linhagens
pertencentes ao género Geitlerinema foram as Unicas que apresentaram uma taxa
de crescimento similar em salinidades que variaram de 1 a 17,5%. Destas linhagens,
uma teve um crescimento significativo em 15% de NaCl o que evidencia um carater
halofilico.

Em seus dados filogenéticos, usando o gene rRNA 16S, Kirkwood et al.
(2008) revelaram que as Planicies Great Salt possuem um amplo espectro de
diversidade filogenética baseada na analise parcial do gene 16S rRNA, na qual a
pluralidade dos isolados e dos clones ambientais agrupou com as sequéncias de
Geitlerinema ou com as sequéncias de Phormidium do GenBank. E vélido ressaltar,
que as linhagens de Pseudanabaena (ordem Pseudanabaenales) mostraram-se
halotolerantes ou ainda halofilicas.

A persisténcia de espécies do género Geitlerinema nao tem sido somente
observada em condi¢Ges de estresse por alto teor de sal. Dorador et al. (2008) foram
mais além e demonstraram que Geitlerinema carotinosum AICB 37 possui alta
plasticidade ecolégica por suportar variagdes na concentracdo de sal, baixas
temperaturas e alta radiacado UV em Salar de Huasco (3800 m de altitude) localizado
no Chile.

Por sua vez, Lopez-Cortés et al. (2001) usando uma abordagem polifasica
para revelar a diversidade de cianobactérias em Baixa Califérnia (México),
encontraram linhagens do género Geitlerinema ocorrendo em um habitat adverso,
onde a temperatura das fontes hidrotermais varia de 41°C a 58°C e na presencga de
enxofre elementar, arsénio e manganés.

Além disso, cianobactérias da ordem Pseudanabaenales também tém sido
encontradas na Antartica. A diversidade de cianobactérias de diferentes regides na
Antartica Oriental foi documentada por Taton et al. (2006). As amostras deste
trabalho foram obtidas dos Lagos Reid, Heart, Rauer e do Lago Ace, que variam,
principalmente, na salinidade. Taton et al. (2006) encontraram treze géneros de
cianobactérias, dos quais quatro pertencem a ordem ja mencionada: Arthronema sp.



(Lago Reid),

Geitlerinema deflexum (Lago Ace),

Leptolyngbya antarctica e

Leptolyngbya frigida, ambas encontradas em todos os lagos, e Schizothrix sp. no

Lago Heart.

Tabela 03. Cianobactérias pertencentes a ordem Pseudanabaenales que vivem sob

condigdes ambientais extremas.

Cianobactérias

Ambientes extremos

Referéncias

Arthronema sp.
Geitlerinema sp.

Geitlerinema

carotinosum AICB 37

Geitlerinema deflexum

Halomicronema sp.

SCyano39

Leptolyngbya sp.

Leptolyngbya sp.

0BB19S12

Leptolyngbya
Antarctica

Leptolyngbya frigida

Pseudanabaena sp.
Schizothrix sp.

Oligosalino
Hipersalino
Fontes hidrotermais

Salinidade variavel, baixas
temperaturas e alta
radiacdo UV

Salino ou hipersalino
Salinidade variavel, baixas
temperaturas e alta
radiacdo UV

Hipersalino e fonte termal

Salinidade variavel, baixas

temperaturas e alta
radiacdo UV
Salinidade variavel, baixas
temperaturas e alta
radiacdo UV
Hiposalino, oligosalino e
hipersalino
Hiposalino, oligosalino e
hipersalino
Hipersalino
Oligosalino

Taton et al. (2006)
Kirkwood et al. (2008)
Lépez-Cortés et al.
(2001)

Dorador et al. (2008)

Taton et al. (2006)
Dorador et al. (2008)

Banerjee et al. (2009)
Dorador et al. (2008)

Dorador et al. (2008)

Taton et al. (2006)

Taton et al. (2006)

Kirkwood et al. (2008)
Taton et al. (2006)




1.3 O METALOIDE TOXICO: ARSENIO

O arsénio (As) & um dos metaldides mais téxicos encontrados na natureza, e
€ proveniente de fontes antropogénicas e geoquimicas (AZEVEDO et al., 2008).
Este metaldide onipresente no ambiente, ocorre sob 200 formas diferentes de
minerais (MANDAL & SUZUKI, 2002) e é normalmente encontrado em pequenas
quantidades (1,5 a 2 mg/kg) nas rochas (CONCHA et al, 2006). Com base nas
normas brasileiras que determinam a qualidade da agua, o valor limite maximo de
arsénio inorganico na agua para consumo humano € 10 pg/L ou 0,00013 mM
(BRASIL, 2008). A Australia possui a norma nacional mais rigorosa no que diz
respeito a concentracdo de arsénio na agua potavel aceitavel para o consumo
humano, estabelecendo um limite de 7 ug/L. Esse valor é consideravelmente
discrepante, quando comparado aos 50 ug/L que foram definidos como limite em
Nepal e em Bangladesh (ASADULLAH & CHAUDHURY, 2011; THAKUR et al,
2011).

De acordo com Carepo et al. (2004), o arsénio é liberado e/ou utilizado pelas
seguintes atividades antropogénicas: mineracao, producao de vidro, industrias de
semicondutores e chip de computador, inseticidas, rodenticidas, herbicidas e alguns
outros tipos de agroquimicos. Além disso, compostos que contém arsénio séo
amplamente usados na medicina e como aditivos alimentares para animais
(MUKHOPADHYAY et al., 2002). Ha relatos de que o arsénio também foi utilizado
na producado e no armazenamento de armas quimicas de bases militares antigas no
leste da Europa (OREMLAND & STOLZ, 2003).

Existem varios registros de contaminacdo ambiental por arsénio. Mandal &
Suzuki (2002) agruparam alguns paises de acordo com a fonte de contaminagao por
arsénio: natural (Taiwan, Chile, india, México, Argentina, Estados Unidos, Canada,
Hungria, Nova Zelandia, Pol6nia, Alaska, Espanha, Sri Lanka, China, Bangladesh,
Japdo e Vietnd), industrial (Tailandia, Filipinas, Japdo, india, Australia,
Checoslovaquia, Canada, Grécia, Gana, Estados Unidos, Rodésia, México, Suécia,
Escécia e Bulgaria) e alimentos e bebidas (Japao, Inglaterra, Alemanha e China).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), dentre esses paises, em
Bangladesh a contaminacdo da agua potavel por arsénio representa a pior
catastrofe ambiental na histéria humana (JOHNSTON et al., 2010; MUKHERJEE et
al., 2006). A contaminacdo macica por arsénio neste pais esta relacionada as
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instalacées de tubos hidraulicos e a consequente distribuicdo de agua contendo
altas concentragdes de arsénio (ASADULLAH & CHAUDHURY, 2011). Estima-se
que em Bangladesh 57 milhdes de pessoas foram cronicamente expostas as aguas-
subterr@neas com concentracao de arsénio excedendo o padrao estabelecido pela
OMS (CHEN et al., 2011).

No Brasil, a contaminagcdo ambiental conduzida pelo arsénio é proveniente de
atividades como mineragao do ouro (Quadrilatero Ferrifero), mineragdo do chumbo e
do zinco (Vale do Ribeira SP-PR) e mineracao do manganés (Amazonas e a area de
Santana — AP) (FIGUEIREDO et al., 2007; PEREIRA et al., 2010; SANTOS et al.,
2003).

Em um levantamento de dados sobre concentracdo de arsénio em rios da
Amazénia, Scarpelli (2005) relatou que proporcdes consideraveis de arsénio no Rio
Amazonas sao oriundas dos Andes e que, provavelmente, estao relacionadas com a
mineralizacdo do ouro e de certos metais em elevadas altitudes nas montanhas
andinas. Em termos quantitativos, mais de cinco toneladas de arsénio sao
transportadas anualmente para o Oceano Atlantico (SCARPELLI, 2005).

O arsénio existe na natureza em quatro estados de oxidacéao, As(-1ll), As(0),
As(lll) e As(V), o que torna este um metaldide presente em varias condi¢coes
ambientais e, simultaneamente, dificulta as técnicas de remediacdo ambiental (TSAI
et al., 2009). As duas principais formas de liberacdo natural do arsénio sédo a
erupcao vulcanica (MATSCHULLAT, 2000) e o intemperismo das rochas (PFEIFER
et al., 2002). A partir do momento em que o arsénio € liberado, em condigcdes
oxidantes, a forma quimica arsenato [+5, As(V), AsO4>] pode ser obtida do arsenito
[+3, As(lll), AsOs>], em condicdes anaerdbicas forma-se arsenito (CAREPO et al.,
2004; MUKHOPADHYAY et al., 2002) e o arsénio elementar [As(0)] em um ambiente
extremamente redutor, este dentre os trés é o mais nocivo (TURPEINEN et al.,
2002).

A forma inorganica do arsénio predominante na agua, o arsenato, é
fortemente adsorvida a superficie de diversos minerais, uma propriedade que
restringe a mobilidade hidrolégica do arsenato, ao passo que, 0 arsenito é pouco
adsorvido e, desta forma, no ambiente aquéatico é mais mdével que o arsenato
(OREMLAND & STOLZ, 2003). Dependendo da condicao fisico-quimica do meio,
alguns compostos de arsénio podem ser facilmente solubilizados na agua
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(OREMLAND et al., 2005) e captados por micro-organismos, resultando em altos
niveis de biodisponibilidade (BRYAN et al., 2009).

Organismos marinhos como algas, crustaceos e peixes biotransformam o
arsenato em compostos organicos (formas metiladas - biometilag&do), podendo ainda
armazena-lo na forma de arsenoacgucares e arsenolipidios que sao convertidos em
arsenobetaina e esta, posteriormente, é excretada ou nao (MUKHOPADHYAY et al.,
2002) (Figura 03). Na dinamica da transformagao do arsénio pelas algas, o arsenato
€ reduzido ao arsenito, o qual é, entdo, metilado ao acido monometilarsénico (MMA)
e acido dimetilarsénico (DMA) (HELLWEGER et al., 2003). A arsenobetaina é a
espécie mais comum de organoarsénio em animais marinhos e os arsenoacucares
sdo as principais espécies de arsénio encontradas em plantas (WANG & ZHAO,
2009). No ambiente também sao encontradas as arsinas metiladas que, por serem
volateis, sao rapidamente liberadas para atmosfera (TSAI et al., 2009).

A exposicao humana ao arsénio ocorre através das vias respiratéria (poeira e
fumaca), oral (4gua e alimentos) e, ocasionalmente, dérmica. O arsénio pode ser
acumulado principalmente, na pele, cabelo e unhas, e excretado pela urina, fezes e,
em menor quantidade, pelo suor (BARRA et al., 2000; MANDAL & SUZUKI, 2002;
MATSCHULLAT et al., 2000). A exposicao prolongada ao metalbéide acarreta em
conjuntivite, doengas cardiovasculares, disturbios no sistema nervoso central e
vascular periférico, e pode evoluir a um cancer de pele, pulméao, bexiga e rins
(CERVANTES et al., 1994; BARRA et al., 2000; MATSCHULLAT et al., 2000).

O arsenito, especificamente, liga-se aos receptores hormonais, interferindo na
sinalizagdo normal da célula (KALTREIDER et al., 2001). Além disso, sabe-se que
diferentes formas quimicas do arsenito sdo capazes de danificar proteinas, lipideos
e DNA, o que provavelmente € a causa direta da carcinogenicidade do arsenito (LIU
et al.,, 2001). De acordo com um estudo conduzido por Wasserman et al. (2004) em
Bangladesh, a ingestdo de agua potavel contaminada por arsénio foi associada com
a reducgao da funcgéo intelectual de criancas de 10 anos.



12

Liberagdo do R
arsénio por fontes
naturais ¢

antropog€nicas
¥

Contaminagio
—— | ambiental: solo,
aguae ar

\

Contaminagio
humana pelo ar e
poringestio de
dguapoluida

Excrecao de
compostos de <«
arsé€nio orginicos

reduglio, .
<«— | Arsenato Arsenito
oxidacio

Biomagnificagio e l
exposicio humana Bioacumulagio
por ingestio de < por produtores
alimentos primarios
contaminados

Figura 03 - Ciclo biogeoquimico do arsénio.

Na presenca de oxigénio, alguns micro-organismos obtém energia pela
oxidagao do arsenito, que funciona como um doador de elétron no inicio da cadeia
respiratéria. Neste processo, a enzima arsenito oxidase respiratéria (Aso ou Aox) é
responsavel por catalisar a oxidagdo do arsenito ao arsenato. Por outro lado, o
arsenato pode agir como um receptor de elétron terminal na cadeia respiratoria
anaerodbica, onde a arsenato redutase respiratéria (Arr) reduz arsenato ao arsenito
pela atividade da subunidade ArrA, e ArrB promove a transferéncia dos elétrons
(MESSENS & SILVER, 2006; SILVER & PHUNG, 2005) (Figura 04).
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A. Arsenito Oxidase  B. Arsenato Redutase
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Figura 04 — Uso do arsenito e arsenato na cadeia respiratoria bacteriana. Figura
adaptada de Silver & Phung (2005).

Um aspecto da quimica do arsénio, relevante para a atividade biologica é a
reatividade do arsenito, que é capaz de formar fortes ligacées com grupos funcionais
tais como os grupos sulfidrilas dos residuos de cisteina e o nitrogénio imidazélico
dos residuos de histidina. Esta propriedade confere ao arsenito maior toxicidade que
o arsenato (ROSEN, 2002).

Pela similaridade quimica entre o arsenato e o fosfato, € possivel a passagem
do arsenato para o meio intracelular, utilizando o sistema de transporte de fosfato
(CAREPO et al.,, 2004). O arsenato pode, entdo, ser um substrato alternativo do
fosfato inorganico em muitas reagdes enzimaticas, levando a alteracdo de varios
processos celulares (GONG et al, 2009), incluindo a fosforilacdo oxidativa
(OREMLAND et al., 2009). Como forma de prote¢do a toxicidade do arsénio, alguns
micro-organismos desenvolveram um mecanismo de resisténcia ao arsénio, que é
conferida pelas proteinas codificadas pelo operon ars. A proteina ArsR controla os
niveis basais de expressdo do operon ars, o gene arsB codifica uma permease
membrana, que € responsavel pelo efluxo do arsenito a partir da energia do
potencial de membrana, e o produto do gene arsC € uma arsenato redutase, que
catalisa a reducdo do arsenato para arsenito, sendo este eliminado pela permease
ArsB (CAREPO et al., 2004; MUKHOPADHYAY et al., 2002).

Segundo Rosen (2002), o arsenito pode ser tanto transportado para fora da

célula como para o interior de um vacuolo através de transportadores especificos. A
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reducdo de um ion menos tdxico (arsenato) em um mais tdxico (arsenito),
provavelmente esta relacionada ao sistema de detoxificagdo do arsenito que surgiu
primeiro, quando a atmosfera primordial ainda ndo era oxidante e, portanto, a
respiracao era anaerdbica. A forma oxidada arsenato sé surgiu quando a atmosfera
tornou-se rica em oxigénio molecular (SILVER & PHUNG, 2005).

1.3.1 Mecanismos bioquimicos de resisténcia ao arsénio em micro-

organismos

Como estratégia de sobrevivéncia, a bactéria Escherichia coli apresenta dois
transportadores de fosfato, compreendendo os sistemas Pit, transportador de fosfato
inorganico, e Pst, transportador especifico para fosfato (constituido por PstB, PstC e
PhoS), sendo que o sistema Pit € o mais comum para a via do arsenato. O arsenito,
por sua vez, possui como transportador o facilitador glicerol (GlpF), uma
aquagliceroporina (proteina transportadora de glicerol e membro da superfamilia
aquaporina), que viabiliza a permutacdo de solutos organicos neutros, como o
glicerol e a ureia (MUKHOPADHYAY et al., 2002; ROSEN, 2002).

Como mencionado anteriormente, no interior da célula o arsenato é reduzido
ao arsenito através da acdo enzimatica da arsenato redutase (Figura 05). Nas
bactérias existem duas familias de arsenato redutase, independentemente
desenvolvidas, que utilizam diferentes doadores de elétrons (MUKHOPADHYAY et
al., 2002). A primeira familia é representada pela proteina ArsC do plasmideo da E.
coli R773 que utiliza glutationa reduzida (GSH) e glutaredoxina (Grx) como agente
redutor. A segunda familia de arsenato redutase, dependente de tioredoxina, é
representada pelo produto do gene arsC do plasmideo de Staphylococcus aureus
pl258 e Bacillus subtilis, a qual esta relacionada a familia das proteinas tirosina
fosfatases de massa molecular baixa (ROSEN, 2002; SILVER & PHUNG, 2005).

Em micro-organismos, ha duas familias de transportadores de arsenito,
responsaveis por expulsar o arsenito da célula e, portanto, envolvidas no mecanismo
de detoxificacdo. Uma delas é representada pelo produto do gene arsB, presente no
plasmideo de E. coli R773 e em S. aureus pl258, uma proteina membrana integral
com 12 segmentos que, usando o potencial de membrana, expulsa o arsenito. A

proteina ArsB, em associacdo com uma bomba de efluxo especifica dependente de
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ATP (produto do gene arsA), pode expulsar o arsenito citoplasmatico. Além da
sensibilidade ao arsenito, esta familia também transporta antimonito [Sb(lll)]. Por
outro lado, a segunda familia de transportadores de arsenito inclui a proteina ArsB
de B. subtilis e a proteina ARR3 de Saccharomyces cerevisiae. Esses
transportadores (familia ArsB/ARR3) sao proteinas integrais de membrana com 10
segmentos. Células com a proteina ARR3 exportam o arsenito, mas nao o
antimonito (AZEVEDO et al., 2008; LOPEZ-MAURY et al., 2003; MUKHOPADHYAY
et al., 2002; ROSEN, 2002).

As(lll) \
As(OH),

Figura 05 - Mecanismo bioquimico de resisténcia ao arsénio em E. coli. Figura
adaptada de Mukhopadhyay et al. (2002).

Nos plasmideos e cromossomos de bactérias Gram-positivas, os operons de
resisténcia ao arsénio (ars) apresentam cinco genes, arsABCDR, correspondendo
aos quatro genes citados e um gene adicional, arsD, que atua como uma
metalochaperona, transferindo o arsenito para a ArsA e intensificando sua atividade
ATPasica (LIN et al., 2006; MUKHOPADHYAY et al., 2002).

Em cianobactérias ja foram descritos quatro mecanismos de interacao metal-
células: adsorcao-biossorcao, complexacao, bioacumulacao e biotransformacgéo. As
espécies capazes de acumular ou concentrar substancias em uma superficie ou

interface, realizam o mecanismo de adsorcao e em seguida, biossorcdo e quando
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realizam a complexacado formam agregados do metal na parede das células e em
outras superficies externas. Os dois mecanismos, adsorgcao-biossorcdo e
complexagéo, podem acontecer em células vivas ou mortas e envolvem processos
fisico-quimicos (processo passivo). O armazenamento em algumas inclusdes
celulares, como granulos de polifosfato, com gasto de energia corresponde ao
processo de bioacumulagdo. A biotransformacao ocorre quando a cianobactéria
realiza a transformacdo de ions metalicos através de metabdlitos, como
metalotioneinas (COSTA, 2003; GARDEA-TORRESDEY et al., 1998).

No caso de biotransformacéo, as cianobactérias respondem a uma variedade
de ions-metais e aos oxianions de arsénio pela producdo de proteinas
(metalotioneina), que se ligam aos metais sequestrando-os e evitando a acumulagao
de metais tdxicos livres no interior da célula. Especificamente, o ion-metal interage
com os grupos tidis dos residuos de cisteina da proteina repressora, a qual regula a
transcricao da metalotioneina (YBARRA & WEBB, 1998).

1.4 ESTUDOS DE RESISTENCIA AO ARSENIO EM CIANOBACTERIAS

Muitos estudos tém demonstrado que as cianobactérias apresentam
resisténcia aos metais pesados em quantidades substanciais. Em uma pesquisa
sobre a toxicidade e biossor¢cao de cadmio em culturas de Spirulina (Arthrospira)
platensis, pertencente a ordem Oscillatoriales, Rangsayatorn et al. (2002)
evidenciaram a alta capacidade de absorcdo de cadmio (gmax=98,04) por esta
cianobactéria. Tal habilidade também foi observada em Phormidium limnetica, que
biotransformou, eficientemente, Hg(ll) em Hg(0) e B-HgS (LEFEBVRE et al., 2007).

Além desses metais, 0 arsénio também tem sido relatado como um metal6ide
ao qual cianobactérias sao capazes de resistir (Tabela 03). Espécies de
cianobactérias sdo capazes de crescer na presenca de altas concentracdes de
arsenato, acima de 100 mM, e em concentragcbes mais baixas de arsenito
(SRIVASTAVA et al., 2009). Em concordancia, esta resisténcia ao arsénio foi
caracterizada na cianobactéria Synechocystis sp. linhagem PCC 6803, a partir de
homologias com genes ars de outras espécies, evidenciando a presenca de trés
genes: arsB, arsH e arsC (LOPEZ-MAURY et al., 2003). Para verificar se o operon
arsBHC estava ativo na resisténcia ao arsénio, Lépez-Maury et al. (2003) geraram



Tabela 04. Cianobactérias resistentes ao arsenato.

Cianobactéria Concentracao de arsenato (mM) Modificacao na concentracao de Periodo do Referéncia
fosfato do meio de cultura (mM) experimento

Anabaena sp. PCC7120 40 mM Na;HAsO. - 15 dias Pandey et al. (2011)

Anabaena variabilis 75 mM NaHAsO, Sem fosfato 1 dia

0,33 mM

Thiel (1988)

Geitlerinema UFV-EO01 0,024 mM Na;HAsO, 6,5.10°mM Gomes et al. (2007)
17,5.10° mM

Microcystis aeruginosa FACHB 905 0,01 mM NaoHAsO, Sem fosfato 17 dias Guo et al. (2011)
0,001 mM 49 dias
0,01 mM 49 dias
0,175 mM 43 dias

Phormidium sp. 30 mM Na;HAsO, em meio liquido 20-25 dias Shaheen et al. (2007)

Synechococcus sp. 1,3 mM KH,AsO, Sem fosfato 12 dias Takahashi et al. (2001)

0,001 a0,2mM

*Corresponde a concentragdo capaz de inibir 50% da cultura de cianobactéria.

LT
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mutacdes em cada um dos genes do operon. Na analise com arsénio (arsenato e
arsenito) e antiménio, os mutantes arsC foram sensiveis somente ao arsenato,
enquanto que as linhagens mutantes arsB foram hipersensiveis ao arsenito,
arsenato e antimonito [Sb(lll)]. A partir disso, concluiram que a proteina ArsB de
Synechocystis é o primeiro membro da familia ArsB/ARR3 que exporta tanto o As(lll)
como o Sb(lll). Para Lépez-Maury et al. (2003) isso pode ser explicado pela
evolugao convergente das familias de transportadores de arsenito. Os mutantes
arsH, por sua vez, nao mostraram alteragdes Obvias sob as condicbes testadas.

Além dos genes do operon arsBHC, Lopez-Maury et al. (2009) identificaram
dois genes idénticos e préximos, arsl1 e arsl2, designados assim, por codificarem
proteinas idénticas pertencentes a familia de arsenato redutase de E. coli. Mesmo
com as mutagdes em um dos genes ars/ (mutacado simples) ou nos dois genes arsl/
(mutacao dupla), as células de Synechocystis sp. PCC 6803 mostraram um nivel de
resisténcia ao arsenato similar ao nivel observado na linhagem desprovida de
mutacao (selvagem). Segundo os autores, esse resultado pode ser explicado pela
presenca da proteina ArsC, 0 que os levou a sugerir que as proteinas Arsl1 e Arsl2
desempenham um papel secundario na resisténcia ao arsenato em Synechocystis.

As linhagens mutantes simples e dupla no gene arsl, as linhagens mutantes
tanto em um dos genes ars/ como no gene arsC e a linhagem selvagem foram
afetadas quando expostas ao arsenato (100 mM) e a baixa concentracao de fosfato.
Nao obstante, estas linhagens mostraram resisténcia quando submetidas ao meio
contendo arsenato (100 mM) e maior quantidade de fosfato. Sob esta ultima
condicdo, a linhagem mutante em todos os genes que codificam as arsenato
redutases (arsC, arsl1 e arsl2) mostrou-se 50% menos tolerante em comparacao as
demais linhagens. Para Lopez-Maury et al. (2009), isso demonstra que o transporte
de arsenato é influenciado pela presenca de fosfato e, portanto, este composto tem
um efeito protetor contra a toxicidade do arsénio. Em contrapartida, Thiel (1988)
considera que a protecao das células de Anabaena variabilis em um meio com
arsenato e fosfato é atribuida a competicao entre ambos pelas vias metabdlicas, em
vez da competicdo por transporte. Paralelamente, 0 mesmo autor sugere que em
organismos altamente resistentes, exista um sistema de transporte seletivo, o qual
inviabiliza a penetragdo do arsenato, e que na vias metabdlicas o arsenato € um
fraco concorrente para o fosfato, o que, por fim, permitiria a tolerancia as altas
concentragdes de arsenato.
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Em procariotos, a resisténcia aos metais e metaldides é atribuida ao
mecanismo de defesa enzimatico contra o extresse oxidativo e a protecao mediada
por compostos relacionados ao estresse (CIPRANDI, 2011; MUKHOPADHYAY et
al., 2002; BHATTACHARYA & PAL, 2011). Em pertinéncia, Bhattacharya & Pal
(2011) demonstraram que a cianobactéria Phormidium laminosum suportou
determinadas concentracées de arsenato pela atividade de enzimas antioxidantes,
assim como a cianobactéria Anabaena doliolum (SRIVASTAVA et al, 2009). De
acordo com Srivastava et al. (2009), o dano oxidativo e a inducao do sistema de
defesa antioxidante sdo mais proeminentes na presenca de arsenato do que de
arsenito. Apesar de o arsenito ser um indutor do estresse oxidativo, o arsenato além
de ser um analogo estrutural do fosfato, permitindo que entre na célula e altere os
processos biolégicos que requerem o fosfato, sofre especiacao formando arsenito o
qual é mais um agravante e cuja transformacédo gera radicais superéxido. Desta
forma, o arsenato torna-se o principal indutor do dano oxidativo em cianobactérias.
Provavelmente, o motivo que torna o arsenato o causador da severidade do estresse
oxidativo seja a producao de oxigénio pela cianobactéria, tornando o meio oxidante
0 que pode favorecer a permanéncia e a estabilidade do arsenato (SRIVASTAVA et
al., 2009).

Para se proteger da toxicidade do arsenato, outra cianobactéria,
Synechococcus sp. PCC 7942, expressou o0 gene smtA, que codifica a
metalotioneina, quando foi exposta a um meio contendo fosfato limitado e 100 uM de
arsenato, em contrapartida, quando exposta a fosfato suficiente e a mesma
concentracdo de arsenato, ndo ocorreu a transcricdo da metalotioneina. De acordo
com Ybarra & Webb (1998), isso ¢é justificado pela atividade altamente seletiva do
sistema Pst em discriminar fosfato de arsenato, quando aquele esta em uma
quantidade suficiente para permitir o crescimento normal da cianobactéria,
inviabilizando a interacdo entre arsenato e a proteina repressora da transcricdo da
metalotioneina.

Gong et al. (2009), por sua vez, analisaram os efeitos do arsenato sobre o
conteudo de microcistina, uma cianotoxina, de Microcystis linhagem PCC 7806 em
diferentes regimes de fosfatos. As células de Microcystis continuaram crescendo,
quando submetidas as concentracbées de 0,01 uM e 100 uM de arsenato, e quanto

maior a concentracdo de arsenato e de fosfato, maior a quantidade de microcistina
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produzida pelas células. Por este resultado, os autores especularam que o
polifosfato celular fornece a carga de energia e auxilia as enzimas necessarias para
a sintese de microcistina, dando suporte para a producdo de metabdlitos
secundarios em resposta ao arsenato. Este, por outro lado, estaria envolvido na
regulacdo da sintese de microcistina, em virtude do crescimento satisfatorio e da
maior producdo desta cianotoxina pelas células de Microcystis na presenca de
arsenato e fosfato.

As células que nado foram precondicionadas a falta de fosfato, quando
submetidas ao meio contendo 100 uM de arsenato, mostraram um pequeno
aumento na concentragdo de microcistina extracelular, devido a lise de algumas
células. Apesar disso, a porcentagem de microcistina extracelular foi baixa em
relacdo ao total de microcistina produzida e nao diferiu das amostras controle (néo
tratada com arsenato) (GONG et al., 2009). Baseados em seus resultados, Gong et
al. (2009) sugeriram ainda que Microcystis linhagem PCC 7806 foi tolerante ao
arsenato e que esta habilidade ndo esta relacionada ao conteudo de fosfato intra e
extracelular. Segundo os autores, a alteracdo na fisiologia das células ou a
capacidade de reduzir a toxicidade do arsenato externo permitiram que essa
cianobactéria resistisse a presenca do metaldide. Divergindo disso, experimentos
com a cianobactéria marinha Synechococcus sp. mostraram que o fosfato é
responsavel por inibir a incorporacdo do arsenato e, desta forma, ameniza a
toxicidade do metal6ide nas células cianobacterianas (TAKAHASHI et al., 2001).

Em um estudo similar ao de Gong et al. (2009), Guo et al. (2011)
evidenciaram a presenca de arsenato, arsenito e DMA no meio extracelular em
condicbes de auséncia (0 uM) e de excesso (175 uM) de fosfato nas culturas de
Microcystis aeruginosa FACHB 905 sob 1 e 10 uM de arsenato. Enquanto que, nas
condicoes de fosfato limitado (1 uM) e meio rico em fosfato (10 uM), arsenato e DMA
foram detectados no meio extracelular em ambas as concentracdes de arsenato
utilizadas. Dessa forma, a variacdo na concentracdo de fosfato, considerando a
concentracao de arsenato utilizada, foi o que mais afetou a especiacao do arsénio e
o sistema de captacao de fosfato, cujos sistemas Pit e Pst foram ativados sob 0, 1 e
10 uM de fosfato e 175 uM de fosfato, respectivamente. Além disso, esses autores
relataram que os diferentes niveis de fosfato, nos meios com 1 e 10 uM de arsenato,

também influenciaram o crescimento de Microcystis aeruginosa FACHB 905, de
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forma que esta cianobactéria mostrou-se mais resistente em altas concentracdes de
fosfato.

Shaheen et al. (2007) inferiram sobre uma outra forma de alteracdo da
toxicidade do arsenato: a toxicidade das mesmas concentracées de arsenato difere
com a variacdo ou mudanca das condi¢coes de crescimento para as cianobactérias.
Comparando o crescimento de quatro géneros de cianobactérias cultivadas em meio
liquido e em meio sélido sob altos niveis de arsenato, estes autores observaram que
quando cultivadas em meio liquido, todas foram tolerantes até uma determinada
concentragdo. Porém, quando cultivadas em meio sélido e expostas as mesmas
concentracdes de arsenato, as condi¢gées permitiram que Calothrix sp. crescesse em
até 3 mM, enquanto que as outras cianobactérias nao sobreviveram em qualquer
uma das concentracgoes.

Além do limite de toleradncia as concentracdes de arsenato, Shaheen et al.
(2007) relataram a capacidade de bioacumulacdo e descontaminagdo do meio
contendo arsenato pelas cianobactérias. A habilidade de cianobactérias em reduzir
grandes quantidades de arsénio do ambiente no qual se encontram, também foi
estudada por Huq et al. (2007), os quais demonstraram que a presenga de quatro
algas e de trés cianobactérias (Oscillatoria, Lyngbya e Gloeotrichia), foi responsavel
por reduzir a concentracao de arsénio nas raizes e nos galhos das plantas de arroz
em até 74% e 40,11%, respectivamente. Gomes et al. (2007), citam que ha
evidéncias de que as cianobactérias e as algas possuem a capacidade de acumular
arsénio intracelularmente e biotransformar as formas tdéxicas em formas nao téxicas.

Recentemente, foi comprovado que a cianobactéria Anabaena sp. PCC7120 é
capaz de crescer em 40 mM de arsenato durante 15 dias. Neste experimento
pioneiro desenvolvido por Pandey et al. (2011), a cianobactéria Anabaena sp.
PCC7120 em meio suplementado com 40 mM de arsenato teve seu crescimento
inibido depois de 24 horas, porém nos dias seguintes até o décimo quinto dia o
crescimento desta cianobactéria foi restabelecido comparado ao controle
(cianobactéria nao tratada com arsenato). A quantificagcdo do arsénio intracelular, a
analise da atividade da arsenato redutase e a analise dos transcritos de putativos
genes de efluxo do arsenito evidenciaram que a cianobactéria Anabaena sp.
PCC7120, em 24 horas de exposicao a 40 mM de arsenato, sofreu inibicdo de
crescimento pela entrada deste metaldide e alteracdo das vias metabdlicas

envolvidas em sistemas essenciais para a sobrevivéncia deste micro-organismo.
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Contudo, este quadro reverteu nos dias seguintes pelo aumento das atividades da
arsenato redutase e de efluxo do arsenito e, portanto, a diminuicdo da quantidade do
arsénio intracelular.

Em sua pesquisa Gomes et al. (2007), mostraram que a absorcdo de
arsenato, em Geitlerinema unigranuatum UFV-EOQ1, foi maior em células cultivadas
em um meio com baixa concentracdo de fosfato, sendo que a Unica alteracao
morfolégica observada foi a presenca de granulos densos no citoplasma, sem
reducdo na producdo de biomassa. Desta forma, sugeriram que o conhecimento
destes processos associados ao potencial biorremediador das algas e
cianobactérias, viabiliza a utilizacdo destes organismos na descontaminacao de
ambientes impactados com o arsénio.

Uma vez que G. unigranulatum UFV-EO01 foi capaz de sobreviver na presenca
de arsénio (GOMES et al., 2007), sugere-se que esta cianobactéria possui algum
mecanismo de resisténcia a este metaldide. Assim, estudos que venham demonstrar
o potencial bioquimico e genético de organismos tolerantes ao arsénio sdo fontes
promissoras de informagdes para pesquisas futuras e para aplica-las em um manejo
ambiental nas areas contaminadas. Além disso, como G. unigranulatum UFV-EO1 foi
isolada de um ambiente contaminado por arsénio, propde-se que esta cianobactéria
suporte concentracdes mais elevadas deste metalbide.
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2 OBJETIVOS

2.1  GERAL

Analisar o crescimento e o perfil bioacumulativo da cianobactéria Geitlerinema

unigranulatum UFV-EO1 na presenca de arsenato de sodio.

2.2 ESPECIFICOS

- Determinar as concentragdes toxicas do arsenato de sbdio para as células
de G. unigranulatum UFV-EO1;

- Analisar o padrao de crescimento de G. unigranulatum UFV-E01 exposta ao
arsenato de sédio;

- Quantificar o arsénio total presente no meio de cultura em determinados dias

de crescimento da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  CULTIVO DA CIANOBACTERIA Geitlerinema unigranulatum UFV-E01

O isolado de G. unigranulatum UFV-EO01 foi cedido pela prof?. Rosane Aguiar
do Departamento de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Vigosa (MG). A
amostra foi isolada do solo de uma regiao de mineracdo (Paracatu-MG) com
registros de contaminagdo por arsénio. Para a manutencdo da cultura, a
cianobactéria foi cultivada em 50 mL de meio BG11 liquido (ALLEN, 1968) (Tabela
05) a 25°C, sendo submetida a um fotoperiodo de 12/12 h de luz/escuro. Essas
condicdes de crescimento foram utilizadas em todos os experimentos desenvolvidos

neste trabalho.

Tabela 05. Composicao do meio de cultura BG11 (ALLEN, 1968).

Componentes estoque (g/l) Usar por litro Concentracao
final (g/l)
1. NaNO; 150 10 ml 1,5
2. K2HPO4 40 1 ml 0,04
3. MgS0,.7H,0 75 1 ml 0,075
4. CaCl..2H.,0 36 1 mi 0,036
5. Acido citrico 6 1 ml 0,006
6. Citrato de 6 1 ml 0,006
amonio férrico
7. Na,EDTA 1 1 ml 0,001
8. Micronutrientes - 1 mi -
9. Carbonato de 20 1 ml 0,02

sodio
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3.2 CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA CIANOBACTERIA G.
unigranulatum UFV-E01 AO ARSENATO DE SODIO

Para a padronizagdo da quantidade do in6culo de G. unigranulatum UFV-EO1,
foram retirados pequenos circulos com o mesmo diametro (5 mm), lado a lado, de
uma cultura de G. unigranulatum UFV-EO1 com 20 dias de crescimento em placa de
Petri (BG11 sélido), utilizando uma ponteira estéril de 1000 pL e por seguinte, foram
colocados individualmente em tubos rosqueaveis 130x10 mm. Este método de
inoculagdo foi utilizado em todas as etapas que requeriam o crescimento
cianobacteriano. Nos tubos rosqueaveis 130x10 mm, esta cianobactéria foi cultivada
em 4 mL de meio BG11 (ALLEN, 1968) acrescido de diferentes concentragdes de
arsenato de sodio (NazHAsOy), correspondente a 0, 5, 10, 30, 50, 100, 130, 150, 200
e 250 mM, em triplicatas por 20 dias.

Uma vez que, a producdo de biomassa €& proporcional ao conteudo de
clorofila a, conhecendo-se a concentracao desse pigmento para G. unigranulatum
UFV-EO1, foi possivel determinar o crescimento desta cianobactéria ao longo do
tratamento com arsenato de sédio, seguindo a metodologia descrita por Aguiar
(1992) com algumas modificagdes (subtdpico 3.2.1).

A toxicidade do arsenato de sodio para G. unigranulatum UFV-EO01 foi
caracterizada pela inibicdo do crescimento desta cianobactéria exposta em
comparacdo com um grupo controle ndao exposto. Com isso, foi determinada a
concentragdo maxima de arsenato de sddio na qual a cianobactéria ainda cresce.
Esses dados foram analisados, estatisticamente, pela ANOVA (Biestat), sendo
considerados significativos os valores de p<0,05.

3.2.1 Extracao e quantificacao de clorofila a

Inicialmente, o inoculo presente nos tubos rosqueaveis 130x10 mm foram
homogeneizados em um voértex, transferidos para tubos eppendorf de 2 mL e
precipitados por 10 minutos a 13000 rpm e a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes obtidos pela centrifugacédo foram descartados no experimento para a
caracterizagdo da resisténcia da cianobactéria ao arsenato de sédio, porém, para a
quantificacao do arsénio total extracelular, os sobrenadantes foram reservados em
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tubos eppendorf de 2 mL para analises posteriores. Em seguida, aos precipitados foi
adicionado 1 mL de metanol 100% na proporcéao de 9:1, para a extragao de clorofila,
e os tubos eppendorf foram envolvidos em papel aluminio evitando a penetracdo de
luz.

Entéo, os tubos eppendorf foram submetidos a vigorosa agitacdo em vértex e
deixados em repouso durante 15 minutos no escuro e em temperatura ambiente,
com a finalidade de obter a extracdo maxima de clorofila. Posteriormente, os tubos
foram centrifugados por 20 minutos a 13000 rpm e a temperatura ambiente para a
obtencdo do sobrenadante. Para determinar a concentracdo de clorofila a, as
amostras foram monitoradas por mudancas na densidade 6tica (DO), sendo que a
leitura da absorbancia do extrato metandlico foi realizada em um comprimento de
onda de 665 nm, usando metanol puro como o branco:

Célculo da concentracao de clorofila a:

C (ng/mL)= DOggsnm X 12,7 (MEEKS & CASTENHOLZ, 1971), onde

C: concentracao de clorofila a;

DO: absorbéancia do extrato metandlico;

12,7: coeficiente de absortividade para a clorofila extraida com metanol.

3.3 CURVAS DE CRESCIMENTO DA CIANOBACTERIA G. unigranulatum UFV-
E01 EXPOSTA E NAO EXPOSTA AO ARSENATO DE SODIO

Caracterizada a resisténcia de G. unigranulatum UFV-EO01 para o arsenato de
sodio, as curvas de crescimento, controle e tratadas, desta cianobactéria foram,
entdo, descritas a partir da determinacao da concentracao de clorofila a (subtépico
3.2.1). As informagdes obtidas da caracteriza¢do da resisténcia ao arsenato de sodio
foram fundamentais para discriminar as concentra¢des de arsenato de sodio téxicas
e nao toxicas para a cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO01 e, desta forma
realizar o experimento posterior, a curva de crescimento da cianobactéria tratada
com arsenato de sédio e do grupo controle.

Neste experimento, a cianobactéria foi inoculada em meio BG11 (ALLEN,
1968) com e sem arsenato de sodio, correspondendo a 48 tubos rosqueaveis
130x10 mm para cada tratamento (0, 50 e 150 mM), considerando as triplicatas. As

determinacdes das concentracdes de clorofila a (subtopico 3.2.1) da cianobactéria
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G. unigranulatum UFV-EO1 eram realizadas periodicamente a cada 2 ou 3 dias em
um periodo de 35 dias tanto para o experimento controle quanto para os tratados.
Além disso, nos mesmos dias em que foram realizadas as quantificacdes de clorofila
a, o meio de crescimento foi separado em tubos eppendorf de 2 mL para a dosagem
de arsénio.

Depois de obtidas as curvas de crescimento da cianobactéria tratada e nao
tratada com arsenato de sodio, foram realizadas as dosagens de arsénio dos meios

de cultura.

3.4 QUANTIFICACAO DO ARSENIO TOTAL EXTRACELULAR

Dentre os dezesseis dias nos quais foram realizadas as quantificacbes de
clorofila a e, paralelamente, a coleta do meio de cultura, cinco tempos de
crescimento foram selecionados para a dosagem de arsénio dos meios de cultura
com concentragdo inicial de 50 mM de arsenato de sédio e comparagdo com 0 meio
de cultura sem arsenato de sodio. Os tempos de crescimento escolhidos para a
dosagem de arsénio foram: tempo zero de crescimento, quinto dia de crescimento,
décimo dia de crescimento, décimo sétimo dia de crescimento e trigésimo quinto dia
de crescimento.

Em seguida, os meios de cultura com concentracdo inicial de 50 mM de
arsenato de soédio em ftriplicatas, pertencentes aos tempos de crescimento
selecionados para a dosagem de arsénio, foram separados e deles retirados um
volume de 0,075 uL para atingir a concentragcdo de 25 ppb em 50 mL de &cido
cloridrico 2%. Enquanto que, dos meios sem arsenato de sédio em triplicatas,
igualmente representativos destes mesmos tempos de crescimento, foram retirados
um volume de 100 uL e adicionados em 50 mL de acido cloridrico 2%.

Posteriormente, essas amostras foram analisadas quanto a concentracao do
arsénio total no meio extracelular, considerando o comprimento de onda 1890 nm do
arsénio. Para este procedimento, foi utilizado o equipamento ICP OES (iCAP 600
Thermo Scientific) do setor de meio ambiente do Instituto Evandro Chagas, de

acordo com os parametros abaixo (Tabela 06).



Tabela 06. Parametros do ICP OES.
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Parametros
Poténcia da radio frequéncia 1100 W
Fluxo do gas auxiliar 0,5 L/min
Fluxo do gas nebulizador 0,5 L/min
Rotacao da bomba peristaltica 45 rpm
Rotacao da bomba na analise 45 rpm
Tempo de estabilizacao 5s

Limite de deteccao 0,563 ppb
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA CIANOBACTERIA G.
unigranulatum UFV-E01 AO ARSENATO DE SODIO

As andlises da tolerancia ao arsenato de sodio por 20 dias mostraram que o
crescimento da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1 variou quando cultivada
em diferentes concentracdes de arsenato de sddio (Figura 06). Quando exposta a 50
mM, esta cianobactéria apresentou um maior crescimento em relacdo ao controle
(sem arsenato de sodio), com uma diferenca significativa validada pelo teste
estatistico da ANOVA (p<0,05). Porém, segundo o teste estatistico de ANOVA,
considerando p<0,05, o crescimento da cianobactéria ndo apresentou diferenca
significativa nas concentrac¢des de 5, 10, 30, 100, 130, 150, 200 e 250 mM arsenato
de sbédio em comparagao ao controle.

Apés 20 dias de exposicao as diferentes concentracdes de arsenato de sédio,
que variaram de 0 a 250 mM, a biomassa cianobacteriana aumentou 52% no meio
de cultura contendo 50 mM em comparacado com o controle, demonstrando sua alta
tolerancia ao estresse deste metaldide. Por outro lado, nas concentracdes de 150 a
250 mM observou-se uma diminuicdo da biomassa proporcional ao aumento das
concentragdes, podendo ser observada pela reducédo de 35 e 96% na biomassa sob
150 e 250 mM, respectivamente, comparando-se com a cultura na auséncia de
arsenato de sédio.
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Figura 06 — Perfil da resisténcia de G. unigranulatum UFV-EO1 cultivada sob as
concentracdes de 0 a 250 mM de arsenato de sédio durante 20 dias. Os dados séo
médias das triplicatas e desvio padrao.

4.2 CURVAS DE CRESCIMENTO DA CIANOBACTERIA G. unigranulatum UFV-
E01 EXPOSTA E NAO EXPOSTA AO ARSENATO DE SODIO

Uma vez determinada a concentracdo maxima de arsenato de sédio para a
qual a cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO01 mostrou-se tolerante, foi possivel
descrever o crescimento desta cianobactéria em um meio contendo arsenato de
sédio e compara-lo ao crescimento controle. As trés curvas obtidas foram
representativas das amostras em duplicatas.

Na curva de crescimento controle obtida ap6s 35 dias de crescimento, sem
adicdo de arsenato de sddio, a cianobactéria teve sua fase de adaptacdo ao meio
(fase Lag) durante os quatro primeiros dias (Figura 07). O crescimento exponencial
ocorreu do quinto ao décimo segundo dia, enquanto que a fase estacionaria foi
estabelecida do décimo terceiro ao vigésimo dia, sendo que depois deste ponto a

cultura entrou na fase de declinio.
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Figura 07 — Curva de crescimento controle da cianobactéria G. unigranulatum UFV-
EO1 durante 35 dias. Os dados sdo as médias e os desvios padrao das duplicatas.

Por outro lado, a curva de crescimento obtida apds 35 dias de exposicao a 50
mM de arsenato de sédio mostrou que as fases de crescimento da cianobactéria G.
unigranulatum UFV-EO1 foram definidas em tempos diferentes (Figura 08), quando
comparada a curva controle (Figura 07).

A fase de adaptagdo ao meio foi mais prolongada (seis dias) que a
evidenciada na curva de crescimento controle. Além disso, a curva de crescimento
resultante do tratamento com 50 mM de arsenato de sédio evidencia que a producao
exponencial de biomassa e a fase estacionaria foram mais curtas, duraram cinco e
seis dias, respectivamente, enquanto que no controle tanto a fase exponencial como
a estacionaria ocorreram por sete dias. Depois do décimo nono dia, ocorreu o
decréscimo da biomassa cianobacteriana.

Essa curva também revelou a resisténcia da cianobactéria G. unigranulatum
UFV-EO1 a 50 mM de arsenato de s6dio pela maior concentragdo de clorofila a, em

relacao ao experimento controle.
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Figura 08 — Curva de crescimento da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1
tratada com 50 mM de arsenato de sédio durante 35 dias. Os dados sdo as médias
e 0s desvios padrao das duplicatas.

A cultura de G. unigranulatum UFV-E01 submetida a 150 mM de arsenato de
sédio apresentou um decréscimo significativo na producao de biomassa ao longo
dos 35 dias do experimento (Figura 09), em relacdo aos experimentos controle e
tratado com 50 mM. Apesar do crescimento das células ser menor que nos
experimentos anteriores (controle e tratado com 50 mM), observa-se que o perfil de
crescimento é similar entre os trés.

A curva de crescimento com 150 mM mostrou que a cianobactéria G.
unigranulatum UFV-EO1 necessitou de um maior tempo de adaptacéo (sete dias) e
que a fase exponencial foi mais curta, ocorreu por quatro dias, em comparagcao as
curvas controle e com 50 mM. Por sua vez, a fase estacionaria, estabelecida do
décimo terceiro ao décimo nono dia, foi mais curta que a da curva controle, porém a
mesma da curva com 50 mM. A fase de declinio, ou de morte, ocorreu a partir do
vigésimo dia em altas concentrag¢des de arsenato de sodio.
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Figura 09 - Curva de crescimento da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1
tratada com 150 mM de arsenato de sddio durante 35 dias. Os dados sdo as médias
e 0s desvios padrao das duplicatas.

Dentre as trés concentracées de arsenato de sbdio, a concentracdo de
clorofila a foi maior em 50 mM, enquanto que em 150 mM a cianobactéria G.
unigranulatum UFV-EOQ1 teve a menor producgéo de biomassa (Figura 10).
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Figura 10 — Curvas de crescimento da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1
cultivada sob diferentes concentracdes de arsenato de sodio: 0, 50 e 150 mM. Os
dados sdo médias das duplicatas.

A variacdo no conteudo de clorofila a, comparando as condicdes quimicas
diferenciais entre si, demonstra que o arsenato de sddio foi 0 estressor em potencial
para a cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO01. Tomando em comparacdo o
tratamento controle com o de 50 mM de arsenato de sédio, incialmente, o conteudo
de clorofila a sob 50 mM se manteve estavel, contudo a partir do sétimo até o
décimo dia de crescimento, periodo que compreende a fase exponencial de
crescimento da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO01, a concentracdo desse
pigmento foi inibida. Em contrapartida, no décimo segundo dia de crescimento o
conteudo de clorofila a atingiu seu apice nas trés concentracdes de arsenato de
sédio (0, 50 e 150 mM), mas foi sob 50 mM que este pigmento aumentou em 6 e
95%, em relagdo ao controle e ao tratamento com 150 mM, respectivamente.

Além disso, observou-se um aumento consideravel no conteudo de clorofila a
sob 50 mM de arsenato de sodio do décimo para o décimo segundo dia de
crescimento, equivalente a 55%. Durante os sete dias seguintes, tempo
correspondente a fase estacionaria, o conteudo de clorofila a pouco variou nas
concentracdes de 50 e 150 mM de arsenato de sédio. Nos dias adiante, o contetdo
de clorofila a decresceu de forma gradual, porém mais lentamente sob 50 mM de
arsenato de sédio.



35

4.3 QUANTIFICACAO DO ARSENIO TOTAL EXTRACELULAR

A quantificagdo do arsénio forneceu evidéncias de que a concentragdo do
arsénio total no meio extracelular variou em funcdo dos dias de crescimento da
cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1 (Figura 11). A reducé@o na concentracao de
arsenato de sodio ocorreu de forma gradual ao longo dos dez primeiros dias de
crescimento da cianobactéria no meio contendo 50 mM. Como esperado, a
concentracdo de arsénio total extracelular em todas as amostras controle foi
equivalente a zero.

Na fase de adaptacdo ao meio, a concentracdo do arsénio total extracelular
diminuiu, porém uma reducdo mais proeminente ocorreu na fase exponencial,
correspondente a uma reducao em 67% do arsénio total extracelular no décimo dia
de crescimento, em relagdo ao tempo zero de crescimento.

Com excecao do sétimo ao décimo dia de crescimento, durante dezessete
dias de crescimento o arsenato de sodio ndo foi um fator determinante para a
reducdo da biomassa da cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1, o que
demonstrou uma natureza resistente a exposicdo em 50 mM de arsenato de sodio.
Esta informacao pode ser observada pela maior quantidade de biomassa no décimo
sétimo dia de crescimento, em relagdo ao controle. Ainda no décimo sétimo dia de
crescimento, a concentracdo do arsénio total extracelular aumentou em relacdo aos
tempos zero e décimo dia de crescimento, equivalente a 2 e a 68% respectivamente.
O trigésimo quinto dia de crescimento foi representativo de um declinio celular e,
consequentemente, de um aumento em torno de 28% na concentragdo do arsénio

total no meio extracelular, por comparacéao ao tempo zero de crescimento.
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Figura 11 — Arsénio total extracelular em cinco tempos de crescimento da
cianobactéria G. unigranulatum UFV-EOQ1 preincubada com 50 mM de arsenato de
sédio. Nos cinco tempos constam as médias das triplicatas.
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5 DISCUSSAO

Nos testes de tolerdncia ao arsenato de sbédio a cianobactéria G.
unigranulatum UFV-EO1 foi capaz de resistir até 50 mM comparavel ao controle. A
producédo de biomassa sob 150 mM de arsenato de sédio nao foi, estatisticamente,
significativa em comparagao ao tratamento controle. As informagdes disponiveis na
literatura evidenciam que a resisténcia a esse metalbdide varia entre as espécies
cianobacterianas. Enquanto Bhattacharya & Pal (2011) registraram que Phormidium
laminosum sobreviveu em até 0,03 mM, Pandey et al. (2011) demonstraram que
Anabaena sp. PCC 7120 cresceu sob o efeito toxico de 40 mM de arsenato de
s6dio. Em pertinéncia, a cianobactéria Anabaena doliolum requereu uma alta
dosagem (58 mM) de arsenato para ter seu crescimento reduzido pela metade
(SRIVASTAVA et al., 2009). E valido relacionar a tolerancia dessas cianobactérias
ao arsenato de so6dio com a concentracdo maxima de arsénio inorganico permitida
para o consumo humano (0,00003 mM) (BRASIL, 2008), quando os métodos de
biorremediacdo sao reanalisados.

Muitos trabalhos foram realizados com objetivo de testar o comportamento
fisiolégico de cianobactérias em resposta ao arsenato, no entanto, a maioria deles,
desenvolve esta analise modificando a concentracao de fosfato do meio de cultura.
A exemplo, Gomes et al. (2007), com o proposito de relacionar a absor¢dao do
arsenato de so6dio em meios de culturas diferenciais (quantidade de fosfato),
submeteram G. unigranulatum UFV-E01 em concentraces inferiores (até 0,024 mM)
comparadas as utilizadas no presente trabalho. Esses autores demonstraram que a
concentracao do arsénio total absorvida pelas células de G. unigranulatum UFV-EO1,
cultivadas em meio com 17,5 mM de fosfato, foi menor que a concentracédo
absorvida pelas células em meio com 6,5 mM de fosfato.

A capacidade das cianobactérias em resistir a toxicidade do arsénio tem sido
relacionada ao seu aparato bioquimico e genético, em diversos trabalhos (GARDEA-
TORRESDEY et al.,, 1998; PANDEY et al, 2011; YBARRA & WEBB, 1998).
Srivastava et al. (2009) comprovaram isso demonstrando que a cianobactéria
Anabaena doliolum, sob condicbes de estresse causadas pelo arsenato, tende a
ativar o sistema de defesa antioxidativo para lidar com o aumento da producao de
espécies reativas do oxigénio (ERO). Além disso, as cianobactérias podem dispor de
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um operon que assegura a resisténcia ao arsénio, como foi evidenciado em
Synechocystis sp. PCC 6803 a presenca do operon arsBHC (LOPEZ-MAURY et al.,
2003). No entanto, ndao se pode inferir que a cianobactéria G. unigranulatum UFV-
EO1 resistiu a 50 mM de arsenato de sédio em virtude do referido operon e de um
sistema de defesa antioxidativo, uma vez que na literatura ndo constam estudos que
comprovem a presenca destes mecanismos nesta cianobactéria, permanecendo por
ser esclarecido.

Comparado ao estudo realizado por Gomes et al. (2007), a cultura de G.
unigranulatum UFV-EO01, utilizada no presente trabalho, necessitou de um maior
tempo para duplicacdo. Porém, a cultura utilizada por esses autores foi mantida em
condicdes ambientais diferentes (irradiancia média de 115 umols fétons m?s™
provenientes de lampadas fluorescentes), o que pode ter proporcionado um rapido
crescimento.

A curva de crescimento mostrou que a cianobactéria G. unigranulatum UFV-
EO1 teve seu crescimento consideravelmente inibido sob alta concentracdo de
arsenato de sodio (150 mM), mas, por outro lado, a produc¢do de biomassa no meio
contendo 50 mM de arsenato de sédio foi similar a obtida em meio sem o metaldide.
A curva de crescimento sob o tratamento com 50 e 150 mM de arsenato de sédio
revelou que a cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1, necessitou de um periodo
maior para a adaptacdo ao meio em relagédo a curva de crescimento controle. Este
resultado estd de acordo com o obtido para a cianobactéria Synechococcus
leopoliensis PCC 7942 que, na presenca de 3 uM de cadmio, apresentou o dobro do
periodo de adaptacdo em comparacao a cultura controle (NADDAF, 2004).

Interessantemente, o conteudo de clorofla a da cinaobactéria G.
unigranulatum UFV-EO1 foi reduzido durante o sétimo até o décimo dia de
crescimento em 50 mM de arsenato de sédio. Este comportamento fisioldgico
também foi evidenciado em Anabaena sp. PCC 7120, quando Pandey et al. (2011)
reportaram que o arsénio, especificamente o arsenato de sédio, afeta 0 metabolismo
normal das células de Anabaena sp. PCC 7120, sobretudo, pela alteracdo do
metabolismo energético, através da inibicdo da fixagdo de carbono e diminuicdo do
conteudo de ATP. Contudo, apds 15 dias de crescimento, o metabolismo normal da
cianobactéria Anabaena sp. PCC 7120 foi, quase totalmente, restabelecido,

fornecendo evidéncias da estratégia adaptativa deste organismo contra o estresse
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por arsenato de sédio. Em G. unigranulatum UFV-EO01, neste mesmo periodo de
crescimento, que foi correspondente a fase estacionaria, o conteudo de clorofila a foi
restabelecido e maior que no tratamento controle.

No presente trabalho, o acimulo de arsenato de sédio durante a longa fase
de adaptacao, e durante a fase exponencial, mostrou ser o fator para a aceleracao
metabdlica, uma vez que a cianobactéria G. unigranulatum UFV-E01 apresentou
rapidas fases exponencial e estacionaria nas concentracdes de arsenato de sédio.
Porém, andlises complementares, como a interferéncia do arsenato de sédio sob as
vias metabdlicas envolvidas em processos essenciais para a manutencdo da
integridade celular e crescimento da cianobactéria em estudo, devem ser realizadas
para corroborar com este resultado. Em Anabaena sp. PCC 7120, o acumulo de
arsenato de sédio também foi reportado no primeiro dia de crescimento em
exposicao a 40 mM. No entanto, diferentemente da cianobactéria G. unigranulatum
UFV-EO1, a liberacdo do conteldo de arsénio, no meio de cultura, iniciou no
segundo dia de crescimento da cianobactéria Anabaena sp. PCC 7120 (PANDEY et
al., 2011).

O acumulo de arsenato de sddio pela cianobactéria G. unigranulatum UFV-
EO1 ocorreu, gradualmente, ao longo dos dez primeiros dias de crescimento em
meio contendo 50 mM de arsenato de sédio. Conforme ressaltado por Naddaf
(2004), um fator importante sobre a determinacdo da quantidade de metal toleravel
pelo micro-organismo, € a composicao do meio. Certos componentes do meio de
crescimento da espécie microbiana podem tornar menos disponiveis a forma toxica
do metal para célula, a partir da complexacdo do metal pelos componentes
intrinsecos do meio. Em concordéancia, Castielli et al. (2009) relataram que variacoes
de fatores como o pH, nivel de oxigénio e a presenca de outros ions implicam na
toxicidade e biodisponibilidade dos metais. No entanto, na fase de declinio da
cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO01, o conteddo de arsénio total extracelular
alcancou o maior valor observado, demonstrando que a cianobactéria havia
acumulado arsenato de sédio logo depois da inoculacdo no meio contendo este
metaldide. Apesar dos dados observados, devem-se considerar as possiveis
alteracées na concentragcdo do arsénio total extracelular durante as etapas de
centrifugagao.

Assim, durante dez dias a cianobactéria G. unigranulatum UFV-E01 acumulou
arsenato de sédio, o que foi inferido pela reducdo em 67% da concentracdo do
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arsénio total extracelular, contudo dias depois a captacao de arsénio total foi inibida,
aumentando a sua concentracdo no meio extracelular. Uma resposta fisiol6gica
similar foi apresentada pela cianobactéria M. aeruginosa FACHB 905 sob o efeito
téxico de 10 uM de arsenato de sddio. Segundo Guo et al. (2011), a cianobactéria M.
aeruginosa FACHB 905, quando cultivada em meio com arsenato de sédio e 175 uM
de fosfato, considerando que a concentracdo padrao de fosfato é 230 uM em meio
BG11, ativou o sistema de transporte especifico de fosfato, inviabilizando a entrada
de arsenato na célula. Com isso, o fosfato se tornou escasso no meio de cultura,
permitindo o funcionamento do sistema de transporte de fosfato inorganico e,
consequentemente, a captagdo de arsenato devido a analogia estrutural com o
fosfato, o que pode ser observado durante os dez primeiros dias de crescimento da
cianobactéria G. unigranulatum UFV-EQ01. O arsenato, por sua vez, no interior da
célula de M. aeruginosa FACHB 905 foi reduzido a arsenito, o qual foi excretado e
oxidado a arsenato devido a progressiva oxidacao abiotica e aos efeitos bioldgicos.
O que se pode inferir que a cultura de G. unigranulatum UFV-EO01 tenha respondido
da mesma forma.

Assim como no meio extracelular das culturas de G. unigranulatum UFV-EO1,
0 meio extracelular de M. aeruginosa FACHB 905 apresentou a maior concentracao
de arsénio, especificamente arsenito e DMA, na fase estacionaria (GUO et al.,
2011). Como era esperado, a concentragdo do arsénio total extracelular aumentou
na fase de declinio devido a liberacdo do conteudo de arsénio da cianobactéria G.
unigranulatum UFV-EOQ1, provavelmente, apds a lise celular.
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6 CONCLUSOES

Pelos dados obtidos neste estudo, a cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1
foi capaz de resistir a altas concentracées de arsenato de sddio comparavel ao
controle, o que foi apoiado pela analise estatistica. O arsenato de sédio foi o fator
determinante para a reducao do conteudo de clorofila a na fase exponencial, mas
nao nas fases de adaptacéao e estacionaria.

Além disso, a acumulagao de arsenato de sédio iniciou na fase de adaptagao
e se estendeu até o décimo dia de crescimento da cianobactéria G. unigranulatum
UFV-EO1.

Apesar dos resultados evidenciados, para considerar sua aplicacdo em
ambientes impactados por arsénio, outras analises, como a caracterizacao das vias
metabdlicas envolvidas no processo de resisténcia, devem ser realizadas. Uma vez
concluidas essas analises, pode-se, entdo, considerar a resposta fisiolégica da
cianobactéria G. unigranulatum UFV-EO1 quando revisados os métodos de

biorremediagéo.
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