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Resumo

Muitos animais s&o resistentes a condicbes sazonais de estresse oxidativo, nas quais o
oxigénio fica limitado ou impossibilitado de ser assimilado pelos organismos em fungao
das condigcbes ambientais. Existem alguns mecanismos ja comprovados que explicam
essa resisténcia a hipdxia, como a alta producdo constitutiva de antioxidantes, a
resisténcia aos danos oxidativos, o aumento de antioxidantes devido ao aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e o preparo para o estresse oxidativo (POS). O
POS ja foi demonstrado em 9 filos animais diferentes, e consiste em um aumento da
producdo de antioxidantes enddégenos durante o estresse ambiental, para que na
reoxigenacao, processo que leva a alta producédo de oxi-radicais, 0 animal esteja em
equilibrio redox. Com as defesas antioxidantes funcionando adequadamente, os danos
oxidativos (como dano em DNA, oxidacao de proteinas e peroxidagéo lipidica) podem
ser minimizados. Uma das principais duvidas atuais relacionada ao POS é sua origem
evolutiva, sendo que 0s animais mais basais com POS comprovadamente positivo sao
duas espécies de cnidarios. O filo Porifera, que possui fortes indicios de ter surgido ha
mais de 800 milhdées de anos, € um bom modelo biolégico 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 exposicao aérea diariamente e sofre de altos indices de radiagcéao solar/UV. A
esponja sol (H. heliophila) € encontrada no Brasil principalmente no litoral da regido
sudeste, habitando locais rochosos e sendo vista raramente em total submerséo ao
longo do dia. Sendo assim, a espécie desenvolveu mecanismos que a permitiu
sobreviver a anoéxia funcional ocasionada pela maré baixa, sendo uma das
possibilidades o POS. Levando em consideragcéo os estressores de exposicao aérea e
radiacéo solar/UV, foram feitas expedicbes cientificas no litoral de S&do Sebastido (SP)
para coleta de esponjas (H. heliophila). Afim de verificar a ocorréncia do POS no campo
em condicdes ambientais naturais, foram feitas coletas diurnas e noturnas, com
esponjas dentro e fora d’agua (marés alta e baixa), em 3 dias diferentes. As esponjas
foram raspadas do substrato, rapidamente limpadas com agua e congeladas em N2
liquido, preservando a bioquimica do animal no momento que foi coletado. Foram
conferidos experimentalmente a atividade de enzimas antioxidantes (catalase,
superdxido dismutase, glutationa redutase, glutationa peroxidase total e selénio-
dependente e glutationa transferase), niveis de glutationa (GSHtotal, GSSG e GSH/
GSSG), e danos oxidativos (TBARS e proteinas carboniladas) das esponjas. Foram
feitas comparacdes do efeito redox da exposicdo aérea, da radiacdo solar/UV nos
periodos diurno e noturno e o efeito da temperatura na primavera e verdao. Os
resultados demonstraram influéncia das variagdes sazonais de condicées ambientais no
metabolismo redox da esponja. Além disso foi observado a ocorréncia de depresséo
redox durante a exposicao aérea, sem ativacdo do mecanismo POS. Discutimos nessa
dissertacdo o papel do metabolismo redox como parte da adaptacéo bioquimica das
esponjas H. heliophila para a sobrevivéncia aos estresses induzidos pela maré e
radiacao UV solar.

Palavras chave: exposicao aérea; radiacéo ultravioleta; antioxidantes; Porifera;
estresse oxidativo; glutationa.



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 Sdo Sebastido (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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Capitulo 1 - Introducao Geral

Ao longo da dissertacdo foram feitas varias referéncias a eventos geologicos
envolvidos com o tema do trabalho. Para melhor entendimento do leitor segue a Figura

1 com as eras geoldgicas associadas aos eventos citados ao longo do texto.
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Figura 1. Eras e periodos geologicos de acordo com Gradstein et al. 2004. Os eventos indicados sé&o
referentes & eventos citados ao longo de toda a dissertagéo.
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Na era Paleoproterozdica, ha aproximadamente 2.4 bilhdes de anos (Ga), os
niveis de O2 comecaram a aumentar na atmosfera e nos oceanos devido ao surgimento
das cianobactérias fotossintetizantes, sendo esse momento histérico conhecido como
Grande Evento de Oxigenacao (GOE). Apenas no inicio do periodo cambriano, ha 540
My, a atmosfera e os oceanos ficaram de fato oxigenados, mas ainda com variagdes
entre 10 a 35% dos niveis atuais de Oz atmosférico (PAL) (Mills & Canfield 2014). Na
antiga visé@o evolutiva a oxigenacdo da atmosfera foi o fator que determinou a “exploséo
cambriana” do Reino Animal. Nursall (1959) definiu a “teoria do controle de oxigénio”
(OCH), a qual implica a impossibilidade da vida pluricelular aerdbica ao final do
Neoproterozbico (~1-0.5 Ga) em funcdo da baixa concentracdo de O2. Berkner e
Marshall (1965) corroboraram com Nursall e quantificaram que 1% PAL s foi alcancado
ao fim da Era Proterozdica (0.6 Ga) e que s6 entdo foi possivel o inicio da evolugdo dos
animais, sendo a mesma concentracdo de Oz necessario para formacao da ozonosfera
e a consequente protecao a doses letais de radiacéo ultravioleta.

Ao longo dos anos essa ideia foi sendo refutada por comprovacdes de animais
gue conseguem sobreviver a concentragcdes 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 periodos de hipboxia severa em laboratério, e
demonstraram ser resistentes a situacdes ocasionais de baixa concentracdo de Oo.
Com esses resultados Mills hipotetizou que essa capacidade € provavelmente uma
adaptacdo ancestral das primeiras esponjas, e n&o algo recente a um nicho, de forma
que a resisténcia a hipéxia poderia ser algo comum no filo Porifera, mas que estaria
“silenciado”. Reforcando essa ideia, Hoffman et al. (2005) observou que esponjas de
agua saturada podem ativamente fechar sua abertura externa (6sculo), estimulando
anoOxia interna, e especulou que os simbiontes poderiam fazer esse controle de
anaerobiose facultativa.

A partir dessas e outras evidéncias foi sendo demonstrado que o oxigénio
molecular, por si sb, ndo causou a evolucdo dos animais, refutando a hipbtese de
Nursall. Em vez disso, acredita-se que o aumento dos niveis de oxigénio criou o

ambiente propicio para a evolugdo animal em larga escala, mas que ja havia
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metazoarios presentes que conseguiam resistir a periodos de hipoxia/andxia (Mills &
Canfield, 2014). O metabolismo anaerbébico esta presente em todos os grupos
eucariontes, de forma nao linear no reino animal, o que pode ser interpretado que o
ancestral comum eucariético, que possuia mitocdndria, era um organismo anaerdbico
facultativo, e que a aerobiose obrigatoria seria uma caracteristica derivada (Embley et
al. 2006). Dessa forma, a explicagdo da origem animal pode estar relacionada nao
necessariamente apenas com a alta na concentracéo de oxigénio atmosférico, mas a
fatores externos limitantes, como a temperatura global e a salinidade, e genéticos como
a selecdo celular. O conjunto de todos esses fatores s6 aconteceu ao final do
Neoproterozbico, que coincide com o aumento do O2 atmosférico, estando
possivelmente todos esses fatores envolvidos na explosao cambriana (Mills & Canfield,
2014).

Outro ponto que deve ser enfatizado é que o eucarioto ancestral possuia um
arsenal de enzimas envolvidas no metabolismo aerdbico e anaerdbico para sobreviver
aos lapsos hipéxicos, de forma que nas linhagens que comumente passavam por
hipoxia/andxia ocorreu uma sele¢do para que essas enzimas perdurassem (Muller et al.
2000). Jabtoniska e Tawfik (2021) a partir de uma analise protedmica identificaram as
enzimas envolvidas na producdo e/ou consumo de oxigénio, como a catalase, e
mapeou filogeneticamente a distribuicdo dessas familias de enzimas nas bactérias e
arqueas. Foi observado que essas enzimas estdo presentes em espécies que
divergiram evolutivamente antes da oxigenacdo da atmosfera, entre 3.25 e 2.9 Ga.
Dessa forma, é plausivel dizer que o surgimento de enzimas que utilizam oxigénio
provavelmente refletem o ciclo de oxigénio dentro da biosfera bem antes do aumento
permanente do oxigénio atmosférico, ndo necessitando estar completa ou
permanentemente oxigenada.

Além desses fatores, também deve ser considerado o surgimento do colageno
dentro do contexto de evolugcdo do Reino Animal com o aumento do oxigénio
atmosférico. As variedades de colageno tém papel fundamental na matriz extracelular,
sendo a proteina mais abundante entre os metazoarios. O coldgeno é constituido por
trés polipeptideos helicoidais associados em uma tripla-hélice, a qual depende em

grande parte do grupo hidroxila presente na hidroxiprolina, que possui seu oxigénio
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derivado do oxigénio molecular. Essa via bioquimica demonstra a importancia do Oz na
sintese de colageno, mas nao determina qual a quantidade minima necessaria para que
ela ocorra. Levando em consideracdo que os animais bilaterais podem persistir em
zonas minimas de oxigénio (OMZ), onde os niveis de oxigénio podem chegar a 0,3%
PAL (Hentschel et al. 2006), € possivel que a sintese de colageno ainda ocorra sob
essas concentragcdes. Assim, atualmente ndo ha evidéncias de que a sintese de
colageno tenha sido um fator determinante na evolugdo mais precoce dos animais (Mills
& Canfield 2014), mas pode ter sido mais um dos fatores que influenciaram na explosao
cambriana.

No caso dos metazoarios superiores ja foram descritos 20 tipos de colageno,
enquanto para as esponjas, 0 colageno estad presente apenas na forma fibrilar e
colageno 1V. O colageno fibrilar pode estar na forma de finas fibrilas distribuidas pela
matriz intercelular ou na forma fibrosa de espongina, presente apenas na familia
Demospongiae. A espongina permitiu que os poriferos crescessem em diferentes
tamanhos no formato anatémico leucondide, que possui uma forte rede de canais que
possibilita um sistema aquifero mais eficiente, bem como a difus&o intracelular (Brusca
& Brusca 1990) (Fig. 2). Levando em consideracdo que a familia Demospongiae €,
entre os poriferos, a que mais propagou evolutivamente (inclui mais de 90% das
esponjas descritas) (World Porifera Database), € possivel fazer a associacdo da
presenca do colageno fibroso com a maior eficiéncia do sistema aquifero e dos
diferentes formatos anatomicos que permitiram as esponjas habitarem novos espacos.
Assim, também & plausivel correlacionar o colageno com a evolugcéo do Reino Animal,
levando em consideracdo que existem 20 variacbes na natureza nos tdxons mais
complexos e recentes, enquanto para as esponjas, 0 metazoario mais basal, existem

apenas dois.

f E Figura 2. Representacéo dos

_ f Poro dérmico canais do sistema aquifero

"",_ '-;,," de uma esponja leucondide

¥ \ ‘ gigra"eme com fibras de espongina
(Brusca & Brusca 1990)
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Antigamente acreditava-se que toda a vida pluricelular tinha surgido a partir do
periodo cambriano, mas estudos recentes mostraram indicios fosseis de poriferos no
final do Neoproterozoico, ha 890 milhdes de anos (My). Turner (2021) identificou
estruturas reticuladas em um recife antigo que se assemelham a estruturas de fésseis
de esponjas ja aceitos pela comunidade cientifica. A grande dificuldade de determinar
se de fato séo fosseis de esponjas é: os fosseis ja aceitos foram identificados a partir
de espiculas compostas por carbonato de calcio ou silica, o que nao foi identificado
nesse fossil em questdo. Essa “possivel esponjas” ndo possuia esqueleto rigido, mas
sim uma rede proteica esponjosa que se assemelha a espongina presente na classe
Demospongiae. Uma possivel explicacdo para a presenca desses metazoarios basais
no oceano ainda hipdxico € que os recifes onde o féssil foi encontrado possivelmente
tinha presenca de microorganismos fotossintetizantes que proporcionavam periodos
com aumento de oxigénio. Ainda & necessario discutir na academia se esses fosseis de
fato sdo de esponjas, mas ainda assim o féssil indiscutivelmente mais antigo € de
espiculas de esponja datadas com 523 My (Antcliffe et al. 2014).

O filo Porifera € o uUnico taxon parazoario, ou seja, metazoario sem tecidos
verdadeiros. Com mais de 10.000 espécies descritas (segundo o World Porifera
Database), o grupo possui muita variabilidade em sua fisiologia (formato anatémico,
forma de sustentacdo, nutricao e reproducéo) e podem habitar desde os recifes mais
biodiversos até o mar profundo. O filo é dividido em quatro classes existentes, e duas
classes fosseis, que diferem principalmente na composi¢do das espiculas, na presenca
ou auséncia de fibras de espongina e no formato anatébmico. A classe mais basal,
Calcarea, possui espiculas de calcario e costumam ser pequenas e de habitats
marinhos. A classe Hexactinellida, também conhecida como esponjas de vidro,
possuem espiculas de silica 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 espiculas de silica reforcadas por espongina ou
totalmente substituidas, podendo habitar agua doce ou salgada. S&o todas de
anatomia leuconoéide, que possui uma rede de canais que facilita a filtracdo da agua e
consequentemente a difusdo 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 presenca de uma pinacoderme ciliada e uma membrana basal
epitelial, que também facilita a difuséo e filtracdo. (Brusca & Brusca 1990).

Além das classes vivas, existem fdsseis de esponjas que caracterizam duas
classes ja extintas: Stromatoporoidea e Archaeocyatha. A classe Stromatoporoidea
inclui esponjas sem espiculas e hipercalcificadas. Surgiu pela primeira vez no
Ordoviciano Médio, se tornou abundante no Siluriano e Devoniano, e se extinguiu no
Cretaceo. A segunda familia féssil vivia em ambientes com substratos de carbonato,
estando associada a construcéo de recifes. Elas surgiram no inicio do Cambriano e
persistiu apenas até o fim do mesmo periodo. Sendino (2020) catalogou os fosseis de
esponjas ja documentados no Museu de Histdria Natural (NMH), e observou o padréao
geolobgico das classes. A classe Demospongiae surgiu no Paleozoico e abrange metade
da colecéo de fésseis do NHM. As esponjas calcareas representam 10% da colecéo,
surgiram no Cambriano e persistem até hoje, sendo o Cretdceo o periodo onde teve
maior diversidade de espécies. A familia Hexactinelida também persistiu ao longo de
eras, como Demospongiae, do Cambriano até a atualidade (Fig. 3). A Classe
Homoscleromorpha ndo foi considerada nessa colecdo, que ainda ndo havia sido

desmembrada do grupo das Demospongiae. (Sendino 2020)
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Figura 3. NUmero de espécies e classes de poriferos por era geolégica. Dados retirados do Departamento de
Ciéncias da Terra do Museu de Historia Natural (Londres) (Sendino 2020)
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A literatura sobre esponjas é muito limitada, porém possuem um grande
potencial farmacol6gico. Os poriferos vivem em simbiose com uma grande microbiota
composta por 14 filos bacterianos, dois filos de archaea e varios microbios eucarioticos.
Os simbiontes produzem compostos antibioéticos que matam eficientemente bactérias
encontradas na coluna d’agua, mas que nao afetam o holobionte. Esses compostos
podem ter efeito anticancerigeno e antiviral, mas existem limitacbes biotecnoldgicas
que impossibilitam a produgcao em larga escala de medicamentos. Um dos principais
motivos € a dificuldade no isolamento dessas moléculas, tendo em vista que a agao
terapéutica depende da dindmica conjunta entre os simbiontes. Outra limitacdo é a
baixa concentracdo das substancias de interesse nos organismos. Por exemplo, a
halicondrina B € um composto antitumoral muito encontrado no grupo de esponjas
Lissodendoryx, mas seria necessario dizimar toda a populacdo mundial do grupo para
conseguir produzir medicamento o suficiente para iniciar testes em animais. (Vogel,
2008)

Ainda sobre o0s microorganismos simbiontes das esponjas, 0S compostos
secundarios produzidos por eles aparentam desempenhar importantes funcbes no
metabolismo do hospedeiro. Associagbes intra e intercelulares podem ocorrer
concomitantemente no mesmo hospedeiro, com essas relacbes podendo ser
obrigatérias ou facultativas, com transmissao vertical e/ou horizontal (Hill & Sacristan-
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 pressdes seletivas a partir de determinados compostos
secundarios que favorecem o crescimento de um micrébio em especifico, ou o
hospedeiro pode favorecer o crescimento a partir do fornecimento de nutrientes
especificos (Hill & Sacristan-Soriano 2017). A quantidade e diversidade de
microorganismos também é um fator espécie-especifico, de forma que as esponjas
foram classificadas em duas categorias: alta abundancia microbiana (HMA) e baixa
abundéancia microbiana (LMA), podendo variar entre 50 e 3000 simbiontes distintos no
mesmo hospedeiro (Leys & Kahn 2018). As novas tecnologias de sequenciamento
genético tém permitido estudos mais aprofundados sobre a microbiota associada das

esponjas, e ja foi observado representantes dos trés dominios (Bacteria, Archaea e



17

Eukaria), sendo as bactérias o dominio 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 estao envolvidos em varios processos das esponjas,
podendo desenvolver diferentes tipos de relagdes, como comensalismo, mutualismo,
inquilinismo e parasitismo (Hill & Sacristan-Soriano 2017). Eles estao envolvidos nos
ciclos de nutricdo (Tracker & Freeman 2012), protecdo contra herbivorismo e
parasitismo (Hill & Sacristan-Soriano 2017), resisténcia a estressores ambientais (como
radiacao solar/UV) (Venn et al. 2008) e sistema antioxidante (Regoli et al. 2000).
Apesar dessas vantagens, a presenca de simbiontes pode envolver custos fisiologicos
e ecologicos, podendo ocorrer competicdes entre simbiontes e hospedeiro, atracéo de
predadores especialistas e até mesmo gerar doencas (Tracker & Freeman 2012).
Estudos futuros sdo necessarios para melhor entendimento do nivel de envolvimento
dos simbiontes nas fungdes fisiolégicas do hospdeiro, porém ainda existem limitagdes
como cultura de simbiontes, e sequencimaneto genético, levando em consideracéo que
nao existe um sistema unificado de classificagdo e nomenclatura para todas as
bactérias e arqueas (Hill & Sacristan-Soriano 2017).

Por possuirem células totipotentes, as esponjas conseguem se regenerar e
reproduzir com facilidade, tendo facil dispersdo pelo ambiente. Mas como sao
filtradores sésseis, podem ser sensiveis a mudancas ambientais, principalmente
espécies que habitam regides entremaré, sendo muitas utilizadas como bioindicadores
(Wyllia et al 2018). Variacbes em condi¢gdes como salinidade, pH, concentracdo de
matéria organica, temperatura e radiacédo ultravioleta podem interferir no metabolismo
do animal. Os ecossistemas costeiros sao muito influenciados pela dindmica do ciclo
de maré, que determina a variagdo nas caracteristicas fisico-quimicas da agua. A
extensdo e magnitude da maré depende da fase da lua, estacdo do ano, declividade da
praia e ventos, sendo as condicdes ambientais que mais passam por variagdes a
temperatura da agua, oxigenacao e salinidade (Willmer et al. 2005, Nybakken 1988,
Freire et al 2011).

A dinémica da biota dos ambientes costeiros esta relacionada com a distribuicao

ao longo da costa, de forma que os animais que ficam na &rea superior passam por
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mais tempo de exposicao aérea devido a maré baixa. A exposicdo esta associada a
outros estressores que ficam intensificados fora d’dgua, como a radiacdo UV e a
temperatura, além da ocorréncia de hipdxia funcional (Freire et al 2011). Também pode
haver formacé&o de pocas na maré alta que permanecem cheias na maré baixa, de
forma que os organismos presentes nesse ambiente ficam sujeitos ao aumento da
salinidade, reducdo de oxigénio 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 fungdo da alta
concentracdo de matéria organica, mas também com competicdo devido ao espaco
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 fungdes bioldgicas como alimentagcdo e reproducdo acaba sendo
secundaria em consequéncia das pressoes seletivas do ambiente. Isso demonstra a
relevancia de mais estudos de biologia adaptativa de invertebrados marinhos para
melhor entendimento da ecologia de ecossistemas costeiros (Pereira, 2021).

Mesmo com sensibilidade para variagbes ambientais, algumas espécies de
esponjas desenvolveram mecanismos adaptativos que as tornaram resistentes a
determinados ambientes indspitos. Como exemplo, as espécies Corvospongilla lapidas,
Stratospongilla bombayensis e Drulia gray conseguem resistir a periodos de
ressecamento, com a ultima tendo desenvolvido uma estratégia de dispersao e
reproducdo a partir de gémulas capazes de realizar criptobiose (Manconi & Pronzato
2016). As espécies Spongilla lacustres e Ephydatia muelleri sdao encontradas na
Tundra, sendo resistentes ao frio extremo. Ephydatia fluviatillis produz gémulas
capazes de passar por periodos de estivacdo ou hibernagcdo dependendo do local
habitado. E a familia Cladorhizidae habita o oceano profundo, tendo evoluido para o
carnivorismo em fungdo do ambiente hipoxico/anoxico. (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 exposicdo aérea diariamente em funcdo da maré. Essa esponja
costuma ser muito utilizada como modelo cientifico, por ser uma das espécies de

poriferos que duram mais tempo em aquario controlado. A esponja H. heliophila faz
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parte da classe Demospongie e da familia 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 coloracdo é alaranjada durante a vida, com consisténcia
de corpo mole e fragil (Fig. 4A). A superficie € lisa na parte inferior e com saliéncias nas
papilas que sobressaem. O substrato pode ficar com acumulo de algas, fragmentos de
rocha e conchas, além de compartilhar 0 espago com outras esponjas, como por
exemplo espécies do género Tedania sp. (encontrada em associacao no litoral de SP).
Os 6sculos ficam escondidos nos intersticios ou em cima das papilas e as espiculas
séo de tamanho variavel, geralmente fusiformes, com o maior didmetro no meio ou em

direcéao a ponta (Fig. 4B) (Wiedenmayer 1977).

A B

Figura 4. Col6nia de H. heliophila encontrada na Baia do Araga (Sao Sebastiao/SP) em 07/09/2021 (A) e
possiveis formatos das espiculas da espécie (B) (Wiedenmayer 1977)

A esponja sol (H. heliophila) é comumente encontrada em ambientes com alta
concentragcdo de matéria orgénica e com influéncia do ciclo de marés, algo néo
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 anoxia
funcional e alto indice de radiacdo UV na baixa da manha. No Brasil, a H. heliophila
costuma ser encontrada no litoral de Sao Paulo e Rio de Janeiro (Fig. 5), em locais

com poluicao crénica, podendo formar tapetes em época propicia.
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Figura 5. Distribuicdo geografica de Hymeniacidon heliophila. Pontos em vermelho indicam locais
onde a espécie ja foi documentada (World Register of Marine Species)

A esponja H. heliophila € considerada de baixa abundancia microbiana (LMA)
(Leys & Kahn 2018), tendo prevaléncia de protebactérias e cianobactérias (Weigel &
Erwin 2016). Aparentemente os filos Cyanobacteria e Planctomycetes sao comuns em
comunidades de esponjas de regides entre-maré, além do filo Proteobacteria, que
costuma ser o mais abundante entre os simbiontes de poriferos no geral (Alex &
Antunes 2015). Todos esses filos foram encontrados em quantidades consideraveis na
esponja sol (H. heliophila) (Weigel & Erwin 2016). Uma comparacédo feita entre
espécimes de H. heliophila de regido intertidal e subtidal demonstrou que os genétipos
séo idénticos, mas que diferenciaram significativamente na abundéncia da comunidade
simbionte. Os resultados sugerem que estressores ambientais presentes em ambientes
entremaré exercem grande influéncia na microbiota do hospedeiro, como estresse
oxidativo, estresse térmico e dissecacao (Weigel & Erwin 2016). Dessa forma, esponjas
de ambientes costeiros desenvolveram mecanismos para sobreviver a esses
estressores ambientais, e possivelmente essas adaptagdes estdo intrinsecamente

relacionadas a comunidade simbionte (Manconi & Pronzato 2016).
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Ja foram descritos na literatura alguns mecanismos adaptativos que podem explicar
a resisténcia a hipdxia, ou no caso da esponja H. heliophia, a andxia funcional derivada
da exposicao aérea. A adaptacado mais conhecida atualmente é o aumento na producéo
de antioxidantes em resposta ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). No caso de animais que vivem em simbiose com organismos
fotossintetizantes, como esponjas associadas a cianobactérias, o O2 provido da
fotossintese pode gerar um aumento nos niveis de ROS, e consequentemente o
aumento de antioxidantes endbégenos, como foi demonstrado na esponja
Petrosia ficiformis a partir de testes com presenca ou auséncia de simbiontes (Regoli et
al. 2000). Uma segunda adaptacdo esta associada a taxa metabdlica, de forma que
quanto mais alta a taxa basal do animal, maior a producdo de ROS e
consequentemente maior a transcricdo de genes associados ao sistema antioxidante.
Por exemplo, um estudo feito com tubarbes demonstrou que as espécies Isurus
oxyrinchus e Carcharhinus falciformes, que fazem nado vigoroso, teve maiores indices
constitutivos de enzimas antioxidantes do que Sphyrna zygaena, um tubardo menos
ativo (L6épez-Cruz et al. 2010). O contrario também € valido, quando ocorre depressao
metabdlica se espera uma menor producédo de ROS e também de antioxidantes, como
observado na espécie de pepino do mar Apostichopus japonicus sob estivacéo (Ji et al.
2008). A terceira adaptacdo &€ manter os niveis de antioxidantes constantemente
elevados. Diversos estudos comparam o sistema antioxidante entre diferentes
espécies, mas esse padrao pode ser observado em animais da mesma espécie que
habitam locais com diferentes variacbes de oxigénio. Por exemplo, o mexilhdo Mytilus
edulis, muito encontrado em costbes rochosos, teve aumento na atividade da enzima
antioxidante superéxido dismutase (SOD) em espécimes que ficam mais proximas da
costa, em comparagdo com espécimes mais distantes que sofrem menos com o ciclo
de marés e exposicao aérea. (Welker et al. 2013)

A quarta adaptacéo, que € 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, acdo antrépica, ou outros fatores que
modificam temporariamente a disponibilidade de oxigénio do ambiente. Os possiveis

estressores ja documentados que provocam a ativacdo do mecanismo sao hipoxia,
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and6xia, congelamento, exposicdo aérea em animais aquaticos, estivacao,
dessecamento e radiacdo UV (Welker et al. 2013, Geihs et al. 2020). Durante a hipodxia,
que pode ser gerada a partir dos estressores citados acima, espera-se um breve
aumento na producao de ROS em funcado da baixa concentracdo de oxigénio, que por
sua vez restringe a cadeia transportadora de elétrons e ativa fatores de transcricdo de
genes de enzimas antioxidantes. Na reoxigencéo ocorre repentinamente um aumento
abrupto na disponibilidade de oxigénio e espera-se uma alta producao de ROS. Nessas
situagbes, animais POS-positivos aumentam seus antioxidantes durante a hipdxia para
minimizar os danos oxidativos que podem ocorrer durante a reoxigenacéo, sendo esse
momento geralmente associado ao estresse oxidativo de fato (Hermes-Lima et al.
2015). O mecanismo POS esta detalhadamente descrito na préxima sec¢ao do presente
trabalho (Capitulo 2).

A importancia dos animais desenvolverem adaptacdes para resistir a hipoxia
esta relacionada com o metabolismo de ROS. Os seres vivos possuem uma producao
constitutiva de ROS, que sédo originados do O2 no seu estado fundamental, o qual
possui dois elétrons desemparelhados que o caracteriza como radical livre. Sua
reducao a partir de diferentes doadores, como enzimas oxidases, podem gerar radicais
superdxido (O2) e hidroxila (+OH), peréxido de hidrogénio (H202), entre outras. Apesar
de serem naturalmente produzidos, principalmente na cadeia transportadora de
elétrons, ROS em altas concentragbes pode gerar diferentes tipos de danos oxidativos.
(Hermes-Lima 2004)

A peroxidacao lipidica (LPO) € um dos principais danos causados por espécies
reativas, e esta associado a diferentes patologias. O processo é na maioria das vezes
catalisado por metais de transicdo em diferentes estados de oxidagcdo, que a partir de
oxidantes fortes causam a quebra de fosfolipideos presentes nas membranas
celulares. O efeito na membrana pode variar dependendo da natureza e concentracao
do oxidante. Por exemplo, o radical superoxido (Oz2) € moderadamente reativo quando
comparado ao radical hidroxila (*OH), que é altamente reativo e capaz de atravessar as
membranas celulares. Alguns dos possiveis danos causados pela LPO é a reducéo na
fluidez da membrana ou até mesmo ruptura da bicamada; fluxo descontrolado de ions

como CI e Na*, envolvidos no potencial de membrana; alteracdo do funcionamento da
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cadeia respiratdria de elétrons em funcdo do dano na membrana mitocondrial; mal
funcionamento de receptores de membrana envolvidos na transdugéo de sinal; e efluxo
de fluidos intracelulares. Devido a esses efeitos na célula, a LPO esta intrinsecamente
envolvida em doencas como Alzheimer e Parkinson, que estdo relacionadas ao mal
funcionamento do fluxo de ions pela membrana. (Hermes-Lima 2004, Halliwell &
Gutteridge 2015)

Outro importante indicador de estresse oxidativo sado as proteinas carboniladas.
Os grupos carbonila (C=0) sdo formados a partir da reagcdo de radicais livre ou
aldeidos com proteinas. Um aumento de duas ou trés vezes dos niveis considerados
normais de proteinas carboniladas (~10% das proteinas celulares) pode ser um dos
principais contribuintes para danos e morte celular. Em funcdo disso, esse dano
oxidativo também esta associado ao envelhecimento e a patologias como tabagismo,
doenca hepatica alcodlica e diabetes, sendo doencas relaciondas a grande producéo
de radicais (a partir de diferentes fontes) e consequentemente ao estresse oxidativo.
(Hermes-Lima 2004, Halliwell & Gutteridge 2015)

Além do efeito danoso nas proteinas e membranas celulares, os radicais
também podem afetar diretamente o DNA. A oxidacdo das bases nitrogenadas é
considerado um grande fator para a morte celular ou crescimento de células
cancerigenas. Alguns dos radicais que podem gerar a apoptose a partir de
modificacées no DNA séo o radical hidroxila (*OH), oxigénio singleto ('02) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS). As consequéncias podem ser inUmeras, desde alterar o
crescimento celular até modificar o perfil transcriptdmico, que pode gerar mutagdes
génicas que ativam oncogenes e consequentemente geram carcinogénese. A origem
desse estresse oxidativo estd envolvida com o estilo de vida (por exemplo dieta,
exposicao a poluentes e radia¢des, uso de drogas como tabaco, etc.) e com inflamacgao
cronica. (Hermes-Lima 2004; Pizzino et al. 2017).

Todos esses danos oxidativos citados s&o 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 hipodxia, funcionando como preparo para um aumento de danos oxidativos
durante a reoxigencéo.

De fato as espécies reativas de oxigénio (ROS) em altas concentracbes nas
células e tecidos podem levar a diferentes patologias, mas a visdo que “radicais livres
sao sempre vildes” esta cada dia mais defasada. A nossa sociedade ainda procura os
antioxidantes exdgenos em alimentos como frutas e vegetais no intuito de evitar
patologias crénicas associadas ao estresse oxidativo, como diabetes tipo 2, cancer e
doencas cardiovasculares. Indiscutivelmente esses alimentos estdo associados a maior
longevidade, mas a correlacdo com a suplementagcdo de antioxidantes nao é
comprovada. Estudos recentes de meta analise com suplementacéo de antioxidantes
como vitamina A, C e E e B-carotenos para prevencéo de diferentes doencgas indicam
que tais compostos induzem maior incidéncia de cancer e mortalidade (Fortmann et al.
2013, Lin et al 2013). O que de fato pode estar relacionado a reducédo da incidéncia
dessas doencas sdo os antioxidantes enddgenos produzidos naturalmente pelos
organismos, que necessitam de pequenas quantidades de ROS para sensibilizar
fatores de transcricdo associados a genes de antioxidantes. Por exemplo, ja é de
conhecimento geral que exercicio fisico previne inUmeras patologias, mas e nesse
processo € produzido quantidades consideraveis de ROS no musculo esquelético. Para
explicar esse fenbmeno os pesquisadores propuseram o mecanismo de resposta nao-
linear conhecido como “hormese”, que se opbe a visdo classica que ROS sao
totalmente indesejados e prejudiciais para a mitocdndria (Yun & Finkel 2014). Assim,
pequenas quantidades de ROS sao utilizadas na sinalizagao celular para geragao de
antioxidantes endégenos, como as enzimas catalase (CAT) e superdxido disumutase
(SOD), para o organismo se proteger de maneira eficiente contra estressores
endogenos e exdgenos. Isso demonstra a importante funcdo de ROS no surgimento de
adaptacdes fisiolégicas ao longo da evolugdo para protecdo contra o estresse
oxidativo. (Ristow 2014)

Essas adaptacdes possivelmente foram originadas devido pressdes seletivas do
aumento do oxigénio atmosférico (540 My), de forma que 0s organismos precisaram
desenvolver um sistema de protecao contra os danos oxidativos gerados pelos radicais

oriundos da respiracao celular (Halliwell & Gutteridge 2015). As defesas antioxidantes
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sao divididas em quatro subclasses: as defesas primarias que lidam diretamente com
ROS, podendo ser enzimaticos ou nao (GSH, SOD, CAT, etc.); as defesas auxiliares
que reciclam ou sintetizam os substratos das defesas primarias (GR, GST, etc.);
complexos de metais com enzimas/proteinas e antioxidantes de baixo peso molecular
que minimizam o efeito dos metais pesados na producao de radicais (vitaminas C e E,
carotenoides, etc); e enzimas de reparo do DNA para eventuais danos gerados. Ao
longo da evolugdo algumas enzimas antioxidanres foram conservadas desde as
bactérias até os humanos enquanto outras foram se especificando para diferentes
taxons, podendo variar nas sequéncias de aminoacidos, nos cofatores e substratos.
(Hermes-Lima 2004, Halliwell & Gutteridge 2015)

A glutationa (GSH) faz parte do sistema antioxidante mais conhecido, sendo um
importante tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina. Esta presente desde
as leveduras até o ser humano, e também no reino vegetal, com particularidades em
cada grupo (Bachhawat & Yadav 2018). No caso de mamiferos a glutationa é
transportada através da membrana plasmatica nas células por degradagcao externa na
superficie, transporte dos aminoacidos ou dipeptideos para o citoplasma, seguido pela
ressintese dentro do citosol onde exerce sua atividade antioxidante (Bachhawat &
Yadav 2018). Esse sistema é formado por diferentes enzimas primarias e auxiliares e
tem o papel fundamental de biotransformacdo de compostos eletrofilicos, como Oz, o
principal radical oriundo da respiracéo celular. A partir de uma reagao de reducdo os
compostos perdem a carga e GSH se oxida, gerando a glutationa dissulfeto (GSSG),
que posteriormente sera reduzida novamente pela enzima glutationa redutase (GR) ou
tioredoxina redutase (TrxR) com consumo de NADPH. No caso do radical superéxido
(O2) ocorre inicialmente sua dismutacdo pelas enzimas superoxido dismutase (SOD)
(podem ter cofatores como manganés, cobre e zinco), gerando o perdxido de
hidrogénio (H202) que é posteriormente hidrolisado pelas enzimas catalase (CAT),
glutationa peroxidases (GPX’s) e peroxiredoxinas (Prx). No caso da GPX e Prx é
necessario a oxidagcao de um substrato (GSH e Trx, respectivamente) para que ocorra
a reducédo do peroxido de hidrogénio para agua. Quando o sistema antioxidante nao
estd em equilibrio, e os compostos H202 e O2 permanecem em altas concentragdes,

pode ocorrer a Reacao de Fenton. Nessa reacédo ocorre uma perturbagcao nos centros
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ferro-enxofre (Fe-S) de proteinas, isso gera a liberacdo de ions ferrosos (Fe?") que
reduzem o H202 a radical hidroxila (*OH), altamente reativo e causador de danos
oxidativos. Dessa forma, o sistema antioxidante esta 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).
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Figura 6. Principais reacdes envolvidas no sistema antioxidante associado a glutationa (Moreira 2017)

Como dito anteriormente, a explosao cambriana esta correlacionada aos niveis
de O2 na atmosfera, e também com outros fatores como o surgimento do colageno e a
estabilizacdo de condicdes ambientais. Com evidéncias de esponjas marinhas
presentes no periodo Neoproterozoico, quando o ambiente ainda era hipdxico, €
importante o entendimento de mecanismos adaptativos que permitiram a evolugcdo da
vida pluricelular desde entdao. A esponja H. heliophila pode ser um bom modelo para
analisar a evolucéo desses mecanismos, levando em consideracéo sua sobrevivéncia
sob exposicao aérea diaria, e também por fazer parte da classe Demospongiae, uma

das mais primitivas e adaptadas a diferentes condicbes e ambientes. Assim, o objetivo
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geral dessa dissertacdo é analisar e compreender o funcionamento do metabolismo
redox e sistema antioxidante na esponja H. heliophila submetida a diferentes
estressores (temperatura, radiagao solar/UV e exposicéo aérea) sob condicdes naturais
da espécie. Os obijetivos especificos séo:

- Verificar a ocorréncia ou ndo do mecanismo POS na esponja H. heliophila sob
os estresses de radiacao solar/UV (dia x noite), exposicédo aérea (dentro x fora d’agua)
e o efeito de variagbes sazonais de condi¢des ambientais (verdo x primavera);

- Verificar a possivel presengca do POS em esponjas na natureza a partir do
objetivo especifico citado acima, sem ter controle das condicbes ambientais em
laboratorio;

- Discutir sobre a evolugéo do mecanismo POS e suas possiveis origens a partir

dos dados obtidos.

Capitulo 2 - Preparo para o estresse oxidativo

Animais tolerantes a hipoxia desenvolveram mecanismos adaptativos para
conseguir sobreviver a situacbes de estresse oxidativo. Algumas adaptacées foram
brevemente discutidas na Introducdao Geral (Capitulo 1), e nesse capitulo sera descrito
em detalhes 0 mecanismo conhecido como “preparo para o estresse oxidativo” (POS).
Na primeira secéo (2.1) € descrito como a teoria surgiu, como se desenvolveu a partir
das evidéncias e quédo difundida esta no Reino Animal; na segunda secédo (2.2) é
explicado detalhadamente o mecanismo molecular; e na terceira secéo (2.3) é discutido

a radiacao UV como gatilho para o POS, sendo um dos focos do presente trabalho.

2.1 Histoéria

Em 1993 Hermes-Lima & Storey fizeram analise do metabolismo redox em uma
espécie de serpente que teve uma resposta nao esperada em fungcéo ao congelamento

ou andxia. Os antioxidantes enddégenos estavam em maiores concentracdes durante o
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estresse congelante ou da baixa oxigenacdo, e o grande questionamento foi como
esses antioxidantes aumentaram durante o periodo de baixa oxigenacédo. Até entédo
acreditava-se que os antioxidantes respondiam apenas apdés o animal passar por
estresse oxidativo, entdo essas evidéncias se tornaram divergentes com a literatura
conhecida até entdo. O mecanismo foi entdo intitulado “preparo para o estresse
oxidativo” (POS), que consiste no aumento dos antioxidantes durante situacdes de
baixa oxigenacao para o possivel momento de estresse oxidativo, que ocorre durante a
reoxigenacdo com a alta producédo de espécies reativas (Hermes-Lima et al. 1998).
Lushchak e colaboradores (2001) trouxeram uma evidéncia importante que corroborou
com esses resultados, demonstrando um aumento de peroxidacao lipidica no peixe
dourado (Carassius auratus) resistente a hipéxia quando no estado de reoxigenacéao.
Acreditava-se que animais resistentes a hipdxia conseguiam evitar esses danos, mas
foi observado que esses peixes aumentam algumas defesas antioxidantes durante a
hipOxia severa e passam por estresse oxidativo na reoxigenacdo, nao na hipdxia
(Lushchak et al. 2001; Moreira et al. 2022).

Por muitos anos ficou sem explicacdo o0 que causava a ativagao dos
antioxidantes em situacbes de hipbxia severa — ou seja, o POS nao tinha um
mecanismo molecular descrito. Se acreditava que durante a hipéxia haveria uma queda
da producéo de ROS — era o esperado. Assim, se pensava que a ativacao da producao
de antioxidantes nao poderia ser por meio de ROS. Entretanto, essa premissa estava
errada. Apareceram muitas evidéncias indiretas de aumento de ROS na hipdxia, porém
sendo um aumento menor comparado a reoxigenagcdo. Em 2013 Welker e
colaboradores propuseram que pode haver uma pequena producdao de oxi-radicais
durante a hipdxia nos animais que fazem POS. Tal aumento seria dificilmente detectavel
em ensaios bioquimicos por ser um processo rapido, apenas o suficiente para ativar
fatores de transcricdo de genes de enzimas antioxidantes.

Desde entdo, nos ultimos 20 anos foram surgindo varias evidéncias pelo mundo
de animais que passam por estresse oxidativo em fungdo de mudancas ambientais
sazonais e que respondem utilizando o mecanismo POS. Alguns estressores foram
caracterizados como possiveis gatilhos para o POS, sendo eles: estivacdo, hipdxia,

congelamento, desidratacdo, exposicdo aérea e radiacdo ultravioleta. J& foram
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descritas mais de 120 espécies de animais POS-positivas (Hermes-Lima et al. dados
nao publicados), incluindo 9 filos diferentes (Fig. 7). Dentre eles estao a carpa comum
(Cyprinus carpio) sob hipdxia, o coral Veretillum cynomorium sob exposicdo aérea, o
caramujo gigante africano (Achatina fulica) sob estivacdo, o mosquito da Antartida
(Belgica antarctica) sob desidratacdo, o gastrépode Littorina littorea sob andxia e
congelamento e a minhoca Amynthas gracilis sob diferentes doses de radiacao
ultravioleta (Lushchak et al. 2005; Teixeira et al. 2013; Salway et a. 2010; Lopez-
Martinez et al. 2009; English & Storey 2003; Chuang & Chen 2013).
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Um dos atuais desafios da pesquisa sobre o POS é mostrar sélidas evidéncias
que 0 mecanismo acontece na natureza. A grande maioria dos estudos sdo testes
controlados em laboratério, que imitam as condi¢des do habitat natural do animal.
Porém, na natureza as condigdes n&o sao pré-determinadas como em laboratorio, e ha
limitagcOes. As condicbes ambientais podem ter uma variabilidade muito grande ao longo
do periodo que os animais sdo coletados, como por exemplo a radiagdo solar e UV,
temperatura do ar e da agua (para animais aquaticos), concentracdo de matéria
organica, pH, salinidade, oxigenacéo, umidade relativa do ar, entre outras variaveis. A
grande dificuldade é isolar uma ou mais varidveis para determinar seu efeito na
alteracdo metabdlica observada no estudo. Por exemplo, ndo é possivel estabelecer
com precisdao qual condicdo ambiental foi determinante para um aumento de
antioxidantes se houve grande variagcdo na temperatura e na radiacédo UV, como seria
possivel se fosse feito em laboratério um desenho experimental com temperatura
constante, mas diferentes doses de radiagdo UV.

Recentemente foi publicado um estudo com mexilhées (Brachidontes solisianus)
(Moreira et al. 2021) para avaliar o metabolismo redox da espécie sob dois estressores
citados anteriormente: exposicdo aérea e radiacao UV, fazendo coleta em campo sem
controle dessas condi¢cdes. 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 ndo no dia nublado (Moreira et al. 2021, Moreira
et al. 2022 - submetido). Com esses dados é possivel presumir que mais de uma
variavel ambiental tenha interferido na resposta antioxidante (exposicao aérea, radiagao
solar e temperatura), e também a dose do estressor. Apesar dessas dificuldades,
estudos sob condi¢ces naturais sdo importantes para investigar a ecofisiologia animal
em cenarios ecologicamente relevantes. Para fazer isso, durante a coleta é registrado a
variacdo nas condigbes ambientais como uma tentativa de identificar aquelas que
podem desempenhar um papel na resposta metabdlica (Moreira et al. 2021).

Das mais de 120 espécies POS-positivas ja documentadas (Hermes-Lima, dados
nao publicados) apenas algumas tiveram os animais coletados na natureza sem
controle das condi¢gdes ambientais: a espécie de ourico do mar Echinometra lucunter

(estresse da exposicdo aérea), os anuros Duttaphrynus melanostictus, Nanorana
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parkeri, Proceratophrys cristiceps e Pleurodema diplolister (estresses de estivacao e
hibernacdo), o peixe Astyanax elachylepis (estresse de hipoxia) e os mexilhdes 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 ndo documentados, que se enquadram no padrdao POS em seu habitat
natural. Em funcéo disso, um dos objetivos do presente trabalho é fazer uma coleta em

campo de H. heliophila para testar o POS sob as condigbes ambientais naturais da

espécie.
Espécie Estresse POS Reféncia
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 etal. 2018
Nanorana parkeri A + Niu et al. 2022
Proceratophrys cristiceps E + Moreira etal. 2021a
Pleurodema diplolister E + Moreira et al. 2021a

Tabela 1. Espécies POS-positivas que foram obtidas e testadas em condicbes ambientais
naturais da espécie. EA = exposicdo aérea; H = hipdxia; HI = hibernagdo; E = estivagdo; A =
altitude.
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2.2 Mecanismo molecular

Muitos animais habitam locais in6spitos, com condi¢cbes extremas de
temperatura, concentracdo de oxigénio, umidade relativa, etc. Um dos possiveis
recursos utilizados por animais para sobreviver a tais condicbes é a depresséo
metabdlica. Sdo desativadas as vias de alto consumo de ATP, incluindo enzimas
metabdlicas, que resulta em reducdo na taxa de consumo de 02 pela cadeia
transportadora de elétrons. Como o animal fica em estado hipometabdlico,
necessitando de pouco oxigénio e nutrientes, acreditava-se que néo haveria producéo
significativa de ROS devido a baixa disponibilidade do substrato, mas evidéncias tém
mostrado diferentes perspectivas. Um dos primeiros estudos que refutou essa visao
classica foi Rao et al. (1983), que observou em cachorros com ocluséo coronaria (meio
hipoxico), um aumento de 55% dos niveis de oxi-radicais em comparacdo com o0 meio
normoxico. Outro trabalho com células bovinas também mostrou o aumento de radical
superoxido durante a hipoxia (Hernansanz-Agustin et al. 2014). Desde entdo muitos
estudos tem corroborado com a nova visédo, principalmente com mamiferos, mas
também com invertebrados (Maupoil & Rochette 1988; Paddenberg et al 20083;
Hernansanz-Agustin 2014), e tém demonstrado que pode ocorrer a formacado de ROS
em animais sob hipdxia.

A explicaggo do mecanismo molecular do POS tem inicio nesse possivel
aumento de ROS durante momento de baixa concentracéo de oxigénio, descrito acima.
Esse aumento de ROS estd envolvido com a regulacdo de genes de enzimas
antioxidantes a partir de fatores de transcricao (Nrf2, p53, HIF-1, NF-kB e FoxO), de
forma que esses fatores sédo sensiveis ao ROS e responséaveis pela expressado génica
de grande parte do sistema antioxidante. (Welker et al. 2013; Hermes-Lima et al. 2015)

Uma importante via metabdlica, e a mais conhecida envolvendo expressao
génica de antioxidantes € a associacao entre o fator nuclear eritrdide 2 (Nrf2) (que faz
parte de uma grande familia de proteinas Nrf), e sua proteina reguladora, Keap1. Em
baixas concentracdes de ROS é formado no citoplasma um complexo ubiquitinante de

Keap1—Culina3, que marca Nrf2 para sua degradacao no proteassoma. Na presenca de
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ROS o complexo passa por uma mudanca conformacional que impede a ubiquitinacéo
de Nrf2, que consequentemente se acumula no citosol até migrar para o ndcleo, onde
se liga aos elementos de resposta antioxidante (ARE) presentes nos genes envolvidos
com a transcricdo de enzimas antioxidantes (Welker et al. 2013; Hermes-Lima et al.
2015). O Nrf2 é um importante regulador de genes envolvidos na biossintese 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 niveis de oxigénio na
Era Paleoproterozoica, quando houve o Grande Evento de Oxigenacao (GOE) (Gacesa
et al. 2016). J& a proteina Keap1 tem sido sugerido na academia que evoluiu a partir de
ancestrais dos animais bilaterais. Essa conclusao é baseada em estudos como de Fuse
& Kobayashi (2017), que encontrou homélogos de Nrf2 em leveduras, mas néo de
Keap1. Doonan e colegas (2019), corroborando com Gacesa e colegas (2016), fez uma
analise filogenética a partir do banco de dados, que demonstrou a presenca de
proteinas Nrf em metazoarios basais (esponjas, ctenéforos, placozoarios e cnidarios).
Curiosamente uma das espécies analisadas, a esponja Amphimedon queenslandica,
possui duas proteinas Nrf, indicando possivelmente uma adaptacdo especifica da
espécie, quando comparado com outras espécies de metazoarios basais, que possuem
apenas um. Com esses dados Doonan et al (2019) observou que os homologos de Nrf
apareceram antes dos metazoarios basais (esponjas, ctenéforos e placozoarios), e que
as proteinas da familia de Keap1 surgiram ja nos cnidarios.

A proteina p53 é conhecida por seu efeito anti-tumoral, sendo uma importante
proteina de checagem para protecao contra possiveis danos no DNA, podendo gerar
apoptose celular. Porém, a p53 também esta intrinsecamente envolvida na expressao
de genes de enzimas SODs e GPXs (Mai et al. 2010, Tan et al. 1999). Outro importante
efeito antioxidante da p53 é a regulacdo do gene da glutaminase 2 mitocondrial, uma
enzima que catalisa a sintese de glutamato, precursor de glutationa. A p53 esta
presente no Reino Animal desde o filo Placozoa, um dos metazoarios mais basais, mas
possui alguns buracos na arvore filogenética em que os genes foram suprimidos,

estando ausente nos poriferos, cnidarios, crustaceos e hexapodas (Aberg et al. 2017).
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Outro importante fator de transcricdo envolvido no estresse oxidativo é a
subfamilia das proteinas forkhead box (Fox), FoxO. Essa subfamilia esta envolvida no
ciclo celular, apoptose e processos metabdlicos, sendo comumente associada a
carcinogénese (Malik & Storey 2011). Ja foram identificados diferentes genes da
subfamilia, tendo surgido evolutivamente a partir dos poriferos. No caso da esponja
Amphimedon queenslandica foram identificados 17 genes da familia Fox, incluindo
FoxO (Shimeld et al. 2010). As proteinas FoxO s&o reguladas a partir de mudancgas
pos-traducionais (fosforilacdo, acetilacdo e ubiquitilagdo) que podem influenciar na
capacidade de ligacdo ao DNA (Malik & Storey 2011, Welker et al. 2013). O estresse
oxidativo interfere em algumas dessas mudancas, podendo favorecer a translocagao de
FoxO para o nucleo, onde se liga a genes-alvo, como das enzimas antioxidantes SOD2
e catalase (Kops et al. 2002; Greer & Brunet 2005). Assim, os fatores de transcricéo
FoxO podem regular a célula que estd sob estresse oxidativo para aumentar a
transcricdo de genes antioxidantes, desempenhando um importante papel em episodios
de hipdxia.

Os fatores de transcricdo NF-kB também desempenham um importante papel na
resposta ao estresse oxidativo, apesar de serem mais conhecidos por sua funcéo
imunoloégica. Conseguem se ligar a uma sequéncia de 10 pares de base de sitio kB nos
genes alvo para favorecer a transcricdo. O NF-kB é formado por duas subunidades,
podendo ser homo ou heterodimero dependendo da espécie e tipo celular, sendo as ja
conhecidas em mamiferos p65, p50, p52, RelB e cRel. Quando desativado, o fator NF-
kB encontra-se ligado a proteinas kB no citoplasma, que impedem sua translocacéo
para o nucleo. O desmembramento do complexo IkB/NF-kB a partir da fosforilagdo do
IkB possibilita o transporte do NF-kB até nucleo, onde pode se ligar aos genes alvo
(Welker et al. 2013). Ja foi demonstrado o efeito dos fatores NF-kB na expressao de
enzimas antioxidantes como MnSOD, CuSOD, GST e GPX (Morgan & Liu 2011). Esses
fatores de transcricdo foram altamente conservados ao longo da evolugdo, mas variam
na sua composicao proteica, ja tendo sido identificados homologos em poriferos,
cnidarios e vertebrados em geral, estando ausente apenas nos nematoides (Williams &
Gilmore 2020).
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Outro fator de transcricdo que modula a homeostase redox é o fator induzivel por
hipéxia 1 (HIF-1). E um heterodimero composto por uma subunidade HIF-1a que é
regulada pela concentracdo de oxigénio, e uma subunidade constitutiva HIF-13. Em
norméxia HIF-1a €& hidrolisada por enzimas prolil-hidrolases (PHD) e ocorre a
sinalizacdo para sua degradacao pela proteina VHL, o que inibe a dimerizacdo com a
subunidade HIF-1B3, e consequentemente a ativacdo da transcricao dos genes-alvo. A
subunidade HIF-1a é produzida constantemente, mas s6 se estabiliza com a outra
subunidade sob condi¢bes hipdxicas. Dessa forma, quando o dimero esta no nucleo,
ele se liga aos elementos de resposta a hipoxia (HRE) presentes nas sequéncias
regulatorias dos genes-alvo (Welker et al. 2013). Muitos genes sao regulados pelo
HIF-1, envolvidos com vias metabdlicas como glicélise e angiogénese, e também com
enzimas antioxidantes, como GPX (Bierl et al. 2004). Ao longo da evolugdo houve
diferenciacao e surgimento de genes homologos, presentes nas esponjas por exemplo.
Porém nesse caso também houve perda ou auséncia no transcriptoma de genes de
enzimas envolvidas na via, como PHD e VHL, podendo haver variacao entre as classes
dos poriferos. A classe Demospongiae especificamente possui gene homoélogo a HIF-1a
e VHL, estando totalmente ausente apenas os genes envolvidos com as proteinas PHD.
A partir dos cnidarios todos os genes envolvidos nessa via de transcricdo estao
presentes e conservados ao longo do Reino Animal (Mills et al. 2018).

O mecanismo molecular do POS depende significativamente desses fatores de
transcricdo para producao das enzimas antioxidantes. Como foi descrito anteriormente,
0 estresse ambiental (congelamento, hipdxia, estivacdo, desidratagcdo, exposicao aérea
e radiacdo UV) pode levar a producdo, ainda que limitada, de ROS. Esse aumento
relativo ativa os fatores transcricéo, que se translocam para o nucleo, onde se ligam aos
genes-alvo de enzimas como CAT, SOD e GPX. Com o aumento da traducéo e
modifica¢cdes poOs traducionais de enzimas antioxidantes o sistema fica “preparado” para
o0 momento de reperfusdo/reoxigenacdo, quando majoritariamente ocorre o estresse e 0
aumento de danos oxidativos como peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas,
(Fig. 8).
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2.3 Radiacao ultravioleta

A radiacéo UV até recentemente n&o era considerada um dos possiveis gatilhos
para o POS, até que foi proposto em 2020, a partir de uma revisao feita com busca
ativa de artigos em diferentes plataformas de pesquisa, que o UV pode gerar respostas
moleculares semelhantes as outras condi¢des (hipOxia, estivacdo, etc.) (Geihs et al.
2020). A radiagcao UV é uma condicdo ambiental que tem efeito nocivo em animais
terrestres e aquaticos, do filo mais basal até os cordados. No caso de ecossistemas
aquaticos, em invertebrados sésseis ou com pouca mobilidade, a interferéncia pode ser
ainda maior. A exposicdo pode gerar diferentes efeitos metabdlicos de forma direta,
danificando biomoléculas e estruturas celulares, ou indireta, a partir da formacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Schuch et al. 2017). No caso da acgéo indireta,

muitos estudos indicam uma resposta a exposicao UV dose-dependente, de forma que
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em baixas doses ocorre uma pressao seletiva para adaptacdes fisiologicas. Esse
mecanismo dose-dependente &€ conhecido como hormese e é caracterizado por uma
resposta bifasica: um determinado estressor, quando em baixas doses, gera uma
resposta adaptativa ao evento, e quando em altas doses tem um efeito toxico (Fig. 9)
(Yun & Finkel 2014). A hormese se enquadra no padrdo observado em estudos
analisados por Geihs e colegas (2020) na resposta a diferentes doses de radiacao UV
(Chuang & Chen 2013; Won et al., 2014; Singh et al., 2015).

Figura 9.Padrdo hormético
contextualizado para o
metabolismo redox com o
estressor radiacdo UV dividido
em trés fases: em baixas doses
de UV ocorre uma resposta
adaptativa a partir de um
aumento relativo de ROS para
producdo de antioxidantes; em
____________ doses medianas se inicia o
processo de estresse oxidativo;
em altas doses o efeito do ROS é
toxico, podendo gerar dano no
DNA e peroxidag&o lipidica

Oxidative
health

Hormetic Curve

UV exposure time or dose

Um exemplo claro da resposta dose-dependente ao UV é o estudo citado
anteriormente com mexilhdes da espécie Brachidontes solisianus (Moreira et al. 2022 -
submetido). A coleta ocorreu em dois dias diferentes, com radiagcbes UV diferentes
conferidas pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), em consequéncia das
condicbes ambientais naturais. A radiacao solar cumulativa do dia ensolarado (dia 01)
foi de 15.381 kd/m2, enquanto no dia nublado (dia 02) foi de 5.489 kd/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
proteinas carboniladas, enquanto no dia 02 n&o houve diferenga significativa em
nenhum antioxidante ou marcador de estresse oxidativo (Moreira et al. 2022-
submetido) (Fig. 10).
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Figura 10. Niveis de glutationa total (A), glutationa reduzida (B), substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) (C) e proteinas carboniladas (D) em mexilhdes Brachidontes solisianus. Os
animais ficaram expostos ao ar no inicio da manha e no final da tarde em dois dias diferentes de coleta.
O sombreado amarelo representa a radiagéo solar global no eixo Y direito e as barras pretas e brancas,
o fotoperiodo. Os circulos brancos representam o grupo de animais expostos ao ar, e 0s azuis 0s
submersos. O asterisco denota a diferenca significatica entre os animais em diferentes tempos de
exposicdo ou submersdo, indicado no eixo X. GSHt e GSH: N=7-11; TBARS e proteinas 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

Outros fatores também podem interferir na resposta metabdlica a radiacdao UV:
tamanho corporal, estilo de vida (diurno ou noturno) e composicao 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 endégenos (Geihs et al. 2020). Além dos fatores fisicos 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 condigcbes como salinidade, pH, temperatura do ar e da agua, etc. No

estudo de Moreira et al. 2022 houve muita variacao de temperatura entre os dois dias,
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entdo nao foi possivel presumir que a radiacdo teve efeito significativo sobre o
metabolismo redox do mexilhdo.

A partir dos dados (Fig. 10), Moreira e colegas (2022) corroboraram com Geihs e
colegas (2020), demonstrando que o tempo e a dose de radiagcdo UV sdo determinantes
para a resposta antioxidante do animal sob estresse oxidativo, além dos fatores fisicos
citados anteriormente. Com tantas variaveis, animais de diferentes filos invertebrados
que habitam locais ecologicamente semelhantes, como H. heliophila e B. solisianus,
pode haver diferencas no mecanismo-resposta, na proporcdo de antioxidantes
endogenos sintetizados e até mesmo no momento significativo de estresse oxidativo
(durante a exposicdo ou submersao, por exemplo). Apesar de todas essas variaveis,
observou-se o padrao POS em Brachidontes solisianus, sendo entdo caracterizada
como mais uma espécie POS-positiva, com possivelmente dois estressores associados
(radiacao solar e exposicao aérea/hipdxia funcional).

Com anélises feitas a partir de busca ativa de artigos publicados até 2019, Geihs
e colegas (2020) propuseram a inser¢do da radiacdo UV como possivel gatilho do POS,
mas com algumas ressalvas e diferencas. O mecanismo molecular descrito na secao
anterior (2.2), para animais tolerantes a hipdxia que obedecem aos critérios do POS,
possui muitas semelhancas com o mecanismo gerado pela radiagdo UV. Porém, no
caso do ultimo, ocorre inducéao de formacao de ROS a partir da ativagcdo de cromoéforos
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
diferenca relevante € que no caso do POS-UV n&o ha necessariamente uma depresséao
metabdlica associada como ocorre com o POS gerado por estivagdo, desidratacao e
congelamento (Geihs et al. 2020). Com essas ressalvas, foi descrito o padrdo POS-UV,

sendo incluidas 17 espécies de 6 filos diferentes que obedecem ao padrao (Fig.11)
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Phylum Species 1 Antioxidants 1 ROS 1" Stress markers

Cnidaria Acropora microphthalma % l:, -
Rotifera Brachionus sp. ' I:l D - D J
Annelida Amynthas gracilis \.’ - v

Mythimma separata * . I:l l:, v
Arthropoda Tigriopus japonicus Y l:, I:l I:I . I:l v
Eudiaptomus gracilis T l:’
—  Tripneustes gratilla v . |:| l:’ - J
Echinodermata o . CAT
Strongylocentrotus * ] v |:| sop
— droebachiensis b l:, cst
—  Catla catla * I:l J I:l GR
Chordata Gadus morhua « |:| v 5 GPX
GSH
L Gambusia holbrooki * . D J . APX

Figura 11. Alteragcdes esquematicas no metabolismo redox em diferentes espécies animais em resposta a
UVR. Na figura observam-se 12 espécies de 6 filos respondendo a UVR de acordo com as variaveis: niveis/
atividade de antioxidantes enddgenos (GSH e antioxidantes enzimaticos), formagcéo de ROS e marcadores de
estresse oxidativo (peroxidagao lipidica, proteinas carboniladas e danos no DNA). A figura mostra apenas
variaveis que tiveram aumento durante a exposi¢éo a UVR. (Geihs et al. 2020)
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Capitulo 3 - Metodologia

3.1 Coleta e local

Foram feitas duas expedi¢cdes para Sdo Sebastido (SP) para coletar as amostras
de H. heliophila na Baia do Araga, uma praia que foi sedimentada para fins de pesca,
formando um grande costado rochoso rico em matéria organica (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 0 més mais quente, com média de 25.2 °C e com mais
horas de sol por dia, 8.18h. A cidade possui um indice pluviométrico anual alto, em
média 1973mm, sendo 0 més de janeiro 0 mais chuvoso (284mm) e com menos horas
de sol por dia (5.93h). Em relacdo a temperatura da 4gua do mar a média anual é de
23.65°C, sendo fevereiro o més com temperatura da agua mais alta, cerca de 27°C. Em
contrapartida, em setembro a temperatura média é de 20.2°C e da agua 21°C, tendo

em média 6.2h de sol por dia (Climate-Data, 2022).

Figura 12. Baia do Araga (Viela Dona Petronilia - Topolandia, Sao Sebastido SP, 11600-000)
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A Baia do Aracéa abrange trés praias, duas ilhas, manguezais, costdes rochosos
e uma area entre-marés, que compreende uma planicie 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 a biologia e ecologia. Além disso, é um local proximo a cidade, sendo ha
muito tempo exposto a acbes antrOpicas e, por isso, possui muita matéria organica

disponivel (Amaral et al. 2016).

Figura 13. Baia do Aracd e suas diferentes areas topograficas: zona intertidal, sublitoral interno e
sublitoral externo (Amaral et al. 2016)

Nesse contexto, surgiu o “Project Biota/Fapesp-Araca”, que tem o objetivo de
entender como a zona costeira de Aragcd se comporta como um sistema complexo,
considerando a integracdo entre processos fisicos, bioldgicos e sociais dentro da baia.
O projeto fez uma coletanea de espécies ja documentadas na regiao (1950-2010), além
de atualizar para novas espécies. Os resultados mostraram mais de 1.300 taxons
presentes na regido, com aproximadamente 50 que ainda ndo haviam sido identificados
(Amaral et al. 2016). As algas estdo entre os organismos mais abundantes, além de

ostras, caranguejos, cracas, e a esponja de interesse, H. heliophila (Fig. 14).
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ALGAE {:@ CRUSTACEA MOLLUSCA
‘i% Bostrychia spp K 2 [Eé’rgg;" gonogra @ Echinolittorina lineolota
Pochygropsus transversus ) Perna pema
Og?é Ulva fasciata (Crab) “f—/ (Mussel)
= s Ligia exotica _2;9 Stramonita brosiliensis
g b (Sea roach) “d¥  (Saquaritd)
y K Chthamalus bisinuatus ﬂv Crassostrea rhizophorae
= (Bamacle) & -\\.} (Oyster)
. Enteromorphi Tetraclito stolactifero g 54
% e . (Bamacle) D fMMtssohsmnus
CNIDARIA &2 Collisella subrugosa
- - : PORIFERA =7 (Limpet)
nodosoma caissarum DAe AT A
7 (sea anemone) ﬁﬂ 5 Hymeniacidon heliophila
POLYCHAETA
~ ECHINODERMATA (Marine worm)
Echinometra lucunter .
‘ (Sea urchin) Q’-—'—é Branchiomma spp

Figura 14. Distribuicdo espacial das espécies mais comuns de macroinvertebrados na Baia do Araga. O
numero de ilustracdes de cada espécie na figura representa sua abundancia relativa na natureza
(Amaral et al. 2016)
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A escolha da data das expedi¢cdes dependeu da ocorréncia de maré baixa (i.e.,
igual ou abaixo de 0,3), de acordo com a tdbua de marés (Tabua 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 a praia. Sendo
assim, realizamos trés dias de coleta: (i) 28/02/2021 (verao); (ii) 06/09/2021 (primavera)
e (iii) 07/09/2021 (primavera) (Licenca de coleta SISBio 28917-1). Como esperado, em
fevereiro o clima estava com temperaturas do ar e da agua, além do indice de radiacao
solar e UV, consideravelmente acima das taxas de setembro. No verao, foram coletadas
7 amostras de H. heliophila expostas ao ar (Fig. 15A) e 7 submersas (Fig. 15B) entre 9
e 10h30. Ja na primavera, realizamos dois dias diferentes de coleta, foram 6 amostras
de esponjas expostas ao ar pela manha, 6 expostas pela noite, 6 submersas pela
manha e 6 submersas pela noite. No dia 2, a coleta da manha foi entre 9 e 10h e a da
noite entre 20h20 e 21h30, enquanto no dia 3 a coleta da manha foi entre 8h20 e 9h30
e a da noite entre 20h40 e 22h. Os horarios foram determinados de acordo com a maré

baixa (Tabua de marés, 2021).

Figura 15. Col6nias de H. heliophila sob exposicdo aérea (A) e em submersédo (B) em Sao
Sebastidao (SP) em setembro de 2021.



45

As localizagbes foram demarcadas com material flutuante amarrado em fio de
nylon e presos em pedras proximas a diferentes colénias de H. heliophila, que foram
retirados ao final da expedicao (Fig. 16A). Para diferenciar os individuos, cada amostra
retirada do substrato tinha no minimo 5 m de distancia entre outras. As esponjas foram
raspadas do substrato com espatula (Fig. 16B), deixando tecido o suficiente para ser
regenerado. Em seguida as amostras foram transferidas para um recipiente com agua
do mar para fazer uma rapida lavagem (Fig. 16C), seguido de uma limpeza mais
detalhada, retirando excesso de substrato com pinca em placa de petri e isolando ao
maximo as papilas da esponja (Fig. 16D). Em ambas coletas foi levado para a praia um
botijao de nitrogénio liquido para congelar a esponja instantaneamente em tubos de 50
mL logo apéds a limpeza, preservando a bioquimica do animal no momento de interesse.
Apbs o congelamento, as amostras foram armazenadas em isopor com gelo seco, na
temperatura aproximada de -80°C, até chegar na Universidade de Brasilia, onde foram
transferidas para um ultra-freezer em -80°C. Foram documentados os horarios de coleta

de todas as amostras, as coordenadas geograficas e a temperatura da agua foi aferida

com termoémetro.
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Figura 16. Etapas do processo de coleta: demarcagéo das localizagdes (A), raspagem das col6nias com
espatula (B), lavagem rapida com agua do mar em recipiente (C) e limpeza detalhada com pin¢ga em placa
de petri (D), com posterior congelamento em N2 liquido em tubos falcon.

3.2 Homogeneizacao

O falcon original da expedicdo foi manuseado em cadinho resfriado por N2
liguido. 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 alteragdes artificiais nas amostras (i.e., oxidacdo de moléculas
de interesse). A homogeneizacdo dos tecidos para 0s ensaios enzimaticos seguiu 0
protocolo descrito por Regoli e colegas (2004) com algumas adaptacdes. Foi preparada
uma solugcdo homogeneizadora composta por 1,5% (p/v) NaCl, phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) 0,1 mM, Tris-HCI 100 mM pH 7,5, e coquetel inibidor de protease
1:1.000 (P8340, Sigma-Aldrich). Cada amostra foi imediatamente imersa na solugao
homogeneizadora apoés ser retirada do ultra-freezer. A homogeneizagdo mecanica foi
feita usando o equipamento turrax (D-160-2) em tubos falcon de 50 mL por 1 min na

proporcao de uma parte de tecido para quatro partes de solugéao (1:5). Em seguida, os
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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 ultimo sobrenadante foi mantido em gelo
para ser utilizado nos ensaios enzimaticos no mesmo dia em que foram preparados, e
~50 uL foram separados para conferéncia de proteinas totais (Bradford 1976).

Ja na homogeneizagédo para os ensaios de TBARS, GSH/GSSG e proteinas
carboniladas, o tecido foi retirado do ultra-freezer e rapidamente imerso em uma
solugdo de TCA 10% (p/v) na concentracdo de tecido de 1:5. Para o experimento
TBARS, a homogeneizacgéo foi feita em homogeneizador vidro-vidro do tipo Tenbroeck,
com duracéo de aproximadamente 5 min de macera¢ao por amostra. Ja para proteinas
carboniladas e GSH/GSSG a homogeneizacéo 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. Ja o pellet foi secado e congelado no ultra-

freezer para serem utilizados posteriormente para o ensaio de proteinas carboniladas.

3.3 Ensaios enzimaticos

3.3.1 Glutationa transferase (GST)

No ensaio de GST é monitorada a velocidade de formacao 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 pymol/min do
conjugado, utilizando o coeficiente de absortividade molar (€340) 9.6 mM cm- (Habig,
Pabst & Jakoby 1974). As concentragdes finais dos reagentes foram GSH 5 mM, CDNB
1 mM, tampé&o fosfato de potassio (KPi) 50 mM pH 6,8, EDTA 1 mM e o homogeneizado
na concentracdo 1:5. Para a padronizacédo foram testados diferentes volumes de
homogeneizado, chegando no volume ideal para leitura em espectrofotometro de 15 yL

por amostra do homogeneizado 1:5, em um volume final de 200 L por po¢o na placa
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de 96 pocos. O monitoramento de produ¢ao 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 subtraidas dos testes, suprimindo o valor relativo a reacéo

espontanea entre CDNB e GSH.

3.3.2 Glutationa redutase (GR)

A enzima GR catalisa a reducdo 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 concentracdes finais dos reagentes foram de NADPH
0,25 mM, GSSG 5 mM, tampédo KPi 50 mM pH 7,2 e 1 mM EDTA. Para o
homogeneizado na concentracdo de 1:5 foi conferido diferentes volumes durante a
padroniza¢do, chegando em 10 pL por amostra por po¢o, em um volume final de 200uL
na placa de 96 pocos, com todas as condi¢cdes e amostras em triplicata. O consumo de
NADPH foi aferido em leitura cinética em espectrofotdbmetro em 340 nm por 100 s.
Diferente dos outros ensaios, o branco experimental é feito com a presenca de
homogeneizado, mas auséncia de GSSG, isso para determinar consumo espontéaneo
de NADPH e subtrair dos valores teste. O calculo foi feito a partir do coeficiente de
absortividade molar (€340) 6.22 mM cm-* sendo o consumo de NADPH proporcional a

atividade de GR na amostra.

3.3.3 Glutationa peroxidase (GPX)

A familia de glutationa peroxidases esta envolvida na reducéo de hidroperoxidos
organicos a partir da oxidacdo 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 reducao de
hidroperoxidos a partir da oxidagcdo de GSH, com bloqueio da catalase utilizando azida
de sodio (NaN3) 4 mM, afim de evitar interferéncias reacionais (Paglia & Valentine
1967). Foi conferida a GPX-total com cumeno hidroperoxido (CHP) 1 mM e a GPX-
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selénio-dependente com H202 0,5 mM. A diferenca nas espécies reativas esta
relacionada com o substrato de cada enzima. As concentracdes finais do restante dos
reagentes foram tamp&o 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 pL por poco na placa de 96 pocos, com
todas as condi¢cdes e amostras em triplicata. A partir da padronizacao foi definido o
volume ideal de tecido, sendo para GPXt 40 uL e para GPXse 50 yL de homogeneizado
1:5. Inicialmente foi conferida por 90 s a variagcdo da absorbancia em 340 nm do meio
reacional na auséncia de hidroperoxidos ap6s 1 min de incubagdo do homogeneizado
com o restante dos reagentes, isso para estabilizacdo do consumo de NADPH. Apéds a
primeira leitura em espectrofotémetro, foi acrescentado os substratos enzimaticos (CHP
e H202) para uma segunda leitura em 340 nm por 90 s. Para os calculos, 1 U GPX
equivale a quantidade de enzima que consome 1 ymol de NADPH por minuto, utilizando
o coeficiente de absortividade molar (£€340) 6,22 mM-1 cm-1. As taxas dos ensaios na
auséncia de homogeneizado e auséncia de substrato foram subtraidas das taxas do

ensaio final.

3.3.4 Catalase (CAT)

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

oxidativo, o perdxido de hidrogénio (H202). Dessa forma, o ensaio mede a atividade de
catalase a partir do monitoramento de decomposi¢cao de H202 em 240 nm (Aebi 1984).
Diferente dos outros ensaios, a catalase é conferida em cubeta de quartzo com
caminho 6ptico de 1 cm, uma vez que o comprimento de onda de 240 nm ¢ inferior a
radiacdo ultravioleta, que ndo consegue atravessar corretamente materiais como
poliestireno, presente nas tradicionais placas de 96 pocgos. A partir da padronizacao
concluiu-se que o volume ideal de tecido é de 4 uL do homogeneizado diluido em Tris-
HCI 100 mM 1:40. As concentragdes finais dos reagentes em um volume final de 800uL
foram de tampao KPi 50 mM pH 7,2, EDTA 1 mM e H202 10 mM. A cubeta foi vedada
com Parafilm®, agitada manualmente e rapidamente inserida no espectrofotométro. O

monitoramento ocorreu de modo cinético por 1 min no comprimento de onda de 240
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nm. Para os calculos foi utilizado o coeficiente de absortividade molar para H202 em
240 nm de 0,0394 mM-1 cm-1 (Aebi 1984), subtraindo as taxas controle de auséncia de

homogeneizado e auséncia de substrato (H202) dos testes amostrais.

3.3.5 Superdéxido dismutase (SOD)

A enzima SOD catalisa a dismutacdo de radicais superoxido em oxigénio e

peroxido de hidrogénio, uma espécie menos reativa que € degradada posteriormente
pela catalase. A atividade de SOD foi aferida usando o método de Paoletti (Paoletti et al.
1986), pelo monitoramento da inibicdo da oxidacdo de NADH por radicais superoxido
gerados experimentalmente. Na presenca de O2, EDTA, cloreto de manganés e 2-
mercaptoetanol, dissolvidos em tamp&o, no meio reacional é produzido radicais
superoxido que oxidam o NADH. Essa oxidag&o pode ser inibida pela atividade de SOD
presente nas amostras, em funcdo da reducdo de disponibilidade de radicais
superdxido. Dessa forma, no ensaio é necessario que seja feita uma curva de inibicéo
com diferentes volumes de amostra, para verificar quanto de enzima inibe em 50% a
velocidade de oxidagdo do NADH por radicais superdxido gerados pelo sistema. Com a
padronizacdo especifica para H. heliophila foi constatado que existe uma taxa
espontanea de consumo de NADH nas amostras, e por isso foi necessario fazer
ensaios teste (com presenca de MnCl2, EDTA e 2-mercaptoetanol e amostra) e branco
(auséncia de MnCl2, EDTA e B-mercaptoetanol e presenca de amostra). As
concentragdes finais dos reagentes foram de tampao KPi (pH 7,4) 50 mM, EDTA 5 mM,
MnCI2 2,5 mM, NADH 0,25 mM, e 2-mercaptoetanol 4 mM em um volume de 200 uL por
poco, em placa de 96 pocos, com todas as condi¢des em triplicata. Os volumes de
amostra foram de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 yL de homogeneizado 1:5. O monitoramento foi
feito em espectrofotdbmetro em 340 nm por 15 min. Para a construgcdo da curva foi
considerada a subtragcdo da média da taxa de absorbéncia inicial (teste e branco) com a
média taxa de absorbancia final de cada volume, com a posterior subtracéo 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 oxidacdo do NADH
a NAD".

3.4 Marcadores de estresse oxidativo

3.4.1 Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O método de substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) é um indice
de peroxidagao lipidica das membranas celulares, um dos principais danos decorrentes
de estresse oxidativo. Quando a peroxidacéo lipidica acontece, ocorre a formacgéao de
produtos citotoxicos, como por exemplo, 0 malonaldeido (MDA). No ensaio é medido o
MDA presente nas amostras utilizando o acido tiobarbiturico (TBA) como reagente,
sendo um método indireto de determinar a peroxidagao lipidica (Buege & Aust 1978).
Os homogeneizados 1:5 preparados em TCA 10% (sec¢ao 3.2) foram separados em dois
volumes de 500 pL, um destinado para o tubo teste e outro para o branco. Cada tubo
teste foram acrescentados 500 pL de TCA 10% e 500 pL da solucédo de TBA (50 mM) e
BHT (50 mM) dissolvidos em HCI 0,5 M, e cada tubo branco foram acrescentados 500
uL de TCA 10% e 500 pL de HCI 0,5 M. Apbs agitacdo em vértex por 15 s, todos os
tubos ficaram em banho-maria a 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 coloracdo 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 ulL/poco em triplicata em placa de 96 pocos, fazendo
leitura pontual em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda citados. Para o calculo
foi considerada a média da subtracdo das absorbéncias do teste (532-600 nm)
subtraida da média do branco (532-600 nm).
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3.4.2 Proteinas carboniladas

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

grau de dano oxidativo a proteinas. Para tanto, foi utilizado o pellet guardado da
homogeneizacao para GSH/GSSG, oriundo de 2 mL de tecido 1:5 centrifugado (secéo
3.2). Para ressuspensao do pellet foi adicionado 1 mL de TCA 10% , o tubo ficou
aproximadamente 1 min agitando em vértex, seguido de 10 min em banho ultrassdnico
e 2 min de maceracéo com pistilo manual. O volume foi dividido em duas aliquotas de
400 pL 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 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM
em HCI 2 M, e nos brancos, 500 pyL de HCI 2 M. As amostras ficaram em incubac&o no
escuro por 1 h, com agitacdo em vortex de 30 s a cada 15 min, para que o corante do
DNPH reaja com as proteinas carboniladas. Apdés a incubacao foram acrescentados
500 pL de TCA 20%, e os tubos foram agitados e mantidos em gelo por 10 min para a
precipitacdo das proteinas 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 agitacao em vértex por 15 s e centrifugacdo de 10.000 g por 10 min a 4° C,
afim de descartar substancias ndo desejadas, como as espiculas das esponjas. O
processo foi repetido trés vezes, sendo o Ultimo sobrenadante descartado, seguindo
para a secagem completa do pellet em capela por aproximadamente 10 minutos. Os
pellets secos foram ressuspendidos em 600 pL cloreto de guanidina 6 M em &acido
fosférico (H3PO4) seguido de aquecimento em banho maria em 50°C por 10 min e a
ultima centrifugacdo a 10.000 g por 10 min a 4°C. Para leitura pontual em
espectrofotometro em 370 nm, foi acrescentado 150 yL de cada teste e branco em

triplicata em placa de 96 pocos.



53

3.4.2 Niveis de glutationa

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

microplacas. O método se baseia na reacdo da glutationa em seu estado reduzido
(GSH) com 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB) a partir da quebra da ligagao dissulfeto,
0 que gera o composto secundario 5-tio-2- nitrobenzdico (TNB) e o conjugado entre o
grupo tiol (SH) da GSH com outra molécula de TNB (SH-TNB). Para a determinacao
dos niveis de GSH-total, & 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 concentracdes finais dos reagentes foram
de tampao 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 padronizacédo do método com amostras de
H. heliophila, concluiu-se que o volume ideal de tecido € de 10 pyL do sobrenadante do
homogeneizado em TCA 10% 1:5. Os niveis de glutationa total foram conferidos em
triplicata em espectrofotdmetro por 90 s em placas de 96 pocos no comprimento de
onda de 412 nm, que é absorvido pelo composto TNB. Durante a leitura das amostras
foi feita concomitantemente uma curva padréo, substituindo o volume de amostra (10
mL) por GSH diluida em TCA 10% em diferentes concentragcdes (80, 40, 20, 10 e 5 yM).
Nestas condicbes a quantidade de GSH-total nas amostras é determinada pela
velocidade de aumento da absorbancia em 412 nm comparando com a curva-padrao de
GSH.

Para determinagcéo apenas dos niveis de GSSG as amostras séo pré-tratadas e
ficam incubadas em temperatura ambiente por 1 h em tubos eppendorf contendo 50 pL
de sobrenadante &cido 1:5, 150 yuL de 500 mM KPi (pH 7,0) e 10 uL de 500 mM 2-
vinilpiridina (2-VP), solubilizada em etanol. A incubacdo é feita uma vez que a GSH
presente na amostra tem o seu grupo SH ligado covalentemente a 2-VP, ficando
blogueado para outras rea¢des, incluindo com o DTNB. Sendo assim, a GR presente no
ensaio reage apenas com a GSSG, que nao possui o grupo SH, levando a sua reducao
para GSH, que reage com o DTNB. Assim, a taxa de aumento da absorbancia se deve

unicamente a concentracdo de GSSG presente na amostra. Para o ensaio foi feita uma
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solucéo niveladora para reproduzir as condi¢gdes das amostras, composta por 1 mL TCA
10%, 3 mL KPi 500 mM pH 7,0 e 200 pL Etanol P.A. As concentragbes finais dos
reagentes foram de tampéo 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 uL de solugéo niveladora em um volume reacional de
200 pL. O volume de amostra foi de 7 yL do homogeneizado em TCA 10% 1:5,
ajustando com a solugao niveladora para 30 pyL. Assim como no ensaio de GSH-total,
para conferir os niveis de GSSG também é necessario fazer uma curva padrao
aplicando 20 pL de cada solugdo padrao diluida em solucdo niveladora nas
concentragdes de 3,2, 1,6, 0,8, 0,4 e 0,2 uM. Os niveis de GSSG foram aferidos em
espectrofotdbmetro em placas de 96 pocos em triplicata no comprimento de onda de 412
nm por 90 s. A taxa de aumento da absorbéncia foi comparada com a curva padrao
para calcular as concentragcdes de GSSG nas amostras. Sendo assim, a partir desse
ensaio é possivel determinar os niveis de GSH, GSSG e GSH/GSSG a partir da divisao

dos valores.

3.5 Proteinas totais (Bradford)

Para todos os ensaios realizados, com excecdo de TBARS, foi necessario
determinar a concentracdo de proteinas totais sollveis (Bradford, 1976). Para a curva
padrao foram feitas solugbes com albumina do soro bovino (BSA) diluido em Tris-HCI
100 mM nas concentracbes de 0,8, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05 e 0,025 e 0.0 mg/mL,
acrescentando 10 pL por poco em triplicata, com excec¢do da ultima concentracao, que
0 padrao foi substituido por 10 yL de Tris-HCL 100 mM. No caso dos ensaios
enzimaticos foi utilizado 2 yL de homogeneizado 1:5 com 8 yL de Tris-HCI 100 mM. Ja
para os ensaios de GSH/GSSG e proteinas carboniladas foi acrescentado 5 pL do pellet
ressuspendido em cloreto de guanidina 6 M com 5 pL de TrissHCL 100 mM, em
triplicata. Apds a pipetagem dos padrbes, tampao e amostras foi acrescentado 250 L
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 espectrofotbmetro em 595nm. A concentragcdo de proteinas do
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homogeneizado foi determinada pela comparacéo dos dados amostrais obtidos com a

curva-padréo feita a partir de BSA.

3.6 Analise estatistica

Com os dados gerados a partir das quantificagées bioquimicas foram feitas 3

diferentes analises para comparar as variaveis: efeito da presenca/auséncia de

radiacao UV (Analise 1), efeito da exposicado aérea (Andlise 2) e efeito da estacdo do

ano (Analise 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 possivel verificar como as amostras foram distribuidas em grupos

em cada uma das analises.

Amostra Estagao Dia Turno Estado Analise 1 Analise 2 Analise 3
(Dia x Noite) (Exposigéo x Submerséo) (Primavera x Verao)
38 Primavera 2 Dia Exposigao Dia exposigao Dia 2 exposigao Primavera exposigao
36 Primavera 2 Dia Exposigao Dia exposigao Dia 2 exposigao Primavera exposigao
50 Primavera 2 Dia Exposigao Dia exposigao Dia 2 exposigao Primavera exposigao
44 Primavera 2 Dia Submersao Dia submersao Dia 2 submersao Primavera submerséao
58 Primavera 2 Dia Submersao Dia submersao Dia 2 submersao Primavera submersao
52 Primavera 2 Dia Submersao Dia submersao Dia 2 submersao Primavera submersao
49 Primavera 2 Noite Exposigao Noite exposigao Dia 2 exposigao Primavera exposigao
54 Primavera 2 Noite Exposigao Noite exposigao Dia 2 exposigao Primavera exposigao
59 Primavera 2 Noite Exposigao Noite exposi¢do Dia 2 exposigédo Primavera exposigao
45 Primavera 2 Noite Submersao Noite submersao Dia 2 submersao Primavera submersao
60 Primavera 2 Noite Submersao Noite submersao Dia 2 submersao Primavera submersao
40 Primavera 2 Noite Submerséo Noite submersao Dia 2 submersao Primavera submersao
55 Primavera 3 Dia Exposigao Dia exposigao Dia 3 exposigao Primavera exposigao
43 Primavera 3 Dia Exposigao Dia exposigao Dia 3 exposigao Primavera exposigao
37 Primavera 3 Dia Exposigao Dia exposigao Dia 3 exposigao Primavera exposigao
57 Primavera 3 Dia Submersao Dia submersao Dia 3 submersao Primavera submersao
42 Primavera 3 Dia Submersao Dia submersao Dia 3 submersao Primavera submersao
48 Primavera 3 Dia Submersao Dia submersao Dia 3 submersao Primavera submersao
31 Primavera 3 Noite Exposigao Noite exposigao Dia 3 exposigao Primavera exposigao
41 Primavera 3 Noite Exposigao Noite exposigao Dia 3 exposigao Primavera exposigao
34 Primavera 3 Noite Exposigao Noite exposigao Dia 3 exposigao Primavera exposigao
35 Primavera 3 Noite Submerséo Noite submersao Dia 3 submersao Primavera submersao
32 Primavera 3 Noite Submersao Noite submersao Dia 3 submersao Primavera submersao
47 Primavera 3 Noite Submersao Noite submersao Dia 3 submersao Primavera submersao
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Amostra Estacao Dia Turno Estado Analise 1 Analise 2 Analise 3
(Dia x Noite) (Exposigéo x Submerséo) (Primavera x Verao)

4 Verao 1 Dia Submersao Dia 1 submersao Verao submersao
15 Verao 1 Dia Submersao Dia 1 submerséo Ver&o submersao
14 Verao 1 Dia Submerséo Dia 1 submerséo Veréo submersao
13 Verao 1 Dia Submersao Dia 1 submersao Verao submersao
1 Verao 1 Dia Submersao Dia 1 submersao Verao submersao
26 Verao 1 Dia Submersao Dia 1 submersao Verao submersao
21 Verao 1 Dia Submerséo Dia 1 submerséo Verao submersao
29 Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposi¢cao

Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposi¢cao

Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposigao
28 Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposigao
19 Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposigao
23 Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposi¢cao
22 Verao 1 Dia Exposigao Dia 1 exposigao Verao exposigao

Tabela 2. Relag&o entre as amostras e as analises estatisticas realizadas. E indicado a estac&o (primavera ou
verao), o dia de coleta (01, 02 ou 03) e o0 estado que a esponja se encontrava durante a coleta (exposi¢éo ou
submerséo) de cada amostra

Capitulo 4 - Resultados

4.1 Fatores abibticos

No dia 01 de coleta (verédo) o clima estava visivelmente mais ensolarado
comparado com a primavera, como € de se esperar de acordo com o clima anual da
cidade de S&o Sebastido (Climate-Data) (Fig. 17). O sol nasceu as 5:56, e se pds as
18h31, totalizando mais de 12h de sol (Tabua de Marés), com a média de radiacao
solar e UV ao longo do dia de 472.92 e 4.51 w/m?, respectivamente (Estacédo
Meteorol6gica do CEBIMar/USP). Para a analise do estresse gerado pela radiacao foi
considerado a radiagdo solar e UV cumulativa até o horario de coleta, considerando o
estresse gerado ao longo de todo o dia, ndo apenas no periodo 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 periodo de coleta foi de 27.6 °C. A maré estava ao nivel de

0.3 m, as 9h44, com a coleta sendo realizada no intervalo de 9 as 10h30. As amostras
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expostas estavam aproximadamente com 2h de exposicdo aérea quando foram

coletadas e as submersas estavam com 10min de submersao.

Figura 17. Diferencga climatica visivel entre o verdo (A) e a primavera (B)

No dia 02 (primavera) o sol nasceu as 6h07 e se pb6s as 17h52, totalizando
quase 12h de sol, com média do dia de radiacao 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
periodo de coleta foi de 22.6°C (dia) e 23°C (noite) (Estacdo Meteorolégica do
CEBIMar/USP). As 8h30 a maré estava em -0.1m e as 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 radiagao solar e UV média do dia foi de 142.61 e 1.37 w/m2,
com o sol nascendo as 6h06 e se pondo as 17h52 (quase 12h de sol). A temperatura
média do dia foi de 22.17°C e do periodo de coleta 22.2°C (dia) e 21.2°C (noite)
(Estagéo Meteoroldgica do CEBIMar/USP, Tabua de Marés). A maré estava a -0.1m as
9h05 e 0.2 as 21h25, com as coletas feitas nos periodos de 8h20-9h30 e 20h40-22h
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(Tabua de Marés). As amostras expostas estavam aproximadamente com 2h de
exposicao aérea e as submersas com 10min de submerséo.

Na tabela 3 é possivel verificar a radiagcao solar e UV cumulativa até os horérios
de coleta citados, temperatura do ar média do periodo de coleta e da agua, sendo os
trés primeiros dados obtidos a partir da Estacdo Meteorolégica do Centro de Biologia
Marinha da Universidade de Sao Paulo (CEBIMar) em Sao Sebastidao, ha
aproximadamente 5km de distancia da Baia do Araca. A temperatura da agua foi aferida
em termdmetro no horario e local da coleta. Na figura 18 é possivel ver a grande
diferenca entre primavera/verdao ao longo de todo o dia das principais variaveis
ambientais (radiagao solar (Fig 18A) e UV (Fig. 18B) e temperatura (Fig. 18C), bem

como a semelhanca entre os dois dias da primavera

Verao Primavera
Dia 1 2 3
Turno manha manha noite manha noite
Temperatura do ar (°C) 27.6 22.6 21.6 22.2 221
Temperatura da agua (°C) 27.5 23.0 23.0 22 22
Radiagao solar (w/m?) 10656 1911 10807 1309 9983
Radiagao UV (w/m?) 51.6 3.7 53.9 24 55

Tabela 3. Diferencas das condicbes ambientais entre os dias de coleta 01 (28/02/201), 02
(06/09/2021) e 03 (07/09/2021). Os dados de temperatura da agua foram aferidos na hora e local de
coleta com termémetro. Os dados de temperatura do ar, radiacdo solar e UV foram retirados da
Estacdo Meteorologica do CEBIMar, e foram aferidos a cada 10min. A radiagcéo solar e UV é referente
aos valores cumulativos do inicio do dia até os horarios de coleta. A temperatura do ar € a média dos
valores do periodo de coleta.
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Figura 18. Variacdo das condicdes ambientais de radiacdo solar (A), radiacdo 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 Estacao
Meteorologica do CEBIMar, aferidos a cada 10min.

4.2 Analise 1 (dia x noite)

Para verificar o efeito da presenca ou auséncia de radiacdo solar/UV as
amostras do verdo foram desconsideradas pela grande diferenca em mais de uma
variavel ambiental (temperatura e radiacdo solar/UV), enquanto os dias 02 e 03
(primavera) foram semelhantes (Tab. 3, Fig. 18). Nao houve diferenca significativa (p >
0.05) em nenhuma das comparacgdes entre dia e noite nas amostras submersas (Fig.

19) ou expostas ao ar (Fig. 20).
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Figura 19. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila em submersao 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),
GPXse) (E) e GR (F). Niveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG (l). Danos
oxidativos de TBARS (J) e proteinas carboniladas (L).
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Figura 20. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila em exposicdo 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). Niveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/
GSSG (I). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteinas carboniladas (L).
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4.3 Analise 2 (exposicao aérea x submerséo)

Para verificar o efeito da exposicéo aérea, a analise foi feita para os trés dias de
coleta comparando as amostras que estavam em exposicao e em submerséao (Fig. 21,
22 e 23). No dia 01 (veréo) houve diferenca significativa na catalase (p = 0.021) e em
TBARS (p = 0.022), de forma que ambos estavam aumentados nas amostras em
submersdo (Fig. 21). Catalase aumentou 45.7% e TBARS 21.9% na maré alta (em
submersao). O restante das analises bioquimicas do dia 01 (verdao) néo houve diferenca
significativa (p > 0.05). No dia 02 (primavera) houve diferenca significativa em GPXse) (p
= 0.0023) e TBARS (p = 0.0034), com ambos aumentados nas esponjas em submersao
(Fig. 22). GPX(se) aumentou 58.3% e TBARS 44.4% nas amostras submersas. Néo
houve diferenca significativa no restante das analises bioquimicas do dia 02 (p > 0.05).
No dia 03 ndo houve nenhuma diferenca significativa nas analises bioquimicas, apenas
uma tendéncia de aumento de GST de 43.1% (p = 0.078) nas esponjas em submersao
(Fig. 23).
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Figura 21. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila do dia 01, comparando submersao
(barras em azul) e exposicéo aérea (barras em amarelo): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C),
GPX (D), GPXse) (E) e GR (F). Niveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e
GSH/GSSG (I). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteinas carboniladas (L).
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Figura 22. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila do dia 02, comparando submersao (barras
em azul) e exposi¢éo aérea (barras em amarelo): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D),
GPX(Se) (E) e GR (F). Niveis de glutationa reduzida (GSH) (G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG (I).
Danos oxidativos de TBARS (J) e proteinas carboniladas (L).
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Figura 23. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila do dia 03, comparando submersao
(barras em azul) e exposicéo aérea (barras em amarelo): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C),
GPX (D), GPX(se) (E) e GR (F). Niveis de glutationa reduzida (GSH) G), oxidada (GSSG) (H) e
GSH/GSSG (l). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteinas carboniladas (L).
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4.4 Analise 3 (primavera x verao)

Para comparar primavera e verao os grupos “dia” e “noite” do dia 02 e dia 03
foram agrupados em primavera submersdo e primavera exposi¢cao, uma vez que nao
houve diferenca significativa entre dia e noite na primavera (Fig. 19 e 20). O dia 01
também foi separado em exposicédo e submersdo para comprar com 0s respectivos da
primavera. Nao foi feito o agrupamento entre exposicéo aérea e submersao uma vez
que houve diferenca significativa na analise dessa variavel (Fig. 21 e 22).

Comparando primavera e verdo na condicao de exposicdo aérea nao houve
diferenca significativa em nenhuma das andlises bioquimicas (p > 0.05) (Fig. 24). Por
outro lado durante a submersao houve diferenca significativa em GPXt (p = 0.026),
GPXse) (p = 0.00088), GR (p = 0.044) e CAT (p = 0.0099) na primavera (Fig. 25). No
restante das analises ndo houve diferenca significativa (p > 0.05). As atividades de
GPXt, GPXise) e GR aumentaram em 51,3%, 59,5% e 40,6%, respectivamente, na
primavera em comparacao ao verao. A atividade de catalase, por sua vez, diminuiu em

38% na primavera.
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Figura 24. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila em exposicao, comparando verao (barras
em vermelho) e primavera (barras em verde): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D),
GPX(se) (E) e GR (F). Niveis de glutationa reduzida (GSH) G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG
(). Danos oxidativos de TBARS (J) e proteinas carboniladas (L).
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Figura 25. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila em submersdo, comparando verédo (barras
em vermelho) e primavera (barras em verde): atividade de CAT (A), SOD (B), GST (C), GPX (D),
GPX(se) (E) e GR (F). Niveis de glutationa reduzida (GSH) G), oxidada (GSSG) (H) e GSH/GSSG (l).
Danos oxidativos de TBARS (J) e proteinas 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 analises que tiveram diferenca significativa. As enzimas CAT
(p=0.021) e GPX(Se) (p=0.0023) estavam aumentadas na submersao dos dias 01 e 02,
respectivamente. TBARS também estava mais elevado na submersédo de ambos os dias
(p=0.022 e 0.0034, respectivamente). E na comparagdo entre primavera verao as
enzimas GPXt (p=0.026), GPX(Se) (p=0.0008) e GR (p= 0.044) estavam aumentadas
nas esponjas submersas na primavera. No verdo, CAT foi a unica variavel bioquimica
analisada que estava com maior atividade no verdo quando comparado a primavera
(p=0.0009).
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Figura 26. Dados bioquimicos das esponjas H. heliophila em que foi observado diferenca
significativa nas analises 2 e 3. Atividade de CAT (A) e TBARS (B) nas amostras do dia 1 em
submersédo (barras em azul claro) e exposicdo aérea (barras em amarelo claro). Atividade de
GPX(se) (C) e TBARS (D) nas amostras do dia 2 em submerséo (barras em azul escuro) e em
exposicao aérea (barras em amarelo escuro). Atividade de CAT (E), GPXt (F), GPX(Se) (G) e GR
(H) nas amostras submersas do verdo (barras em vermelho) e primavera (barras em verde)
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Capitulo 5 - Discussao

5.1 Efeito da radiacao solar

A radiacdo UV é um dos fatores abidticos que mais tém preocupado a sociedade
atualmente. Nas duas ultimas décadas houve reducdo na densidade da ozonosfera, o
gue aumentou a atencdo com os possiveis efeitos negativos do UV, principalmente com
o UV-B (280-315nm) (Rastogi et al. 2010). A radiacao UV pode promover alteragdes nas
vias metabdlicas 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 interagdes troficas, além de modificar
ciclos biogeoquimicos (Hader et al. 2011). Existem algumas formas de protecdao ao UV,
sendo elas: evitar locais com maior incidéncia solar (comum em animais com boa
locomocao), barreiras fisicas (como conchas), compostos que absorvem radiacéo
(MAA’s, pigmentos, etc.), producéo de antioxidantes (CAT, SOD, GSH, etc.) e reparo no
DNA para danos que ja foram gerados (Nunez-Pons et al. 2018).

Para animais sésseis, como as esponjas, e que vivem em habitat indspitos e com
alta incidéncia de UV-R, como regides entre-maré, foi fundamental o surgimento - ao
longo da evolugcéo - de adaptacOes a partir de compostos que absorvem radiagao.
Atualmente a industria biotecnologica tem se interessado por organismos marinhos
costeiros que produzem determinados compostos fotoprotetores, principalmente
pequenos organismos como cianobactérias, algas e fitoplancton (Derikvand et al. 2017,
Chrapusta et al. 2017), mas também animais que possuem grandes populacdes de
simbiontes, como corais e esponjas (Dunlap et al. 1998, Lysek et al. 2003). A verdadeira
intencdo da industria é a producdo de protetores solares ou produtos
antienvelhecimento para o ser humano a partir desses compostos naturais. A
importancia desse movimento é a liberacdo de compostos menos toxicos no meio

ambiente, uma vez que tem sido cada vez mais demonstrado o efeito maléfico de
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cosméticos sintéticos associados aos microplasticos em ecossistemas marinhos
(Sharma & Chatterjee 2017, Tovar-Sanchez et al 2013).

O composto fotoprotetor natural mais comum e de interesse farmacoldgico séo
0s aminoacidos do tipo micosporina (MAA’s), uma familia de metabdlitos secundarios
que absorvem a energia solar e sao formados a partir de conjugacao entre croméforos.
Absorvem UV nos comprimentos de onda entre 310-362nm, com capacidade de
dissipar a radiacdo em calor sem producdo de ROS. Eles sao sintetizados
exclusivamente por bactérias, cianobactérias, macroalgas e fitoplancton, mas podem
ser adquiridos por consumidores primarios e secundarios (Rastogi et al. 2010, Hader et
al. 2015). No caso de esponjas e corais, pode ocorrer a producdo a partir de algas
simbiontes. A sintese depende da espécie e da localizacdo onde o organismo se
encontra. Assim, fatores como turbidez e altura da coluna d’agua s&o determinantes.
Em aguas temperadas as concentracbes de MAA costumam ser menores no inverno
em comparacdo com o verdo, de forma que a expressdao de MAA’s esta
proporcionalmente relacionada com a irradiancia (Hader et al. 2015). Os MAA’s podem
ser constituidos por diferentes aminoacidos que os classificam dentro da grande familia,
como micosporina-glicina (MG) e micosporina-glicina-valina (MGV). J& foi identificado a
ocorréncia 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 0 mais
abundante a palitina (Pl).

Nos resultados obtidos no presente trabalho ndo houve diferenca significativa
das 11 variaveis bioquimicas nas comparacdes entre dia e noite, o que sugere alguma
tolerdancia a radiacdo solar/UV pela esponja Hymeniacidon heliophila, também
conhecida como esponja-sol ou “sun-loving sponge” (esponja que ama o sol) (Fig. 19 e
20). N&o € possivel determinar com nossos dados qual é o grau de tolerancia, mas é
demonstrado que uma variacao de radiacao solar cumulativa de 1911 para 10807 w/m?
(dia 02) ou de 1309 para 9983 w/m? (dia 03) ao longo do dia n&o ativa enzimas
antioxidantes e nem gera danos oxidativos significativos (Tab. 3). E possivel que no
veréo a resposta metabdlica ocorra de maneira diferente, levando em consideragao que

a radiacdo apenas da manha (10656 w/m?2) se assemelha com a radiacdo da primavera
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ao longo de todo o dia (Tab. 3). Porém, por diferentes fatores nao foi possivel fazer
coleta pela noite no verédo, o que limitou a comparagao entre dia e noite apenas na
primavera.

Existem outros compostos que podem estar relacionados com a toleréncia a
radiacao solar da esponja H. heliophila, como os pigmentos. Foi identificado na espécie
H. heliophila carotendides em sua composi¢cdo, 0 que gera sua coloracédo alaranjada
(Maia et al. 2021), e também o efeito amplamente conhecido de protecédo contra
radiacéo UV. Os carotendides recebem a energia de oxi-radicais como oxigénio singleto
('02) e peroxil (ROO-), sendo essas as principais espécies reativas formadas em
reacOes fotooxidantes. Essa energia é entdo dissipada por rotagdo e vibracéo entre o
carotenoide excitado e o solvente circundante, gerando energia térmica (Stahl & Sies
2002). Outros pigmentos que podem estar associados a tolerdncia ao UV sao dos
simbiontes fotossintetizantes. Alguns desses microorganismos utilizam comprimentos
de onda especificos de luz para alimentar os seus fotossistemas, podendo até gerar
hiperdxia local (Quévrain et al. 2014). Por exemplo, a citonemina esta 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 niveis normais de citonemina em cianobactérias evitam em até 90%
da radiacéo UV-A incidente nas células, além de ter observado que a alta radiagdo UV-A
inibe a fotossintese e retarda o crescimento até que quantidades substanciais de
citonemina sejam reabastecidas (Proteau et al. 1993).

Para o presente trabalho foi hipotetizado que a radiagéo solar/UV poderia ser um
gatilho para algum mecanismo de adaptacao redox na esponja H. heliophila, porém os
resultados nao foram conclusivos. O motivo foi a tolerancia relativa a radiagéo solar/UV
da espécie, demonstrada pela analise 1 (dia x noite) das variaveis redox do presente
trabalho. Nao houve diferenca significativa nos antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD,
GST, GR, GPXt e GPX(se)), glutationa (GSH, GSSG, GSH/GSSG) e danos oxidativos
(proteinas 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 nivel

de radiacéo solar estava baixo (~68% menor que no dia 01, de verdo). Isso pode nao
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ter estressado suficientemente as esponjas para gerar uma resposta antioxidante. Seria
necessario coletar em dias mais ensolarados durante o dia e a noite para se obter
resultados mais conclusivos.

Assim, a partir dos dados gerados nao € possivel aferir 0 grau de tolerancia a
radiac&o solar/UV levando em consideracéo a limitacdo de doses de radiacao testadas.
E possivel que essa tolerancia esteja relacionada com a presenca de diferentes
compostos fotoprotetores, como MAA’s e pigmentos (da esponja em si ou de simbiontes
fotossintetizantes), que em situagbes de pouca variagao de radiacéo solar ao longo do
dia conseguem absorver o suficiente para ndo gerar danos oxidativos e ativacdo do
sistema antioxidante. S&o necessarios trabalhos futuros que testem doses mais altas de
radiagao solar/UV na natureza, possivelmente em mais estacbes do ano, concomitante
com a quantificacdo desses compostos fotoprotetores. Assim sera possivel determinar
qual limite de toleréncia a radiacdo solar a H. heliophila possui e se esta associado de
fato aos metabdlitos secundarios. Assim sera possivel o aprimoramento do
conhecimento sobre quais mecanismos fisiologicos sao ativados para defesa contra
danos oxidativos gerados em consequéncia do estresse de radiacao solar/UV. Apesar
de nado termos encontrado diferencas entre dia e noite nas esponjas coletadas na
primavera, importantes diferencas ocorreram quando as esponjas sao expostas ao ar

na maré baixa - vide item 5.2.

5.2 Efeito da exposicdo aérea e andxia funcional

Com os dados obtidos nas comparacdes entre esponjas expostas ao ar e
submersas na agua observa-se que as esponjas submersas estdo com maiores niveis
de danos oxidativos (TBARS) e enzimas antioxidantes (GPXse), CAT, e GST) quando
comparado as 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 submersdo, mais especificamente na condicdo de reoxigenacdo. O dano oxidativo
observado é originado de uma producado rapida de ROS, que também causam a

ativacdo dos fatores de transcricdo redox, como Nrf2, NF-kB e HIF1 (genes ou
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homologos ja identificados em esponjas), induzindo o aumento das enzimas
antioxidantes (Hermes-Lima et al. 2015). E importante levar em consideracéo que as
amostras submersas foram coletadas com cerca de 10min do inicio da submersao. Isso
demonstra a velocidade da resposta antioxidante das esponjas, uma vez que em 10min
de submerséao as taxas de danos oxidativos e antioxidantes ja estavam aumentadas em
comparagao com as expostas ao ar por 2h.

Uma das hipbteses desse trabalho era que a esponja H. heliophila faria o
mecanismo POS engatilhado pelos estressores de exposicdo aérea e radiacao solar/
UV. Ja foi discutido que a H. heliophila possui alguma resisténcia a radiacéo solar/UV e
que nao foi possivel aferir o grau de tolerancia para avaliar a resposta antioxidante.
Porém, se a esponja fizesse 0 mecanismo POS devido a exposicao aérea, haveria um
aumento de antioxidantes durante a exposicdo aérea, engatilhado por uma pequena
producao de ROS, que protegeria o animal aos danos oxidativos na reoxigenacéo. Esse
padréo foi observado em diferentes invertebrados marinhos que vivem em condi¢des
semelhantes a H. heliophila de exposicao aérea diaria devido ao ciclo de maré, como os
bivalves, caranguejos, corais e ouricos do mar (Hermes-Lima et al. 2015; Teixeira et al.
2013, Moreira et al. 2022; Pereira 2021). Mas isso nao foi observado nas esponjas do
presente trabalho, o que verificamos foi o mecanismo contrario, em que houve um
aumento de danos oxidativos e antioxidantes durante a reoxigenacgéo, demonstrando
que o momento de real estresse oxidativo da H. heliophila € em baixo d’agua (mais
especificamente durante a reoxigenacdo no inicio da submersao), e néo fora. Assim,
fica evidente que a esponja H. heliophila ndo é uma espécie POS-positiva sob o
estresse de exposicao aérea, e faz o mecanismo de defesa antioxidante “classico”.

Mas porque a esponja seria diferente de outros invertebrados marinhos em
termos de resposta ao ciclo de exposicao aérea e submersdo? Uma possivel explicacao
para esse fendmeno é a depresséo metabdlica durante a exposicéo aérea. A depresséo
metabdlica é uma reducdo na taxa metabdlica abaixo da taxa de repouso, sendo uma
resposta a diferentes estresses ambientais, como variacdo de temperatura,
dessecamento, hipdxia, anOxia, variacdo de salinidade, privacdo de nutrientes, etc. A
extensdo da depressao pode variar desde 80% da taxa de repouso até 1% ou menos

(Guppy & Withers 1999). Existem diferentes classificacdes que dependem do grupo de
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animais em questdo, a extensdo e duracdo da depressdao metabdlica, a temperatura
corporal do animal e do ambiente, o estado que a agua corporal se encontra (congelado
ou hiperosmético) e a disponibilidade de oxigénio (Withers & Cooper 2010). Assim
surgiu as grandes classificacbes de criptobiose (ametabolismo), que inclui anidrobiose,
criobiose, osmobiose e anoxibiose, e dorméncia (hipometabolismo), que inclui os tipos
mais conhecidos: diapausa, torpor, hibernacao e estivacao (Withers & Cooper 2010).

A depresséao metabdlica € uma adaptacao presente na maioria dos filos animais,
sendo a mais estudada a hibernacdo em mamiferos, em que ocorre uma grande
reducdo na temperatura corpérea, perda de agua e reducdo das vias metabdlicas,
principalmente as que tem alto consumo de ATP (Geiser 2013). Porém o mecanismo é
muito mais amplo no Reino Animal do que apenas os mamiferos. Por exemplo,
pequenos invertebrados como rotiferos, que sdo pouco conhecidos, sao capazes de
fazer anidrobiose, que permite a sobrevivéncia em severa desidratacdo e ametabolismo
(Marotta et al. 2010). Os tardigrados, conhecidos como ursos d’agua, sao adaptados a
diferentes ambientes estressantes, sendo capazes de fazer os quatro tipos de criobiose:
anidrobiose (com perda d’agua), criobiose (em baixas temperaturas), osmobiose (em
alta salinidade) e anoxibiose (baixa oxigenacdo) (Nelson et al. 2015, Mobjerg et al.
2011). Muitos outros taxons fazem diferentes mecanismos para diferentes ambientes e
situacdes de estresse, como anuros em estivacdo (Moreira et al. 2021), répteis em
hibernacdo (Moreira et al. 2018), insetos em diapausa (Tougeron 2019), hibernacao e
torpor em mamiferos e passaros (Lyman 2013), entre tantos outros. Em relagcdo aos
animais mais basais, ja foi documentado depressdo metabdlica em corais submetidos a
20 dias com privacdo de nutrientes e luz (Jacobson et al. 2016). Foi observado uma
reducéo em 37% da taxa de respiracao e 64% da massa corpérea, mas a producao de
esqueleto permaneceu normalizada (Jacobson et al. 2016). Também é bem conhecido o
mecanismo de diapausa e criptobiose em gémulas de esponjas controlado por fatores
enddgenos (Nikalje & Muley 2015, Manconi & Pronzato 2016). As esponjas podem se
reproduzir de forma sexuada e assexuada, com a producao de gémulas estimulada por
situacbes como temperatura extrema e dessecamento, com a germinagao ocorrendo

com o retorno de condi¢cbes favoraveis para crescimento de uma nova esponja (Nikalje
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& Muley 2015). Porém, ndo foi documentado até entdo qualquer mecanismo de
depressao metabdlica em poriferos maduros.

Para concluir que uma esponja faz depressdo metabodlica é necessario avaliar
diferentes aspectos, como a taxa de respiracdo, mudangca no tamanho, peso e
morfologia, padréo de contracéo, taxa de bombeamento e quantificacdo de enzimas
relacionadas com o metabolismo basal. Na literatura &€ observado padrées muito
diferentes de esponjas em resposta a hipdxia, o que dificulta definir se de fato fazem
depressdao metabodlica. Por exemplo a esponja Halichondria panicea consegue
sobreviver em taxas de até 0.5% PAL, reduzindo a taxa de filtracdo para um terco da
taxa basal, mas mantendo sua taxa de respiracdo sem mudancas significativas (Mills et
al. 2014). Em contrapartida a esponja Suberites carnosus aumentou a taxa de
respiragao sob dois dias de hipdxia (6% PAL), assim como a taxa de bombeamento em
5% PAL. Porém, com 5 dias de hipOxia severa (1.5% PAL) a taxa de bombeamento
praticamente sessou (Micaroni et al. 2022). A abundéancia e diversidade de simbiontes
também influencia no grau de toleréncia a hipéxia. As esponjas de alta abundancia
microbiana (HMA) costumam ter maiores custos energéticos, e consequentemente
maiores taxas de respiracdo quando comparado a espécies de baixa abundancia
microbiana (LMA). Isso sugere uma maior tolerancia a hipdxia em espécies LMA (Leys
& Kahn 2018) — sendo a classificacdo em que a espécie H. heliophila se enquadra
(Turque et al. 2008). Espécies da zona entremarés param a filiracdo quando expostas
ao ar, mas costumam manter o epitélio oxigenado enquanto o tecido esta umido, porém
apo6s 15 min o tecido fica seco e a esponja entra em andxia funcional (Hoffmann et al.
2008).

Assim, com os dados obtidos no presente trabalho n&o € possivel afirmar que a
esponja H. heliophila faz depressdao metabdlica em exposicéo aérea. Por outro lado, é
evidente que ocorre uma “depressdo redox” do sistema primario de defesas
antioxidantes com a privacéo de oxigénio na maré baixa. Isso corrobora com Hoffmann
e colegas (2008) em relac&o a anoxia interna que ocorre sob exposicao aérea, de forma
que apos 2h de exposicao o epitélio da esponja H. heliophila nao estaria mais umido e o
animal se encontraria em anéxia. Isso limitaria a formacdo mitocondrial de ROS e

consequentemente de danos oxidativos. A menor taxa de TBARS na maré baixa esta de
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acordo com essa hipétese (Fig. 27). Isso demonstra que a esponja H. heliophila utiliza
0 mecanismo classico de protecdo antioxidante contra danos oxidativos. Com a
privacdo de oxigénio (andxia) o metabolismo redox ficaria inerte, com pouca ou
nenhuma producdo mitocondrial de ROS, que consequentemente ndo geraria danos
oxidativos, como observado nas amostras expostas ao ar. Uma vez que as
concentragcdes de oxigénio se reestabeleceram na reoxigenacéo possivelmente ocorreu
grande produc¢do mitocondrial de ROS que gerou o aumento de danos oxidativos,
observado pela maior quantidade de TBARS nas amostras em submersao (Fig. 27). E
importante enfatizar a significancia desse dado que se repetiu na primavera e no verao
(dia 01 e 02). No dia 03 (primavera), apesar da baixa significancia do TBARS na
submerséo (p=0.28), o resultado segue na mesma tendéncia dos outros dias, que é o

aumento na maré alta (Fig. 27).
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Figura 27. Dados bioquimicos de TBARS nas comparacgdes entre esponjas H. heliophila em exposicao
aérea e submersao nos dias de coleta 01 (A), 02 (B) e 03 (C). No dia 01 houve aumento significativo de
21.9% durante a submerséo (p=0.022)(A). No dia 02 também houve aumento significativo em TBARS
de 44.4% durante a submersao (p=0.0034). No dia 03 n&o houve aumento significativo de TBARS.
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De acordo com a nossa proposta, 0 sistema antioxidante s6 foi sensibilizado a
partir de grandes quantidades de ROS, mas respondeu de maneira rapida (10min) e por

isso observou-se 0 aumento de enzimas antioxidantes nas amostras em submersao

(Fig. 28).
/_‘ Andxia funcional

1 sistema
antioxidante
Fatores de
transcrigdo
Danos
oxidativos

\ 10min
ox:genagéo T 02

Depressao redox

Figura 28. Esquema da resposta antioxidante de H. heliopila em ciclo de exposicdo aérea e
submersdo. Quando a esponja fica exposta ao ar ocorre anéxia funcional, que consequentemente gera
depressao redox. Nessa etapa ndo ha aumento de antioxidantes e danos oxidativos, possivelmente
pela ndo-producdo de ROS. Ap6s 10min de submersdo, durante a reoxigenacdo, ocorre a resposta
cléssica ao estresse oxidativo: o grande aumento de ROS gera danos oxidativos e ativa fatores de
transcricdo. Consequentemente o sistema antioxidante € ativado. Ndo se sabe como o metabolismo
redox fica ap6s horas de submersao.
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Estudos futuros sdo necessarios para conferir se a espécie possui outros
antioxidantes, possivelmente de baixo peso molecular, para avaliar se o sistema
antioxidante estd mais acentuado em termos de defesas secundarias. O protocolo de
capacidade antioxidante total (TAC) pode proporcionar uma visao 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 &cido ascoérbico e acido urico. Além desses, os MAA’s e carotenoides citados
anteriormente também possuem atividade antioxidante (Lesser 2006), o que reforca a
necessidade de serem futuramente quantificados nas amostras de H. heliophila.

Também ¢é importante enfatizar que as defesas antioxidantes primarias e
secundarias sdo muito influenciadas pela presenca 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 presenca de
simbiontes quando comparado com partes sem simbiontes. Por outro lado, acido
ascérbico e urico nao 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 padréo foi observado na comparacdo entre a anémona simbibtica Anemonia
viridis e a ndo-simbidtica Actinia schmidti, em que foi observado aumento significativo
de diferentes variedades de SOD na anémona simbionte quando submetida a hiperdxia
(Richier et al. 2005). Tais observagcbes demonstram a importancia de fazer andlises em
campo com as condi¢cdes 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 andxia e com depressdo redox, € em submersao ela fica
“estressada”, ou seja, com danos oxidativos acentuados e com o sistema antioxidante
primario ativo (Fig. 28). Assim, para estudos futuros € importante fazer analises em
diferentes momentos da submersao, uma vez que as amostras submersas foram
coletadas pouco depois da subida da maré (~10min). Infelizmente nao foi possivel fazer
coleta em outros momentos devido a logistica de coleta das esponjas na maré alta, ndo

tinhamos material de mergulho e nem meio de transporte para locomog¢éao na maré alta.
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Pelos mesmos motivos também nao foi possivel coletar amostras que seriam
consideradas “controle”, ou seja, que ficam submersas durante todo o tempo, o que
limitou as analises para comparagdes apenas entre esponjas expostas ao ar e recém
submersas (em reoxigenagdo). E possivel que apds algumas horas de submersdo as
taxas de dano oxidativo estejam mais atenuadas devido a atividade de reparo de danos.
Também sao necesséarias outras analises em laboratério, possivelmente com um
sistema de aquario que simule o ciclo de marés, para verificar se de fato ocorre uma
depressédo metabdlica na exposicéo aérea. Para tanto € necessario que seja observado
as taxas de respiracdo, contracéo e filtracdo, além de testes bioquimicos de enzimas
metabdlicas basais, como citrato sintase (CS) e piruvato quinase (PK). Para fazer essa
analise completa possivelmente seja mais eficiente fazer testes em laboratério
concomitantemente com testes na natureza, de acordo com a filosofia de trabalho em
ecofisiologia de J.l. Spicer (2014). Para observar detalhadamente os efeitos
morfolégicos e comportamentais € ideal utilizar esponjas em aquario controlado, porém
também é importante a coleta em campo para fazer as analises bioquimicas sob

influéncia das variaveis do habitat natural da espécie, incluindo simbiontes.

5.3 Sazonalidade e efeito de estacées do ano

As analises entre primavera e verdo sO apresentaram diferencas significativas
nas comparacbes entre as amostras submersas, o que faz sentido ao considerar o
conceito de “depressdo redox” durante a exposicdo aérea proposto anteriormente.
Curiosamente as esponjas H. heliophila demonstraram ter o sistema antioxidante mais
ativo na primavera quando comparado ao verao. A temperatura e radiagcao solar média
da coleta do dia de veréo estava 26.8°C e 472.92 w/m? 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 diferenca tdo evidente de temperatura e radiagéo solar (Tab. 3,
Fig. 18), as esponjas do verdao estariam com mais antioxidantes e danos oxidativos em
comparagcdo com a primavera. Entretanto, ndo foi observado elevacdo de TBARS e

proteinas carboniladas, e ocorreu um aumento significativo das enzimas GPXt (51.3%),
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GPXse) (59.5%) e GR (40.6%) na primavera, sendo todas envolvidas no sistema
antioxidante glutationa dependente. No verao apenas a enzima catalase (CAT) estava
mais ativa em comparagcdo com a primavera (62%), sendo uma enzima nao
necessariamente associada a glutationa (Fig. 26 E,F,G e H).

A temperatura é um fator abidtico que influencia significativamente o
metabolismo redox, podendo gerar diferentes respostas em variadas espécies. Ja foi
observado em animais de agua doce e salgada um padrdo de inibicdo de enzimas
antioxidantes com o aumento de temperatura. Por exemplo, em duas espécies de
camarao (Palaemon serratus e Palaemon elegans) houve aumento significativo da
atividade de SOD até 28°C seguido de uma reducédo abrupta a partir de 30°C (Vinagre
et al. 2014). O mesmo padréo foi observado no peixe estuarino Liza ramada, que teve a
atividade de GST aumentada até 32°C seguido de uma reducao abrupta (Madeira et al.
2013). A ostra Crassostrea virginica também demonstrou uma reducao de SOD a partir
de 30°C (Rahman & Rahman 2021). O peixe dourado Carassius auratus teve reducéo
significativa de GST ap6s 7h em temperatura de 23°C em comparag¢ao com o controle a
3°C (Bagnyukova et al. 2007). A partir desses estudos € observado que nao existe um
padrdao definido de resposta antioxidante a 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 variagdes da taxa metabdlica e
producdo de ROS. O limite de temperatura que as enzimas antioxidantes comegcam a
reduzir parece ser espécie especifico.

E possivel que a esponja H. heliophila tenha um padrdo de resposta a
temperatura que depende da estagcdo do ano, de forma que no verdo, quando a
temperatura estd consideravelmente mais elevada (com mais de 5°C de diferenca), as
enzimas antioxidantes envolvidas no sistema da glutationa estejam inibidas
temporariamente. Nao é possivel aferir qual € o limite de temperatura que a esponja sol
comeca a reduzir a atividade das enzimas glutationa-dependente, mas a partir dos
dados € possivel concluir que esta na faixa entre 23 e 27°C, podendo ser uma espécie
sensivel a variacdo de temperatura, mas com alguma tolerancia a radiacao solar.

A catalase por outro lado apresentou um aumento no verdo de 62% quando

comparado com a primavera, se opondo as enzimas glutationa-dependente (Fig. 26E).
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A enzima CAT de organismos aquaticos costuma ser mais resistente a altas
temperaturas. Por exemplo, o mexilhdo Mytilus coruscus teve a atividade de CAT
aumentada nas branquias e glandula digestiva em 30°C em comparagcao a 25°C em
condicdes de pH basico (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 as temperaturas de 25 e 30°C. Em
nenhum dos casos houve reducdo da catalase com o aumento da temperatura (Hu et
al. 2015). Em outro estudo, o atum (Dicentrarchus labrax) foi submetido a trés
temperaturas diferentes (18, 24 e 28°C) por até 30 dias e s6 houve redugcéo de CAT -
ap6s 30 dias - sob a maior temperatura, mas permaneceu com niveis 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 branquias, figado, cérebro e musculo em
diferentes temperaturas, de 18°C até 34°C (Madeira et al. 2016). O caranguejo Scylla
paramamosain permaneceu com niveis elevados de CAT nas branquias até 24h sob
estresse de 35°C e no hepatopancreas por 12h a 35°C, em comparagdao com o controle
aclimatado a 25°C (Liu et al. 2018).

Com esses estudos é observado que a catalase costuma ser resistente a
maiores temperaturas por periodos mais prolongados em comparagcdo com as outras
enzimas antioxidantes. Isso corrobora com nossas observagdes de que a atividade de
que CAT na esponja H. heliophila esteja com niveis mais elevados no verao em
comparacdo com a primavera. Possivelmente no verdo as enzimas glutationa-
dependente ficam menos pronunciadas, devido a sensibilidade a temperaturas mais
altas. Porém, como uma forma de compensacao 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 veréo — estacdo com maior intensidade
de radiacao solar/UV e maiores temperaturas. Os MAA’s e antioxidantes de baixo peso
molecular (como flavonoides e carotenoides) também podem influenciar na prote¢ao do
verao, agindo em conjunto a catalase, mas como néao foram aferidos experimentalmente
nao é possivel afirmar a influéncia.

O unico antioxidante de baixo peso molecular que foi quantificado no presente
estudo foi a glutationa, incluindo sua forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), além da

razdo GSH/GSSG. Nao houve diferenca significativa de glutationa em nenhuma das
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andlises estatisticas, mas o aumento das enzimas glutationa-dependente durante a
primavera demonstra que o sistema estd ativo. A glutationa € 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 radiagdo solar/UV. Aparentemente € 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 comparagdes mantiveram o nivel de GSHt nessa faixa (Fig. 21G, 22G, 23G, 24G,
25@G). Ja foi demonstrado o efeito significativo de glutationa em invertebrados marinhos
sob estresse de radiagcdo UV e exposicao aérea (Moreira et al. 2023). Assim, apesar de
nao haver diferenca significativa na comparagéao entre primavera e verao, a glutationa
possivelmente também tem uma importante funcdo nas esponjas H. heliophila, em
especial na primavera, quando aparentemente o sistema antioxidante esta mais ativo.

A temperatura também parece influenciar significativamente a taxa de
fotossintese de cianobactérias. Diferentes estudos associaram o aumento da taxa de
fotossintese de cianobactérias de regides entre-maré com o aumento da temperatura
(Wieland & Kuhl 2005; Aguilera et al. 2020; Giordanino et al. 2011). Esses estudos néo
utilizaram cianobactérias em associagcdo com esponjas, mas sim de vida livre, mas
podem dar pistas do que acontece nas cianobactérias presentes nas esponjas de
regides entre-maré, como H. heliophila (Weigel & Erwin 2016). Ja foi demonstrado a
estabilidade sazonal da microbiota associada as esponjas marinhas (White et al. 2012;
Erwin et al. 2012; Erwin et al. 2015), mas definitivamente ocorre variabilidade da taxa de
fotossintese por cianobactérias ao longo do ano (Aguilera et al. 2020). E de amplo
conhecimento que o aumento da taxa de fotossintese esta associado ao aumento da
concentracdo de oxigénio local (Quévrain et al. 2014). Dessa forma, enquanto os
compostos fotoprotetores absorvem a radiacdo UV para minimizar o foto-estresse
oxidativo, as cianobactérias absorvem a radiacéo solar e consequentemente aumentam
a taxa de fotossintese, colaborando para o aumento da concentragcdo de Oz do micro-
ambiente. Com a taxa de fotossintese aumentada no verdo € possivel que o micro-

ambiente da esponja fique hiperdxico (seguindo essa linha de raciocinio em que os
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simbiontes das esponjas H. heliophila teriam maiores taxas de fotossintese no verao).
Assim, as cianobactérias podem colaborar, ao absorver a radiagéo solar, na protecéo a
danos no DNA. Por outro lado, também podem gerar hiperdxia local devido a maior taxa
de fotossintese. Apesar do ambiente possivelmente hiperdxico, que favorece a
formacdo de ROS e dano oxidativo, ndo houve diferenca significativa nos indicadores
de estresse oxidativo (proteinas carboniladas, TBARS, GSSG e GSH/GSSQG),
demonstrando que o sistema aparenta estar em equilibrio redox.

Nesse contexto, o que pode estar minimizando o estresse oxidativo do verdo na
esponja sol seriam os MAA’s e outros composos fotoprotetores. Nos resultados nao foi
observado efeito da radiacdo solar/UV na comparagcdo entre dia e noite na mesma
estacdo do ano (primavera), mas € possivel que tenha efeito sazonal. Os MAA’s citados
anteriormente tem um papel fundamental de protecdo contra radiagcdo solar/UV no
verdo. Diferentes estudos correlacionam a temperatura e radiagcao solar do ano com a
producédo de MAA’s pelos organismos que os sintetizam, de forma que nas estagdes
mais quentes e com maior radiacéo a producdo fica intensificada. Um estudo com duas
espécies de coral (Lobophytum compactum e Sinularia flexibilis) teve essa correlagéo
evidente, a medida que a temperatura e radiagao solar aumentava ou reduzia ao longo
do ano, o mesmo acontecia com a concentragcdo de MAA’s nas duas espécies de coral
(Fig. 29) (Michalek-Wagner 2001). Outros estudos corroboram com a sazonalidade da
producéo de MAA’'s em macroalgas, fitoplancton e cianobactérias (Lalegerie et al 2020,
Tartarotti & Sommaruga 2006, Karsten et al. 1998). No estudo com fitoplanctons
especificamente também houve correlacédo da profundidade do organismo em relagcéo
ao nivel do mar em conjunto com a producéo sazonal de MAA’s. Observou-se que nas
estacbes mais quentes e profundidades mais rasas (regides entremaré) houve maior

producédo de MAA’s.
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Figura 29. Quantificacdo de MAA’s nas espécies de coral Lobophytum compactum (A) e Sinularia
flexibilis (B) de acordo com os meses de janeiro, margo, maio, julho, setembro e novembro de 1996 e
1997 em col6nias macho e fémea. Variagdo de radiacdo solar (C) e temperatura (D) ao longo dos
mesmos meses. (Michalek-Wagner 2001)

Assim, é possivel que as esponjas H. heliophila apresentem variacdo da
producéo dos MAA’s (principalmente palitina) a partir dos simbiontes de acordo com a
estacdo do ano (McClintock e Karentz 1997). Seguindo essa linha de raciocinio, no
verdo as enzimas antioxidantes glutationa-dependente ficam inibidas devido a maior
temperatura. Porém como forma de compensacdao o metabolismo ativaria a enzima
catalase, possivelmente de forma concomitante com uma maior concentracédo de MAA’s
(que absorvem radiacao solar/UV) e maior taxa de fotossintese pelas cianobactérias.
Por outro lado, na primavera a radiacéo solar estd consideravelmente menor, o que
consequentemente reduz a taxa de fotossintese das cianobactérias, assim como a
concentracdo de MAA’s. Com a redugdo desses fatores que colaboram na absorcéo da
radiacao solar/UV, o sistema antioxidante ativa as defesas primarias envolvidas no ciclo
da glutationa (enzimas GPX, GPXise) e GR), que na primavera ficam mais ativas.
Aparentemente ocorrem diferentes estratégias adaptativas em diferentes estagdes no
ano, levando em consideragcédo a variabilidade de diversos fatores influenciados pelas
condicbes ambientais. Porém, em ambas as estacbes (primavera e verdao) essas

estratégias parecem ser suficientes para protecdo ao desequilibrio redox e de danos
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oxidativos, levando em consideracao que néo houve diferenca significativa de proteinas

carboniladas, TBARS e GSSG ao comparar as duas estacgoes. (Fig. 30)
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Figura 30. Estratégias redox da esponja H. heliophila no verdo e na primavera para lidar com diferencas
sazonais de varidveis ambientais (radiagdo solar/UV, temperatura, etc.). A variacdo de MAA’s e taxa de
fotossintese foi hipotetizado a partir de estudos anteriores.

5.4 POS: a possivel origem

Um dos objetivos do presente trabalho era estimar quando o mecanismo POS
poderia ter surgido ao longo da evolugao. A esponja H. heliophila foi escolhida por fazer
parte de um dos filos mais basais e antigos, que possui fortes indicios de ter surgido
antes da oxigenacédo da atmosfera e dos oceanos (Fig. 1) (Turner 2021). Isso sugere
resisténcia do filo (em geral) a situagdes extremas, como momentos de privacdo de

oxigénio (Manconi & Pronzato 2016, Mills et al. 2014). Assim, foi relevante testar uma
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esponja que passa por situagdes que poderiam engatilhar o mecanismo POS, como
exposicao aérea e radiacdo UV, para analisar e estimar uma possivel origem evolutiva
para 0 mecanismo. Com os resultados ficou evidente que a esponja sol ndo faz o
mecanismo POS, porém, os resultados nao foram conclusivos para afirmar que o
mecanismo n&o surgiu ou n&o nos poriferos.

O filo mais basal que ja foi documentado ter espécies POS-positivas é o
Cnidaria, com trés espécies: Veretillum cynomorium (induzido por radiacdo UV)
Acropora microphthalma (induzido por exposicao aérea) e Bunodosoma cangicum
(induzido por hipoxia) (Shick et al. 1995; Teixeira et al. 2013; Abujamara et al. 2014). O
octocoral A. microphthalma teve uma resposta classica de POS ao estresse oxidativo
sob exposicdo aérea. Os animais foram submetidos a 2,5 h de exposicdo aérea e
tiveram os niveis elevados de GST e CAT com 2h de exposi¢cdo e SOD com 2,5h. Uma
vez que os animais submergiram houve aumento de proteinas carboniladas, que
provavelmente estariam mais acentuados se os antioxidantes nao estivessem ja
ativados durante a exposicao. O que ocorre € de fato um “preparo” para o estresse que
ocorre na reoxigenacdo, e essa resposta € o que se espera de uma espécie POS-
postiva, o que nao foi observado na esponja sol.

O POS ja foi demonstrado em mais de 120 espécies de animais (Hermes-Lima et
al. dados nao publicados), e os filos com maior nUmero de espécies sao Arthropoda
(com crustaceos e insetos em abundéncia), Mollusca (principalmente bivalves e
gastropodes) e Chordata (principalmente peixes e anfibios). Praticamente todos os
peixes POS-positivos foram submetidos a hipdxia, e os crutaceos na grande maioria
também. Por outro lado, os insetos e anfibios parecem fazer POS sob uma maior
variedade de estressores, como andxia, desidratacéo, estivacdo e congelamento. Os
bivalves e gastropodes além da hipoxia também fazem POS sob exposicdo aérea
(Moreira et al. 2016). A literatura ainda é muito limitada em relacdo ao estressor
radiacdo UV, um dos motivos para testar na esponja H. heliophila, porém ja foram
incluidas 17 espécies POS-positivas de 6 filos diferentes (Cnidaria, Rotifera, Annelida,
Arthropoda, Echinodermata e Chordata), sendo em sua maioria animais aquaticos
(Geihs et al. 2020).
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Ja foi discutido no capitulo 2 o mecanismo molecular do POS que esta
intrinsecamente relacionado aos fatores de transcricao NF-kB, HIF1, Nrf2, FoxO e p53
para ativar a transcricdo de antioxidantes. A partir de analises genémicas e filogenéticas
€ possivel observar que esses fatores de transcricdo foram muito conservados ao longo
da evolucédo do Reino Animal, mas também houve surgimento de genes homdlogos em
taxons especificos (Doonan et al. 2019, Aberg et al. 2017, Shimeld et al. 2010, Williams
& Gilmore 2020, Mills et al. 2018). Assim, a partir de uma analise teérica e pesquisa
ativa é possivel fazer uma estimativa do periodo geolégico que o POS pode ter surgido
a partir da presenca de genes (ou homologos) de um ou mais fatores de transcricao
associados ao POS.

Os filos Chordata e Arthropoda, que possuem uma grande diversidade de
espécies POS-positivas (Moreira et al. 2016), estdo associados a presenca de grande
parte dos fatores de transcricdo envolvidos no mecanismo POS (Fig. 31). Com excecéo
dos tardigrados e rotiferos, que ainda n&o possuem evidéncias, todos os filos em que ja
foi observado POS tém pelo menos dois dos fatores de transcricdo citados. Isso
corrobora com o0 mecanismo descrito por Moreira e colaboradores (2016) que relaciona
esses fatores a ativacdo de genes de enzimas antioxidantes. Porém é importante
enfatizar que esses fatores ndo estéo relacionados apenas com as vias de metabolismo
redox, entdo sua presenca néo indica necessariamente que a espécie vai obedecer ao
critério de aumento de antioxidantes durante a privagdo de oxigénio.

Por exemplo, conforme a figura 31, observa-se a presenca de trés fatores de
transcricdo redox funcionais (NF-kB, Nrf e FoxO) no filo Porifera. Isso fortalece a
hipétese que o POS pode estar presente nas esponjas. Porém, como em outros filos,
nao necessariamente 0 mesmo mecanismo estara presente em todas as espécies.
Essas diferentes respostas podem estar associadas aos diversos ambientes e
condicbes a que os individuos s&o submetidos. A esponja sol (H. heliophila),
demonstrou ndo atender aos critérios do POS apesar de ter no seu filo evidéncias da
presenca desses fatores de transcricdo. Assim, é possivel que a esponja estudada néo
foi exposta a condicbes que favorecessem a ocorréncia do POS. Faz sentido a
auséncia do mecanismo POS ao considerar a anoOxia funcional que ocorre sob

exposicao aérea, de acordo com Hoffmann e cololaboradores (2008). Em andxia nao
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haveria formag¢ao mitocondrial de ROS, uma vez que a concentracdo de oxigénio fica
praticamente nula (Halliwell & Gutteridge 2015). Sem concentragcdes minimas de ROS
nao € possivel a ativacdo dos fatores de transcricdo redox e geracdo de danos
oxidativos no momento da exposi¢cao. Assim, a ativacdo de enzimas antixoxidantes e

GSH durante a ano6xia fica inviabilizada
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Figura 31. Arvore filogenética de acordo com os periodos geolégicos de divergéncia evolutiva entre
diferentes taxons. Em vermelho, filos que possuem espécies POS-postivas ja descritas. No canto inferior
esquerdo estdo os periodos geoldgicos Criogénico (em amarelo), Ediacarano (em laranja) e Cambriano
(em vermelho). Os quadrados sao referentes a presenca dos fatores de transcricdo ou homologos 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, Wiliams & Gilmore 2020). O retangulo cinza (englobando Placozoa e Porifera)
representa os filos em que ainda devem ser testados para o mecanismo POS, sendo possiveis
candidatos a origem evolutiva.
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Como colocado acima, os nossos resultados evidenciaram que a esponja sol néo
utiliza o mecanismo POS sob condicbes naturais de exposicdo aérea. Porém, as
evidéncias nao descartam a possibilidade da espécie fazer POS sob hipbxia, uma vez
nessa condicdo ainda pode ocorrer uma pequena producdo de ROS (Maupoil &
Rochette 1988; Paddenberg et al 2003; Hernansanz-Agustin 2014), que poderia ativar o
POS por um mecanismo hormético (Oliveira et al. 2018). Por exemplo, Mills e
colaboradores (2014) fizerem testes em laboratoério com a esponja Halichondria panicea
sob hipoxia, e a espécie demostrou resisténcia nas concentracdo de oxigénio entre
0.5-4% PAL. N&o foi analisado o metabolismo redox nesse estudo. Assim, é possivel
que a esponja H. panicea utilize o mecanismo POS. Dessa forma, como foi citado na
secao 5.2, é interessante fazer testes controlados em laboratério com H. heliophila,
para simular condicdes variadas, como a hipdxia, que também podem ocorrer de forma
natural em zonas intermarés.

Com relagao a origem evolutiva do POS no Reino Animal, é possivel que possa
ter surgido na Era Neoproterozbica, com maior probabilidade no periodo Criogénico. O
inicio dessa faixa geoldgica se da no periodo Ténico, quando possivelmente ja existia a
familia Demospongiae (Turner 2021). Assim, como ainda ha possibilidade de poriferos
utilizarem o POS, hip6tese reforcada pela presenca de fatores de transcricdo redox
associados (Fig. 31), o periodo Ténico é uma das possibilidades de surgimento do
mecanismo. Atualmente ha fortes evidéncias indicando que o POS ja estaria presente
no periodo Criogénio, quando houve surgimento dos cnidarios e bilaterais (Fig. 1, Fig.
31), e isso foi proposto por Moreira e colaboradores (2017). Porém isso pode ter
ocorrido em diferentes épocas do periodo Criogénico. Por exemplo, existe a
possibilidade do POS ocorrer em outros taxons basais, como o Placozoa, que se
encontra evolutivamente entre os poriferos e cnidarios e possui quatro dos fatores de
transcricdo associados (ou homélogos) (Fig. 31). Por exemplo, a espécie Trichoplax
adhaerens — considerado o animal multicelular mais simples conhecido — apresenta os
principais componentes do sistema HIF: fator de transcricdo HIF, enzimas prolil-
hidroxilase (PHDs) e proteina VHL (Loenarz et al. 2011, Rytkénen & Storz 2011). Assim,

para delimitar mais detalhadamente o momento de divergéncia 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 condicdes semelhantes as da esponja sol, ou seja com
algum tipo de privacdo de oxigénio em frequéncia sazonal, séo bons candidatos ao

mecanismo POS, por mais basais que sejam.

Capitulo 6 - Conclusao e perspectivas futuras

A partir dessa dissertacdo é possivel observar pela primeira vez na academia
cientifica a resposta antioxidante de esponjas marinhas sob exposicdo aérea em
condicées naturais. Como ja hipotetizado por muitos autores, € confirmado que a
esponja sol (H. heliophila) tem alguma resisténcia a radiacdo solar/UV. Porém, com os
resultados nao foi possivel estimar qual a dose de radiagao solar/UV é alta o suficiente
para gerar uma resposta antioxidante no animal, uma vez que a esponja ndo estava
“estressada” o suficiente.

Autores sugerem que esponjas expostas ao ar ficam em anoxia funcional. Com
as variaveis bioquimicas conferidas no presente trabalho é observado que de fato o
sistema antioxidante fica inerte durante a exposicao aérea. Aqui sugerimos que ocorre
uma “depresséo redox” que corrobora com a andxia funcional sugerida por autores.
Além disso, também foi observado que a esponja sol nao faz o mecanismo POS, porém
sua resposta antioxidante acontece de maneira extremamente rapida (10min). Assim, a
esponja se protege contra danos oxidativos com o mecanismo “classico” de aumento de
antioxidantes em decorréncia do aumento repentino e exponencial de ROS durante a
reoxigenacao.

Além disso, os resultados evidenciaram que a sazonalidade tem influéncia no
metabolismo redox da esponja sol. Ou seja, ao longo do ano a esponja utiliza diferentes
estratégias de acordo com variagcdes entre as estagdes verdo e primavera. Aqui
hipotetizamos que diferentes fatores podem explicar essas variacdes fisioloégicas, como
compostos fotoprotetores (MAA’s, pigmentos etc.), antixoxidantes de baixo peso
molecular (incluindo polifendis e flavonoides), taxa de fotossintese por cianobactérias

simbioses, além do efeito da prépria temperatura e radiagcdo UV no metabolismo redox.
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Apesar das diferentes estratégias utilizadas nas estacdes de primavera verdo, ambas
parecem ser suficiente para manter o equilibrio redox.

Nosso grupo de trabalho (GPRO) tem intencéo de ainda quantificar os MAA’s nas
amostras de H. heliophila para aferir se de fato existe influéncia desses compostos na
resisténcia ao verdo. 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 ndo aferidos. Para perspectivas de longo prazo
também é relevante novas coletas com esponjas que estejam submersas a um periodo
maior que 10min, para responder a lacuna que ficou do ciclo de metabolismo redox da
H. heliophila sob exposicéo aérea e submerséo (Fig. 28). A associacao com testes em
aquario controlado também é relevante para observar variacées de fatores morfolégicos
e taxas metabdlicas (respiracao, filtracdo, mudancas anatémicas, etc.), para confirmar
se em conjunto com a depressdao redox também ocorre depressdo metabdlica em
algum nivel. Além disso, em aquario também & possivel simular situacbes de hipdxia
que podem acontecer naturalmente em zonas entre-maré.

Em relacéo a evolugdo do mecanismo POS, a literatura ainda é muito limitada,
porém é possivel fazer uma estimativa que tenha surgido na era Neoproterozdica,
provavelmente no periodo Criogénico. Essa concluséo foi tirada a partir de evidéncias
que mostram o POS em cnidarios (que surgiram no Criogénico), e ainda a possibilidade
das esponjas fazerem o mecanismo, com indicios fésseis do filo Porifera ter surgido no
periodo Tonico.

Essa pesquisa é de extrema relevancia, uma vez que a literatura ainda é limitada
em relacéo a sistema antioxidante de esponjas em geral. Entretanto, ainda néo existem
estudos que descrevam o metabolismo redox de esponjas sob estressores ambientais

naturais associados a priva¢ao de oxigénio, sendo esse o primeiro.
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Anexos

Artigo em colaboragao

Seguem o artigo em que fui coautora durante o mestrado. Esse estudo é
referente a inclusdo da radiagdo UV aos possiveis estressores associados ao POS
(Fig. 11) (Geihs et al. 2020).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Preparation for oxidative stress (POS), iLe., the upregulation of endogenous antioxidants, is a widespread re-
Aquatic animals sponse of animals exposed to extreme conditions. This response has been described for more than 80 animal
Free radical species belonging to eight phyla during hypometabolism or situations that limit oxygen availability. The pattern
Glulalhl.om of the typical POS-response, in which a mild redox imbalance triggers antioxidant adjustments that results in
:;::m“" tic increased tolerance to subseguent oxidative insults, roughly follows the curve of hormetic phenomena. A similar
Wavelen 8‘1'! pattern has been reported for various animal species exposed to ultraviolet radiation (UVR) - these studies, on
animals from six phyla, are discussed herein. In the light of the similarities in the redox-response of animals
exposed to either oxygen restriction or UVR, we argue in this essay that UVR elicits a type of response that fits
the POS theory. Exposure to UVR induces both reactive species formation and antioxidant adaptation, which is
the essence of typical POS-responses. Thus, antioxidant response to UVR in animals can be categorized as a POS-
type mechanism. Moreover, considering that animals are exposed to multiple stressors simultaneously in nature,
this would represent an ecologically relevant process, by which one stressor (e.g., UV or lonizing radiation) may
enhance the tolerance to other. We also discuss a possible role of low doses of lonizing radiation as inductor of
POS-like responses in animals.
1. Introduction Exposure to UVR can damage major biomolecules and cellular

Sunlight brings an enormous amount of energy to Earth. Although
this is the ultimate fuel for life, it can also be its foe. Within the range of
electromagnetic wavelengths, ultraviolet radiation (UVR) is the one
that causes most harm to animals in nature (Cockell and Blaustein,
2001). Exposure to both UVR-A and UVR-B is an important factor not
only for terrestrial environments but also for aquatic ecosystems, where
organisms are exposed to solar UVR in the upper photic zone or when
exposed to air during low tides. In the context of aquatic environments,
UVR-B has received great attention in the past years, especially in re-
gions with a thinner ozone layer (Misra et al., 2002; Hader et al., 2007),
although UVR-A is also likely to be important as it can penetrate deeply
into the water.

* Corresponding author.
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! These authors contributed equally.
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structures, either through direct action of UVR or, indirectly, through
the formation of reactive oxygen species (ROS) (Cadet et al, 2005;
Agnez-Lima et al., 2012; Schuch et al., 2017). In that regard, DNA is a
main target of UVR, generating pyrimidine dimers, strand breaks,
modified bases, photo-adducts, and DNA-protein cross-links (Karentz
et al., 2004; Yagura et al., 2017). Several reports indicate that UVR
effects on organisms are dose- and time-dependent (Chuang and Chen,
2013; Won et al., 2014; Singh et al., 2015), eliciting adaptive responses
at low doses (Dahms and Lee, 2010; Hader et al., 2015; Cadet and
Davies, 2017). Therefore, our essay concentrates on the biological ac-
tions of UVR exposure, with a focus on the indirect effects mediated by
ROS. Furthermore, the emphasis herein will be on the “classical” anti-
oxidant response in animals, leaving out sunscreen molecules and DNA
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Fig. 1. Schematic alterations in the redox metabolism in various animal species in response to UVR. It depicts 12 animal species, from 6 different phyla, responding to
UVR according the following variables: (i) levels/activity of endogenous antioxidants (GSH and antioxidant enzymes), (ii) ROS formation and (iii) and markers of
oxidative stress (lipid peroxidation, protein carbonyl or DNA damage) (see Section 2 in the main text). The figure shows only variables that increased under UVR.

repair systems.

2. Redox-adaptive animal response to UVR

Although animals can improve their endogenous antioxidant sys-
tems upon exposure to low doses of UVR, high doses frequently elicit a
rampant oxidative stress. In addition to dosage, other factors influence
the outcome of UVR exposure, such as the body size, mode of life
(diumal, nocturnal, etc.), and skin/exoskeleton characteristics.
Therefore, the effects of UVR may differ greatly between different
species and how the animal's body is exposed. For example, Kim et al.
(2011) reported a dose-dependent effect of UVR in which low doses
(0.1-0.4 J/cm?) increased ROS formation and the levels of glutathione
(GSH) and antioxidant enzymes in rotifers Brachionus sp. Increased
activities of antioxidant enzymes, as well as ROS levels, were also ob-
served for the benthic copepod Tigriopus japonicus after exposure to
UVR-B (1.2 and 2.4 J/cm?) (Kim et al., 2015). Increased ROS produc-
tion was accompanied by a rise in SOD activity in the copepod Para-
cyclopina nana after exposure to low UVR-B dose (0.1 J/em?) (Weon
etal, 2014) (Fig. 1). Considering the effect of the water column on the
intensity of UVR that actually reaches animals, some studies have
analyzed UVR effects from that perspective. For instance, an overall
activation of antioxidant enzymes, as well as increased protein carbonyl
levels, happened in sea urchin larvae Tripneustes gratilla upon exposure
to natural UVR in shallow (1 m), but not in deeper water (4 m) (Lister
et al,, 2010). For the colonies of the coral Acropora microphthalma (host

and zooxantella), individuals collected at shallow water had a high
antioxidant status, whereas antioxidant levels decreased as depth in-
creased (Shick et al., 1995). Furthermore, the effect of depth on the
redox metabolism is evident in Strongylocentrotus droembrachiensis
larvae. Sea urchin larvae exposed to UVR at 1 m depth have higher
levels of SOD and DNA damage than those exposed to UVR at deeper
depths (Lesser, 2010).

The modulation of endogenous antioxidants in response to UVR
might be especially important for animals restricted to environments
under direct solar exposition with no microhabitats with solar protec-
tion. This is the case of many water bodies where a number of aquatic
vertebrates cannot shelter from sunlight. Indeed, tadpoles and fish
(larval and adults) inhabiting shallow waters activate their endogenous
antioxidants when exposed to UVR. For example, Bufo arenarum tad-
poles increase their SOD activity when exposed to UVR-B sublethal
doses (0.02-0.2 J/cm?), followed by a return to basal levels after 5h
(Herkovits et al., 2006) (Fig. 1). A similar response — regarding SOD and
catalase activities — occurs in adult zebrafish (Brachydanio rerio) ex-
posed to two UV-B doses (0.32 and 4.2 J/cm®) (Charron et al., 2000).
Likewise, embryos of the salamander Ambystoma maculatum enhanced
their SOD levels when exposed to low UVR doses (0.02-3.96 J/em?)
(Lesser et al.,, 2001b). Moreover, Atlantic cod (Gadus morhua) larvae
exposed to UVR (2.3 J/cm?) exhibited higher levels of SOD and DNA
damage than control animals (Lesser et al., 2001a). Intertidal juvenile
fish Girella laevifrons exposed to UVR-B (1.04 J/cm®) increased their
hepatic SOD and catalase activities after 2h (Carrasco-Malio et al,,
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2014). However, a longer exposure (5 h) elicited a decrease in catalase
activity as well as increased lipoperoxidation and DNA damage. For
Catla catla fish larvae, Singh et al. (2015) reported increased SOD ac-
tivity and oxidative stress after UVR-B exposure (0.5-2.0J/cm?) for
21 days. The interplay between temperature and UVR has also been
explored. Mosquitofish (Gambusia holbrooki) specimens that had been
acclimatized at low temperatures are more susceptible to oxidative
damage than those acclimated at high temperatures when exposed to
UVR (Kazerouni et al., 2016). The effect of UVR is expected to be more
intense in small-bodied slim animals with thin teguments, such as the
examples presented above. In these cases, both invertebrates and ver-
tebrates discussed herein presents an adaptive strategy to manage redox
imbalances through activation of antioxidants. There are cases, how-
ever, where UVR induces only oxidative stress, without an adaptive
antioxidant response, such as in catfish Clarias gariepinus (Ibrahim,
2015). Further research is needed to fully understand the UVR action on
the redox metabolism of aquatic vertebrates.

Several of the aforementioned examples highlight the occurrence of
a hormetic biphasic response (i.e., low doses stimulate antioxidants and
potentially increase fitness, whereas high doses inhibit antioxidants and
have deleterious effects). This biphasic-pattern also works for land
animals. For example, mRNA expression of many antioxidant enzymes
is stimulated by UVR-A exposure (1.1J/cm’) in the moth Helicoverpa
armigera. Longer irradiation times decrease GSH:GSSG ratio, indicating
that UVR-A induces redox imbalance (Wang et al., 2012). In a study
with the ear-cutting caterpillar Mythimna separata, low UVR-A dose
(1.2 J/cm®) increased the activity of several antioxidant enzymes after
60 min. On the other hand, longer exposures (90-120 min) reduced the
activity of antioxidant enzymes, leading to high levels of oxidative
stress markers (Ali et al., 2017). Similarly, Spodoptera litura moths ex-
posed to UVR-B (1.08 J/em®) for 1h increased the activities of anti-
oxidant enzymes. When UVR exposure was extended to 2h (2.16J/
em?), the antioxidant enzymes returned to basal levels or decreased
(Kharty et al., 2014). In the case of earthworms Amynthas gracilis, a low
UVR-B dose (0.05 J/cm?) prompted an increase in catalase activity. Ata
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Fig. 2. Animals’ redox-response to UVR shares many simila-
rities with responses to other POS-inducing conditions. The
scheme shows an illustration of the convergence of redox-
responses to low doses of UVR and hypoxia exposure, a
classical POS-inducing condition. There is accumulating evi-
dence that hypoxia changes the redox state of mitochondria,
increasing mitochondrial ROS production. This may trigger,
in hypoxic-tolerant animals, a series of biochemical responses
that increase the activity of the endogenous antioxidant
system, either by acting upon existing enzymes through post-
translational medifications (such as phosphorylation; or by
inducing the synthesis of new antioxidant enzymes via acti-
vation of redox-sensitive transcription factors, such as Nrf2
(Hermes-Lima et al., 2015; Giraud-Billoud et al., 2019). This
increase in antioxidant defenses helps the animal to cope
with the subsequent, more severe redox stress of reoxygena-
tion, thus creating the POS pattern (Moreira et al., 2017).
UVR irradiation induces ROS formation by completely dif-
ferent mechanisms than the ones in hypoxia, such as gen-
eration of singlet oxygen by DNA and other chromophores
excited by UV-A (Yagura et al., 2017) or by UV-B-induced
activation of ROS-generating enzymes, such as NADPH oxi-
dase and cyclooxygenases (Beak et al., 2004; Masaki et al.,
2009; Schuch et al., 2017). Thus, low doses of UVR can boost
antioxidant defenses and help animals to cope with sub-
sequent exposures to higher doses of UV.

higher dose (0.3 J/cm?), however, there was a decrease in glutathione
peroxidase and catalase activities and an increase in lipoperoxidation
(Singh et al., 2015). (Fig. 1). Thus, these studies with terrestrial and
aquatic animals indicate that the response of endogenous antioxidants,
as well as the degree of oxidative stress, presents an overall dose-de-
pendent response within a limited range, leading to UVR adaptive re-
sponses under low doses and to deleterious outcomes at higher doses.

3. The POS adaptive theory

The pattern observed in the response of endogenous antioxidants to
UVR is reminiscent of the biochemical adaptations reported for many
animal species challenged by extreme environments. These challenges
include freezing-cold, oxygen depletion, and recovery from these con-
ditions. Such conditions may change cyclically or abruptly in natural
habitats (Welker et al, 2013). The activation of endogenous anti-
oxidants under these situations was first reported in garter snakes
(Hermes-Lima and Storey, 1993) and named “Preparation for Oxidative
Stress" (POS) (Hermes-Lima et al., 1998), whereby a small-scale redox
imbalance induces a physiological antioxidant response, setting the
animal to deal with subsequent, more severe, oxidative stress (Hermes-
Lima et al., 2015). A great number of studies confirmed that POS occurs
in many animal species in the following situations: hypoxia/anoxia,
severe dehydration, freezing, estivation, hyposaline stress (in aquatic
animals), and air exposure of water-breathing animals (Giraud-Billoud
etal., 2019). In total, such a POS-response was identified in 83 species
from 8 different animal phyla, including vertebrates and invertebrates
(Moreira et al., 2016, 2017). In animals under hypoxia, where POS has
been most studied, it is one component of a set of physiological/bio-
chemical adaptive responses that allows organisms to cope with low
oxygen levels. These include: (i) the arrest of most transcriptional and
translational activity, (ii) depression of metabolic rate, (iii) re-wiring of
energy metabolism pathways toward fermentative routes, (iv) activa-
tion of macromolecular repair and detoxification of cellular-derived
oxidants (Krivoruchko and Storey, 2015; Storey, 2015; Biggar and



M.A. Geihs, et al.

Storey, 2018). Importantly, the transient upregulation of the anti-
oxidant defense system is a hallmark of many organisms that tolerate
hypoxic stresses, as it is crucial to deal with reoxygenation. Elucidating
the exact molecular mechanisms that trigger POS is an active topic of
research, but, only recently, it was proposed that the biochemical pat-
terns associated with POS are brought about by an increase in ROS
levels (Hermes-Lima et al., 2015). Such increase in ROS levels (which
may happen during hypoxia, for example) activates redox-sensitive
transcription factors, such as FoxOs, NF-xB, and Nrf2, promoting the
expression of antioxidants (Fig. 2). In addition, posttranslational mod-
ifications on antioxidant enzymes may also contribute to the expression
of the POS phenotype (Oliveira et al., 2018). Moreover, many organ-
isms exposed to mild sublethal stress conditions trigger a response that
is protective against stronger subsequent challenges, typical of hormetic
outputs (Costantini, 2014a; Costantini, 2014b). In fact, POS has strong
similarities with hormetic responses (Oliveira et al., 2018).

4. Redox-adaptive response to UVR as POS

We argue herein that the antioxidant adaptation in response to UVR
should be considered a new type of POS-response. It is possible to draw
some parallels between the response of animals' endogenous anti-
oxidant systems to low oxygen and to UVR. These come from the ob-
servations that exposure to low doses of UVR can increase ROS pro-
duction and stimulate the antioxidant system, which is the essence of
the typical POS response (Fig. 2). Such upregulation of antioxidants
should increase the animals’ capacity to deal with subsequent exposures
to higher dosages of UVR. Although the patterns of antioxidant re-
sponse to hypoxia and UVR exposure are alike, whether they share the
same molecular mechanisms is still an open question.

The currently proposed biochemical mechanism for POS in animals
exposed to hypoxic stress relies on the increase in ROS production
during oxygen deprivation (Hermes-Lima et al., 2015). It is well known
that ROS activate redox-sensitive transcription factors, as well as pro-
tein kinase pathways (Oliveira et al,, 2018). Some of these transcription
factors, notably Nrf2, can stimulate the expression of endogenous an-
tioxidants (Espinosa-Diez et al.,, 2015; Klotz et al., 2015). Like hypoxia,
UVR also increases both ROS production (Liu et al., 2016; Jeayeng
et al., 2017; Schuch et al., 2017), and the levels of endogenous anti-
oxidants (Liu et al., 2011). Hence. the evidence strongly suggests the
involvement of reds GO to page 6 cription factors, such as Nrf2, in
the UVR adaptive response (Fig. 2). Indeed, the role of Nrf2 and its
related genes has been demonstrated in vitro by studies using dermal
cells and fibroblasts (Schafer et al., 2010; Schifer and Werner, 2015),
but not in animal cases reported herein (Section 2). Thus, the pathways
underlying the redox-response to UVR and hypoxia seem to converge to
the same set of cellular responses, both showing the POS pattern.

There are, however, some differences between the antioxidant re-
sponse to UVR exposure and, for example, hypoxia. One of the most
relevant difference is the fact that the POS response to UVR is not ne-
cessarily accompanied by metabolic depression — a highly relevant
adaptive factor for hypoxia tolerance, which also happens under esti-
vation, severe dehydration and freezing exposure (Hermes-Lima et al.,
2015). Despite their differences, there are striking parallels in the pat-
tern of redox-response the animals show under those conditions. One of
these is the involvement of transcription factor Nrf2 as a key molecular
component of the antioxidant adaptive response (Fig. 2). In the cur-
rently accepted cases of POS, we can identify typical hormetic patterns
(Oliveira et al., 2018), in which an earlier and mild oxidative stress
increases the animals' capacity to deal with a subsequent and more
severe stress. This same POS/hormetic pattern is described herein in 17
animal species from six phyla (Section 2).

Although an adaptive redox-response to UVR can be induced in the
laboratory, it is a challenge to identify ecological scenarios in which
this POS-response may be important. For example, in tropical marine
environments, the diversity of invertebrates exposed to direct UVR is
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immense and totally depend on the ecophysiological mechanisms to
respond to the UVR excess. In this sense, the work by Lister et al. (2010)
with T. gratilla larvae in the Cook Islands could be viewed as ecologi-
cally relevant for POS response in nature. These larvae are routinely
exposed to varying levels of UVR in marine environments. There was an
upregulation of antioxidant systems in shallow depth; such process in
larval states constitutes an important investment for the animal fitness
because minimize long-term effects such as oxidative DNA damage
(Lister et al.,, 2010). Moreover, the range of tolerance to direct solar
UVR is one of the limiting factors defining which habitats a species can
inhabit, especially for sessile animals or those that do not present be-
havioral adaptations associated with differential use of microenviron-
ments (Zagarese and Williamson, 1994). Within communities, both the
UVR dose and the exposure time are important factors whose differ-
ential effects on each species shape the structure of the communities
(Williamson et al., 2001; Yang et al., 2017). In that regard, the role of
UVR on animal homeostasis and adaptation can be more complex than
its isolated direct effect on organisms; UVR might have transgenera-
tional effects and synergistic interactions with other environmental
stressors. For example, UVR not only cause a POS-type adaptive re-
sponse in individuals directly exposed to it (Kazerouni et al., 2016) but
also in their offspring (Kazerouni et al., 2017). Moreover, under natural
conditions, the exposure to both solar UVR and air induced the acti-
vation of antioxidant systems in intertidal mussels Brachidontes soli-
sianus (Moreira et al.,, 2017).

5. Ionizing radiation and POS

Gamma and X rays are forms of ionizing radiation characterized by
their smaller wavelengths, and higher frequency and energy than UVR.
We expect them to also elicit a protective response that may fit into the
POS theory. Such response was first shown over a century ago, when
low dose X-ray radiation increased lifespan in flour beetles (Davey,
1917). Additionally, this protection allowed the beetles to tolerate le-
thal amounts of radiation when given as smaller doses daily (Davey,
1919). The bulk of the work on the protective effects of X-ray radiation
has been carried out in insects because of their importance as agri-
cultural pests and medical research models. Lifespan extensions related
to low dose gamma or X-ray exposure have been recorded in several
insects (Calabrese, 2013). Beyond reporting longer-lived animals,
longevity increases in flies only occur when associated with starvation
conditions (Lamb, 1964), suggesting that the mechanism behind this
benefit is connected to mitochondrial function and energetics.

Mechanistically, little is known about how gamma and X-rays in-
crease lifespan. However, performance improvements following low
dose and high dose exposures seem to work differently. Higher doses of
ionizing radiation lead to increased longevity in insects, especially in
females, mostly due to a decreased reproductive output or sterility
(Lépez-Martinez and Hahn, 2014; Lopez-Martinez et al., 2014). Sterility
triggers a life history trade-off where energy normally allocated for
reproduction now goes toward immunity and defense (Stearns, 1989).
Conversely, low dose radiation and its protective phenomena are in line
with our POS expectations: an adaptive antioxidant response. Me-
chanistic work with Drosophila melanogaster shows that activity and
lifespan were shortened in flies with mutations to apoptosis, DNA re-
pair, antioxidant defense, and heat shock protein genes (Moskalev
et al., 2006, 2009). Mutants for apoptosis and antioxidant genes were
the most affected, indicating that the benefit conferred by low-dose
gamma rays is connected to a decreased in oxidative stress with the
strongest benefit seen in early life exposure (Moskalev, 2007). Anti-
oxidant enzymes and genes involved in oxidative stress management
were expressed in response to low-dose gamma irradiation connected
with lifespan extension and the authors propose that the mechanism for
low-dose ionizing radiation protection is the activation of oxidative
stress defense mechanisms (Seong et al., 2011), which goes to the heart
of the POS theory (Giraud-Billoud et al., 2019). In vitro and in vivo
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evidence in mammalian cells show lower levels of DNA damage fol-
lowing low dose radiation treatment (Vijayalaxmi and Scarfi, 2014). All
this work suggests that hormetic effects associated with low-dose
gamma and X rays are likely rooted in the POS theory, as some of the
mechanism known indicates a key role for endogenous antioxidants and
heat shock proteins - two sets of genes that are crucial in the POS fra-
mework.

6. Conclusions

Finally, the molecular similarity between the responses to UVR (and
ionizing radiation) and other POS conditions may also expand the
ecological relevance of POS phenotypes. It implies a possible interac-
tion between, for example, UVR and hypoxia — where UVR pre-exposure
could set up preparation for hypoxic stress (or vice-versa). This would
be similar to what has been reported for other hormetic phenomena,
where “stress X" sets up animals for tolerance to “stress Y" (Costantini,
2014b; Lépez-Martinez and Hahn, 2014; Espinosa-Diez et al., 2015).
This has been verified in the case of pre-exposure of several insect
species to hypoxia causing beneficial outcomes for ionizing radiation
exposure (Robinson, 1975; Nestel et al, 2007; Lopez-Martinez and
Hahn, 2012, 2014; Lopez-Martinez et al., 2014). Considering that ani-
mals may be subjected to multiple stressors simultaneously, the inter-
play between UV/ionizing radiation and hypoxia, for instance, should
affect and modulate the POS-response in nature.
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