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Resumo

Muitos animais são resistentes a condições sazonais de estresse oxidativo, nas quais o 
oxigênio fica limitado ou impossibilitado de ser assimilado pelos organismos em função 
das condições ambientais. Existem alguns mecanismos já comprovados que explicam 
essa resistência à hipóxia, como a alta produção constitutiva de antioxidantes, a 
resistência aos danos oxidativos, o aumento de antioxidantes devido ao aumento de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e o preparo para o estresse oxidativo (POS). O 
POS já foi demonstrado em 9 filos animais diferentes, e consiste em um aumento da 
produção de antioxidantes endógenos durante o estresse ambiental, para que na 
reoxigenação, processo que leva à alta produção de oxi-radicais, o animal esteja em 
equilíbrio redox. Com as defesas antioxidantes funcionando adequadamente, os danos 
oxidativos (como dano em DNA,  oxidação de proteínas e peroxidação lipídica) podem 
ser minimizados. Uma das principais dúvidas atuais relacionada ao POS é sua origem 
evolutiva, sendo que os animais mais basais com POS comprovadamente positivo são 
duas espécies de cnidários. O filo Porifera, que possui fortes indícios de ter surgido há 
mais de 800 milhões de anos, é um bom modelo biológico para analisar evolutivamente 
mecanismos adaptativos, como o POS. Sendo assim o presente trabalho tem como 
objetivo analisar a resposta antioxidante da esponja Hymeniacidon heliophila, que 
passa por exposição aérea diariamente e sofre de altos índices de radiação solar/UV. A 
esponja sol (H. heliophila) é encontrada no Brasil principalmente no litoral da região 
sudeste, habitando locais rochosos e sendo vista raramente em total submersão ao 
longo do dia. Sendo assim, a espécie desenvolveu mecanismos que a permitiu 
sobreviver à anóxia funcional ocasionada pela maré baixa, sendo uma das 
possibilidades o POS. Levando em consideração os estressores de exposição aérea e 
radiação solar/UV, foram feitas expedições científicas no litoral de São Sebastião (SP) 
para coleta de esponjas (H. heliophila). Afim de verificar a ocorrência do POS no campo 
em condições ambientais naturais, foram feitas coletas diurnas e noturnas, com 
esponjas dentro e fora d’água (marés alta e baixa), em 3 dias diferentes. As esponjas 
foram raspadas do substrato, rapidamente limpadas com água e congeladas em N2 
líquido, preservando a bioquímica do animal no momento que foi coletado. Foram 
conferidos experimentalmente a atividade de enzimas antioxidantes (catalase, 
superóxido dismutase, glutationa redutase, glutationa peroxidase total e selênio-
dependente e glutationa transferase), níveis de glutationa (GSHtotal, GSSG e GSH/
GSSG), e danos oxidativos (TBARS e proteínas carboniladas) das esponjas. Foram 
feitas comparações do efeito redox da exposição aérea, da radiação solar/UV nos 
períodos diurno e noturno e o efeito da temperatura na primavera e verão. Os 
resultados demonstraram influência das variações sazonais de condições ambientais no 
metabolismo redox da esponja. Além disso foi observado a ocorrência de depressão 
redox durante a exposição aérea, sem ativação do mecanismo POS. Discutimos nessa 
dissertação o papel do metabolismo redox como parte da adaptação bioquímica das 
esponjas H. heliophila para a sobrevivência aos estresses induzidos pela maré e 
radiação UV solar.
Palavras chave: exposição aérea; radiação ultravioleta; antioxidantes; Porifera; 
estresse oxidativo; glutationa.
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Abstract

Many animals endure seasonal conditions associated with oxidative stress, when 
oxygen is limited or unable to be extracted by organisms due to environmental 
conditions. Some well-known mechanisms that can explain hypoxia tolerance include 
high constitutive levels of antioxidants, tolerance to oxidative damage, increase of 
antioxidants due to the increase of ROS, and preparation for oxidative stress (POS). The 
latter has been demonstrated in 9 different animal phyla and consists in the upregulation 
of endogenous antioxidants during environmental stress, so the animal can be in a 
favorable redox balance during reoxygenation, as this process favors high production of 
oxyradicals. With the antioxidant system working consistently, oxidative damage 
(including DNA damage, protein oxidation, and lipid peroxidation) can be minimized. 
Currently, one of the biggest challenges related to POS’s research is its evolutionary 
origin, in which the most basal animals proved to be POS positive are two species of 
cnidarians. The Porifera phylum, which origin is estimated to be more than 800 million 
years ago, is a good biological model for the evolutionary analysis of metabolic 
adaptions, such the POS mechanism. Therefore, this research aimed to analyze the 
antioxidant system of the sponge Hymeniacidon heliophila, which daily goes through 
tidal aerial exposure, and suffers from high levels of solar/UV radiation. The sponge H. 
heliophila is commonly found in the southern region of Brazil, inhabiting coastal 
environments, rarely seen totally submerged throughout the whole day. The species 
developed several adaptations that allow it to survive the functional anoxia caused by 
the low tide, and one of these adaptations could be POS. Considering these two 
stressors (aerial exposure and solar/UV radiation), expeditions were made along the 
coast of São Sebastião (SP) to collect H. heliophila sponges. To verify the occurrence of 
POS in the field under totally natural environmental conditions, day and night samplings 
were made, with submerged and exposed sponges (high and low tides), on 3 different 
days. The sponges were scraped from the rocks, cleaned with water, and frozen in liquid 
N2, preserving the animal's biochemistry at the time of sampling. Then, whole-body 
homogenates were used to measure the activity of antioxidant enzymes (catalase, 
superoxide dismutase, glutathione reductase, total and selenium-dependent glutathione 
peroxidase, and glutathione transferase), levels of glutathione (total GSH, GSSG, and 
GSH/GSSG), and oxidative damage (TBARS and carbonyl proteins) of sponges. We 
also compared the redox effect of air exposure, the solar/UV radiation impact during the 
day and night, and the temperature influence during summer and spring. Results 
showed an influence of seasonal variations in environmental conditions on redox 
metabolism. Moreover, we observed the occurrence of a “redox depression” during the 
aerial exposure, without POS mechanism activation. This dissertation discusses the role 
of redox metabolism as part of the biochemical adaptations of H. heliophila sponges to 
survive and cope with tidal and solar radiation stresses.
Keywords: aerial exposure; ultraviolet radiation; antioxidants; Porifera; oxidative stress; 
glutathione.
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Capítulo 1 - Introdução Geral

Ao longo da dissertação foram feitas várias referências a eventos geológicos 
envolvidos com o tema do trabalho. Para melhor entendimento do leitor segue a Figura 
1 com as eras geológicas associadas aos eventos citados ao longo do texto.
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Figura 1. Eras e períodos geológicos de acordo com Gradstein et al. 2004. Os eventos indicados são 
referentes à eventos citados ao longo de toda a dissertação.
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Na era Paleoproterozóica, há aproximadamente 2.4 bilhões de anos (Ga), os 
níveis de O2 começaram a aumentar na atmosfera e nos oceanos devido ao surgimento 
das cianobactérias fotossintetizantes, sendo esse momento histórico conhecido como 
Grande Evento de Oxigenação (GOE). Apenas no início do período cambriano, há 540 
My, a atmosfera e os oceanos ficaram de fato oxigenados, mas ainda com variações 
entre 10 a 35% dos níveis atuais de O2 atmosférico (PAL) (Mills & Canfield 2014). Na 
antiga visão evolutiva a oxigenação da atmosfera foi o fator que determinou a “explosão 
cambriana” do Reino Animal. Nursall (1959) definiu a “teoria do controle de oxigênio” 
(OCH), a qual implica a impossibilidade da vida pluricelular aeróbica ao final do 
Neoproterozóico (~1-0.5 Ga) em função da baixa concentração de O2. Berkner e 
Marshall (1965) corroboraram com Nursall e quantificaram que 1% PAL só foi alcançado 
ao fim da Era Proterozóica (0.6 Ga) e que só então foi possível o início da evolução dos 
animais, sendo a mesma concentração de O2 necessário para formação da ozonosfera 
e a consequente proteção a doses letais de radiação ultravioleta.

Ao longo dos anos essa ideia foi sendo refutada por comprovações de animais 
que conseguem sobreviver a concentrações mais baixas que 1% PAL. Como por 
exemplo, Mills et al. (2014) demonstrou que a esponja Halichondria panicea consegue 
sobreviver sob 0.54% PAL O2. Essas esponjas foram coletadas em um local bem 
oxigenado e foram submetidas a períodos de hipóxia severa em laboratório, e 
demonstraram ser resistentes a situações ocasionais de baixa concentração de O2. 
Com esses resultados Mills hipotetizou que essa capacidade é provavelmente uma 
adaptação ancestral das primeiras esponjas, e não algo recente a um nicho, de forma 
que a resistência a hipóxia poderia ser algo comum no filo Porifera, mas que estaria 
“silenciado”. Reforçando essa ideia, Hoffman et al. (2005) observou que esponjas de 
água saturada podem ativamente fechar sua abertura externa (ósculo), estimulando 
anóxia interna, e especulou que os simbiontes poderiam fazer esse controle de 
anaerobiose facultativa.

A partir dessas e outras evidências foi sendo demonstrado que o oxigênio 
molecular, por si só, não causou a evolução dos animais, refutando a hipótese de 
Nursall. Em vez disso, acredita-se que o aumento dos níveis de oxigênio criou o 
ambiente propício para a evolução animal em larga escala, mas que já havia 
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metazoários presentes que conseguiam resistir a períodos de hipóxia/anóxia (Mills & 
Canfield, 2014). O metabolismo anaeróbico está presente em todos os grupos 
eucariontes, de forma não linear no reino animal, o que pode ser interpretado que o 
ancestral comum eucariótico, que possuía mitocôndria, era um organismo anaeróbico 
facultativo, e que a aerobiose obrigatória seria uma característica derivada (Embley et 
al. 2006). Dessa forma, a explicação da origem animal pode estar relacionada não 
necessariamente apenas com a alta na concentração de oxigênio atmosférico, mas a 
fatores externos limitantes, como a temperatura global e a salinidade, e genéticos como 
a seleção celular. O conjunto de todos esses fatores só aconteceu ao final do 
Neoproterozóico, que coincide com o aumento do O2 atmosférico, estando 
possivelmente todos esses fatores envolvidos na explosão cambriana (Mills & Canfield, 
2014). 

Outro ponto que deve ser enfatizado é que o eucarioto ancestral possuía um 
arsenal de enzimas envolvidas no metabolismo aeróbico e anaeróbico para sobreviver 
aos lapsos hipóxicos, de forma que nas linhagens que comumente passavam por 
hipóxia/anóxia ocorreu uma seleção para que essas enzimas perdurassem (Müller et al. 
2000). Jabłońska e Tawfik (2021) a partir de uma análise proteômica identificaram as 
enzimas envolvidas na produção e/ou consumo de oxigênio, como a catalase, e 
mapeou filogeneticamente a distribuição dessas famílias de enzimas nas bactérias e 
arqueas. Foi observado que essas enzimas estão presentes em espécies que 
divergiram evolutivamente antes da oxigenação da atmosfera, entre 3.25 e 2.9 Ga. 
Dessa forma, é plausível dizer que o surgimento de enzimas que utilizam oxigênio 
provavelmente refletem o ciclo de oxigênio dentro da biosfera bem antes do aumento 
permanente do oxigênio atmosférico, não necessitando estar completa ou 
permanentemente oxigenada.

Além desses fatores, também deve ser considerado o surgimento do colágeno 
dentro do contexto de evolução do Reino Animal com o aumento do oxigênio 
atmosférico. As variedades de colágeno têm papel fundamental na matriz extracelular, 
sendo a proteína mais abundante entre os metazoários. O colágeno é constituído por 
três polipeptídeos helicoidais associados em uma tripla-hélice, a qual depende em 
grande parte do grupo hidroxila presente na hidroxiprolina, que possui seu oxigênio 



13

derivado do oxigênio molecular. Essa via bioquímica demonstra a importância do O2 na 
síntese de colágeno, mas não determina qual a quantidade mínima necessária para que 
ela ocorra. Levando em consideração que os animais bilaterais podem persistir em 
zonas mínimas de oxigênio (OMZ), onde os níveis de oxigênio podem chegar a 0,3% 
PAL (Hentschel et al. 2006), é possível que a síntese de colágeno ainda ocorra sob 
essas concentrações. Assim, atualmente não há evidências de que a síntese de 
colágeno tenha sido um fator determinante na evolução mais precoce dos animais (Mills 
& Canfield 2014), mas pode ter sido mais um dos fatores que influenciaram na explosão 
cambriana.

No caso dos metazoários superiores já foram descritos 20 tipos de colágeno, 
enquanto para as esponjas, o colágeno está presente apenas na forma fibrilar e 
colágeno IV. O colágeno fibrilar pode estar na forma de finas fibrilas distribuídas pela 
matriz intercelular ou na forma fibrosa de espongina, presente apenas na família 
Demospongiae. A espongina permitiu que os poríferos crescessem em diferentes 
tamanhos no formato anatômico leuconóide, que possui uma forte rede de canais que 
possibilita um sistema aquífero mais eficiente, bem como a difusão intracelular (Brusca 
& Brusca 1990) (Fig. 2). Levando em consideração que a família Demospongiae é, 
entre os poríferos, a que mais propagou evolutivamente (inclui mais de 90% das 
esponjas descritas) (World Porifera Database), é possível fazer a associação da 
presença do colágeno fibroso com a maior eficiência do sistema aquífero e dos 
diferentes formatos anatômicos que permitiram as esponjas habitarem novos espaços. 
Assim, também é plausível correlacionar o colágeno com a evolução do Reino Animal, 
levando em consideração que existem 20 variações na natureza nos táxons mais 
complexos e recentes, enquanto para as esponjas, o metazoário mais basal, existem 
apenas dois. 

Figura 2. Representação dos 
canais do sistema aquífero 
de uma esponja leuconóide 
com fibras de espongina 
(Brusca & Brusca 1990)
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Antigamente acreditava-se que toda a vida pluricelular tinha surgido a partir do 
período cambriano, mas estudos recentes mostraram indícios fósseis de poríferos no 
final do Neoproterozóico, há 890 milhões de anos (My). Turner (2021) identificou 
estruturas reticuladas em um recife antigo que se assemelham a estruturas de fósseis 
de esponjas já aceitos pela comunidade científica. A grande dificuldade de determinar 
se de fato são fósseis de esponjas é: os fósseis já aceitos foram identificados a partir 
de espículas compostas por carbonato de cálcio ou sílica, o que não foi identificado 
nesse fóssil em questão. Essa “possível esponjas” não possuía esqueleto rígido, mas 
sim uma rede proteica esponjosa que se assemelha a espongina presente na classe 
Demospongiae. Uma possível explicação para a presença desses metazoários basais 
no oceano ainda hipóxico é que os recifes onde o fóssil foi encontrado possivelmente 
tinha presença de microorganismos fotossintetizantes que proporcionavam períodos 
com aumento de oxigênio. Ainda é necessário discutir na academia se esses fósseis de 
fato são de esponjas, mas ainda assim o fóssil indiscutivelmente mais antigo é de 
espículas de esponja datadas com 523 My (Antcliffe et al. 2014).

O filo Porifera é o único táxon parazoário, ou seja, metazoário sem tecidos 
verdadeiros. Com mais de 10.000 espécies descritas (segundo o World Porifera 
Database), o grupo possui muita variabilidade em sua fisiologia (formato anatômico, 
forma de sustentação, nutrição e reprodução) e podem habitar desde os recifes mais 
biodiversos até o mar profundo. O filo é dividido em quatro classes existentes, e duas 
classes fósseis, que diferem principalmente na composição das espículas, na presença 
ou ausência de fibras de espongina e no formato anatômico. A classe mais basal, 
Calcarea, possui espículas de calcário e costumam ser pequenas e de habitats 
marinhos. A classe Hexactinellida, também conhecida como esponjas de vidro, 
possuem espículas de sílica com seis pontas, sendo a maioria de mar profundo. A 
classe Demospongie enquadra a grande maioria das espécies descritas, sendo o grupo 
mais desenvolvido, possuindo espículas de sílica reforçadas por espongina ou 
totalmente substituídas, podendo habitar água doce ou salgada. São todas de 
anatomia leuconóide, que possui uma rede de canais que facilita a filtração da água e 
consequentemente a difusão de nutrientes (Fig. 2). A quarta classe, 
Homoscleromorpha, foi recém desmembrada da classe Demospongie (Gazave et al. 
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2011) mas difere pela presença de uma pinacoderme ciliada e uma membrana basal 
epitelial, que também facilita a difusão e filtração. (Brusca & Brusca 1990). 

Além das classes vivas, existem fósseis de esponjas que caracterizam duas 
classes já extintas: Stromatoporoidea e Archaeocyatha. A classe Stromatoporoidea 
inclui esponjas sem espículas e hipercalcificadas. Surgiu pela primeira vez no 
Ordoviciano Médio, se tornou abundante no Siluriano e Devoniano, e se extinguiu no 
Cretáceo. A segunda família fóssil vivia em ambientes com substratos de carbonato, 
estando associada a construção de recifes. Elas surgiram no início do Cambriano e 
persistiu apenas até o fim do mesmo período. Sendino (2020) catalogou os fósseis de 
esponjas já documentados no Museu de História Natural (NMH), e observou o padrão 
geológico das classes. A classe Demospongiae surgiu no Paleozoico e abrange metade 
da coleção de fósseis do NHM. As esponjas calcareas representam 10% da coleção, 
surgiram no Cambriano e persistem até hoje, sendo o Cretáceo o período onde teve 
maior diversidade de espécies. A família Hexactinelida também persistiu ao longo de 
eras, como Demospongiae, do Cambriano até a atualidade (Fig. 3). A Classe 
Homoscleromorpha não foi considerada nessa coleção, que ainda não havia sido 
desmembrada do grupo das Demospongiae. (Sendino 2020)

Figura 3. Número de espécies e classes de poríferos por era geológica. Dados retirados do Departamento de 
Ciências da Terra do Museu de História Natural (Londres) (Sendino 2020)
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A literatura sobre esponjas é muito limitada, porém possuem um grande 
potencial farmacológico. Os poríferos vivem em simbiose com uma grande microbiota 
composta por 14 filos bacterianos, dois filos de archaea e vários micróbios eucarióticos. 
Os simbiontes produzem compostos antibióticos que matam eficientemente bactérias 
encontradas na coluna d’água, mas que não afetam o holobionte. Esses compostos 
podem ter efeito anticancerígeno e antiviral, mas existem limitações biotecnológicas 
que impossibilitam a produção em larga escala de medicamentos. Um dos principais 
motivos é a dificuldade no isolamento dessas moléculas, tendo em vista que a ação 
terapêutica depende da dinâmica conjunta entre os simbiontes. Outra limitação é a 
baixa concentração das substâncias de interesse nos organismos. Por exemplo, a 
halicondrina B é um composto antitumoral muito encontrado no grupo de esponjas 
Lissodendoryx, mas seria necessário dizimar toda a população mundial do grupo para 
conseguir produzir medicamento o suficiente para iniciar testes em animais. (Vogel, 
2008)

Ainda sobre os microorganismos simbiontes das esponjas, os compostos 
secundários produzidos por eles aparentam desempenhar importantes funções no 
metabolismo do hospedeiro. Associações intra e intercelulares podem ocorrer 
concomitantemente no mesmo hospedeiro, com essas relações podendo ser 
obrigatórias ou facultativas, com transmissão vertical e/ou horizontal (Hill & Sacristán-
Soriano 2017). A diversidade de simbiontes encontrados na esponja dependem 
intrinsicamente do tipo de nutrientes que o hospedeiro consome e de seu habitat. Os 
simbiontes podem até exercer pressões seletivas a partir de determinados compostos 
secundários que favorecem o crescimento de um micróbio em específico, ou o 
hospedeiro pode favorecer o crescimento a partir do fornecimento de nutrientes 
específicos (Hill & Sacristán-Soriano 2017). A quantidade e diversidade de 
microorganismos também é um fator espécie-específico, de forma que as esponjas 
foram classificadas em duas categorias: alta abundância microbiana (HMA) e baixa 
abundância microbiana (LMA), podendo variar entre 50 e 3000 simbiontes distintos no 
mesmo hospedeiro (Leys & Kahn 2018). As novas tecnologias de sequenciamento 
genético têm permitido estudos mais aprofundados sobre a microbiota associada das 
esponjas, e já foi observado representantes dos três domínios (Bacteria, Archaea e 
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Eukaria), sendo as bactérias o domínio comumente mais abundante. O filo 
Proteobacteria costuma estar presente, mas também cianobactérias, arqueas do filo 
Thaumarchaeota (Hentschel et al. 2012), algas filamentosas e dinoflagelados (Thacker 
& Freeman 2012). Os simbiontes estão envolvidos em vários processos das esponjas, 
podendo desenvolver diferentes tipos de relações, como comensalismo, mutualismo, 
inquilinismo e parasitismo (Hill & Sacristán-Soriano 2017). Eles estão envolvidos nos 
ciclos de nutrição (Tracker & Freeman 2012), proteção contra herbivorismo e 
parasitismo (Hill & Sacristán-Soriano 2017), resistência a estressores ambientais (como 
radiação solar/UV) (Venn et al. 2008) e sistema antioxidante (Regoli et al. 2000). 
Apesar dessas vantagens, a presença de simbiontes pode envolver custos fisiológicos 
e ecológicos, podendo ocorrer competições entre simbiontes e hospedeiro, atração de 
predadores especialistas e até mesmo gerar doenças (Tracker & Freeman 2012). 
Estudos futuros são necessários para melhor entendimento do nível de envolvimento 
dos simbiontes nas funções fisiológicas do hospdeiro, porém ainda existem limitações 
como cultura de simbiontes, e sequencimaneto genético, levando em consideração que 
não existe um sistema unificado de classificação e nomenclatura para todas as 
bactérias e arqueas (Hill & Sacristán-Soriano 2017).

Por possuírem células totipotentes, as esponjas conseguem se regenerar e 
reproduzir com facilidade, tendo fácil dispersão pelo ambiente. Mas como são 
filtradores sésseis, podem ser sensíveis a mudanças ambientais, principalmente 
espécies que habitam regiões entremaré, sendo muitas utilizadas como bioindicadores 
(Wyllia et al 2018). Variações em condições como salinidade, pH, concentração de 
matéria orgânica, temperatura e radiação ultravioleta podem interferir no metabolismo 
do animal. Os ecossistemas costeiros são muito influenciados pela dinâmica do ciclo 
de maré, que determina a variação nas características físico-químicas da água. A 
extensão e magnitude da maré depende da fase da lua, estação do ano, declividade da 
praia e ventos, sendo as condições ambientais que mais passam por variações a 
temperatura da água, oxigenação e salinidade (Willmer et al. 2005, Nybakken 1988, 
Freire et al 2011). 

A dinâmica da biota dos ambientes costeiros está relacionada com a distribuição 
ao longo da costa, de forma que os animais que ficam na área superior passam por 
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mais tempo de exposição aérea devido a maré baixa. A exposição está associada a 
outros estressores que ficam intensificados fora d’água, como a radiação UV e a 
temperatura, além da ocorrência de hipóxia funcional (Freire et al 2011). Também pode 
haver formação de poças na maré alta que permanecem cheias na maré baixa, de 
forma que os organismos presentes nesse ambiente ficam sujeitos ao aumento da 
salinidade, redução de oxigênio e aumento da temperatura (Pereira 2021). 
Consequentemente o ambiente entremaré é um dos mais desafiadores ecossistemas 
(Freire et al 2011). Apesar disso, costumam ser locais biodiversos em função da alta 
concentração de matéria orgânica, mas também com competição devido ao espaço 
limitado, a baixa mobilidade da maioria das espécies e ao batimento de ondas e ventos 
(Petraitis & Fisher, 2008). Dessa forma, a energia e tempo que seriam gastos pelos 
organismos para funções biológicas como alimentação e reprodução acaba sendo 
secundária em consequência das pressões seletivas do ambiente. Isso demonstra a 
relevância de mais estudos de biologia adaptativa de invertebrados marinhos para 
melhor entendimento da ecologia de ecossistemas costeiros (Pereira, 2021).

Mesmo com sensibilidade para variações ambientais, algumas espécies de 
esponjas desenvolveram mecanismos adaptativos que as tornaram resistentes a 
determinados ambientes inóspitos. Como exemplo, as espécies Corvospongilla lapidas, 
Stratospongilla bombayensis e Drulia gray conseguem resistir a períodos de 
ressecamento, com a ultima tendo desenvolvido uma estratégia de dispersão e 
reprodução a partir de gêmulas capazes de realizar criptobiose (Manconi & Pronzato 
2016). As espécies Spongilla lacustres e Ephydatia muelleri são encontradas na 
Tundra, sendo resistentes ao frio extremo. Ephydatia fluviatillis produz gêmulas 
capazes de passar por períodos de estivação ou hibernação dependendo do local 
habitado. E a família Cladorhizidae habita o oceano profundo, tendo evoluído para o 
carnivorismo em função do ambiente hipóxico/anóxico. (Manconi & Pronzato 2016)

Outro exemplo de esponja adaptada é a espécie marinha Hymeniacidon 
heliophila (popularmente conhecida como esponja sol), que habita ambientes costeiros 
e por isso sofre exposição aérea diariamente em função da maré. Essa esponja 
costuma ser muito utilizada como modelo científico, por ser uma das espécies de 
poríferos que duram mais tempo em aquário controlado. A esponja H. heliophila faz 



19

parte da classe Demospongie e da família Halichondriidae. Seu formato é amorfo-
lobulado, com papilas eretas e irregulares que ficam acima de uma base em substrato 
de 1-3mm de espessura. Sua coloração é alaranjada durante a vida, com consistência 
de corpo mole e frágil (Fig. 4A). A superfície é lisa na parte inferior e com saliências nas 
papilas que sobressaem. O substrato pode ficar com acumulo de algas, fragmentos de 
rocha e conchas, além de compartilhar o espaço com outras esponjas, como por 
exemplo espécies do gênero Tedania sp. (encontrada em associação no litoral de SP). 
Os ósculos ficam escondidos nos interstícios ou em cima das papilas e as espículas 
são de tamanho variável, geralmente fusiformes, com o maior diâmetro no meio ou em 
direção à ponta (Fig. 4B) (Wiedenmayer 1977).

A esponja sol (H. heliophila) é comumente encontrada em ambientes com alta 
concentração de matéria orgânica e com influência do ciclo de marés, algo não 
esperado para uma esponja comum. Sendo assim, ao longo do dia a esponja fica 
exposta de uma a duas vezes durante algumas horas na maré baixa, sofrendo anóxia 
funcional e alto índice de radiação UV na baixa da manhã. No Brasil, a H. heliophila 
costuma ser encontrada no litoral de São Paulo e Rio de Janeiro (Fig. 5), em locais 
com poluição crônica, podendo formar tapetes em época propícia. 

Figura 4. Colônia de H. heliophila encontrada na Baía do Araçá (São Sebastião/SP) em 07/09/2021 (A) e 
possíveis formatos das espiculas da espécie (B) (Wiedenmayer 1977)

A B
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A esponja H. heliophila é considerada de baixa abundância microbiana (LMA) 
(Leys & Kahn 2018), tendo prevalência de protebactérias e cianobactérias (Weigel & 
Erwin 2016). Aparentemente os filos Cyanobacteria e Planctomycetes são comuns em 
comunidades de esponjas de regiões entre-maré, além do filo Proteobacteria, que 
costuma ser o mais abundante entre os simbiontes de poríferos no geral (Alex & 
Antunes 2015). Todos esses filos foram encontrados em quantidades consideráveis na 
esponja sol (H. heliophila) (Weigel & Erwin 2016). Uma comparação feita entre 
espécimes de H. heliophila de região intertidal e subtidal demonstrou que os genótipos 
são idênticos, mas que diferenciaram significativamente na abundância da comunidade 
simbionte. Os resultados sugerem que estressores ambientais presentes em ambientes 
entremaré exercem grande influência na microbiota do hospedeiro, como estresse 
oxidativo, estresse térmico e dissecação (Weigel & Erwin 2016). Dessa forma, esponjas 
de ambientes costeiros desenvolveram mecanismos para sobreviver à esses 
estressores ambientais, e possivelmente essas adaptações estão intrinsecamente 
relacionadas à comunidade simbionte (Manconi & Pronzato 2016).

Figura 5. Distribuição geográfica de Hymeniacidon heliophila. Pontos em vermelho indicam locais 
onde a espécie já foi documentada (World Register of Marine Species)
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Já foram descritos na literatura alguns mecanismos adaptativos que podem explicar 
a resistência à hipóxia, ou no caso da esponja H. heliophia, a anóxia funcional derivada 
da exposição aérea. A adaptação mais conhecida atualmente é o aumento na produção 
de antioxidantes em resposta ao aumento da produção de espécies reativas de 
oxigênio (ROS). No caso de animais que vivem em simbiose com organismos 
fotossintetizantes, como esponjas associadas à cianobactérias, o O2 provido da 
fotossíntese pode gerar um aumento nos níveis de ROS, e consequentemente o 
aumento de antioxidantes endógenos, como foi demonstrado na esponja 
Petrosia ficiformis a partir de testes com presença ou ausência de simbiontes (Regoli et 
al. 2000). Uma segunda adaptação está associada a taxa metabólica, de forma que 
quanto mais alta a taxa basal do animal, maior a produção de ROS e 
consequentemente maior a transcrição de genes associados ao sistema antioxidante. 
Por exemplo, um estudo feito com tubarões demonstrou que as espécies Isurus 
oxyrinchus e Carcharhinus falciformes, que fazem nado vigoroso, teve maiores índices 
constitutivos de enzimas antioxidantes do que Sphyrna zygaena, um tubarão menos 
ativo (López-Cruz et al. 2010). O contrário também é válido, quando ocorre depressão 
metabólica se espera uma menor produção de ROS e também de antioxidantes, como 
observado na espécie de pepino do mar Apostichopus japonicus sob estivação (Ji et al. 
2008). A terceira adaptação é manter os níveis de antioxidantes constantemente 
elevados. Diversos estudos comparam o sistema antioxidante entre diferentes 
espécies, mas esse padrão pode ser observado em animais da mesma espécie que 
habitam locais com diferentes variações de oxigênio. Por exemplo, o mexilhão Mytilus 
edulis, muito encontrado em costões rochosos, teve aumento na atividade da enzima 
antioxidante superóxido dismutase (SOD) em espécimes que ficam mais próximas da 
costa, em comparação com espécimes mais distantes que sofrem menos com o ciclo 
de marés e exposição aérea. (Welker et al. 2013)

A quarta adaptação, que é um dos focos do presente estudo, é o “preparo para o 
estresse oxidativo” (POS). Esse mecanismo ocorre em animais que passam por um 
estresse oxidativo sazonal, devido ao clima, ação antrópica, ou outros fatores que 
modificam temporariamente a disponibilidade de oxigênio do ambiente. Os possíveis 
estressores já documentados que provocam a ativação do mecanismo são hipóxia, 
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anóxia, congelamento, exposição aérea em animais aquáticos, estivação, 
dessecamento e radiação UV (Welker et al. 2013, Geihs et al. 2020). Durante a hipóxia, 
que pode ser gerada a partir dos estressores citados acima, espera-se um breve 
aumento na produção de ROS em função da baixa concentração de oxigênio, que por 
sua vez restringe a cadeia transportadora de elétrons e ativa fatores de transcrição de 
genes de enzimas antioxidantes. Na reoxigenção ocorre repentinamente um aumento 
abrupto na disponibilidade de oxigênio e espera-se uma alta produção de ROS. Nessas 
situações, animais POS-positivos aumentam seus antioxidantes durante a hipóxia para 
minimizar os danos oxidativos que podem ocorrer durante a reoxigenação, sendo esse 
momento geralmente associado ao estresse oxidativo de fato (Hermes-Lima et al. 
2015). O mecanismo POS está detalhadamente descrito na próxima seção do presente 
trabalho (Capítulo 2). 

A importância dos animais desenvolverem adaptações para resistir à hipóxia 
está relacionada com o metabolismo de ROS. Os seres vivos possuem uma produção 
constitutiva de ROS, que são originados do O2 no seu estado fundamental, o qual 
possui dois elétrons desemparelhados que o caracteriza como radical livre.  Sua 
redução a partir de diferentes doadores, como enzimas oxidases, podem gerar radicais 
superóxido (O2⁻) e hidroxila (•OH), peróxido de hidrogênio (H2O2), entre outras. Apesar 
de serem naturalmente produzidos, principalmente na cadeia transportadora de 
elétrons, ROS em altas concentrações pode gerar diferentes tipos de danos oxidativos. 
(Hermes-Lima 2004)

A peroxidação lipídica (LPO) é um dos principais danos causados por espécies 
reativas, e está associado a diferentes patologias. O processo é na maioria das vezes 
catalisado por metais de transição em diferentes estados de oxidação, que a partir de 
oxidantes fortes causam a quebra de fosfolipídeos presentes nas membranas 
celulares. O efeito na membrana pode variar dependendo da natureza e concentração 
do oxidante. Por exemplo, o radical superóxido (O2⁻) é moderadamente reativo quando 
comparado ao radical hidroxila (•OH), que é altamente reativo e capaz de atravessar as 
membranas celulares. Alguns dos possíveis danos causados pela LPO é a redução na 
fluidez da membrana ou até mesmo ruptura da bicamada; fluxo descontrolado de íons 
como Cl⁻ e Na⁺, envolvidos no potencial de membrana; alteração do funcionamento da 
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cadeia respiratória de elétrons em função do dano na membrana mitocondrial; mal 
funcionamento de receptores de membrana envolvidos na transdução de sinal; e efluxo 
de fluidos intracelulares. Devido a esses efeitos na célula, a LPO está intrinsecamente 
envolvida em doenças como Alzheimer e Parkinson, que estão relacionadas ao mal 
funcionamento do fluxo de íons pela membrana. (Hermes-Lima 2004, Halliwell & 
Gutteridge 2015)

Outro importante indicador de estresse oxidativo são as proteínas carboniladas. 
Os grupos carbonila (C=O) são formados a partir da reação de radicais livre ou 
aldeídos com proteínas. Um aumento de duas ou três vezes dos níveis considerados 
normais de proteínas carboniladas (~10% das proteínas celulares) pode ser um dos 
principais contribuintes para danos e morte celular. Em função disso, esse dano 
oxidativo também está associado ao envelhecimento e a patologias como tabagismo, 
doença hepática alcoólica e diabetes, sendo doenças relaciondas à grande produção 
de radicais (a partir de diferentes fontes) e consequentemente ao estresse oxidativo. 
(Hermes-Lima 2004, Halliwell & Gutteridge 2015)

Além do efeito danoso nas proteínas e membranas celulares, os radicais 
também podem afetar diretamente o DNA. A oxidação das bases nitrogenadas é 
considerado um grande fator para a morte celular ou crescimento de células 
cancerígenas. Alguns dos radicais que podem gerar a apoptose a partir de 
modificações no DNA são o radical hidroxila (•OH), oxigênio singleto (¹O2) e espécies 
reativas de nitrogênio (RNS). As consequências podem ser inúmeras, desde alterar o 
crescimento celular até modificar o perfil transcriptômico, que pode gerar mutações 
gênicas que ativam oncogenes e consequentemente geram carcinogênese. A origem 
desse estresse oxidativo está envolvida com o estilo de vida (por exemplo dieta, 
exposição a poluentes e radiações, uso de drogas como tabaco, etc.) e com inflamação 
crônica. (Hermes-Lima 2004; Pizzino et al. 2017). 

Todos esses danos oxidativos citados são medidos experimentalmente a partir 
de diferentes protocolos para analisar o grau de estresse oxidativo, bem como enzimas 
antioxidantes, para investigar os mecanismos adaptativos citados acima. Por exemplo, 
no mecanismo POS espera-se que ocorra aumento de enzimas antioxidantes durante o 
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estresse de hipóxia, funcionando como preparo para um aumento de danos oxidativos 
durante a reoxigenção.

De fato as espécies reativas de oxigênio (ROS) em altas concentrações nas 
células e tecidos podem levar a diferentes patologias, mas a visão que “radicais livres 
são sempre vilões” está cada dia mais defasada. A nossa sociedade ainda procura os 
antioxidantes exógenos em alimentos como frutas e vegetais no intuito de evitar 
patologias crônicas associadas ao estresse oxidativo, como diabetes tipo 2, câncer e 
doenças cardiovasculares. Indiscutivelmente esses alimentos estão associados à maior 
longevidade, mas a correlação com a suplementação de antioxidantes não é 
comprovada. Estudos recentes de meta análise com suplementação de antioxidantes 
como vitamina A, C e E e β-carotenos para prevenção de diferentes doenças indicam 
que tais compostos induzem maior incidência de câncer e mortalidade (Fortmann et al. 
2013, Lin et al 2013). O que de fato pode estar relacionado à redução da incidência 
dessas doenças são os antioxidantes endógenos produzidos naturalmente pelos 
organismos, que necessitam de pequenas quantidades de ROS para sensibilizar 
fatores de transcrição associados a genes de antioxidantes. Por exemplo, já é de 
conhecimento geral que exercício físico previne inúmeras patologias, mas e nesse 
processo é produzido quantidades consideráveis de ROS no músculo esquelético. Para 
explicar esse fenômeno os pesquisadores propuseram o mecanismo de resposta não-
linear conhecido como “hormese”, que se opõe a visão clássica que ROS são 
totalmente indesejados e prejudiciais para a mitocôndria (Yun & Finkel 2014). Assim, 
pequenas quantidades de ROS são utilizadas na sinalização celular para geração de 
antioxidantes endógenos, como as enzimas catalase (CAT) e superóxido disumutase 
(SOD), para o organismo se proteger de maneira eficiente contra estressores 
endógenos e exógenos. Isso demonstra a importante função de ROS no surgimento de 
adaptações fisiológicas ao longo da evolução para proteção contra o estresse 
oxidativo. (Ristow 2014)

Essas adaptações possivelmente foram originadas devido pressões seletivas do 
aumento do oxigênio atmosférico (540 My), de forma que os organismos precisaram 
desenvolver um sistema de proteção contra os danos oxidativos gerados pelos radicais 
oriundos da respiração celular (Halliwell & Gutteridge 2015). As defesas antioxidantes 
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são divididas em quatro subclasses: as defesas primárias que lidam diretamente com 
ROS, podendo ser enzimáticos ou não (GSH, SOD, CAT, etc.); as defesas auxiliares 
que reciclam ou sintetizam os substratos das defesas primárias (GR, GST, etc.); 
complexos de metais com enzimas/proteínas e antioxidantes de baixo peso molecular 
que minimizam o efeito dos metais pesados na produção de radicais (vitaminas C e E, 
carotenoides, etc); e enzimas de reparo do DNA para eventuais danos gerados. Ao 
longo da evolução algumas enzimas antioxidanres foram conservadas desde as 
bactérias até os humanos enquanto outras foram se especificando para diferentes 
táxons, podendo variar nas sequências de aminoácidos, nos cofatores e substratos. 
(Hermes-Lima 2004, Halliwell & Gutteridge 2015)

A glutationa (GSH) faz parte do sistema antioxidante mais conhecido, sendo um 
importante tripeptídeo formado por glutamato, cisteína e glicina. Está presente desde 
as leveduras até o ser humano, e também no reino vegetal, com particularidades em 
cada grupo (Bachhawat & Yadav 2018). No caso de mamíferos a glutationa é 
transportada através da membrana plasmática nas células por degradação externa na 
superfície, transporte dos aminoácidos ou dipeptídeos para o citoplasma, seguido pela 
ressíntese dentro do citosol onde exerce sua atividade antioxidante (Bachhawat & 
Yadav 2018). Esse sistema é formado por diferentes enzimas primárias e auxiliares e 
tem o papel fundamental de biotransformação de compostos eletrofílicos, como O2⁻, o 
principal radical oriundo da respiração celular. A partir de uma reação de redução os 
compostos perdem a carga e GSH se oxida, gerando a glutationa dissulfeto (GSSG), 
que posteriormente será reduzida novamente pela enzima glutationa redutase (GR) ou 
tioredoxina redutase (TrxR) com consumo de NADPH. No caso do radical superóxido 
(O2⁻) ocorre inicialmente sua dismutação pelas enzimas superóxido dismutase (SOD) 
(podem ter cofatores como manganês, cobre e zinco), gerando o peróxido de 
hidrogênio (H2O2) que é posteriormente hidrolisado pelas enzimas catalase (CAT), 
glutationa peroxidases (GPX’s) e peroxiredoxinas (Prx). No caso da GPX e Prx é 
necessário a oxidação de um substrato (GSH e Trx, respectivamente) para que ocorra 
a redução do peróxido de hidrogênio para água. Quando o sistema antioxidante não 
está em equilíbrio, e os compostos H2O2 e O2⁻ permanecem em altas concentrações, 
pode ocorrer a Reação de Fenton. Nessa reação ocorre uma perturbação nos centros 
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ferro-enxofre (Fe-S) de proteínas, isso gera a liberação de íons ferrosos (Fe²⁺) que 
reduzem o H2O2 à radical hidroxila (•OH), altamente reativo e causador de danos 
oxidativos. Dessa forma, o sistema antioxidante está todo interligado entre as enzimas, 
a glutationa e outros antioxidantes de baixo peso molecular para manter a homeostase 
redox (Fig. 6). (Hermes-Lima 2004, Moreira 2017).

Como dito anteriormente, a explosão cambriana está correlacionada aos níveis 
de O2 na atmosfera, e também com outros fatores como o surgimento do colágeno e a 
estabilização de condições ambientais. Com evidências de esponjas marinhas 
presentes no período Neoproterozoico, quando o ambiente ainda era hipóxico, é 
importante o entendimento de mecanismos adaptativos que permitiram a evolução da 
vida pluricelular desde então. A esponja H. heliophila pode ser um bom modelo para 
analisar a evolução desses mecanismos, levando em consideração sua sobrevivência 
sob exposição aérea diária, e também por fazer parte da classe Demospongiae, uma 
das mais primitivas e adaptadas a diferentes condições e ambientes. Assim, o objetivo 

Figura 6. Principais reações envolvidas no sistema antioxidante associado à glutationa (Moreira 2017)
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geral dessa dissertação é analisar e compreender o funcionamento do metabolismo 
redox e sistema antioxidante na esponja H. heliophila submetida a diferentes 
estressores (temperatura, radiação solar/UV e exposição aérea) sob condições naturais 
da espécie. Os objetivos específicos são:

- Verificar a ocorrência ou não do mecanismo POS na esponja H. heliophila sob 
os estresses de radiação solar/UV (dia x noite), exposição aérea (dentro x fora d’água) 
e o efeito de variações sazonais de condições ambientais (verão x primavera);

- Verificar a possível presença do POS em esponjas na natureza a partir do 
objetivo específico citado acima, sem ter controle das condições ambientais em 
laboratório;

-  Discutir sobre a evolução do mecanismo POS e suas possíveis origens a partir 
dos dados obtidos.

Capítulo 2 - Preparo para o estresse oxidativo

Animais tolerantes à hipóxia desenvolveram mecanismos adaptativos para 
conseguir sobreviver a situações de estresse oxidativo. Algumas adaptações foram 
brevemente discutidas na Introdução Geral (Capítulo 1), e nesse capítulo será descrito 
em detalhes o mecanismo conhecido como “preparo para o estresse oxidativo” (POS). 
Na primeira seção (2.1) é descrito como a teoria surgiu, como se desenvolveu a partir 
das evidências e quão difundida está no Reino Animal; na segunda seção (2.2) é 
explicado detalhadamente o mecanismo molecular; e na terceira seção (2.3) é discutido 
a radiação UV como gatilho para o POS, sendo um dos focos do presente trabalho.

2.1 História

Em 1993 Hermes-Lima & Storey fizeram análise do metabolismo redox em uma 
espécie de serpente que teve uma resposta não esperada em função ao congelamento 
ou anóxia. Os antioxidantes endógenos estavam em maiores concentrações durante o 
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estresse congelante ou da baixa oxigenação, e o grande questionamento foi como 
esses antioxidantes aumentaram durante o período de baixa oxigenação. Até então 
acreditava-se que os antioxidantes respondiam apenas após o animal passar por 
estresse oxidativo, então essas evidências se tornaram divergentes com a literatura 
conhecida até então. O mecanismo foi então intitulado “preparo para o estresse 
oxidativo” (POS), que consiste no aumento dos antioxidantes durante situações de 
baixa oxigenação para o possível momento de estresse oxidativo, que ocorre durante a 
reoxigenação com a alta produção de espécies reativas (Hermes-Lima et al. 1998). 
Lushchak e colaboradores (2001) trouxeram uma evidência importante que corroborou 
com esses resultados, demonstrando um aumento de peroxidação lipídica no peixe 
dourado (Carassius auratus) resistente à hipóxia quando no estado de reoxigenação. 
Acreditava-se que animais resistentes à hipóxia conseguiam evitar esses danos, mas 
foi observado que esses peixes aumentam algumas defesas antioxidantes durante a 
hipóxia severa e passam por estresse oxidativo na reoxigenação, não na hipóxia 
(Lushchak et al. 2001; Moreira et al. 2022).

Por muitos anos ficou sem explicação o que causava a ativação dos 
antioxidantes em situações de hipóxia severa – ou seja, o POS não tinha um 
mecanismo molecular descrito. Se acreditava que durante a hipóxia haveria uma queda 
da produção de ROS – era o esperado. Assim, se pensava que a ativação da produção 
de antioxidantes não poderia ser por meio de ROS. Entretanto, essa premissa estava 
errada. Apareceram muitas evidências indiretas de aumento de ROS na hipóxia,  porém 
sendo um aumento menor comparado à reoxigenação. Em 2013 Welker e 
colaboradores propuseram que pode haver uma pequena produção de oxi-radicais 
durante a hipóxia nos animais que fazem POS. Tal aumento seria dificilmente detectável 
em ensaios bioquímicos por ser um processo rápido, apenas o suficiente para ativar 
fatores de transcrição de genes de enzimas antioxidantes.

Desde então, nos últimos 20 anos foram surgindo várias evidências pelo mundo 
de animais que passam por estresse oxidativo em função de mudanças ambientais 
sazonais e que respondem utilizando o mecanismo POS. Alguns estressores foram 
caracterizados como possíveis gatilhos para o POS, sendo eles: estivação, hipóxia, 
congelamento, desidratação, exposição aérea e radiação ultravioleta. Já foram 
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descritas mais de 120 espécies de animais POS-positivas (Hermes-Lima et al. dados 
não publicados), incluindo 9 filos diferentes (Fig. 7). Dentre eles estão a carpa comum 
(Cyprinus carpio) sob hipóxia, o coral Veretillum cynomorium sob exposição aérea, o 
caramujo gigante africano (Achatina fulica) sob estivação, o mosquito da Antártida 
(Belgica antarctica) sob desidratação, o gastrópode Littorina littorea sob anóxia e 
congelamento e a minhoca Amynthas gracilis sob diferentes doses de radiação 
ultravioleta (Lushchak et al. 2005; Teixeira et al. 2013; Salway et a. 2010; Lopez-
Martinez et al. 2009; English & Storey 2003; Chuang & Chen 2013).

Figura 7. Filos do Reino Animal com espécies comprovadamente POS-positivas 
(Moreira et al. 2022)
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Um dos atuais desafios da pesquisa sobre o POS é mostrar sólidas evidências 
que o mecanismo acontece na natureza. A grande maioria dos estudos são testes 
controlados em laboratório, que imitam as condições do habitat natural do animal. 
Porém, na natureza as condições não são pré-determinadas como em laboratório, e há 
limitações. As condições ambientais podem ter uma variabilidade muito grande ao longo 
do período que os animais são coletados, como por exemplo a radiação solar e UV, 
temperatura do ar e da água (para animais aquáticos), concentração de matéria 
orgânica, pH, salinidade, oxigenação, umidade relativa do ar, entre outras variáveis. A 
grande dificuldade é isolar uma ou mais variáveis para determinar seu efeito na 
alteração metabólica observada no estudo. Por exemplo, não é possível estabelecer 
com precisão qual condição ambiental foi determinante para um aumento de 
antioxidantes se houve grande variação na temperatura e na radiação UV, como seria 
possível se fosse feito em laboratório um desenho experimental com temperatura 
constante, mas diferentes doses de radiação UV.

Recentemente foi publicado um estudo com mexilhões (Brachidontes solisianus) 
(Moreira et al. 2021) para avaliar o metabolismo redox da espécie sob dois estressores 
citados anteriormente: exposição aérea e radiação UV, fazendo coleta em campo sem 
controle dessas condições. Foram feitos dois dias de coleta, coincidentemente um 
estava mais ensolarado que o outro, e a resposta antioxidante foi diferente: ocorreu 
mecanismo POS no dia ensolarado, e não no dia nublado (Moreira et al. 2021, Moreira 
et al. 2022 - submetido). Com esses dados é possível presumir que mais de uma 
variável ambiental tenha interferido na resposta antioxidante (exposição aérea, radiação 
solar e temperatura), e também a dose do estressor. Apesar dessas dificuldades, 
estudos sob condições naturais são importantes para investigar a ecofisiologia animal 
em cenários ecologicamente relevantes. Para fazer isso, durante a coleta é registrado a 
variação nas condições ​​ ambientais como uma tentativa de identificar aquelas que 
podem desempenhar um papel na resposta metabólica (Moreira et al. 2021). 

Das mais de 120 espécies POS-positivas já documentadas (Hermes-Lima, dados 
não publicados) apenas algumas tiveram os animais coletados na natureza sem 
controle das condições ambientais: a espécie de ouriço do mar Echinometra lucunter 
(estresse da exposição aérea), os anuros Duttaphrynus melanostictus, Nanorana 
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parkeri, Proceratophrys cristiceps e Pleurodema diplolister (estresses de estivação e 
hibernação), o peixe Astyanax elachylepis (estresse de hipóxia) e os mexilhões citados 
anteriormente Brachidontes solisianus (Pereira 2021; Patnaik & Sahoo 2021; Moreira et 
al. 2021a; Moreira et al, 2021b; Ondei et al. 2020, Niu et al. 2022 e Niu et al. 2018) (Tab. 
1). Com a literatura ainda limitada é importante procurar novas espécies, possivelmente 
de filos ainda não documentados, que se enquadram no padrão POS em seu habitat 
natural. Em função disso, um dos objetivos do presente trabalho é fazer uma coleta em 
campo de H. heliophila para testar o POS sob as condições ambientais naturais da 
espécie.

Espécie Estresse POS Refência

Mollusca
  Bivalvia
     Brachidontes solisianus EA + Moreira et al. 2021b

Echinodermata
  Holothuroidea
     Echinometra lucunter EA + Pereira 2021

Chordata
  Actinopterygii
     Astyanax elachylepis H + Ondei et al. 2020

  Amphibia
     Duttaphrynus melanostictus HI + Patnaik & Sahoo 2021
     Nanorana parkeri HI - Niu et al. 2018
     Nanorana parkeri A + Niu et al. 2022
     Proceratophrys cristiceps E + Moreira et al. 2021a
     Pleurodema diplolister E + Moreira et al. 2021a

EA= exposição aérea
H= hipóxia
HI=hibernação
E=estivação
A=altitud

Tabela 1. Espécies POS-positivas que foram obtidas e testadas em condições  ambientais 
naturais da espécie. EA = exposição aérea; H =  hipóxia; HI = hibernação; E = estivação; A = 
altitude.
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2.2 Mecanismo molecular

Muitos animais habitam locais inóspitos, com condições extremas de 
temperatura, concentração de oxigênio, umidade relativa, etc. Um dos possíveis 
recursos utilizados por animais para sobreviver a tais condições é a depressão 
metabólica. São desativadas as vias de alto consumo de ATP, incluindo enzimas 
metabólicas, que resulta em redução na taxa de consumo de O2 pela cadeia 
transportadora de elétrons. Como o animal fica em estado hipometabólico, 
necessitando de pouco oxigênio e nutrientes, acreditava-se que não haveria produção 
significativa de ROS devido à baixa disponibilidade do substrato, mas evidências têm 
mostrado diferentes perspectivas. Um dos primeiros estudos que refutou essa visão 
clássica foi Rao et al. (1983), que observou em cachorros com oclusão coronária (meio 
hipóxico), um aumento de 55% dos níveis de oxi-radicais em comparação com o meio 
normóxico. Outro trabalho com células bovinas também mostrou o aumento de radical 
superóxido durante a hipóxia (Hernansanz-Agustín et al. 2014). Desde então muitos 
estudos tem corroborado com a nova visão, principalmente com mamíferos, mas 
também com invertebrados (Maupoil & Rochette 1988; Paddenberg et al 2003; 
Hernansanz-Agustín 2014), e têm demonstrado que pode ocorrer a formação de ROS 
em animais sob hipóxia. 

A explicação do mecanismo molecular do POS tem início nesse possível 
aumento de ROS durante momento de baixa concentração de oxigênio, descrito acima. 
Esse aumento de ROS está envolvido com a regulação de genes de enzimas 
antioxidantes a partir de fatores de transcrição (Nrf2, p53, HIF-1, NF-kB e FoxO), de 
forma que esses fatores são sensíveis ao ROS e responsáveis pela expressão gênica 
de grande parte do sistema antioxidante. (Welker et al. 2013; Hermes-Lima et al. 2015)

Uma importante via metabólica, e a mais conhecida envolvendo expressão 
gênica de antioxidantes é a associação entre o fator nuclear eritróide 2 (Nrf2) (que faz 
parte de uma grande família de proteínas Nrf), e sua proteína reguladora, Keap1. Em 
baixas concentrações de ROS é formado no citoplasma um complexo ubiquitinante de 
Keap1–Culina3, que marca Nrf2 para sua degradação no proteassoma. Na presença de 
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ROS o complexo passa por uma mudança conformacional que impede a ubiquitinação 
de Nrf2, que consequentemente se acumula no citosol até migrar para o núcleo, onde 
se liga aos elementos de resposta antioxidante (ARE) presentes nos genes envolvidos 
com a transcrição de enzimas antioxidantes (Welker et al. 2013; Hermes-Lima et al. 
2015). O Nrf2 é um importante regulador de genes envolvidos na biossíntese de 
glutationa e enzimas antioxidantes como SODs, GPXs, GSTs e catalase (Chan & Kan 
1999, Banning et al. 2005, Suzuki et al. 2005). Todos esses antioxidantes citados foram 
conferidos espectrofometricamente nas esponjas H. heliophila para o presente trabalho.

A origem evolutiva do Nrf2 é associada ao aumento dos níveis de oxigênio na 
Era Paleoproterozoica, quando houve o Grande Evento de Oxigenação (GOE) (Gacesa 
et al. 2016). Já a proteína Keap1 tem sido sugerido na academia que evoluiu a partir de 
ancestrais dos animais bilaterais. Essa conclusão é baseada em estudos como de Fuse 
& Kobayashi (2017), que encontrou homólogos de Nrf2 em leveduras, mas não de 
Keap1. Doonan e colegas (2019), corroborando com Gacesa e colegas (2016), fez uma 
análise filogenética a partir do banco de dados, que demonstrou a presença de 
proteínas Nrf em metazoários basais (esponjas, ctenóforos, placozoários e cnidários). 
Curiosamente uma das espécies analisadas, a esponja Amphimedon queenslandica, 
possui duas proteínas Nrf, indicando possivelmente uma adaptação específica da 
espécie, quando comparado com outras espécies de metazoários basais, que possuem 
apenas um.  Com esses dados Doonan et al (2019) observou que os homólogos de Nrf 
apareceram antes dos metazoários basais (esponjas, ctenóforos e placozoários), e que 
as proteínas da família de Keap1 surgiram já nos cnidários. 

A proteína p53 é conhecida por seu efeito anti-tumoral, sendo uma importante 
proteína de checagem para proteção contra possíveis danos no DNA, podendo gerar 
apoptose celular. Porém, a p53 também está intrinsecamente envolvida na expressão 
de genes de enzimas SODs e GPXs (Mai et al. 2010, Tan et al. 1999). Outro importante 
efeito antioxidante da p53 é a regulação do gene da glutaminase 2 mitocondrial, uma 
enzima que catalisa a síntese de glutamato, precursor de glutationa. A p53 está 
presente no Reino Animal desde o filo Placozoa, um dos metazoários mais basais, mas 
possui alguns buracos na arvore filogenética em que os genes foram suprimidos, 
estando ausente nos poríferos, cnidários, crustáceos e hexápodas (Aberg et al. 2017). 
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Outro importante fator de transcrição envolvido no estresse oxidativo é a 
subfamília das proteínas forkhead box (Fox), FoxO. Essa subfamília está envolvida no 
ciclo celular, apoptose e processos metabólicos, sendo comumente associada a 
carcinogênese (Malik & Storey 2011). Já foram identificados diferentes genes da 
subfamília, tendo surgido evolutivamente a partir dos poríferos. No caso da esponja 
Amphimedon queenslandica foram identificados 17 genes da família Fox, incluindo 
FoxO (Shimeld et al. 2010). As proteínas FoxO são reguladas a partir de mudanças 
pós-traducionais (fosforilação, acetilação e ubiquitilação) que podem influenciar na 
capacidade de ligação ao DNA (Malik & Storey 2011, Welker et al. 2013). O estresse 
oxidativo interfere em algumas dessas mudanças, podendo favorecer a translocação de 
FoxO para o núcleo, onde se liga a genes-alvo, como das enzimas antioxidantes SOD2 
e catalase (Kops et al. 2002; Greer & Brunet 2005). Assim, os fatores de transcrição 
FoxO podem regular a célula que está sob estresse oxidativo para aumentar a 
transcrição de genes antioxidantes, desempenhando um importante papel em episódios 
de hipóxia. 

Os fatores de transcrição NF-kB também desempenham um importante papel na 
resposta ao estresse oxidativo, apesar de serem mais conhecidos por sua função 
imunológica. Conseguem se ligar a uma sequência de 10 pares de base de sítio kB nos 
genes alvo para favorecer a transcrição. O NF-kB é formado por duas subunidades, 
podendo ser homo ou heterodímero dependendo da espécie e tipo celular, sendo as já 
conhecidas em mamíferos p65, p50, p52, RelB e cRel. Quando desativado, o fator NF-
kB encontra-se ligado a proteínas IkB no citoplasma, que impedem sua translocação 
para o núcleo. O desmembramento do complexo IkB/NF-kB a partir da fosforilação do 
IkB possibilita o transporte do NF-kB até núcleo, onde pode se ligar aos genes alvo 
(Welker et al. 2013). Já foi demonstrado o efeito dos fatores NF-kB na expressão de 
enzimas antioxidantes como MnSOD, CuSOD, GST e GPX (Morgan & Liu 2011). Esses 
fatores de transcrição foram altamente conservados ao longo da evolução, mas variam 
na sua composição proteica, já tendo sido identificados homólogos em poríferos, 
cnidários e vertebrados em geral, estando ausente apenas nos nematóides (Williams & 
Gilmore 2020).
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Outro fator de transcrição que modula a homeostase redox é o fator induzível por 
hipóxia 1 (HIF-1). É um heterodímero composto por uma subunidade HIF-1ɑ que é 
regulada pela concentração de oxigênio, e uma subunidade constitutiva HIF-1β. Em 
normóxia HIF-1ɑ é hidrolisada por enzimas prolil-hidrolases (PHD) e ocorre a 
sinalização para sua degradação pela proteína VHL, o que inibe a dimerização com a 
subunidade HIF-1β, e consequentemente a ativação da transcrição dos genes-alvo. A 
subunidade HIF-1ɑ é produzida constantemente, mas só se estabiliza com a outra 
subunidade sob condições hipóxicas. Dessa forma, quando o dímero está no núcleo, 
ele se liga aos elementos de resposta à hipóxia (HRE) presentes nas sequências 
regulatórias dos genes-alvo (Welker et al. 2013). Muitos genes são regulados pelo 
HIF-1, envolvidos com vias metabólicas como glicólise e angiogênese, e também com 
enzimas antioxidantes, como GPX (Bierl et al. 2004). Ao longo da evolução houve 
diferenciação e surgimento de genes homólogos, presentes nas esponjas por exemplo. 
Porém nesse caso também houve perda ou ausência no transcriptoma de genes de 
enzimas envolvidas na via, como PHD e VHL, podendo haver variação entre as classes 
dos poríferos. A classe Demospongiae especificamente possui gene homólogo a HIF-1ɑ 
e VHL, estando totalmente ausente apenas os genes envolvidos com as proteínas PHD. 
A partir dos cnidários todos os genes envolvidos nessa via de transcrição estão 
presentes e conservados ao longo do Reino Animal (Mills et al. 2018). 

O mecanismo molecular do POS depende significativamente desses fatores de 
transcrição para produção das enzimas antioxidantes. Como foi descrito anteriormente, 
o estresse ambiental (congelamento, hipóxia, estivação, desidratação, exposição aérea 
e radiação UV) pode levar a produção, ainda que limitada, de ROS. Esse aumento 
relativo ativa os fatores transcrição, que se translocam para o núcleo, onde se ligam aos 
genes-alvo de enzimas como CAT, SOD e GPX. Com o aumento da tradução e 
modificações pós traducionais de enzimas antioxidantes o sistema fica “preparado” para 
o momento de reperfusão/reoxigenação, quando majoritariamente ocorre o estresse e o 
aumento de danos oxidativos como peroxidação lipídica e carbonilação de proteínas, 
(Fig. 8). 
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2.3 Radiação ultravioleta

A radiação UV até recentemente não era considerada um dos possíveis gatilhos 
para o POS, até que foi proposto em 2020, a partir de uma revisão feita com busca 
ativa de artigos em diferentes plataformas de pesquisa, que o UV pode gerar respostas 
moleculares semelhantes às outras condições (hipóxia, estivação, etc.) (Geihs et al. 
2020). A radiação UV é uma condição ambiental que tem efeito nocivo em animais 
terrestres e aquáticos, do filo mais basal até os cordados. No caso de ecossistemas 
aquáticos, em invertebrados sésseis ou com pouca mobilidade, a interferência pode ser 
ainda maior. A exposição pode gerar diferentes efeitos metabólicos de forma direta, 
danificando biomoléculas e estruturas celulares, ou indireta, a partir da formação de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) (Schuch et al. 2017). No caso da ação indireta, 
muitos estudos indicam uma resposta à exposição UV dose-dependente, de forma que 

Figura 8. Mecanismo molecular do 
“preparo para o estresse oxidativo”. 
Estresses ambientais com privação de 
oxigênio geram um aumento de ROS que  
por sua vez ativa os fatores de transcrição 
FoxO, Nrf2, p53, HIF e NF-kB para 
transcrição e tradução de enzimas 
antixoxidantes (CAT, SOD, GST e GPX). 
Ta m b é m o c o r r e m m u d a n ç a s p ó s 
traducionais nas enzimas já sintetizadas. 
Com as enzimas antixoxidantes em maior 
atividade o sistema antioxidante fica ativo 
para proteção do organismo aos danos 
oxidativos provenientes da reoxigenação/
reperfusão
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em baixas doses ocorre uma pressão seletiva para adaptações fisiológicas. Esse 
mecanismo dose-dependente é conhecido como hormese e é caracterizado por uma 
resposta bifásica: um determinado estressor, quando em baixas doses, gera uma 
resposta adaptativa ao evento, e quando em altas doses tem um efeito tóxico (Fig. 9) 
(Yun & Finkel 2014). A hormese se enquadra no padrão observado em estudos 
analisados por Geihs e colegas (2020) na resposta à diferentes doses de radiação UV 
(Chuang & Chen 2013; Won et al., 2014; Singh et al., 2015).

Um exemplo claro da resposta dose-dependente ao UV é o estudo citado 
anteriormente com mexilhões da espécie Brachidontes solisianus (Moreira et al. 2022 - 
submetido). A coleta ocorreu em dois dias diferentes, com radiações UV diferentes 
conferidas pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), em consequência das 
condições ambientais naturais. A radiação solar cumulativa do dia ensolarado (dia 01) 
foi de 15.381 kJ/m2, enquanto no dia nublado (dia 02) foi de 5.489 kJ/m2 (Moreira et al. 
2022 - submetido). Como esperado (Geihs et al. 2020), houve uma resposta dose-
dependente, em que no dia 01 houve aumento significativo de GSHt, GSH, TBARS e 
proteínas carboniladas, enquanto no dia 02 não houve diferença significativa em 
nenhum antioxidante ou marcador de estresse oxidativo (Moreira et al. 2022- 
submetido) (Fig. 10).

Figura 9.Padrão hormét ico 
c o n t e x t u a l i z a d o p a r a o 
metabo l i smo redox com o 
estressor radiação UV dividido 
em três fases: em baixas doses 
de UV ocorre uma resposta 
adapta t iva a par t i r de um 
aumento relativo de ROS para 
produção de antioxidantes; em 
doses medianas se inicia o 
processo de estresse oxidativo; 
em altas doses o efeito do ROS é 
tóxico, podendo gerar dano no 
DNA e peroxidação lipídica
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Outros fatores também podem interferir na resposta metabólica à radiação UV: 
tamanho corporal, estilo de vida (diurno ou noturno) e composição de pele e/ou 
esqueleto. Animais sésseis de ecossistemas intertidais, como as esponjas H. heliophila, 
podem estar mais sujeitos aos efeitos nocivos, e ter uma resposta mais acentuada de 
aumento de antioxidantes endógenos (Geihs et al. 2020). Além dos fatores físicos dos 
animais que podem interferir no grau de resposta e dano oxidativo, outros estressores 
podem estar envolvidos, principalmente em pesquisas feitas com animais na natureza 
sem controle de condições como salinidade, pH, temperatura do ar e da água, etc. No 
estudo de Moreira et al. 2022 houve muita variação de temperatura entre os dois dias, 
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Figura 10. Níveis de glutationa total (A), glutationa reduzida (B), substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) (C) e proteínas carboniladas (D) em mexilhões Brachidontes solisianus. Os 
animais ficaram expostos ao ar no início da manhã e no final da tarde em dois dias diferentes de coleta. 
O sombreado amarelo representa a radiação solar global no eixo Y direito e as barras pretas e brancas, 
o fotoperíodo. Os círculos brancos representam o grupo de animais expostos ao ar, e os azuis os 
submersos. O asterisco denota a diferença significatica entre os animais em diferentes tempos de 
exposição ou submersão, indicado no eixo X. GSHt e GSH: N=7-11; TBARS e proteínas carboniladas: 
N=8-9. Os dados dos animais coletados no dia 01 foram obtidos de Moreira et al 2021 e colegas e do dia 
02 Moreira et al. 2022 - submetido
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então não foi possível presumir que a radiação teve efeito significativo sobre o 
metabolismo redox do mexilhão.

A partir dos dados (Fig. 10), Moreira e colegas (2022) corroboraram com Geihs e 
colegas (2020), demonstrando que o tempo e a dose de radiação UV são determinantes 
para a resposta antioxidante do animal sob estresse oxidativo, além dos fatores físicos 
citados anteriormente. Com tantas variáveis, animais de diferentes filos invertebrados 
que habitam locais ecologicamente semelhantes, como H. heliophila e B. solisianus, 
pode haver diferenças no mecanismo-resposta, na proporção de antioxidantes 
endógenos sintetizados e até mesmo no momento significativo de estresse oxidativo 
(durante a exposição ou submersão, por exemplo). Apesar de todas essas variáveis, 
observou-se o padrão POS em Brachidontes solisianus, sendo então caracterizada 
como mais uma espécie POS-positiva, com possivelmente dois estressores associados 
(radiação solar e exposição aérea/hipóxia funcional). 

Com análises feitas a partir de busca ativa de artigos publicados até 2019, Geihs 
e colegas (2020) propuseram a inserção da radiação UV como possível gatilho do POS, 
mas com algumas ressalvas e diferenças. O mecanismo molecular descrito na seção 
anterior (2.2), para animais tolerantes à hipóxia que obedecem aos critérios do POS, 
possui muitas semelhanças com o mecanismo gerado pela radiação UV. Porém, no 
caso do ultimo, ocorre indução de formação de ROS a partir da ativação de cromóforos 
excitados por UV-A (Yagura et al. 2017) ou por enzimas geradoras de ROS induzidas 
por UV-B, como NADPH-oxidases e ciclooxigenases (Schuch et al., 2017). Outra 
diferença relevante é que no caso do POS-UV não há necessariamente uma depressão 
metabólica associada como ocorre com o POS gerado por estivação, desidratação e 
congelamento (Geihs et al. 2020). Com essas ressalvas, foi descrito o padrão POS-UV, 
sendo incluídas 17 espécies de 6 filos diferentes que obedecem ao padrão (Fig.11)
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Phylum Species Antioxidants ROS Stress markers

Rotifera

Annelida

Arthropoda

Echinodermata

Chordata

Cnidaria

Brachionus sp.

Amynthas gracilis

Mythimma separata 

Tigriopus japonicus 

Tripneustes gratilla

Catla catla

Acropora microphthalma

Eudiaptomus gracilis 

Strongylocentrotus 
droebachiensis 

Gadus morhua

Gambusia holbrooki 

CAT

SOD

GST

GR

GPX

GSH

APX

Figura 11. Alterações esquemáticas no metabolismo redox em diferentes espécies animais em resposta à 
UVR. Na figura observam-se 12 espécies de 6 filos respondendo à UVR de acordo com as variáveis: níveis/
atividade de antioxidantes endógenos (GSH e antioxidantes enzimáticos), formação de ROS e marcadores de 
estresse oxidativo (peroxidação lipídica, proteínas carboniladas e danos no DNA). A figura mostra apenas 
variáveis que tiveram aumento durante a exposição à UVR. (Geihs et al. 2020)
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Capítulo 3 - Metodologia

3.1 Coleta e local

Foram feitas duas expedições para São Sebastião (SP) para coletar as amostras 
de H. heliophila na Baía do Araçá, uma praia que foi sedimentada para fins de pesca, 
formando um grande costão rochoso rico em matéria orgânica (Fig. 12). O clima da 
cidade é tropical, com a temperatura média mensal variando entre 19.6 a 25.2°C ao 
longo do ano, sendo fevereiro o mês mais quente, com média de 25.2 °C e com mais 
horas de sol por dia, 8.18h. A cidade possui um índice pluviométrico anual alto, em 
média 1973mm, sendo o mês de janeiro o mais chuvoso (284mm) e com menos horas 
de sol por dia (5.93h). Em relação à temperatura da água do mar a média anual é de 
23.65°C, sendo fevereiro o mês com temperatura da água mais alta, cerca de 27°C. Em 
contrapartida, em setembro a temperatura média é de 20.2°C e da água 21°C, tendo 
em média 6.2h de sol por dia (Climate-Data, 2022).

Figura 12. Baía do Araçá (Viela Dona Petronilia - Topolândia, São Sebastião SP, 11600-000)
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A Baía do Araçá abrange três praias, duas ilhas, manguezais, costões rochosos 
e uma área entre-marés, que compreende uma planície intertidal de até 300m de 
largura, onde foram feitas as coletas de H. heliophila, e uma zona subtidal, que fica 
permanentemente submersa (Fig. 13). A diversidade ambiental propicia uma grande 
biodiversidade associada, sendo um local comumente utilizado para estudos 
relacionados à biologia e ecologia. Além disso, é um local próximo à cidade, sendo há 
muito tempo exposto a ações antrópicas e, por isso, possui muita matéria orgânica 
disponível (Amaral et al. 2016).

  Nesse contexto, surgiu o “Project Biota/Fapesp-Araçá”, que tem o objetivo de 
entender como a zona costeira de Araçá se comporta como um sistema complexo, 
considerando a integração entre processos físicos, biológicos e sociais dentro da baía. 
O projeto fez uma coletânea de espécies já documentadas na região (1950-2010), além 
de atualizar para novas espécies. Os resultados mostraram mais de 1.300 táxons 
presentes na região, com aproximadamente 50 que ainda não haviam sido identificados 
(Amaral et al. 2016). As algas estão entre os organismos mais abundantes, além de 
ostras, caranguejos, cracas, e a esponja de interesse, H. heliophila (Fig. 14). 

Figura 13. Baía do Araçá e suas diferentes áreas topográficas: zona intertidal, sublitoral interno e 
sublitoral externo (Amaral et al. 2016)
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Figura 14. Distribuição espacial das espécies mais comuns de macroinvertebrados na Baía do Araçá. O 
número de ilustrações de cada espécie na figura representa sua abundância relativa na natureza 
(Amaral et al. 2016)
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A escolha da data das expedições dependeu da ocorrência de maré baixa (i.e., 
igual ou abaixo de 0,3), de acordo com a tábua de marés (Tábua de marés, 2021). Com 
a maré acima de 0,3 a coleta fica impossibilitada tanto pela dificuldade de raspagem 
das amostras no substrato como pela inviabilidade de acesso a pé à praia. Sendo 
assim, realizamos três dias de coleta: (i) 28/02/2021 (verão); (ii) 06/09/2021 (primavera) 
e (iii) 07/09/2021 (primavera) (Licença de coleta SISBio 28917-1). Como esperado, em 
fevereiro o clima estava com temperaturas do ar e da água, além do índice de radiação 
solar e UV, consideravelmente acima das taxas de setembro. No verão, foram coletadas 
7 amostras de H. heliophila expostas ao ar (Fig. 15A) e 7 submersas (Fig. 15B) entre 9 
e 10h30. Já na primavera, realizamos dois dias diferentes de coleta, foram 6 amostras 
de esponjas expostas ao ar pela manhã, 6 expostas pela noite, 6 submersas pela 
manhã e 6 submersas pela noite. No dia 2, a coleta da manhã foi entre 9 e 10h e a da 
noite entre 20h20 e 21h30, enquanto no dia 3 a coleta da manhã foi entre 8h20 e 9h30 
e a da noite entre 20h40 e 22h. Os horários foram determinados de acordo com a maré 
baixa (Tábua de marés, 2021).

A B

Figura 15. Colônias de H. heliophila sob exposição aérea (A) e em submersão (B) em São 
Sebastião (SP) em setembro de 2021.
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As localizações foram demarcadas com material flutuante amarrado em fio de 
nylon e presos em pedras próximas à diferentes colônias de H. heliophila, que foram 
retirados ao final da expedição (Fig. 16A). Para diferenciar os indivíduos, cada amostra 
retirada do substrato tinha no mínimo 5 m de distância entre outras. As esponjas foram 
raspadas do substrato com espátula (Fig. 16B), deixando tecido o suficiente para ser 
regenerado. Em seguida as amostras foram transferidas para um recipiente com água 
do mar para fazer uma rápida lavagem (Fig. 16C), seguido de uma limpeza mais 
detalhada, retirando excesso de substrato com pinça em placa de petri e isolando ao 
máximo as papilas da esponja (Fig. 16D). Em ambas coletas foi levado para a praia um 
botijão de nitrogênio líquido para congelar a esponja instantaneamente em tubos de 50 
mL logo após a limpeza, preservando a bioquímica do animal no momento de interesse. 
Após o congelamento, as amostras foram armazenadas em isopor com gelo seco, na 
temperatura aproximada de -80°C, até chegar na Universidade de Brasília, onde foram 
transferidas para um ultra-freezer em -80°C. Foram documentados os horários de coleta 
de todas as amostras, as coordenadas geográficas e a temperatura da água foi aferida 
com termômetro.

A. B.

C. D.
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3.2 Homogeneização

O falcon original da expedição foi manuseado em cadinho resfriado por N2 

líquido. Cada uma das amostras foi separada em tubos de 1,5 mL com pesos 
conhecidos destinados a diferentes experimentos, sem deixar que o tecido 
descongelasse, evitando alterações artificiais nas amostras (i.e., oxidação de moléculas 
de interesse). A homogeneização dos tecidos para os ensaios enzimáticos seguiu o 
protocolo descrito por Regoli e colegas (2004) com algumas adaptações. Foi preparada 
uma solução homogeneizadora composta por 1,5% (p/v) NaCl, phenylmethylsulfonyl 
fluoride (PMSF) 0,1 mM, Tris-HCl 100 mM pH 7,5, e coquetel inibidor de protease 
1:1.000 (P8340, Sigma-Aldrich). Cada amostra foi imediatamente imersa na solução 
homogeneizadora após ser retirada do ultra-freezer. A homogeneização mecânica foi 
feita usando o equipamento turrax (D-160-2) em tubos falcon de 50 mL por 1 min na 
proporção de uma parte de tecido para quatro partes de solução (1:5). Em seguida, os 

A. B.

C. D.

Figura 16. Etapas do processo de coleta: demarcação das localizações (A), raspagem das colônias com 
espátula (B), lavagem rápida com água do mar em recipiente (C) e limpeza detalhada com pinça em placa 
de petri (D), com posterior congelamento em N2 líquido em tubos falcon.
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homogeneizados foram transferidos para tubos de 1,5 mL e centrifugados por 20 min a 
2.000 g e 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e centrifugado 
novamente por 60 min, a 10.000 g e 4°C. O último sobrenadante foi mantido em gelo 
para ser utilizado nos ensaios enzimáticos no mesmo dia em que foram preparados, e 
~50 µL foram separados para conferência de proteínas totais (Bradford 1976).

Já na homogeneização para os ensaios de TBARS, GSH/GSSG e proteínas 
carboniladas, o tecido foi retirado do ultra-freezer e rapidamente imerso em uma 
solução de TCA 10% (p/v)   na concentração de tecido de 1:5. Para o experimento 
TBARS, a homogeneização foi feita em homogeneizador vidro-vidro do tipo Tenbroeck, 
com duração de aproximadamente 5 min de maceração por amostra. Já para proteínas 
carboniladas e GSH/GSSG a homogeneização foi feita em turrax (D-160-2) em tubos 
falcon de 50 mL por 1 min.   Aproximadamente 2 mL de homogeneizado foi transferido 
para tubo eppendorf e centrifugado a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi 
armazenado em novo tubo e mantido no gelo para ser utilizado no mesmo dia, no caso 
dos ensaios de TBARS e GSH/GSSG. Já o pellet foi secado e congelado no ultra-
freezer para serem utilizados posteriormente para o ensaio de proteínas carboniladas.

3.3 Ensaios enzimáticos

3.3.1 Glutationa transferase (GST)

No ensaio de GST é monitorada a velocidade de formação de 2,4-dinitrofenil-5-

glutationa (DNP-SG), um conjugado entre 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e GSH. 
Dessa forma, 1 U de GST equivale a quantidade de GR que produz 1 µmol/min do 
conjugado, utilizando o coeficiente de absortividade molar (ε340) 9.6 mM¯¹ cm-1 (Habig, 
Pabst & Jakoby 1974). As concentrações finais dos reagentes foram GSH 5 mM, CDNB 
1 mM, tampão fosfato de potássio (KPi) 50 mM pH 6,8, EDTA 1 mM e o homogeneizado 
na concentração 1:5. Para a padronização foram testados diferentes volumes de 
homogeneizado, chegando no volume ideal para leitura em espectrofotômetro de 15 µL 
por amostra do homogeneizado 1:5, em um volume final de 200 µL por poço na placa 
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de 96 poços. O monitoramento de produção de CDNB-SG foi feito a partir de um ensaio 
cinético em spectramax M3 em 340 nm por 100 s. As taxas dos ensaios controle sem 
homogeneizado foram subtraídas dos testes, suprimindo o valor relativo à reação 
espontânea entre CDNB e GSH. 

3.3.2 Glutationa redutase (GR)

A enzima GR catalisa a redução de GSSG em GSH, com consumo de NADPH. 
Dessa forma, o ensaio mede a atividade de GR a partir do consumo de NADPH 
(Carlberg & Mannervik 1975). As concentrações finais dos reagentes foram de NADPH 
0,25 mM, GSSG 5 mM, tampão KPi 50 mM pH 7,2 e 1 mM EDTA. Para o 
homogeneizado na concentração de 1:5 foi conferido diferentes volumes durante a 
padronização, chegando em 10 µL por amostra por poço, em um volume final de 200uL 
na placa de 96 poços, com todas as condições e amostras em triplicata. O consumo de 
NADPH foi aferido em leitura cinética em espectrofotômetro em 340 nm por 100 s. 
Diferente dos outros ensaios, o branco experimental é feito com a presença de 
homogeneizado, mas ausência de GSSG, isso para determinar consumo espontâneo 
de NADPH e subtrair dos valores teste. O cálculo foi feito a partir do coeficiente de 
absortividade molar (ε340) 6.22 mM¯¹ cm-1 sendo o consumo de NADPH proporcional à 
atividade de GR na amostra.

3.3.3 Glutationa peroxidase (GPX)

A família de glutationa peroxidases está envolvida na redução de hidroperóxidos 
orgânicos a partir da oxidação de GSH para GSSG. Concomitantemente, a enzima GR 
reduz novamente a GSSG para GSH com consumo de NADPH. O ensaio mede 
indiretamente a atividade de GPX monitorando o consumo de NADPH para redução de 
hidroperóxidos a partir da oxidação de GSH, com bloqueio da catalase utilizando azida 
de sódio (NaN3) 4 mM, afim de evitar interferências reacionais (Paglia & Valentine 
1967). Foi conferida a GPX-total com cumeno hidroperóxido (CHP) 1 mM e a GPX-
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selênio-dependente com H2O2 0,5 mM. A diferença nas espécies reativas está 
relacionada com o substrato de cada enzima. As concentrações finais do restante dos 
reagentes foram tampão KPi 50 mM pH 7,2, EDTA 0,5 mM, GSH 5 mM, GR 0,5 U/mL e 
NADPH 0,25 mM em um volume final de 200 µL por poço na placa de 96 poços, com 
todas as condições e amostras em triplicata. A partir da padronização foi definido o 
volume ideal de tecido, sendo para GPXt 40 µL e para GPXse 50 µL de homogeneizado 
1:5. Inicialmente foi conferida por 90 s a variação da absorbância em 340 nm do meio 
reacional na ausência de hidroperóxidos após 1 min de incubação do homogeneizado 
com o restante dos reagentes, isso para estabilização do consumo de NADPH. Após a 
primeira leitura em espectrofotômetro, foi acrescentado os substratos enzimáticos (CHP 
e H2O2) para uma segunda leitura em 340 nm por 90 s. Para os cálculos, 1 U GPX 
equivale a quantidade de enzima que consome 1 µmol de NADPH por minuto, utilizando 
o coeficiente de absortividade molar (ε340) 6,22 mM-1 cm-1. As taxas dos ensaios na 
ausência de homogeneizado e ausência de substrato foram subtraídas das taxas do 
ensaio final.

3.3.4 Catalase (CAT)

A catalase catalisa a degradação de um dos principais indutores de estresse 

oxidativo, o peróxido de hidrogênio (H2O2). Dessa forma, o ensaio mede a atividade de 
catalase a partir do monitoramento de decomposição de H2O2 em 240 nm (Aebi 1984). 
Diferente dos outros ensaios, a catalase é conferida em cubeta de quartzo com 
caminho óptico de 1 cm, uma vez que o comprimento de onda de 240 nm é inferior a 
radiação ultravioleta, que não consegue atravessar corretamente materiais como 
poliestireno, presente nas tradicionais placas de 96 poços. A partir da padronização 
concluiu-se que o volume ideal de tecido é de 4 µL do homogeneizado diluído em Tris-
HCl 100 mM 1:40. As concentrações finais dos reagentes em um volume final de 800uL 
foram de tampão KPi 50 mM pH 7,2, EDTA 1 mM e H2O2 10 mM. A cubeta foi vedada 
com Parafilm®, agitada manualmente e rapidamente inserida no espectrofotomêtro. O 
monitoramento ocorreu de modo cinético por 1 min no comprimento de onda de 240 
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nm. Para os cálculos foi utilizado o coeficiente de absortividade molar para H2O2 em 
240 nm de 0,0394 mM-1 cm-1 (Aebi 1984), subtraindo as taxas controle de ausência de 
homogeneizado e ausência de substrato (H2O2) dos testes amostrais.

3.3.5 Superóxido dismutase (SOD)

A enzima SOD catalisa a dismutação de radicais superóxido em oxigênio e 

peróxido de hidrogênio, uma espécie menos reativa que é degradada posteriormente 
pela catalase. A atividade de SOD foi aferida usando o método de Paoletti (Paoletti et al. 
1986), pelo monitoramento da inibição da oxidação de NADH por radicais superóxido 
gerados experimentalmente. Na presença de O2, EDTA, cloreto de manganês e 2-
mercaptoetanol, dissolvidos em tampão, no meio reacional é produzido radicais 
superóxido que oxidam o NADH. Essa oxidação pode ser inibida pela atividade de SOD 
presente nas amostras, em função da redução de disponibilidade de radicais 
superóxido. Dessa forma, no ensaio é necessário que seja feita uma curva de inibição 
com diferentes volumes de amostra, para verificar quanto de enzima inibe em 50% a 
velocidade de oxidação do NADH por radicais superóxido gerados pelo sistema. Com a 
padronização específica para H. heliophila foi constatado que existe uma taxa 
espontânea de consumo de NADH nas amostras, e por isso foi necessário fazer 
ensaios teste (com presença de MnCl2, EDTA e 2-mercaptoetanol e amostra) e branco 
(ausência de MnCl2, EDTA e B-mercaptoetanol e presença de amostra). As 
concentrações finais dos reagentes foram de tampão KPi (pH 7,4) 50 mM, EDTA 5 mM, 
MnCl2 2,5 mM, NADH 0,25 mM, e 2-mercaptoetanol 4 mM em um volume de 200 µL por 
poço, em placa de 96 poços, com todas as condições em triplicata. Os volumes de 
amostra foram de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 µL de homogeneizado 1:5. O monitoramento foi 
feito em espectrofotômetro em 340 nm por 15 min. Para a construção da curva foi 
considerada a subtração da média da taxa de absorbância inicial (teste e branco) com a 
média taxa de absorbância final de cada volume, com a posterior subtração das taxas 
dos testes e brancos. Foram considerados 3 volumes por amostra, na faixa linear, para 
determinar a quantidade de SOD nos homogeneizados. Dessa forma, foi considerado 1 
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U SOD a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidação do NADH 
a NAD⁺.

3.4 Marcadores de estresse oxidativo

3.4.1 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)

O método de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) é um índice 
de peroxidação lipídica das membranas celulares, um dos principais danos decorrentes 
de estresse oxidativo. Quando a peroxidação lipídica acontece, ocorre a formação de 
produtos citotóxicos, como por exemplo, o malonaldeído (MDA). No ensaio é medido o 
MDA presente nas amostras utilizando o ácido tiobarbitúrico (TBA) como reagente, 
sendo um método indireto de determinar a peroxidação lipídica (Buege & Aust 1978). 
Os homogeneizados 1:5 preparados em TCA 10% (seção 3.2) foram separados em dois 
volumes de 500 µL, um destinado para o tubo teste e outro para o branco. Cada tubo 
teste foram acrescentados 500 µL de TCA 10% e 500 µL da solução de TBA (50 mM) e 
BHT (50 mM) dissolvidos em HCl 0,5 M, e cada tubo branco foram acrescentados 500 
µL de TCA 10% e 500 µL de HCl 0,5 M. Após agitação em vórtex por 15 s, todos os 
tubos ficaram em banho-maria à 95°C por 15 min. Em seguida as amostras foram 
centrifugadas por 6 min a 10.000 g e o sobrenadante foi transferido para novos tubos e 
armazenados. O MDA quando reage com TBA gera uma coloração rosada, que absorve 
luz nos comprimentos de onda de 532 e 600 nm. Dessa forma, para cada ensaio teste e 
branco foi acrescentado de 200 uL/poço em triplicata em placa de 96 poços, fazendo 
leitura pontual em espectrofotômetro nos comprimentos de onda citados. Para o cálculo 
foi considerada a média da subtração das absorbâncias do teste (532-600 nm) 
subtraída da média do branco (532-600 nm).
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3.4.2 Proteínas carboniladas

O ensaio de proteínas carboniladas descrito por Fields & Dixon (1971) estima o 

grau de dano oxidativo a proteínas. Para tanto, foi utilizado o pellet guardado da 
homogeneização para GSH/GSSG, oriundo de 2 mL de tecido 1:5 centrifugado (seção 
3.2). Para ressuspensão do pellet foi adicionado 1 mL de TCA 10% , o tubo ficou 
aproximadamente 1 min agitando em vórtex, seguido de 10 min em banho ultrassônico 
e 2 min de maceração com pistilo manual. O volume foi dividido em duas alíquotas de 
400 µL em dois tubos eppendorf, um destinado para o teste e outro para o branco. Os 
tubos foram centrifugados a 10.000g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. 
Nos tubos teste foram acrescentados 500 µL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM 
em HCl 2 M, e nos brancos, 500 µL de HCl 2 M. As amostras ficaram em incubação no 
escuro por 1 h, com agitação em vórtex de 30 s a cada 15 min, para que o corante do 
DNPH reaja com as proteínas carboniladas. Após a incubação foram acrescentados 
500 µL de TCA 20%, e os tubos foram agitados e mantidos em gelo por 10 min para a 
precipitação das proteínas que foram solubilizadas. Os tubos foram centrifugados 
novamente a 10.000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foi iniciado o 
processo de lavagem. A lavagem foi feita com 1 mL de etanol:acetato de etila (1:1, v/v), 
seguido de agitação em vórtex por 15 s e centrifugação de 10.000 g por 10 min a 4° C, 
afim de descartar substâncias não desejadas, como as espículas das esponjas. O 
processo foi repetido três vezes, sendo o último sobrenadante descartado, seguindo 
para a secagem completa do pellet em capela por aproximadamente 10 minutos. Os 
pellets secos foram ressuspendidos em 600 µL cloreto de guanidina 6 M em ácido 
fosfórico (H3PO4) seguido de aquecimento em banho maria em 50°C por 10 min e a 
última centrifugação a 10.000 g por 10 min a 4°C. Para leitura pontual em 
espectrofotômetro em 370 nm, foi acrescentado 150 µL de cada teste e branco em 
triplicata em placa de 96 poços. 
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3.4.2 Níveis de glutationa

O ensaio segue o método reciclador de Griffith (1980) com adaptações para 

microplacas. O método se baseia na reação da glutationa em seu estado reduzido 
(GSH) com 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) a partir da quebra da ligação dissulfeto, 
o que gera o composto secundário 5-tio-2- nitrobenzóico (TNB) e o conjugado entre o 
grupo tiol (SH) da GSH com outra molécula de TNB (SH-TNB). Para a determinação 
dos níveis de GSH-total, é acrescentado no ensaio NADPH e GR para que a glutationa 
dissulfeto (GSSG) volte ao seu estado reduzido (GSH), e toda a glutationa presente no 
meio reaja com DTNB, gerando GS-TNB. As concentrações finais dos reagentes foram 
de tampão KPi (pH 7,0) 125 mM, EDTA 1,25 mM, TCA 0,5% (p/v), NADPH 0,2 mM, 
DTNB 0,27 mM, e GR 0,27 U/mL. A partir da padronização do método com amostras de 
H. heliophila, concluiu-se que o volume ideal de tecido é de 10 µL do sobrenadante do 
homogeneizado em TCA 10% 1:5. Os níveis de glutationa total foram conferidos em 
triplicata em espectrofotômetro por 90 s em placas de 96 poços no comprimento de 
onda de 412 nm, que é absorvido pelo composto TNB. Durante a leitura das amostras 
foi feita concomitantemente uma curva padrão, substituindo o volume de amostra (10 
mL) por GSH diluída em TCA 10% em diferentes concentrações (80, 40, 20, 10 e 5 µM). 
Nestas condições a quantidade de GSH-total nas amostras é determinada pela 
velocidade de aumento da absorbância em 412 nm comparando com a curva-padrão de 
GSH.

Para determinação apenas dos níveis de GSSG as amostras são pré-tratadas e 
ficam incubadas em temperatura ambiente por 1 h em tubos eppendorf contendo 50 μL 
de sobrenadante ácido 1:5, 150 μL de 500 mM KPi (pH 7,0) e 10 μL de 500 mM 2-
vinilpiridina (2-VP), solubilizada em etanol. A incubação é feita uma vez que a GSH 
presente na amostra tem o seu grupo SH ligado covalentemente à 2-VP, ficando 
bloqueado para outras reações, incluindo com o DTNB. Sendo assim, a GR presente no 
ensaio reage apenas com a GSSG, que não possui o grupo SH, levando à sua redução 
para GSH, que reage com o DTNB. Assim, a taxa de aumento da absorbância se deve 
unicamente à concentração de GSSG presente na amostra. Para o ensaio foi feita uma 
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solução niveladora para reproduzir as condições das amostras, composta por 1 mL TCA 
10%, 3 mL KPi 500 mM pH 7,0 e 200 μL Etanol P.A. As concentrações finais dos 
reagentes foram de tampão KPi (pH 7,0) 125 mM, EDTA 1,25 mM, NADPH 0,2 mM, 
DTNB 0,4  mM, GR 0,4 U/mL e 10 µL de solução niveladora em um volume reacional de 
200 µL. O volume de amostra foi de 7 µL do homogeneizado em TCA 10% 1:5, 
ajustando com a solução niveladora para 30 µL. Assim como no ensaio de GSH-total, 
para conferir os níveis de GSSG também é necessário fazer uma curva padrão 
aplicando 20 µL de cada solução padrão diluída em solução niveladora nas 
concentrações de 3,2, 1,6, 0,8, 0,4 e 0,2 µM. Os níveis de GSSG foram aferidos em 
espectrofotômetro em placas de 96 poços em triplicata no comprimento de onda de 412 
nm por 90 s. A taxa de aumento da absorbância foi comparada com a curva padrão 
para calcular as concentrações de GSSG nas amostras. Sendo assim, a partir desse 
ensaio é possível determinar os níveis de GSH, GSSG e GSH/GSSG a partir da divisão 
dos valores.

3.5 Proteínas totais (Bradford)

Para todos os ensaios realizados, com exceção de TBARS, foi necessário 
determinar a concentração de proteínas totais solúveis (Bradford, 1976). Para a curva 
padrão foram feitas soluções com albumina do soro bovino (BSA) diluído em Tris-HCl 
100 mM nas concentrações de 0,8, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05 e 0,025 e 0.0 mg/mL, 
acrescentando 10 µL por poço em triplicata, com exceção da última concentração, que 
o padrão foi substituído por 10 µL de Tris-HCL 100 mM. No caso dos ensaios 
enzimáticos foi utilizado 2 µL de homogeneizado 1:5 com 8 µL de Tris-HCl 100 mM. Já 
para os ensaios de GSH/GSSG e proteínas carboniladas foi acrescentado 5 µL do pellet 
ressuspendido em cloreto de guanidina 6 M com 5 µL de Tris-HCL 100 mM, em 
triplicata. Após a pipetagem dos padrões, tampão e amostras foi acrescentado 250 µL 
do reagente de Bradford, feito a partir de Coomassie Brilliant Blue G-250. A placa foi 
agitada por 20 s e ficou mantida por 5 min protegida da luz. Em seguida foi feita leitura 
pontual em espectrofotômetro em 595nm. A concentração de proteínas do 

https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwiZh-zvge_6AhXDQkgAHQopAekYABABGgJjZQ&ohost=www.google.com&cid=CAESbeD2xXb5af15RqjxPtXtyRkR4oWBU0snviJFE8ZrPWis91h8Alsi6MCcWMS_Jt7wjYD25ozZBf4Q2Eao0XIJ49Atn4MxM0AlS8vRTpLsGmxWRyIxUuT6Xrp9bUA3t0QoXhACT7sBK2GOGE8XjnE&sig=AOD64_21z5k0N8tOWIGUBUdtKrQtAdheaQ&q&adurl&ved=2ahUKEwiSw-Tvge_6AhXUuJUCHdqaCP8Q0Qx6BAgKEAE
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homogeneizado foi determinada pela comparação dos dados amostrais obtidos com a 
curva-padrão feita a partir de BSA.

3.6 Análise estatística 

Com os dados gerados a partir das quantificações bioquímicas foram feitas 3 
diferentes análises para comparar as variáveis: efeito da presença/ausência de 
radiação UV (Análise 1), efeito da exposição aérea (Análise 2) e efeito da estação  do 
ano (Análise 3). O teste usado foi Welch Two Sample T-test, com o software RStudio 
Team (2021) (Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC, Boston, MA). A 
partir da Tabela 2 é possível verificar como as amostras foram distribuídas em grupos 
em cada uma das análises.
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Capítulo 4 - Resultados

4.1 Fatores abióticos

No dia 01 de coleta (verão) o clima estava visivelmente mais ensolarado 
comparado com a primavera, como é de se esperar de acordo com o clima anual da 
cidade de São Sebastião (Climate-Data) (Fig. 17). O sol nasceu às 5:56, e se pôs as 
18h31, totalizando mais de 12h de sol (Tábua de Marés), com a média de radiação 
solar e UV ao longo do dia de 472.92 e 4.51 w/m², respectivamente (Estação 
Meteorológica do CEBIMar/USP). Para a análise do estresse gerado pela radiação foi 
considerado a radiação solar e UV cumulativa até o horário de coleta, considerando o 
estresse gerado ao longo de todo o dia, não apenas no período que as amostras 
estavam sendo retiradas do substrato. A temperatura média ao longo de todo o dia foi 
de 26.8 °C, e a média no período de coleta foi de 27.6 °C. A maré estava ao nível de   
0.3 m, às 9h44, com a coleta sendo realizada no intervalo de 9 às 10h30. As amostras 

Tabela 2. Relação entre as amostras e as análises estatísticas realizadas. É indicado a estação (primavera ou 
verão), o dia de coleta (01, 02 ou 03) e o estado que a esponja se encontrava durante a coleta (exposição ou 
submersão) de cada amostra
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expostas estavam aproximadamente com 2h de exposição aérea quando foram 
coletadas e as submersas estavam com 10min de submersão. 

No dia 02 (primavera) o sol nasceu às 6h07 e se pôs às 17h52, totalizando 
quase 12h de sol, com média do dia de radiação solar e UV de 156.62 e 1.58 w/m², 
respectivamente. A temperatura média do ar ao longo de todo o dia foi de 22.25 °C e do 
período de coleta foi de 22.6°C (dia) e 23°C (noite) (Estação Meteorológica do 
CEBIMar/USP). Às 8h30 a maré estava em -0.1m e às 20h51 em 0.2m, com as coletas 
sendo realizadas entre 9-10h e 20h20-21h30. O dia 03 (primavera) estava muito 
semelhante com o dia 02: a radiação solar e UV média do dia foi de 142.61 e 1.37 w/m², 
com o sol nascendo às 6h06 e se pondo às 17h52 (quase 12h de sol). A temperatura 
média do dia foi de 22.17°C e do período de coleta 22.2°C (dia) e 21.2°C (noite) 
(Estação Meteorológica do CEBIMar/USP, Tábua de Marés). A maré estava a -0.1m às 
9h05 e 0.2 às 21h25, com as coletas feitas nos períodos de 8h20-9h30 e 20h40-22h 

A BVerão Primavera

Figura 17. Diferença climática visível entre o verão (A) e a primavera (B)
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(Tábua de Marés). As amostras expostas estavam aproximadamente com 2h de 
exposição aérea e as submersas com 10min de submersão.

Na tabela 3 é possível verificar a radiação solar e UV cumulativa até os horários 
de coleta citados, temperatura do ar média do período de coleta e da água, sendo os 
três primeiros dados obtidos a partir da Estação Meteorológica do Centro de Biologia 
Marinha da Universidade de São Paulo (CEBIMar) em São Sebastião, há 
aproximadamente 5km de distância da Baía do Araçá. A temperatura da água foi aferida 
em termômetro no horário e local da coleta. Na figura 18 é possível ver a grande 
diferença entre primavera/verão ao longo de todo o dia das principais variáveis 
ambientais (radiação solar (Fig 18A) e UV (Fig. 18B) e temperatura (Fig. 18C), bem 
como a semelhança entre os dois dias da primavera

Tabela 3. Diferenças das condições ambientais entre os dias de coleta 01 (28/02/201), 02 
(06/09/2021) e 03 (07/09/2021). Os dados de temperatura da água foram aferidos na hora e local de 
coleta com termômetro. Os dados de temperatura do ar, radiação solar e UV foram retirados da 
Estação Meteorológica do CEBIMar, e foram aferidos a cada 10min. A radiação solar e UV é referente 
aos valores cumulativos do início do dia até os horários de coleta. A temperatura do ar é a média dos 
valores do período de coleta. 
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4.2 Análise 1 (dia x noite)

Para verificar o efeito da presença ou ausência de radiação solar/UV as 
amostras do verão foram desconsideradas pela grande diferença em mais de uma 
variável ambiental (temperatura e radiação solar/UV), enquanto os dias 02 e 03 
(primavera) foram semelhantes (Tab. 3, Fig. 18). Não houve diferença significativa (p > 
0.05) em nenhuma das comparações entre dia e noite nas amostras submersas (Fig. 
19) ou expostas ao ar (Fig. 20). 
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Figura 18. Variação das condições ambientais de radiação solar (A), radiação UV (B) e 
temperatura (C) ao longo de todo o dia. A linha laranja é referente ao dia 01 (28/02/2021); azul 
claro ao dia 02 (06/09/2021); violeta ao dia 03 (07/09/2021). Dados retirados da Estação 
Meteorológica do CEBIMar, aferidos a cada 10min. 



60

0.0

0.1

0.2

0.3

TB
AR

S 
(n

m
ol

/g
)

0

200

400

600

800

SO
D

 (U
/m

g 
pr

ot
.)

0

50

100

150

200

G
SH

t (
nm

ol
/g

)

0

20

40

60

80

100

G
SS

G
 (n

m
ol

/g
)

0

2

4

6

8

10

G
SH

/G
SS

G

0

50

100

150

G
R

 (m
U

/m
g 

pr
ot

.)

0

5

10

15

20

G
PX

t (
m

U
/m

g 
pr

ot
.)

0

5

10

15

20

25

G
PX

(s
e)

 (m
U

/m
g 

pr
ot

.)

0

100

200

300

400

C
AT

 (U
/m

g 
pr

ot
.)

0

10

20

30

40

50

G
ST

 (m
U

/m
g 

pr
ot

.)

0

50

100

150

200

Pr
ot

. c
ar

bo
ni

la
da

s 
(n

m
ol

/m
g 

pr
ot

.)

Dia submersão

Noite submersão

LJ

IHG

D FE

CBA

Figura 19. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila em submersão do dia 02 e 03, comparando dia 
(barras em azul claro) e noite (barras em azul escuro): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D), 
GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG (I). Danos 
oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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Figura 20. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila em exposição aérea nos dias 02 e 03, 
comparando dia (barras em amarelo) e noite (barras em azul laranja): atividade de CAT (A), SOD (B), GST 
(C), GPX (D), GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/
GSSG (I). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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4.3 Análise 2 (exposição aérea x submersão)

Para verificar o efeito da exposição aérea, a análise foi feita para os três dias de 
coleta comparando as amostras que estavam em exposição e em submersão (Fig. 21, 
22 e 23). No dia 01 (verão) houve diferença significativa na catalase (p = 0.021) e em 
TBARS (p = 0.022), de forma que ambos estavam aumentados nas amostras em 
submersão (Fig. 21). Catalase aumentou 45.7% e TBARS 21.9% na maré alta (em 
submersão). O restante das análises bioquímicas do dia 01 (verão) não houve diferença 
significativa (p > 0.05). No dia 02 (primavera) houve diferença significativa em GPX(Se) (p 
= 0.0023) e TBARS (p = 0.0034), com ambos aumentados nas esponjas em submersão 
(Fig. 22). GPX(Se) aumentou 58.3% e TBARS 44.4% nas amostras submersas. Não 
houve diferença significativa no restante das análises bioquímicas do dia 02 (p > 0.05). 
No dia 03 não houve nenhuma diferença significativa nas análises bioquímicas, apenas 
uma tendência de aumento de GST de 43.1% (p = 0.078) nas esponjas em submersão 
(Fig. 23).
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Figura 21. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila do dia 01, comparando submersão 
(barras em azul) e exposição aérea (barras em amarelo): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), 
GPX (D), GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e 
GSH/GSSG (I). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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Figura 22. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila do dia 02, comparando submersão (barras 
em azul) e exposição aérea (barras em amarelo): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D), 
GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG (I). 
Danos oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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Figura 23. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila do dia 03, comparando submersão 
(barras em azul) e exposição aérea (barras em amarelo): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), 
GPX (D), GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) G), oxidada (GSSG) (H) e 
GSH/GSSG (I). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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4.4 Análise 3 (primavera x verão)

Para comparar primavera e verão os grupos “dia” e “noite” do dia 02 e dia 03 
foram agrupados em primavera submersão e primavera exposição, uma vez que não 
houve diferença significativa entre dia e noite na primavera (Fig. 19 e 20). O dia 01 
também foi separado em exposição e submersão para comprar com os respectivos da 
primavera. Não foi feito o agrupamento entre exposição aérea e submersão uma vez 
que houve diferença significativa na análise dessa variável (Fig. 21 e 22). 

Comparando primavera e verão na condição de exposição aérea não houve 
diferença significativa em nenhuma das análises bioquímicas (p > 0.05) (Fig. 24). Por 
outro lado durante a submersão houve diferença significativa em GPXt (p = 0.026), 
GPX(Se) (p = 0.00088), GR (p = 0.044) e CAT (p = 0.0099) na primavera (Fig. 25). No 
restante das análises não houve diferença significativa (p > 0.05). As atividades de 
GPXt, GPX(Se) e GR aumentaram em 51,3%, 59,5% e 40,6%, respectivamente, na 
primavera em comparação ao verão. A atividade de catalase, por sua vez, diminuiu em 
38% na primavera. 
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Figura 24. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila em exposição, comparando verão (barras 
em vermelho) e primavera (barras em verde): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D), 
GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG 
(I). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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Figura 25. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila em submersão, comparando verão (barras 
em vermelho) e primavera (barras em verde): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D), 
GPX(Se) (E) e GR (F). Níveis de glutationa reduzida (GSH) G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG (I). 
Danos oxidativos de TBARS (J) e proteínas carboniladas (L).
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4.5 Resultados mais relevantes

Para auxiliar o leitor no entendimento dos resultados, na Figura 26 foi 
esquematizado as análises que tiveram diferença significativa. As enzimas CAT 
(p=0.021) e GPX(Se) (p=0.0023) estavam aumentadas na submersão dos dias 01 e 02, 
respectivamente. TBARS também estava mais elevado na submersão de ambos os dias 
(p=0.022 e 0.0034, respectivamente). E na comparação entre primavera verão as 
enzimas GPXt (p=0.026), GPX(Se) (p=0.0008) e GR (p= 0.044) estavam aumentadas 
nas esponjas submersas na primavera. No verão, CAT foi a única variável bioquímica 
analisada que estava com maior atividade no verão quando comparado à primavera 
(p=0.0009). 

Figura 26. Dados bioquímicos das esponjas H. heliophila em que foi observado diferença 
significativa nas análises 2 e 3. Atividade de CAT (A) e TBARS (B) nas amostras do dia 1 em 
submersão (barras em azul claro) e exposição aérea (barras em amarelo claro). Atividade de 
GPX(Se) (C) e TBARS (D) nas amostras do dia 2 em submersão (barras em azul escuro) e em 
exposição aérea (barras em amarelo escuro). Atividade de CAT (E), GPXt (F), GPX(Se) (G) e GR 
(H) nas amostras submersas do verão (barras em vermelho) e primavera (barras em verde)
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Capítulo 5 - Discussão

5.1 Efeito da radiação solar

A radiação UV é um dos fatores abióticos que mais têm preocupado a sociedade 
atualmente. Nas duas últimas décadas houve redução na densidade da ozonosfera, o 
que aumentou a atenção com os possíveis efeitos negativos do UV, principalmente com 
o UV-B (280-315nm) (Rastogi et al. 2010). A radiação UV pode promover alterações nas 
vias metabólicas dos animais (danos moleculares e genéticos), em especial os de 
pequeno porte. Pode afetar a produtividade dos ecossistemas marinhos, a diversidade 
de espécies, a estabilidade do ecossistema e as interações tróficas, além de modificar 
ciclos biogeoquímicos (Häder et al. 2011). Existem algumas formas de proteção ao UV, 
sendo elas: evitar locais com maior incidência solar (comum em animais com boa 
locomoção), barreiras físicas (como conchas), compostos que absorvem radiação 
(MAA’s, pigmentos, etc.), produção de antioxidantes (CAT, SOD, GSH, etc.) e reparo no 
DNA para danos que já foram gerados (Núñez-Pons et al. 2018). 

Para animais sésseis, como as esponjas, e que vivem em habitat inóspitos e com 
alta incidência de UV-R, como regiões entre-maré, foi fundamental o surgimento - ao 
longo da evolução - de adaptações a partir de compostos que absorvem radiação. 
Atualmente a indústria biotecnológica tem se interessado por organismos marinhos 
costeiros que produzem determinados compostos fotoprotetores, principalmente 
pequenos organismos como cianobactérias, algas e fitoplâncton (Derikvand et al. 2017, 
Chrapusta et al. 2017), mas também animais que possuem grandes populações de 
simbiontes, como corais e esponjas (Dunlap et al. 1998, Lysek et al. 2003). A verdadeira 
intenção da indústria é a produção de protetores solares ou produtos 
antienvelhecimento para o ser humano a partir desses compostos naturais. A 
importância desse movimento é a liberação de compostos menos tóxicos no meio 
ambiente, uma vez que tem sido cada vez mais demonstrado o efeito maléfico de 
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cosméticos sintéticos associados aos microplásticos em ecossistemas marinhos 
(Sharma & Chatterjee 2017, Tovar-Sánchez et al 2013).

O composto fotoprotetor natural mais comum e de interesse farmacológico são 
os aminoácidos do tipo micosporina (MAA’s), uma família de metabólitos secundários 
que absorvem a energia solar e são formados a partir de conjugação entre cromóforos. 
Absorvem UV nos comprimentos de onda entre 310-362nm, com capacidade de 
dissipar a radiação em calor sem produção de ROS. Eles são sintetizados 
exclusivamente por bactérias, cianobactérias, macroalgas e fitoplâncton, mas podem 
ser adquiridos por consumidores primários e secundários (Rastogi et al. 2010, Häder et 
al. 2015). No caso de esponjas e corais, pode ocorrer a produção a partir de algas 
simbiontes. A síntese depende da espécie e da localização onde o organismo se 
encontra. Assim, fatores como turbidez e altura da coluna d’água são determinantes. 
Em águas temperadas as concentrações de MAA costumam ser menores no inverno 
em comparação com o verão, de forma que a expressão de MAA’s está 
proporcionalmente relacionada com a irradiância (Häder et al. 2015). Os MAA’s podem 
ser constituídos por diferentes aminoácidos que os classificam dentro da grande família, 
como micosporina-glicina (MG) e micosporina-glicina-valina (MGV). Já foi identificado a 
ocorrência de MAA’s em diferentes animais marinhos, como moluscos, peixes, estrelas 
do mar e corais (Rastogi et al. 2010), mas especificamente em esponjas McClintock & 
Karentz (1997) identificaram 6 diferentes MAA’s em 14 espécies, sendo o mais 
abundante a palitina (PI).

Nos resultados obtidos no presente trabalho não houve diferença significativa 
das 11 variáveis bioquímicas nas comparações entre dia e noite, o que sugere alguma 
tolerância à radiação solar/UV pela esponja Hymeniacidon heliophila, também 
conhecida como esponja-sol ou “sun-loving sponge” (esponja que ama o sol) (Fig. 19 e 
20). Não é possível determinar com nossos dados qual é o grau de tolerância, mas é 
demonstrado que uma variação de radiação solar cumulativa de 1911 para 10807 w/m² 
(dia 02) ou de 1309 para 9983 w/m² (dia 03) ao longo do dia não ativa enzimas 
antioxidantes e nem gera danos oxidativos significativos (Tab. 3). É possível que no 
verão a resposta metabólica ocorra de maneira diferente, levando em consideração que 
a radiação apenas da manhã (10656 w/m²) se assemelha com a radiação da primavera 
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ao longo de todo o dia (Tab. 3). Porém, por diferentes fatores não foi possível fazer 
coleta pela noite no verão, o que limitou a comparação entre dia e noite apenas na 
primavera.

Existem outros compostos que podem estar relacionados com a tolerância à 
radiação solar da esponja H. heliophila, como os pigmentos. Foi identificado na espécie 
H. heliophila carotenóides em sua composição, o que gera sua coloração alaranjada 
(Maia et al. 2021), e também o efeito amplamente conhecido de proteção contra 
radiação UV. Os carotenóides recebem a energia de oxi-radicais como oxigênio singleto 
(¹O2) e peroxil (ROO•), sendo essas as principais espécies reativas formadas em 
reações fotooxidantes. Essa energia é então dissipada por rotação e vibração entre o 
carotenoide excitado e o solvente circundante, gerando energia térmica (Stahl & Sies 
2002). Outros pigmentos que podem estar associados à tolerância ao UV são dos 
simbiontes fotossintetizantes. Alguns desses microorganismos utilizam comprimentos 
de onda específicos de luz para alimentar os seus fotossistemas, podendo até gerar 
hiperóxia local (Quévrain et al. 2014). Por exemplo, a citonemina está presente em 
todas as linhagens de cianobactérias, incluindo as que fazem simbiose em esponjas 
(Proteau et al. 1993). Esse pigmento absorve principalmente na faixa do UV-A 
(315-400nm), mas também na faixa UV-B (280-320nm) e UV-C (190-280nm). Foi 
demonstrado que níveis normais de citonemina em cianobactérias evitam em até 90% 
da radiação UV-A incidente nas células, além de ter observado que a alta radiação UV-A 
inibe a fotossíntese e retarda o crescimento até que quantidades substanciais de 
citonemina sejam reabastecidas (Proteau et al. 1993).

Para o presente trabalho foi hipotetizado que a radiação solar/UV poderia ser um 
gatilho para algum mecanismo de adaptação redox na esponja H. heliophila, porém os 
resultados não foram conclusivos. O motivo foi a tolerância relativa à radiação solar/UV 
da espécie, demonstrada pela análise 1 (dia x noite) das variáveis redox do presente 
trabalho. Não houve diferença significativa nos antioxidantes enzimáticos (CAT, SOD, 
GST, GR, GPXt e GPX(Se)), glutationa (GSH, GSSG, GSH/GSSG) e danos oxidativos 
(proteínas carboniladas e TBARS) ao comparar dia e noite na primavera (Fig. 19 e 20). 
Infelizmente quando foi realizada a coleta da primavera o clima estava nublado e o nível 
de radiação solar estava baixo (~68% menor que no dia 01, de verão). Isso pode não 
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ter estressado suficientemente as esponjas para gerar uma resposta antioxidante. Seria 
necessário coletar em dias mais ensolarados durante o dia e a noite para se obter 
resultados mais conclusivos. 

Assim, a partir dos dados gerados não é possível aferir o grau de tolerância à 
radiação solar/UV levando em consideração a limitação de doses de radiação testadas. 
É possível que essa tolerância esteja relacionada com a presença de diferentes 
compostos fotoprotetores, como MAA’s e pigmentos (da esponja em si ou de simbiontes 
fotossintetizantes), que em situações de pouca variação de radiação solar ao longo do 
dia conseguem absorver o suficiente para não gerar danos oxidativos e ativação do 
sistema antioxidante. São necessários trabalhos futuros que testem doses mais altas de 
radiação solar/UV na natureza, possivelmente em mais estações do ano, concomitante 
com a quantificação desses compostos fotoprotetores. Assim será possível determinar 
qual limite de tolerância à radiação solar a H. heliophila possui e se está associado de 
fato aos metabólitos secundários. Assim será possível o aprimoramento do 
conhecimento sobre quais mecanismos fisiológicos são ativados para defesa contra 
danos oxidativos gerados em consequência do estresse de radiação solar/UV. Apesar 
de não termos encontrado diferenças entre dia e noite nas esponjas coletadas na 
primavera, importantes diferenças ocorreram quando as esponjas são expostas ao ar 
na maré baixa - vide item 5.2.

5.2 Efeito da exposição aérea e anóxia funcional

Com os dados obtidos nas comparações entre esponjas expostas ao ar e 
submersas na água observa-se que as esponjas submersas estão com maiores níveis 
de danos oxidativos (TBARS) e enzimas antioxidantes (GPX(Se), CAT, e GST) quando 
comparado às esponjas coletadas na maré baixa (Fig. 21, 22 e 23). Esses resultados 
evidenciam que o momento de significativo estresse oxidativo da H. heliophila é durante 
a submersão, mais especificamente na condição de reoxigenação. O dano oxidativo 
observado é originado de uma produção rápida de ROS, que também causam a 
ativação dos fatores de transcrição redox, como Nrf2, NF-kB e HIF1 (genes ou 
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homólogos já identificados em esponjas), induzindo o aumento das enzimas 
antioxidantes (Hermes-Lima et al. 2015). É importante levar em consideração que as 
amostras submersas foram coletadas com cerca de 10min do início da submersão. Isso 
demonstra a velocidade da resposta antioxidante das esponjas, uma vez que em 10min 
de submersão as taxas de danos oxidativos e antioxidantes já estavam aumentadas em 
comparação com as expostas ao ar por 2h.

Uma das hipóteses desse trabalho era que a esponja H. heliophila faria o 
mecanismo POS engatilhado pelos estressores de exposição aérea e radiação solar/
UV. Já foi discutido que a H. heliophila possui alguma resistência à radiação solar/UV e 
que não foi possível aferir o grau de tolerância para avaliar a resposta antioxidante. 
Porém, se a esponja fizesse o mecanismo POS devido a exposição aérea, haveria um 
aumento de antioxidantes durante a exposição aérea, engatilhado por uma pequena 
produção de ROS, que protegeria o animal aos danos oxidativos na reoxigenação. Esse 
padrão foi observado em diferentes invertebrados marinhos que vivem em condições 
semelhantes a H. heliophila de exposição aérea diária devido ao ciclo de maré, como os 
bivalves, caranguejos, corais e ouriços do mar (Hermes-Lima et al. 2015; Teixeira et al. 
2013, Moreira et al. 2022; Pereira 2021). Mas isso não foi observado nas esponjas do 
presente trabalho, o que verificamos foi o mecanismo contrário, em que houve um 
aumento de danos oxidativos e antioxidantes durante a reoxigenação, demonstrando 
que o momento de real estresse oxidativo da H. heliophila é em baixo d’água (mais 
especificamente durante a reoxigenação no início da submersão), e não fora. Assim, 
fica evidente que a esponja H. heliophila não é uma espécie POS-positiva sob o 
estresse de exposição aérea, e faz o mecanismo de defesa antioxidante “clássico”.

Mas porque a esponja seria diferente de outros invertebrados marinhos em 
termos de resposta ao ciclo de exposição aérea e submersão? Uma possível explicação 
para esse fenômeno é a depressão metabólica durante a exposição aérea. A depressão 
metabólica é uma redução na taxa metabólica abaixo da taxa de repouso, sendo uma 
resposta a diferentes estresses ambientais, como variação de temperatura, 
dessecamento, hipóxia, anóxia, variação de salinidade, privação de nutrientes, etc. A 
extensão da depressão pode variar desde 80% da taxa de repouso até 1% ou menos 
(Guppy & Withers 1999). Existem diferentes classificações que dependem do grupo de 
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animais em questão, a extensão e duração da depressão metabólica, a temperatura 
corporal do animal e do ambiente, o estado que a água corporal se encontra (congelado 
ou hiperosmótico) e a disponibilidade de oxigênio (Withers & Cooper 2010). Assim 
surgiu as grandes classificações de criptobiose (ametabolismo), que inclui anidrobiose, 
criobiose, osmobiose e anoxibiose, e dormência (hipometabolismo), que inclui os tipos 
mais conhecidos: diapausa, torpor, hibernação e estivação (Withers & Cooper 2010). 

A depressão metabólica é uma adaptação presente na maioria dos filos animais, 
sendo a mais estudada a hibernação em mamíferos, em que ocorre uma grande 
redução na temperatura corpórea, perda de água e redução das vias metabólicas, 
principalmente as que tem alto consumo de ATP (Geiser 2013). Porém o mecanismo é 
muito mais amplo no Reino Animal do que apenas os mamíferos. Por exemplo, 
pequenos invertebrados como rotíferos, que são pouco conhecidos, são capazes de 
fazer anidrobiose, que permite a sobrevivência em severa desidratação e ametabolismo 
(Marotta et al. 2010). Os tardígrados, conhecidos como ursos d’água, são adaptados a 
diferentes ambientes estressantes, sendo capazes de fazer os quatro tipos de criobiose: 
anidrobiose (com perda d’água), criobiose (em baixas temperaturas), osmobiose (em 
alta salinidade) e anoxibiose (baixa oxigenação) (Nelson et al. 2015, Møbjerg et al. 
2011). Muitos outros táxons fazem diferentes mecanismos para diferentes ambientes e 
situações de estresse, como anuros em estivação (Moreira et al. 2021), répteis em 
hibernação (Moreira et al. 2018), insetos em diapausa (Tougeron 2019), hibernação e 
torpor em mamíferos e pássaros (Lyman 2013), entre tantos outros. Em relação aos 
animais mais basais, já foi documentado depressão metabólica em corais submetidos a 
20 dias com privação de nutrientes e luz (Jacobson et al. 2016). Foi observado uma 
redução em 37% da taxa de respiração e 64% da massa corpórea, mas a produção de 
esqueleto permaneceu normalizada (Jacobson et al. 2016). Também é bem conhecido o 
mecanismo de diapausa e criptobiose em gêmulas de esponjas controlado por fatores 
endógenos (Nikalje & Muley 2015, Manconi & Pronzato 2016). As esponjas podem se 
reproduzir de forma sexuada e assexuada, com a produção de gêmulas  estimulada por 
situações como temperatura extrema e dessecamento, com a germinação ocorrendo 
com o retorno de condições favoráveis para crescimento de uma nova esponja (Nikalje 
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& Muley 2015). Porém, não foi documentado até então qualquer mecanismo de 
depressão metabólica em poríferos maduros. 

Para concluir que uma esponja faz depressão metabólica é necessário avaliar 
diferentes aspectos, como a taxa de respiração, mudança no tamanho, peso e 
morfologia, padrão de contração, taxa de bombeamento e quantificação de enzimas 
relacionadas com o metabolismo basal. Na literatura é observado padrões muito 
diferentes de esponjas em resposta à hipóxia, o que dificulta definir se de fato fazem 
depressão metabólica. Por exemplo a esponja Halichondria panicea consegue 
sobreviver em taxas de até 0.5% PAL, reduzindo a taxa de filtração para um terço da 
taxa basal, mas mantendo sua taxa de respiração sem mudanças significativas (Mills et 
al. 2014). Em contrapartida a esponja Suberites carnosus aumentou a taxa de 
respiração sob dois dias de hipóxia (6% PAL), assim como a taxa de bombeamento em 
5% PAL. Porém, com 5 dias de hipóxia severa (1.5% PAL) a taxa de bombeamento 
praticamente sessou (Micaroni et al. 2022). A abundância e diversidade de simbiontes 
também influencia no grau de tolerância à hipóxia. As esponjas de alta abundância 
microbiana (HMA) costumam ter maiores custos energéticos, e consequentemente 
maiores taxas de respiração quando comparado à espécies de baixa abundância 
microbiana (LMA). Isso sugere uma maior tolerância à hipóxia em espécies LMA (Leys 
& Kahn 2018) – sendo a classificação em que a espécie H. heliophila se enquadra 
(Turque et al. 2008). Espécies da zona entremarés param a filtração quando expostas 
ao ar, mas costumam manter o epitélio oxigenado enquanto o tecido está úmido, porém 
após 15 min o tecido fica seco e a esponja entra em anóxia funcional (Hoffmann et al. 
2008). 

Assim, com os dados obtidos no presente trabalho não é possível afirmar que a 
esponja H. heliophila faz depressão metabólica em exposição aérea. Por outro lado, é 
evidente que ocorre uma “depressão redox” do sistema primário de defesas 
antioxidantes com a privação de oxigênio na maré baixa. Isso corrobora com Hoffmann 
e colegas (2008) em relação à anoxia interna que ocorre sob exposição aérea, de forma 
que após 2h de exposição o epitélio da esponja H. heliophila não estaria mais úmido e o 
animal se encontraria em anóxia. Isso limitaria a formação mitocondrial de ROS e 
consequentemente de danos oxidativos. A menor taxa de TBARS na maré baixa está de 
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acordo com essa hipótese (Fig.   27). Isso demonstra que a esponja H. heliophila utiliza 
o mecanismo clássico de proteção antioxidante contra danos oxidativos. Com a 
privação de oxigênio (anóxia) o metabolismo redox ficaria inerte, com pouca ou 
nenhuma produção mitocondrial de ROS, que consequentemente não geraria danos 
oxidativos, como observado nas amostras expostas ao ar. Uma vez que as 
concentrações de oxigênio se reestabeleceram na reoxigenação possivelmente ocorreu 
grande produção mitocondrial de ROS que gerou o aumento de danos oxidativos, 
observado pela maior quantidade de TBARS nas amostras em submersão (Fig. 27). É 
importante enfatizar a significância desse dado que se repetiu na primavera e no verão 
(dia 01 e 02). No dia 03 (primavera), apesar da baixa significância do TBARS na 
submersão (p=0.28), o resultado segue na mesma tendência dos outros dias, que é o 
aumento na maré alta (Fig. 27).
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Figura 27. Dados bioquímicos de TBARS nas comparações entre esponjas H. heliophila em exposição 
aérea e submersão nos dias de coleta 01 (A), 02 (B) e 03 (C). No dia 01 houve aumento significativo de 
21.9% durante a submersão (p=0.022)(A). No dia 02 também houve aumento significativo em TBARS 
de 44.4% durante a submersão (p=0.0034). No dia 03 não houve aumento significativo de TBARS.



78

De acordo com a nossa proposta, o sistema antioxidante só foi sensibilizado a 
partir de grandes quantidades de ROS, mas respondeu de maneira rápida (10min) e por 
isso observou-se o aumento de enzimas antioxidantes nas amostras em submersão 
(Fig. 28). 




 

Anóxia funcional

Depressão redox

↑ O2

Danos 
oxidativos 

↑ Sistema 
antioxidante

10min

Fatores de 
transcrição

?

Reoxigenação

ROS

Figura 28. Esquema da resposta antioxidante de H. heliopila em ciclo de exposição aérea e 
submersão. Quando a esponja fica exposta ao ar ocorre anóxia funcional, que consequentemente gera 
depressão redox. Nessa etapa não há aumento de antioxidantes e danos oxidativos, possivelmente 
pela não-produção de ROS. Após 10min de submersão, durante a reoxigenação, ocorre a resposta 
clássica ao estresse oxidativo: o grande aumento de ROS gera danos oxidativos e ativa fatores de 
transcrição. Consequentemente o sistema antioxidante é ativado. Não se sabe como o metabolismo 
redox fica após horas de submersão. 
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Estudos futuros são necessários para conferir se a espécie possui outros 
antioxidantes, possivelmente de baixo peso molecular, para avaliar se o sistema 
antioxidante está mais acentuado em termos de defesas secundárias. O protocolo de 
capacidade antioxidante total (TAC) pode proporcionar uma visão geral do sistema 
antioxidante, mas sem especificar quais antioxidantes tiveram maior atividade (Brand-
Williams e al. 1995), incluindo dessa forma os antioxidantes de baixo peso molecular, 
como ácido ascórbico e ácido úrico. Além desses, os MAA’s e carotenoides citados 
anteriormente também possuem atividade antioxidante (Lesser 2006), o que reforça a 
necessidade de serem futuramente quantificados nas amostras de H. heliophila. 

Também é importante enfatizar que as defesas antioxidantes primárias e 
secundárias são muito influenciadas pela presença dos simbiontes nas esponjas. Por 
exemplo, Regoli e colegas (2000) observaram um aumento de quatro vezes de 
glutationa reduzida (GSH) de esponjas da espécie Petrosia ficiformis com presença de 
simbiontes quando comparado com partes sem simbiontes. Por outro lado, ácido 
ascórbico e úrico não se alteraram. Além disso, as atividades de CAT, SOD, GPX, GR e 
GST estavam todas aumentadas nas amostras com simbiontes (Regoli et al. 2000). O 
mesmo padrão foi observado na comparação entre a anêmona simbiótica Anemonia 
viridis e a não-simbiótica Actinia schmidti, em que foi observado aumento significativo 
de diferentes variedades de SOD na anêmona simbionte quando submetida à hiperóxia 
(Richier et al. 2005). Tais observações demonstram a importância de fazer análises em 
campo com as condições ambientais naturais da espécie, e consequentemente sem 
afetar a biota associada com as esponjas. 

Com esses resultados fica o grande questionamento de qual é o momento em 
que a esponja H. heliophila fica com suas taxas normalizadas, uma vez que exposta ao 
ar ela se encontra em anóxia e com depressão redox, e em submersão ela fica 
“estressada”, ou seja, com danos oxidativos acentuados e com o sistema antioxidante 
primário ativo (Fig. 28). Assim, para estudos futuros é importante fazer análises em 
diferentes momentos da submersão, uma vez que as amostras submersas foram 
coletadas pouco depois da subida da maré (~10min). Infelizmente não foi possível fazer 
coleta em outros momentos devido à logística de coleta das esponjas na maré alta, não 
tínhamos material de mergulho e nem meio de transporte para locomoção na maré alta.   
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Pelos mesmos motivos também não foi possível coletar amostras que seriam 
consideradas “controle”, ou seja, que ficam submersas durante todo o tempo, o que 
limitou as análises para comparações apenas entre esponjas expostas ao ar e recém 
submersas (em reoxigenação). É possível que após algumas horas de submersão as 
taxas de dano oxidativo estejam mais atenuadas devido a atividade de reparo de danos.  
Também são necessárias outras análises em laboratório, possivelmente com um 
sistema de aquário que simule o ciclo de marés, para verificar se de fato ocorre uma 
depressão metabólica na exposição aérea. Para tanto é necessário que seja observado 
as taxas de respiração, contração e filtração, além de testes bioquímicos de enzimas 
metabólicas basais, como citrato sintase (CS) e piruvato quinase (PK). Para fazer essa 
análise completa possivelmente seja mais eficiente fazer testes em laboratório 
concomitantemente com testes na natureza, de acordo com a filosofia de trabalho em 
ecofisiologia de J.I. Spicer (2014). Para observar detalhadamente os efeitos 
morfológicos e comportamentais é ideal utilizar esponjas em aquário controlado, porém 
também é importante a coleta em campo para fazer as análises bioquímicas sob 
influência das variáveis do habitat natural da espécie, incluindo simbiontes. 

5.3 Sazonalidade e efeito de estações do ano

As análises entre primavera e verão só apresentaram diferenças significativas 
nas comparações entre as amostras submersas, o que faz sentido ao considerar o 
conceito de “depressão redox” durante a exposição aérea proposto anteriormente. 
Curiosamente as esponjas H. heliophila demonstraram ter o sistema antioxidante mais 
ativo na primavera quando comparado ao verão. A temperatura e radiação solar média 
da coleta do dia de verão estava 26.8°C e 472.92 w/m² respectivamente, enquanto a 
média da primavera (considerando os dias 02 e 03), estava 22.21°C 149,62 w/m².  Se 
esperava que com essa diferença tão evidente de temperatura e radiação solar (Tab. 3, 
Fig. 18), as esponjas do verão estariam com mais antioxidantes e danos oxidativos em 
comparação com a primavera. Entretanto, não foi observado elevação de TBARS e 
proteínas carboniladas, e ocorreu um aumento significativo das enzimas GPXt (51.3%), 
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GPX(Se) (59.5%) e GR (40.6%) na primavera, sendo todas envolvidas no sistema 
antioxidante glutationa dependente. No verão apenas a enzima catalase (CAT) estava 
mais ativa em comparação com a primavera (62%), sendo uma enzima não 
necessariamente associada à glutationa (Fig. 26 E,F,G e H). 

A temperatura é um fator abiótico que influencia significativamente o 
metabolismo redox, podendo gerar diferentes respostas em variadas espécies. Já foi 
observado em animais de água doce e salgada um padrão de inibição de enzimas 
antioxidantes com o aumento de temperatura. Por exemplo, em duas espécies de 
camarão (Palaemon serratus e Palaemon elegans) houve aumento significativo da 
atividade de SOD até 28°C seguido de uma redução abrupta a partir de 30°C (Vinagre 
et al. 2014). O mesmo padrão foi observado no peixe estuarino Liza ramada, que teve a 
atividade de GST aumentada até 32°C seguido de uma redução abrupta (Madeira et al. 
2013). A ostra Crassostrea virginica também demonstrou uma redução de SOD a partir 
de 30°C (Rahman & Rahman 2021). O peixe dourado Carassius auratus teve redução 
significativa de GST após 7h em temperatura de 23°C em comparação com o controle à 
3°C (Bagnyukova et al. 2007). A partir desses estudos é observado que não existe um 
padrão definido de resposta antioxidante à altas temperaturas, mas que até 
determinada temperatura o sistema antioxidante aumenta sua atividade, até ter uma 
queda abrupta, e isso parece ocorrer em paralelo com variações da taxa metabólica e 
produção de ROS. O limite de temperatura que as enzimas antioxidantes começam a 
reduzir parece ser espécie específico. 

É possível que a esponja H. heliophila tenha um padrão de resposta a 
temperatura que depende da estação do ano, de forma que no verão, quando a 
temperatura está consideravelmente mais elevada (com mais de 5°C de diferença), as 
enzimas antioxidantes envolvidas no sistema da glutationa estejam inibidas 
temporariamente. Não é possível aferir qual é o limite de temperatura que a esponja sol 
começa a reduzir a atividade das enzimas glutationa-dependente, mas a partir dos 
dados é possível concluir que está na faixa entre 23 e 27°C, podendo ser uma espécie 
sensível a variação de temperatura, mas com alguma tolerância à radiação solar.

A catalase por outro lado apresentou um aumento no verão de 62% quando 
comparado com a primavera, se opondo as enzimas glutationa-dependente (Fig. 26E). 
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A enzima CAT de organismos aquáticos costuma ser mais resistente a altas 
temperaturas. Por exemplo, o mexilhão Mytilus coruscus teve a atividade de CAT 
aumentada nas brânquias e glândula digestiva em 30°C em comparação a 25°C em 
condições de pH básico (Hu et al. 2015). Esse experimento durou 14 dias, e com testes 
em 3 diferentes pH’s (7.3, 7.7 e 8.1) associado às temperaturas de 25 e 30°C. Em 
nenhum dos casos houve redução da catalase com o aumento da temperatura (Hu et 
al. 2015). Em outro estudo, o atum (Dicentrarchus labrax) foi submetido à três 
temperaturas diferentes (18, 24 e 28°C) por até 30 dias e só houve redução de CAT - 
após 30 dias - sob a maior temperatura, mas permaneceu com níveis elevados com 15 
dias sob 30°C (Vinagre et al. 2012). No caso do peixe Sparus aurata foi observado a 
enzima CAT aumentada de forma gradual nas brânquias, fígado, cérebro e músculo em 
diferentes temperaturas, de 18°C até 34°C (Madeira et al. 2016). O caranguejo Scylla 
paramamosain permaneceu com níveis elevados de CAT nas brânquias até 24h sob 
estresse de 35°C e no hepatopancreas por 12h à 35°C, em comparação com o controle 
aclimatado à 25°C (Liu et al. 2018). 

Com esses estudos é observado que a catalase costuma ser resistente a 
maiores temperaturas por períodos mais prolongados em comparação com as outras 
enzimas antioxidantes. Isso corrobora com nossas observações de que a atividade de  
que CAT na esponja H. heliophila esteja com níveis mais elevados no verão em 
comparação com a primavera. Possivelmente no verão as enzimas glutationa-
dependente ficam menos pronunciadas, devido a sensibilidade à temperaturas mais 
altas. Porém, como uma forma de compensação o sistema antioxidante da esponja sol 
teria intensificado a atividade de CAT, sendo supostamente uma enzima mais resistente, 
protegendo o organismo de danos oxidativos no verão – estação com maior intensidade 
de radiação solar/UV e maiores temperaturas. Os MAA’s e antioxidantes de baixo peso 
molecular (como flavonoides e carotenoides) também podem influenciar na proteção do 
verão, agindo em conjunto a catalase, mas como não foram aferidos experimentalmente 
não é possível afirmar a influência. 

O único antioxidante de baixo peso molecular que foi quantificado no presente 
estudo foi a glutationa, incluindo sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), além da 
razão GSH/GSSG. Não houve diferença significativa de glutationa em nenhuma das 
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análises estatísticas, mas o aumento das enzimas glutationa-dependente durante a 
primavera demonstra que o sistema está ativo. A glutationa é um importante 
antioxidante, possivelmente o mais abrangente, e tem papel fundamental de neutralizar 
ROS (Bachhawat & Yadav 2018). Assim, a glutationa tem um efeito direto de minimizar 
os danos oxidativos oriundos da radiação solar/UV. Aparentemente é comum em 
invertebrados marinhos a glutationa total estar na faixa entre 200 e 300nmol/g de tecido 
(Moreira et al. 2021, Arun et al. 1999, Cansei & Viarengo 1997, Almeida et al. 2005). 
Isso corrobora com os resultados de H. heliophila do presente trabalho, em que todas 
as comparações mantiveram o nível de GSHt nessa faixa (Fig. 21G, 22G, 23G, 24G, 
25G). Já foi demonstrado o efeito significativo de glutationa em invertebrados marinhos 
sob estresse de radiação UV e exposição aérea (Moreira et al. 2023). Assim, apesar de 
não haver diferença significativa na comparação entre primavera e verão, a glutationa 
possivelmente também tem uma importante função nas esponjas H. heliophila, em 
especial na primavera, quando aparentemente o sistema antioxidante está mais ativo.

A temperatura também parece influenciar significativamente a taxa de 
fotossíntese de cianobactérias. Diferentes estudos associaram o aumento da taxa de 
fotossíntese de cianobactérias de regiões entre-maré com o aumento da temperatura 
(Wieland & Kuhl 2005; Aguilera et al. 2020; Giordanino et al. 2011). Esses estudos não 
utilizaram cianobactérias em associação com esponjas, mas sim de vida livre, mas 
podem dar pistas do que acontece nas cianobactérias presentes nas esponjas de 
regiões entre-maré, como H. heliophila (Weigel & Erwin 2016). Já foi demonstrado a 
estabilidade sazonal da microbiota associada às esponjas marinhas (White et al. 2012; 
Erwin et al. 2012; Erwin et al. 2015), mas definitivamente ocorre variabilidade da taxa de 
fotossíntese por cianobactérias ao longo do ano (Aguilera et al. 2020). É de amplo 
conhecimento que o aumento da taxa de fotossíntese está associado ao aumento da 
concentração de oxigênio local (Quévrain et al. 2014). Dessa forma, enquanto os 
compostos fotoprotetores absorvem a radiação UV para minimizar o foto-estresse 
oxidativo, as cianobactérias absorvem a radiação solar e consequentemente aumentam 
a taxa de fotossíntese, colaborando para o aumento da concentração de O2 do micro-
ambiente. Com a taxa de fotossíntese aumentada no verão é possível que o micro-
ambiente da esponja fique hiperóxico (seguindo essa linha de raciocínio em que os 
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simbiontes das esponjas H. heliophila teriam maiores taxas de fotossíntese no verão). 
Assim, as cianobactérias podem colaborar, ao absorver a radiação solar, na proteção à 
danos no DNA. Por outro lado, também podem gerar hiperóxia local devido à maior taxa 
de fotossíntese. Apesar do ambiente possivelmente hiperóxico, que favorece a 
formação de ROS e dano oxidativo, não houve diferença significativa nos indicadores 
de estresse oxidativo (proteínas carboniladas, TBARS, GSSG e GSH/GSSG), 
demonstrando que o sistema aparenta estar em equilíbrio redox. 

Nesse contexto, o que pode estar minimizando o estresse oxidativo do verão na 
esponja sol seriam os MAA’s e outros composos fotoprotetores. Nos resultados não foi 
observado efeito da radiação solar/UV na comparação entre dia e noite na mesma 
estação do ano (primavera), mas é possível que tenha efeito sazonal. Os MAA’s citados 
anteriormente tem um papel fundamental de proteção contra radiação solar/UV no 
verão. Diferentes estudos correlacionam a temperatura e radiação solar do ano com a 
produção de MAA’s pelos organismos que os sintetizam, de forma que nas estações 
mais quentes e com maior radiação a produção fica intensificada. Um estudo com duas 
espécies de coral (Lobophytum compactum e Sinularia flexibilis) teve essa correlação 
evidente, à medida que a temperatura e radiação solar aumentava ou reduzia ao longo 
do ano, o mesmo acontecia com a concentração de MAA’s nas duas espécies de coral 
(Fig. 29) (Michalek-Wagner 2001). Outros estudos corroboram com a sazonalidade da 
produção de MAA’s em macroalgas, fitoplâncton e cianobactérias (Lalegerie et al 2020, 
Tartarotti & Sommaruga 2006, Karsten et al. 1998). No estudo com fitoplânctons 
especificamente também houve correlação da profundidade do organismo em relação 
ao nível do mar em conjunto com a produção sazonal de MAA’s. Observou-se que nas 
estações mais quentes e profundidades mais rasas (regiões entremaré) houve maior 
produção de MAA’s.
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Assim, é possível que as esponjas H. heliophila apresentem variação da 
produção dos MAA’s (principalmente palitina) a partir dos simbiontes de acordo com a 
estação do ano (McClintock e Karentz 1997). Seguindo essa linha de raciocínio, no 
verão as enzimas antioxidantes glutationa-dependente ficam inibidas devido à maior 
temperatura. Porém como forma de compensação o metabolismo ativaria a enzima 
catalase, possivelmente de forma concomitante com uma maior concentração de MAA’s 
(que absorvem radiação solar/UV) e maior taxa de fotossíntese pelas cianobactérias. 
Por outro lado, na primavera a radiação solar está consideravelmente menor, o que 
consequentemente reduz a taxa de fotossíntese das cianobactérias, assim como a 
concentração de MAA’s. Com a redução desses fatores que colaboram na absorção da 
radiação solar/UV, o sistema antioxidante ativa as defesas primárias envolvidas no ciclo 
da glutationa (enzimas GPX, GPX(Se) e GR), que na primavera ficam mais ativas. 
Aparentemente ocorrem diferentes estratégias adaptativas em diferentes estações no 
ano, levando em consideração a variabilidade de diversos fatores influenciados pelas 
condições ambientais. Porém, em ambas as estações (primavera e verão) essas 
estratégias parecem ser suficientes para proteção ao desequilíbrio redox e de danos 

Figura 29. Quantificação de MAA’s nas espécies de coral Lobophytum compactum (A) e Sinularia 
flexibilis (B) de acordo com os meses de janeiro, março, maio, julho, setembro e novembro de 1996 e 
1997 em colônias macho e fêmea. Variação de radiação solar (C) e temperatura (D) ao longo dos 
mesmos meses. (Michalek-Wagner 2001)
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oxidativos, levando em consideração que não houve diferença significativa de proteínas 
carboniladas, TBARS e GSSG ao comparar as duas estações. (Fig. 30)




5.4 POS: a possível origem

Um dos objetivos do presente trabalho era estimar quando o mecanismo POS 
poderia ter surgido ao longo da evolução. A esponja H. heliophila foi escolhida por fazer 
parte de um dos filos mais basais e antigos, que possui fortes indícios de ter surgido 
antes da oxigenação da atmosfera e dos oceanos (Fig. 1) (Turner 2021). Isso sugere 
resistência do filo (em geral) a situações extremas, como momentos de privação de 
oxigênio (Manconi & Pronzato 2016, Mills et al. 2014). Assim, foi relevante testar uma 

VERÃO

 Temperatura

PRIMAVERA

 Radiação
Solar/UV

 CAT

 GSH

 GSH
 MAA`s
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Figura 30. Estratégias redox  da esponja H. heliophila no verão e na primavera para lidar com diferenças 
sazonais de variáveis ambientais (radiação solar/UV, temperatura, etc.). A variação de MAA´s e taxa de 
fotossíntese foi hipotetizado a partir de estudos anteriores. 
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esponja que passa por situações que poderiam engatilhar o mecanismo POS, como 
exposição aérea e radiação UV, para analisar e estimar uma possível origem evolutiva 
para o mecanismo. Com os resultados ficou evidente que a esponja sol não faz o 
mecanismo POS, porém, os resultados não foram conclusivos para afirmar que o 
mecanismo não surgiu ou não nos poríferos.
         O filo mais basal que já foi documentado ter espécies POS-positivas é o 
Cnidaria, com três espécies: Veretillum cynomorium (induzido por radiação UV) 
Acropora microphthalma (induzido por exposição aérea) e Bunodosoma cangicum  
(induzido por hipóxia) (Shick et al. 1995; Teixeira et al. 2013; Abujamara et al. 2014). O 
octocoral A. microphthalma teve uma resposta clássica de POS ao estresse oxidativo 
sob exposição aérea. Os animais foram submetidos a 2,5 h de exposição aérea e 
tiveram os níveis elevados de GST e CAT com 2h de exposição e SOD com 2,5h. Uma 
vez que os animais submergiram houve aumento de proteínas carboniladas, que 
provavelmente estariam mais acentuados se os antioxidantes não estivessem já 
ativados durante a exposição. O que ocorre é de fato um “preparo” para o estresse que 
ocorre na reoxigenação, e essa resposta é o que se espera de uma espécie POS-
postiva, o que não foi observado na esponja sol.
         O POS já foi demonstrado em mais de 120 espécies de animais (Hermes-Lima et 
al. dados não publicados), e os filos com maior número de espécies são Arthropoda 
(com crustáceos e insetos em abundância), Mollusca (principalmente bivalves e 
gastrópodes) e Chordata (principalmente peixes e anfíbios). Praticamente todos os 
peixes POS-positivos foram submetidos à hipóxia, e os crutáceos na grande maioria 
também. Por outro lado, os insetos e anfíbios parecem fazer POS sob uma maior 
variedade de estressores, como anóxia, desidratação, estivação e congelamento. Os 
bivalves e gastrópodes além da hipóxia também fazem POS sob exposição aérea 
(Moreira et al. 2016). A literatura ainda é muito limitada em relação ao estressor 
radiação UV, um dos motivos para testar na esponja H. heliophila, porém já foram 
incluídas 17 espécies POS-positivas de 6 filos diferentes (Cnidaria, Rotifera, Annelida, 
Arthropoda, Echinodermata e Chordata), sendo em sua maioria animais aquáticos 
(Geihs et al. 2020).
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         Já foi discutido no capítulo 2 o mecanismo molecular do POS que está 
intrinsecamente relacionado aos fatores de transcrição NF-kB, HIF1, Nrf2, FoxO e p53 
para ativar a transcrição de antioxidantes. A partir de análises genômicas e filogenéticas 
é possível observar que esses fatores de transcrição foram muito conservados ao longo 
da evolução do Reino Animal, mas também houve surgimento de genes homólogos em 
táxons específicos (Doonan et al. 2019, Aberg et al. 2017, Shimeld et al. 2010, ​​Williams 
& Gilmore 2020, Mills et al. 2018). Assim, a partir de uma análise teórica e pesquisa 
ativa é possível fazer uma estimativa do período geológico que o POS pode ter surgido 
a partir da presença de genes (ou homólogos) de um ou mais fatores de transcrição 
associados ao POS.

Os filos Chordata e Arthropoda, que possuem uma grande diversidade de 
espécies POS-positivas (Moreira et al. 2016), estão associados à presença de grande 
parte dos fatores de transcrição envolvidos no mecanismo POS (Fig. 31). Com exceção 
dos tardígrados e rotíferos, que ainda não possuem evidências, todos os filos em que já 
foi observado POS têm pelo menos dois dos fatores de transcrição citados. Isso 
corrobora com o mecanismo descrito por Moreira e colaboradores (2016) que relaciona 
esses fatores à ativação de genes de enzimas antioxidantes. Porém é importante 
enfatizar que esses fatores não estão relacionados apenas com as vias de metabolismo 
redox, então sua presença não indica necessariamente que a espécie vai obedecer ao 
critério de aumento de antioxidantes durante a privação de oxigênio. 

Por exemplo, conforme a figura 31, observa-se a presença de três fatores de 
transcrição redox funcionais (NF-kB, Nrf e FoxO) no filo Porifera. Isso fortalece a 
hipótese que o POS pode estar presente nas esponjas. Porém, como em outros filos, 
não necessariamente o mesmo mecanismo estará presente em todas as espécies. 
Essas diferentes respostas podem estar associadas aos diversos ambientes e 
condições a que os indivíduos são submetidos. A esponja sol (H. heliophila), 
demonstrou não atender aos critérios do POS apesar de ter no seu filo evidências da 
presença desses fatores de transcrição. Assim, é possível que a esponja estudada não 
foi exposta à condições que favorecessem a ocorrência do POS. Faz sentido a 
ausência do mecanismo POS ao considerar a anóxia funcional que ocorre sob 
exposição aérea, de acordo com Hoffmann e cololaboradores (2008). Em anóxia não 
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haveria formação mitocondrial de ROS, uma vez que a concentração de oxigênio fica 
praticamente nula (Halliwell & Gutteridge 2015). Sem concentrações mínimas de ROS 
não é possível a ativação dos fatores de transcrição redox e geração de danos 
oxidativos no momento da exposição. Assim, a ativação de enzimas antixoxidantes  e 
GSH durante a anóxia fica inviabilizada

Figura 31. Árvore filogenética de acordo com os períodos geológicos de divergência evolutiva entre 
diferentes táxons. Em vermelho, filos que possuem espécies POS-postivas já descritas. No canto inferior 
esquerdo estão os períodos geológicos Criogênico (em amarelo), Ediacarano (em laranja) e Cambriano 
(em vermelho). Os quadrados são referentes à presença dos fatores de transcrição ou homólogos de NF-
kB, P53, Nrf, Fox e HIF, em determinados filos (Mills et al. 2018, Shimeld et al. 2010, Donnan et al. 2019, 
Berg et al. 2017, Williams & Gilmore 2020). O retângulo cinza (englobando Placozoa e Porifera) 
representa os filos em que ainda devem ser testados para o mecanismo POS, sendo possíveis 
candidatos à origem evolutiva. 
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Como colocado acima, os nossos resultados evidenciaram que a esponja sol não 
utiliza o mecanismo POS sob condições naturais de exposição aérea. Porém, as 
evidências não descartam a possibilidade da espécie fazer POS sob hipóxia, uma vez 
nessa condição ainda pode ocorrer uma pequena produção de ROS (Maupoil & 
Rochette 1988; Paddenberg et al 2003; Hernansanz-Agustín 2014), que poderia ativar o 
POS por um mecanismo hormético (Oliveira et al. 2018). Por exemplo, Mills e 
colaboradores (2014) fizerem testes em laboratório com a esponja Halichondria panicea 
sob hipóxia, e a espécie demostrou resistência nas concentração de oxigênio entre 
0.5-4% PAL. Não foi analisado o metabolismo redox nesse estudo. Assim, é possível 
que a esponja H. panicea  utilize o mecanismo POS. Dessa forma, como foi citado na 
seção 5.2, é interessante fazer testes controlados em laboratório com H. heliophila, 
para simular condições variadas, como a hipóxia, que também podem ocorrer de forma 
natural em zonas intermarés.

Com relação a origem evolutiva do POS no Reino Animal, é possível que possa 
ter surgido na Era Neoproterozóica, com maior probabilidade no período Criogênico. O 
início dessa faixa geológica se dá no período Tônico, quando possivelmente já existia a 
família Demospongiae (Turner 2021). Assim, como ainda há possibilidade de poríferos 
utilizarem o POS, hipótese reforçada pela presença de fatores de transcrição redox 
associados (Fig. 31), o período Tônico é uma das possibilidades de surgimento do 
mecanismo. Atualmente há fortes evidências indicando que o POS já estaria presente 
no período Criogênio, quando houve surgimento dos cnidários e bilaterais (Fig. 1, Fig. 
31), e isso foi proposto por Moreira e colaboradores (2017). Porém isso pode ter 
ocorrido em diferentes épocas do período Criogênico. Por exemplo, existe a 
possibilidade do POS ocorrer em outros táxons basais, como o Placozoa, que se 
encontra evolutivamente entre os poríferos e cnidários e possui quatro dos fatores de 
transcrição associados (ou homólogos) (Fig. 31). Por exemplo, a espécie Trichoplax 
adhaerens – considerado o animal multicelular mais simples conhecido – apresenta os 
principais componentes do sistema HIF: fator de transcrição HIF, enzimas prolil-
hidroxilase (PHDs) e proteína VHL (Loenarz et al. 2011, Rytkönen & Storz 2011). Assim, 
para delimitar mais detalhadamente o momento de divergência em que surgiu o 
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mecanismo POS, é importante testar outras espécies de esponja e também outros filos 
basais. Animais que passam por condições semelhantes às da esponja sol, ou seja com 
algum tipo de privação de oxigênio em frequência sazonal, são bons candidatos ao 
mecanismo POS, por mais basais que sejam.

Capítulo 6 - Conclusão e perspectivas futuras

A partir dessa dissertação é possível observar pela primeira vez na academia 
científica a resposta antioxidante de esponjas marinhas sob exposição aérea em 
condições naturais. Como já hipotetizado por muitos autores, é confirmado que a 
esponja sol (H. heliophila) tem alguma resistência à radiação solar/UV. Porém, com os 
resultados não foi possível estimar qual a dose de radiação solar/UV é alta o suficiente 
para gerar uma resposta antioxidante no animal, uma vez que a esponja não estava 
“estressada” o suficiente. 

Autores sugerem que esponjas expostas ao ar ficam em anóxia funcional. Com 
as variáveis bioquímicas conferidas no presente trabalho é observado que de fato o 
sistema antioxidante fica inerte durante a exposição aérea. Aqui sugerimos que ocorre 
uma “depressão redox” que corrobora com a anóxia funcional sugerida por autores. 
Além disso, também foi observado que a esponja sol não faz o mecanismo POS, porém 
sua resposta antioxidante acontece de maneira extremamente rápida (10min). Assim, a 
esponja se protege contra danos oxidativos com o mecanismo “clássico” de aumento de 
antioxidantes em decorrência do aumento repentino e exponencial de ROS durante a 
reoxigenação. 

Além disso, os resultados evidenciaram que a sazonalidade tem influência no 
metabolismo redox da esponja sol. Ou seja, ao longo do ano a esponja utiliza diferentes 
estratégias de acordo com variações entre as estações verão e primavera. Aqui 
hipotetizamos que diferentes fatores podem explicar essas variações fisiológicas, como 
compostos fotoprotetores (MAA’s, pigmentos etc.), antixoxidantes de baixo peso 
molecular (incluindo polifenóis e flavonoides), taxa de fotossíntese por cianobactérias 
simbioses, além do efeito da própria temperatura e radiação UV no metabolismo redox. 
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Apesar das diferentes estratégias utilizadas nas estações de primavera verão, ambas 
parecem ser suficiente para manter o equilíbrio redox.

Nosso grupo de trabalho (GPRO) tem intenção de ainda quantificar os MAA’s nas 
amostras de H. heliophila para aferir se de fato existe influência desses compostos na 
resistência ao verão. Além disso, também pretendemos aferir a capacidade antioxidante 
total para melhor entendimento do sistema antioxidante da H. heliophila, incluindo os 
antixoxidantes de baixo peso molecular não aferidos. Para perspectivas de longo prazo 
também é relevante novas coletas com esponjas que estejam submersas à um período 
maior que 10min, para responder a lacuna que ficou do ciclo de metabolismo redox da 
H. heliophila sob exposição aérea e submersão (Fig. 28). A associação com testes em 
aquário controlado também é relevante para observar variações de fatores morfológicos 
e taxas metabólicas (respiração, filtração, mudanças anatômicas, etc.), para confirmar 
se em conjunto com a depressão redox também ocorre depressão metabólica em 
algum nível. Além disso, em aquário também é possível simular situações de hipóxia 
que podem acontecer naturalmente em zonas entre-maré.

Em relação a evolução do mecanismo POS, a literatura ainda é muito limitada, 
porém é possível fazer uma estimativa que tenha surgido na era Neoproterozóica, 
provavelmente no período Criogênico. Essa conclusão foi tirada a partir de evidências 
que mostram o POS em cnidários (que surgiram no Criogênico), e ainda a possibilidade 
das esponjas fazerem o mecanismo, com indícios fósseis do filo Porifera ter surgido no 
período Tônico. 

Essa pesquisa é de extrema relevância, uma vez que a literatura ainda é limitada 
em relação à sistema antioxidante de esponjas em geral. Entretanto, ainda não existem 
estudos que descrevam o metabolismo redox de esponjas sob estressores ambientais 
naturais associados à privação de oxigênio, sendo esse o primeiro.
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Anexos

Artigo em colaboração
 

Seguem o artigo em que fui coautora durante o mestrado. Esse estudo é 
referente à inclusão da radiação UV aos possíveis estressores associados ao POS  
(Fig. 11) (Geihs et al. 2020).
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Fotos das expedições
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