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RESUMO

Avaliacdo da Producéo de Oxido Nitrico pelos Hemdcitos da Ascidia Phallusia nigra
apés Exposicdo por Metais

Metais contribuem para a poluicdo marinha, assim, animais marinhos, como as
ascidias, sdo expostos a essa contaminacao. Ascidias sdo excelentes modelos para
estudos comparativos de varios sistemas, inclusive o imunoldgico, devido a
proximidade filogenética com vertebrados. Dentre os diversos parametros desse
sistema encontra-se o Oxido nitrico (NO). Este estudo verifica alteracdes na
producdo de NO pelos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra frente a metais. Para
isso, os hemdcitos foram incubados com DAF-FM DA (4-amino-5-metilamina-2,7-
difluoresceina diacetato). Apds, estimulados com, citrato de chumbo, cloreto de
magnésio e cloreto de manganés. Posteriormente, adicionou-se o DETA/NO
(dietilenotriamina) ou o L-NAME (L-nitro arginina metil-éster). Com isso, observou-se
gue na presenca dos metais e do DETA/NO a producdo de NO aumentou. Porém,
guando os hemacitos foram expostos ao L-NAME essa producédo reduziu, indicando
a acdo da oxido nitrico sintase na producdo de NO. Através da classificacao
morfologica foram encontrados oito hemécitos: Hemoblasto, Célula em Anel de
Sinete, Granuldcito Refratil Univacuolar, Célula Compartimentar, Célula do Tipo
Mérula, Nefrécito, Célula Pigmentar e Amebdcitos. Na microandlise os metais
chumbo e magnésio foram internalizados pelos hemdcitos. Pode-se concluir que
todos os metais estimularam a producdo de NO pelos hemdcitos da Phallusia nigra.

Palavras-chave: Poluicdo, metais, ascidias, hemdcitos e oxido nitrico.
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1. INTRODUCAO
1.1- Aspectos gerais sobre poluicdo marinha

A poluicdo é um grande problema que afeta direta ou indiretamente os seres
expostos a ela, causando diversos prejuizos aos mesmos. Esse problema vem
ganhando a devida importancia e destague. A notoriedade desse assunto e a
percepcao da responsabilidade ambiental vém aumentando devido a ocorréncia de
inmeras catastrofes ecoldgicas e alteracdes ambientais nos Ultimos anos. Formas
para o combate ou decréscimo da poluicdo vém sendo amplamente discutidas e
medidas de controle e monitoramento sendo tomadas (VAN DER PLOEG e DE
ZEEUW, 1992).

Dentre os diversos tipos de poluicdo, encontra-se a poluicdo marinha. Esta
contaminacgao pode ser ocasionada por diferentes tipos de agentes poluidores, como
por exemplo, o descarte inadequado de esgoto doméstico, a atividade agricola
extensiva, o descarte de aguas industriais residuais, entre outras atividades
antropogénicas (DE OLIVEIRA, 2012).

O agente poluidor que contribui significativamente no que diz respeito a
deteccdo de elevados niveis de substancias toxicas no ambiente aquatico € o
descarte de aguas industriais residuais. Essas substancias podem causar efeitos
nocivos ao homem, aos seres que vivem no ambiente marinho e ao ecossistema
como um todo e sdo representadas, principalmente, pelo descarte de metais,
incluindo metais pesados (MORAES e JORDAO, 2002).

Através do monitoramento da exposicéo e da identificacdo de bioindicadores
marinhos é possivel identificar a extensdo e a intensidade do impacto causado por
pelas substancias toxicas despejadas nos mares de maneira inadequada
(FONTAINHAS-FERNANDES, 2005).

1.2 - Poluicdo marinha causada pelo descarte inadequado de aguas industriais

residuais

Quando os disturbios causados ao ecossistema aquatico sdo resultantes da

toxicidade aguda, estes sdo faceis de observar e seus impactos sdo geralmente
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dramaticos. No entanto, os efeitos subletais sdo mais discretos, porém mais dificeis
de serem assessorados e observados. A toxicidade subletal causa diversos
prejuizos, dentre eles, a reducdo da competitividade das espécies afetadas,
podendo afetar populagcfes bioldgicas através de doencas, parasitismo e predacéo
(OLIVER e FISHER, 1999).

Diversos estudos relacionados a acdo de substancias téxicas envolvem
roedores e mamiferos. Por isso, pouco se sabe com relacdo as consequéncias dos
contaminantes ambientais sobre as espécies aquaticas e sobre o ambiente marinho
como um todo. As principais substancias toxicas, comumente relacionadas ao
descarte de aguas residuais industriais, sdo metais (FOURNIER et al., 2000).

Apesar de se saber pouco sobre a acdo de substancias toxicas em animais e
no ambiente marinho, 0 nimero dos experimentos envolvendo 0os mesmos vém
crescendo significativamente. No entanto, a maioria dos estudos que correlacionam
a acao de substancias téxicas com os animais marinhos envolvem experimentos
com moluscos. Como € o caso do estudo em que 0 molusco Mytilus edulis € exposto
ao cadmio durante um intervalo de sete dias que culmina no aumento do nimero de
hemdcitos circulantes. J& a exposicdo do mesmo molusco ao cobre aumenta em
60% a mortalidade dos hemacitos (COLES et al., 1995).

Dentre os metais frequentemente descritos como poluentes marinhos
encontra-se 0 magnésio. Esse metal € amplamente detectado em aguas
contaminadas devido ao fato de ser o metal leve mais utilizado e produzido em
escala comercial (DENNIS, 1963). Além do magnésio, encontram-se, metais
pesados como o manganés e o chumbo. O motivo desses metais serem
frequentemente relatados como agentes poluentes, esta relacionado com as
posi¢cdes em que se situam no mercado de consumo mundial, sendo estas a terceira

e a sexta posicao, respectivamente (ILZSG, 2003).

1.2.1 - Magnésio

O magnésio, representado pelo simbolo Mg, é um metal alcalino-terroso,
elemento quimico que se apresenta solido em condigbes ambientes e, por isso, é
amplamente empregado por inddstrias, principalmente, nos seguimentos automotivo,

ferroviario e aeroespacial (ISHIKAWA et al., 2005).

16



Esse metal é considerado um elemento essencial ao organismo ja que
desempenha papel fundamental em atividades enzimaticas. O magnésio € descrito
como cofator de diversas reacfes metabdlicas, dentre elas o metabolismo
energético e proteico, glicolise e sintese de adenosina trifosfato. Além dessas
atividades, esse metal esta relacionado com a regulacdo de diversas fun¢cdes como
a hormonal e imunolégica e também como estabilizador da membrana
neuromuscular e cardiovascular (WILBORN et al., 2004). Embora esse elemento
seja considerado essencial, niveis elevados do mesmo causam prejuizo ao
organismo. Por esse motivo, diversos estudos sdo realizados relacionando polui¢céo
ambiental por metais com a contaminacdo de organismos. Um exemplo disso foi a
realizacdo de pesquisas, nas quais foram demonstradas altas concentracbes de
magnésio em guelras de peixes durante o seu biomonitoramento (DHANEESH et al.,
2012). A poluicdo do ambiente aquéatico com metais pode causar prejuizos ao
homem, jA4 que os animais marinhos, como 0s peixeis sdo acumuladores desses
componentes presentes na dgua e 0s mesmos sao empregados na nutricdo humana
(KESKIN et al., 2007).

1.2.2 - Chumbo

O chumbo é um metal pesado, identificado pelo simbolo Pb, possui coloracdo
cinza azulado brilhante. A sua utilizacdo industrial esta relacionada com a fabricacao
e reciclagem de baterias de automdveis, com a industria de tintas, pintura em
ceramica e soldagem. O chumbo é considerado um elemento ndo essencial, toxico
gue se acumula no organismo (MOREIRA e MOREIRA, 2004).

Esse metal pesado é altamente prejudicial ao homem, pois é capaz de afetar
guase todos os 6rgdos e sistemas, no entanto, as lesfes mais significativas
causadas por ele parecem ocorrer de maneira subcelular e através de efeitos
neurologicos sobre o desenvolvimento (MOREIRA e MOREIRA, 2004).

Diversos estudos abordam a utilizacdo de animais marinhos como
bioindicadores de poluicéo e relatam o chumbo como um agente poluidor de grande
preocupacdo em todo o mundo, como € o0 caso do estudo realizado por
pesquisadores em Istambul. Nesse estudo, os niveis de chumbo e cadmio foram

mensurados em amostras de tecidos de mexilhdes a fim de avaliar o estado de
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poluicdo por esse metal. Com isso, observouse que as concentragcdes destes metais
em tecidos moles excederam 0s niveis aceitaveis e representavam perigo se

utilizado como fonte de alimento para o consumo humano (KAYHAN et al., 2007).

1.2.3 - Manganés

O manganés é um metal pesado representado pelo simbolo, Mn, possui
coloracdo cinza escuro é um metal duro e quebradico. Esse metal é amplamente
empregado na industria siderdrgica, sua ampla utilizacdo pode ser justificada pelas
suas caracteristicas fisico-quimicas, além disso, esse metal possui atividade
como agente dessulfurante e desoxidante (LEMOS, 2011).

O manganés é um metal considerado essencial por apresentar funcdes
cruciais em organismos animais e vegetais. Dentre as funcdes importantes para o
organismo animal, pode-se, destacar a atividade como cofator de uma grande
variedade de enzimas, além disso, 0 mesmo é fundamental na sintese de dopamina
e de colesterol, entre outras fungées. No entanto, em niveis elevados, esse metal é
nocivo ao homem e esta relacionado a problemas como desordens neuroldgicas,
motoras e também com problemas respiratérios (DA ROCHA e AFONSO, 2012).

Muitos trabalhos tem evidenciado a presenca de niveis elevados do metal
manganés em tecidos de animais marinhos. Um exemplo € o estudo realizado na
Turquia, que relata niveis elevados do metal pesado manganés, na cabeca de
Merlangius merlangus (badejo), presente no Mar Negro. No entanto, nessa
pesquisa, apesar dos niveis elevados do metal os valores encontrados indicam que
nao ha risco com relacdo ao consumo humano desse peixe (FINDIK e CICEK,
2011). Apesar de nesse experimento nao ter sido encontrado risco para 0 consumo
humano, esses animais, particularmente os filtradores, sdo substancialmente
expostos a contaminacdo do ambiente aquatico, e por isso, sdo frequentemente

utilizados como bioindicadores marinhos.

1.3 - Bioindicadores da poluicdo marinha

O uso de bioindicadores, no Brasil, € permitido e estimulado pela legislacédo

de recursos hidricos (Lei 9433/97, que institui a Politica Nacional de Recursos
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Hidricos e cria o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos
(SILVEIRA et al., 2004).

A utilizacdo de biomarcadores permite avaliar a quantidade de um
determinado agente quimico em diferentes amostras ambientais ou através da
checagem de parametros biolégicos (AMORIM, 2003). No entanto, um bioindicador
nao pode ser escolhido empiricamente, 0 mesmo deve apresentar alguns requisitos
minimos para a sua utilizagdo no monitoramento ambiental. A preocupacao no ato
de sua escolha consiste, basicamente, em optar por um bioindicador ideal. Para ser
assim considerado, o mesmo deve ser facilmente encontrado, ou seja, sua presenca
deve ocorrer em abundancia e, principalmente, deve ser capaz de refletir de maneira
clara o efeito de um agente estressante na biota (NIEMI e MCDONALD, 2004).

Inimeros indicadores biol6gicos sédo descritos como capazes de refletir a
saude de um ecossistema aquatico (CHESSMAN et al., 1999; HARRIS e SILVEIRA,
1999; KINGSFORD, 1999). No entanto, os bioindicadores mais frequentemente
utilizados sdo macroinvertebrados bentonicos (SMITH et al., 1999; KAY et al., 1999).
A utilizacdo preferencial desses animais como bioindicadores pode ser justificada
por inimeros motivos, como por exemplo, pelo tamanho do corpo desses amimais
ser relativamente grande, o que os torna facilmente visiveis, pelo fato da alta
diversidade das espécies, por serem animais que apresentam longos ciclos de vida,
por apresentarem respostas variaveis de acordo com os diferentes niveis de
contaminacgéao, entre outros (LENAT e BARBOUR, 1994; ALBA-TERCEDOR, 1996).
Por isso, moluscos bivalves, s&o comumente empregados no estudo de biomonitoramento
da poluicdo de ecossistemas marinhos. No entanto, a utilizacdo das acidias como modelos
de estudo, no &mbito do monitoramento ambiental, vem crescendo e despertando interesse
em diversos pesquisadores. Esse interesse se justifica, pois além desses animais serem
macroinvertebrados bentbnicos, assim como 0s moluscos, 0s mesmos apresentam diversas
outras vantagens, como o fato de serem sésseis, durante a vida adulta, e apresentarem alta
razdo de filtragcdo, 0 que permite que esses animais acumulem grande variedade de
contaminantes, e também, por serem filogeneticamente os invertebrados mais proximos dos
vertebrados (BONADA, 2006).

1.4 - Ascidias como modelos de estudo no biomonitoramento ambiental
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A caracteristica mais relevante das ascidias para a sua escolha como modelo
de estudo desse trabalho, além do fato serem bioindicadores ideais, € devido a sua
posicao filogenética privilegiada.

As ascidias estdo localizadas filogeneticamente anteriormente ao subfilo
Vertebrata, fazendo parte do filo Chordata, subfilo Urochordata, classe Ascidiacea
(figura 1), essa posicao torna esses animais excelentes modelos para estudos
comparativos, ja que ocupam uma posi¢ao chave para a compreensao da evolucao
de varios sistemas (BURIGHEL e CLONEY, 1997; KHALTURIN et al., 2003).

strongylocenirotus I Echinodermata
Branchiostoma I Cephalochordata
Dikopleura

p— i 0I0S0ME
'_E Clona savignyi
Ciona infestinalis
Petromyzon
_L Eptatratus

Tetraodon
Danio
Homao
(zallus
XENopUS
Ambystoma

Tunicata

Verebrata

Figura 1 - Escala filogenética, indicando a proximidade do Filo Chordata com o Vertebrata.
Modificado de DELSUC et al., 2006.

1.5 - Aspectos gerais das ascidias

As ascidias sao invertebrados marinhos sésseis de ampla distribuicdo,
hermafroditas, sua fecundacdo ocorre externamente ao corpo e, apos a fecundacéo,
apresentam metamorfose passando do estagio de larva para o estagio adulto. Esses
invertebrados podem ser encontrados na forma solitaria ou colonial. As ascidias
solitarias possuem formato esférico ou cilindrico (figura 2), enquanto nas espécies
coloniais os individuos encontram-se dentro de uma matriz comum possuindo o

mesmo sifao atrial (BARNES, 2005; BURIGHEL e CLONEY, 1997).
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As ascidias apresentam-se, inicialmente sob a forma larval, as larvas
apresentam notocorda, de origem mesodérmica e sdo livres. Posteriormente, um
extremo do corpo se fixa a um substrato, iniciando a metamorfose, na qual o animal
passa do estagio larval para o estagio adulto e séssil, com a consequente perda da
notocorda (BARNES, 1982). Nesse instante, comeca o desenvolvimento dos sifées
atrial e branquial. Os sifées permitem a filtracdo da agua do mar, a entrada da agua
ocorre através do sifdo branquial e circula até o sifao atrial devido a corrente hidrica
produzida pelo batimento dos cilios nas fendas branquiais. O material filtrado,
contido na agua, é encaminhado ao aparelho digestivo que é constituido pelo
esbfago, estbmago e intestino, desembocando no atrio onde é excretado (BRUSCA
et al., 2003).

Esses invertebrados marinhos possuem o0s seus 6rgaos envoltos por uma
tunica espessa que se assemelha a cartilagem, essa tunica é formada a partir da
secrecdo de uma camada de células epidérmicas e por ela percorrem vasos
sanguineos, nos quais se encontram os hemacitos (células sanguineas) (MONNIOT
et al., 1991).

Boca / Sifao Oral
Tenticulos GraiEW ., . Camara do 5o
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Glandula Digestiva
Acessoria

Figura 2 - Esquema de um corte longitudinal de uma

ascidia solitaria. Modificado de Brusca e Brusca, 2003.
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1.6 - Hemocitos

Os hemdcitos sdo células sanguineas presentes na hemolinfa de diversos
animais. Nas ascidias, essas células desempenham diversas funcdes fisiol6gicas
como, por exemplo, o transporte de nutrientes, produtos do metabolismo,
reconhecimento do proprio e do nado préprio, fagocitose e reparo de tecidos
danificados (COOPER e PARRINELLO, 2001). Essas caracteristicas dos hemacitos
também foram identificadas e descritas em trabalhos realizados com a ascidia
Halocynthia roretzi, o qual demosnstrou diversas reagdes de defesa celular
relacionadas aos hemacitos, incluindo a fagocitose de materiais estranhos e a
agregacao celular apos injuria da tanica (OHTAKE et al., 1994).

Diversos estudos vém sendo realizados a fim de caracterizar
morfofisiologicamente os hemdcitos. A ultraestrutura dos hemocitos da ascidia
Styela plicata foi recentemente caracterizada em nosso laboratério (DE BARROS et
al., 2007).

A produgéo de moléculas citotoxicas, pelos hemocitos das ascidias, é outro
ponto de investigagdo que vem sendo amplamente abordado. Diversos estudos
avaliaram a producédo de vérios peptideos microbicidas, lectinas, fatores humorais e
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) pelos hemdcitos das

ascidas.

1.7 - Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

Espécie reativa € definida como qualquer substancia capaz de existir com um
ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL, 1987).

A producdo de espécies reativas € parte integrante do metabolismo e é
observada em diversas condi¢des fisiolégicas. Tanto as ROS quanto as RNS
apresentam acdao biolégica fundamental, estas sdo produzidas como o objetivo de
eliminar o agente agressor, através de fendmenos relacionados com danos ao DNA
e ao RNA. No entanto, se essas espécies reativas sdo produzidas de maneira
exacerbada o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue
controlar e restabelecer o equilibrio. O desequilibrio causado entre o sistema pro e

anti-oxidante resulta no estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).
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As ROS incluem todos os radicais do oxigénio, como o0 anion radical
superoxido, radical hidroxila, radical alquila, alcoxila e peroxila (BARBER e
BERNHEIM, 1967; CHANGE et al., 1979). Nas RNS estdo incluidos além do
peroxinitrito, o éxido nitrico e o radical dioxido de nitrogénio (EISERICH et al.,1998;
HOGG e KALYANARAMAN, 1999).

Dentre as espécies reativas que 0 nosso grupo tem investigado encontra-se a

producao de 6xido nitrico (NO).
1.8 - Oxido Nitrico (NO)

O NO € um gas altamente difundivel e amplamente encontrado no reino
animal, responséavel por uma série acdes fisioldgicos dentre as quais encontram-se a
de defesa celular (MONCADA e HIGGS, 2006). Esse gas é produzido a partir da
oxidacdo de L-arginina em L-citrulina, reacdo catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) (figura 3) (BREDT e SNYDER, 1989).

=N
N ®
- - >

Figura 3 - Esquema ilustrativo da formagédo de NO a partir da conversao da L-arginina a L-citrulina

pela catélise NOS (Fonte: Danielly Martins).

Em vertebrados foram descritas trés isoformas dessa enzima, sendo uma
isoforma induzivel (iNOS) e duas constitutivas (cNOS) (KIECHLE e MALINSKI,
1993).

Recentemente, nosso grupo, identificou a presenca da enzima INOS (6xido
nitrico sintese induzivel) (figura 4) no hemdécito do tipo linfécito da ascidia Styela
plicata, e a poducdo de NO em resposta ao LPS (lipopolissacarideo) de E.coli.

Esses experimentos foram realizados utilizando-se métodos histoquimicos, imuno-
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histoquimicos, e bioquimicos. A reacgdo histoquimica para NADPH-diaforase foi
realizada com o objetivo de verificar quais hemdcitos eram responsaveis pela
producdo de NO. Com isso, foi observado que ndo sao todas as células
responsaveis pela producédo desse gés, as que produzem maiores quantidades do
mesmo sdo as células do tipo linfécito. Resultado confirmado por
imunoeletromicroscopia utilizando-se anticorpos primarios anti-iNOS e anticorpo

secundario conjugado a ouro coloidal (DE BARROS et al., 2009).

Figura 4 - Expressédo da enzima NOS pelos hemécitos da ascidia Styela plicata.(A) histoquimica de
hemocitos para NADPH-diaforase. Duas células fortemente marcadas entre outras células coradas.

(b) controle negativo da reacéo. (c, d) Immunoeletromicroscopi a com anticorpo anti-i NOS (setas) no
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citoplasma de uma célula do tipo linfécito em dois diferentes aumentos. Barra de escala, (a) 4 um, (b)
10 ym, (c) 0,17 pm, inserir 0,34 pm, (d) 0,2 ym. Modificado de DE BARROS et al., 2009.

Muitos trabalhos atualmente tém verificado as alteracbes promovidas pelos
metais pesados em animais como peixes teledsteos, moluscos, camardes e
tunicados. Em moluscos e tunicados ja foram relatados alguns dos efeitos
imunotoxicos de metais como os do cobre no desenvolvimento embriogénico, na
diferenciacdo e em mecanismos de defesa (GAGNEIRE et al., 2004). Os efeitos
imunotéxicos de alguns metais refletem alteracbes na atividade fagocitica, na
producdo ROS, na producdo de NRS e ja foram relatados em moluscos bivalves
como a Crassostrea gigas, Mitulus edulis e nos tunicados Styela plicata, Ciona
intestinalis e Botrillus schlosseri (PEREZ e FONTANETTI, 2010).

Um trabalho realizado na india correlaciona a bioacumulagdo das ascidias,
Polyclinum madrasensis, Polyclinum indicum, Herdmania pallida, Microcosmus
squamiger e Microcosmus exasperatus, com exposicdo a metais como, ferro,
chumbo, cadmio e zinco (PRABHU et al., 2012). Entretanto, ndo existem relatos da
producdo de NO em ascidias ap0s exposi¢cao aos metais.

Neste trabalho foram realizadas investigacdes com relacdo a producdo de
NO, pelos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra, amplamente distribuida por todo o

territério brasileiro, frente a estimulacdo por metais e dessa forma, utilizar esse

invertebrado marinho como um bioindicador de poluicdo marinha.

Figura 5 - Foto da ascidia Phallusia nigra.
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2. JUSTIFICATIVA

Ainda ndo existem trabalhos em que a poluicdo marinha, por metais, seja
relacionada com a producdo de NO, pelos hemdcitos das ascidias. A ascidia foi
escolhida como nosso modelo de estudo pelo fato de ser um étimo modelo para
estudos comparativos de varios sistemas. Esse trabalho permite a obtencdo de
novos conhecimentos a respeito da utilizacdo das ascidias como bioindicadores da
poluicdo marinha. Além disso, fornece novos conhecimentos como, por exemplo,
guais os tipos sanguineos presentes na hemolinfa da ascidia, Phallusia nigra, e

como ocorre sua resposta imunoldgica frente a exposicédo a metais.
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3. OBJETIVOS
3.1 - Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos do magnésio e de metais
pesados, como o chumbo e o manganés, sobre os hemdcitos das ascidias Phallusia
nigra, investigando as possiveis alteracdes na producao de NO.
3.2 - Objetivos especificos
e Caracterizacdo morfolégica dos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra;
e Quantificacdo da producdo de NO pelos hemdcitos frente a estimulacdo por
cloreto de manganés, cloreto de magnésio e citrato de chumbo, variando-se

concentragéo e tempo;

e Verificar o envolvimento da enzima NOS na producdo de NO pelos hemdcitos da
ascidia Phallusia nigra em relacdo aos metais supra-citados;

e Verificar a acdo dos metais sobre a viabilidade dos hemdcitos de Phallusia nigra

e Realizar microandlise, a fim de verificar se 0s metais testados foram

internalizados pelos hemacitos da ascidia Phallusia nigra.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Area da coleta

Cada experimento foi realizado com um numero de 5 ascidias. As ascidias
foram coletadas no Porto do Forno em Arraial do Cabo, RJ, Brasil. Os intervalos

entre as coletas foram de aproximadamente 2 meses (figura 6).

Figura 6 - Porto do Forno, Arraial do cabo, RJ, Brasil. Seta branca: ponto da realizagdo da

coleta (Fonte: www.googlemaps.com.br).

4.2 - Manutencao das ascidias

Os animais coletados foram colocados em aquarios do biotério aquatico, do
Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento Socio-Ambiental de Macaé (NUPEM)/UFRJ
sob condi¢cbes ambientais controladas. A manutencdo dos animais foi realizada em
aquario de 70L contendo agua do mar, sob aeracdo constante, temperatura de
aproximadamente 21°C, pH entre 8 e 8,5, salinidade em torno de 35 o/oo e

fotoperiodo de 12/12 h. A cada dois dias as ascidias foram alimentadas com 10g da
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levedura Sacaromices cerevisiae, previamente fervidos, com o intuito de evitar a

multiplicacédo destas no aquario.

4.3 - Caracterizacdo morfolégica dos hemacitos da ascidia Phallusia nigra

4.3.1 - Microscopia de luz

Os hemdcitos foram obtidos através da técnica de sangramento do sifdo, na
qual é realizado um corte no sifdao branquial. Os hemdcitos obtidos foram
misturados, em tubos Falcon, com solugdo anticoagulante marinho (MAC-26,3 g de
cloreto de sdadio, 18 g de glicose, 4,41 g de citrato trissodico, 2,73 g de acido citrico,
3,72g de EDTA em 1000 mL de agua destilada, pH 7,0) na proporcédo de 1:5 viv

(figura 7).

Figura 7 - A - Esquema de corte longitudinal de ascidia, o circulo vermelho representa o local no qual
a técnica de sangramento foi realizada. B- Obtencédo dos hemacitos. (Fonte:
http://www.brasilescola.com/biologia/urochordata.htm)

Em seguida, esta solucao foi centrifugada a 2800 rpm durante 5 min a 4°C
para a separacdo dos hemdcitos do plasma. O pellet contendo os hemdcitos foi

ressuspendido em 1mL de agua do mar artificial (103,5g de sal marinho em 4,54L de
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agua destilada) contendo L-cisteina. O niumero de hemdcitos na solugao foi ajustado
para 3x10°células/mL, com auxilio da camara de Neubauer. Em seguida, o0s
hemacitos foram colocados para aderir em laminas de vidro por 30 minutos e fixados
com 4% de paraformaldeido, apds, estes foram corados com Hematoxilina e Eosina
ou 1% de azul de toluidina a fim de observar a morfologia dos mesmos e classifica-
los.

A caracterizacdo morfolégica dos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra foi
realizada através do microscépio 6ptico Olympus (BX 51) acoplado a uma camera
digital (DPF1).

4.4 - Quantificacdo da producédo de NO decorrente da estimulacdo por metais

Os hemdcitos foram obtidos através da técnica de sangramento do sifao,
como descrito anteriormente. Em seguida, para a quantificacdo da producdo de NO,
0os hemdécitos foram pré-incubados com o composto 4-amino-5-metilamino-2',7'-
difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) 5uM (Invitrogen Corporation) durante 30
minutos, ao abrigo da luz. Ap6s incubar com o DAF-FM 5 uM esta solugéo foi
centrifugada a 2800 rpm durante 5 min a 4°C, em seguida o pellet contendo os
hemdacitos foi ressuspendido em 1mL de agua do mar artificial contendo L-cisteina e,
posteriormente, estimulado com os metais. Para este propadsito foram utilizados dois
metais pesados, sendo eles o citrato de chumbo e o cloreto de manganés e o metal
cloreto de magnésio. As concentracdes utilizadas para cada metal foram de 107,
10°, 102, e 0,1M os tempos de exposicdo avaliados e quantificados, através do
espectrofluorimetro, foram de 30, 60 e 90 minutos.

A fluorescéncia produzida foi quantificada no espectrofluorimetro (Cary
Eclipse). Os comprimentos de onda de excitagdo e emissao do DAF-FM DA sé&o 495
nm e 515 nm, respectivamente.

O DAF-FM deve ser utilizado apenas em células viaveis, ja que 0 mesmo
reage com o NO no ato da sua producdo, pela célula, e, assim, produz
fluorescéncia. A fluorescéncia é produzida, pois o DAF-FM precipita nas células que
estdo produzindo esse gas (NO) e, dessa forma, torna o NO passivel de

guantificacao.

30



4.5 - Producdo de NO pelos hemdcitos expostos aos metais, apos pré-incubacéo

com o inibidor ou com o doador de NO

4.5.1 - Producdo de NO pelos hemdécitos expostos aos metais, apds pré-incubacao
com L-NAME

O L-NAME compete com a L-arginina pela catalise da enzima NOS, desta
forma, quando presente a tendéncia é ocorrer reducdo na producdo do gas NO
(figura 8). Essa reducdo s6 ndo ocorre se a producdo de NO ndo for via NOS. Ou

seja, o L-NAME é capaz de indicar se a producéo de NO é via NOS ou néo.

L-NAME

\

Chos |
N W
=

Figura 8 - Demonstracéo da atividade do L-NAME (Fonte: Danielly Martins).

Os hemdcitos obtidos foram pré-incubados com o inibidor de NO, L-nitro
arginina metil-éster (L-NAME), este foi adicionado em diferentes concentracées,
sendo elas 1ImM e 10mM, e deixado agir por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado
o DAF-FM DA 5uM, durante 30 minutos. Apds isso, esta solugéo foi centrifugada a
2800 rpm durante 5 min a 4°C, em seguida o pellet contendo os hemdcitos foi
ressuspendido em 1mL de &gua do mar artificial contendo L-cisteina.
Posteriormente, as células foram estimuladas com os metais pesados, cloreto de
manganés ou citrato de chumbo, ou com o cloreto de magnésio. As concentracdes
utilizadas dos metais foram de 10®, 10° 10% e 0,1M e os tempos de exposicdo
foram de 30, 60 e 90 minutos. Em seguida os ensaios foram avaliados e

guantificados, através do espectrofluorimetro,
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4.5.2 - Producdo de NO pelos hemdcitos expostos aos metais apds pré-incubacao
com DETA/NO

O DETA/NO é um doador de NO, desta forma, quando presente a tendéncia é
ocorrer aumento na producdo do gas NO (Keefer et al., 1996). Esse aumento s6 €
detectado caso o marcador de NO (DAF-FM DA) seja especifico para 0 mesmo

(figura 9).

DETA/NO) \

DAF-FM DA

(Diacetato de 4-amino-5-
metilamino-2',7'-difluororesceina)

'@

Figura 9 - Demonstracdo da atividade do DETA/NO (Fonte: Danielly Martins).

Os hemdcitos obtidos foram pré-incubados com o doador de NO,
dietilenotriamina (DETA/NO). O DETA/NO foi adicionado em diferentes
concentracdes, sendo elas 200mM e 400mM, e deixado durante agir 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado o DAF-FM DA 5uM, durante 30 minutos. Apds isso, esta
solucdo foi centrifugada a 2800 rpm durante 5 min a 4°C, em seguida o pellet
contendo os hemacitos foi ressuspendido em 1mL de 4gua do mar artificial contendo
L-cisteina. Posteriormente, as células foram estimuladas com os metais pesados,
cloreto de manganés ou citrato de chumbo, ou com o cloreto de magnésio. As
concentracdes utilizadas dos metais foram de 10®, 10°, 102, e 0,1M e os tempos de
exposicdo avaliados e quantificados, através do espectrofluorimetro, foram de 30, 60

e 90 minutos.
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*Analise estatistica:

Os resultados obtidos com as metodologias citadas acima (topicos 3.3 e 3.4)
sdo apresentados como médias + SE para cada tratamento,
respectivamente. A significancia de variacdes entre diferentes tratamentos ou
grupos foi analisada por ANOVA, complementada com o pos-teste Tukey. A
significancia foi estabelecida em P<0,05 através dos programas GraphPad
Prism verséo 5.0 de Software GraphPad.

4.6 - Viabilidade celular

Foram utilizados hemdcitos de cinco animais diferentes, essas células foram
obtidas a partir da técnica de sangramento do sifdo, como ja descrito. Apds
obtencéo estes foram misturados com solucédo de anticoagulante, em seguida, esta
solucéo foi centrifugada e o pellet contendo os hemdcitos foi ressuspendido em 1mL
de agua do mar artificial estas células foram incubadas com 5mM de DAF-FM DA,
durante 30 minutos. As células foram lavadas com &gua do mar artificial e em
seguida incubadas com a mesma durante 15 min. A suspensao de células obtida foi
dividida em aliquotas de 3 mL, em seguida, os hemdécitos foram estimulados com os
metais cloreto de manganés, cloreto de magnésio e citrato de chumbo, na
concentracdo de 0,1M. Imediatamente antes da contagem das células 10uL de 1%
do corante azul de tripan foram misturados com 10yL da solugdo contendo os
hemacitos, em seguida, as células viaveis foram contabilizadas com auxilio da
camara de Neubauer e do microscopio Optico nos tempos de 30, 60 e 90 minutos.

Posteriormente o0 mesmo teste foi realizado, no entanto, utilizando-se o
inibidor L-NAME e o doador de NO, DETA/NO. As células viaveis foram

contabilizadas.
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Essa metodologia tem como fundamento avaliar a integridade da membrana
celular. O teste de exclusdo do corante azul de tripan estuda a permeabilidade da
membrana plasmatica (BARILE, 1994). Ou seja, quando a célula ndo € mais viavel a
integridade da sua membrana é perdida, dessa forma, a entrada do corante azul de
tripan na célula promove uma coloracdo azul intensa permitindo que as mesmas

sejam diferenciadas das demais células viaveis.

4.7 - Microanalise

Para realizar a microscopia eletrénica de transmisséo convencional (MET) e
posteriormente a microanalise, os hemadcitos foram obtidos através da técnica de
sangramento do sifdo, detalhada anteriormente. Em seguida, essas células foram
fixadas com 4% de formaldeido, recém preparado, e 2,5% de glutaraldeido diluido
em tampao 0,1 M cacodilato de sodio, pH 7,3 a 4° C, durante 4h. Apds, foram
realizadas 3 lavagens de 10 minutos, cada, do fixador com o tampédo 0,1 M
cacodilato de sodio. Em seguida, foi realizada a po6s fixacdo dos hemaocitos com 1%
de tetroxido de 6smio diluido em 0,1M de cacodilato de sodio durante 40 minutos.
Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos, cada, com o tampao
0,1M de cacodilato de sodio. Apos as lavagens realizou-se a desidratacdo em
concentracdes crescentes de acetona até 100% de 15 minutos cada. Em seguida,
foram realizadas as infiltrac6es por um periodo de 24 horas. Na primeira infiltracdo
foram utilizadas 2 partes de acetona para 1 parte de Epon (Sigma) e, assim
sucessivamente aumentando-se a concentracdo de Epon em relacdo a de acetona
até chegar ao Epon puro. Apos aguardar 24 horas para a infiltracdo do Epon, o
mesmo foi transferido, juntamente com as células, de maneira cuidadosa, para uma
forma de silicone, e esta polimerizada a 60°C, durante 48 horas.

As amostras foram microtomadas em cortes ultrafinos (60 nm), com auxilio de
um ultramicrétomo (modelo RMC) depositadas em grades de cobre (300 mesh) e
contrastadas com 2% de acetato de uranila por 5 minutos e 1% de citrato de chumbo
2 min. Os cortes foram observados ao microscopio eletrénico de transmissao JEOL
1011, operado em 60 kV.

Para os espectros de raios-X as amostras foram coletadas por 100s usando

um detector Si com janela Norvar em uma faixa de 0 a 10 KeV de energia com uma
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resolucdo de 10 eV / canal. As analises foram realizadas utilizando um analisador
Noran / Voyager lll e o software NSS 2.3 Microanalise de raios-X (Thermo Fisher

Scientific).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse trabalho promove novos conhecimentos acerca dos efeitos do metal
cloreto de magnésio e dos metais pesados citrato de chumbo e cloreto de manganés
sobre o0 sistema imunoldgico das ascidias. Além disso, fornece ferramentas para
investigacao de possiveis moléculas que podem ser utilizadas como biomarcadores

de poluicdo ambiental por estes metais.

5.1 - Classificagdo morfoldgica dos hemacitos da ascidia Phallusia nigra

ApOs analise das imagens obtidas por microscopia de luz, foram identificados
8 tipos principais de hemdcitos.

Dentre os principais hemoécitos observados encontrada-se o Hemoblasto
(figura 10 a, b), Célula em Anel de Sinete (figura 10 c, d), o Granulécito Refratil
Univacuolar (URG) (figura 10 e, f), Célula compartimentar (figura 10 g, h), a Célula
do tipo mérula (figura 10 i, j), Nefrécito (figura 10 k, I), Célula pigmentar (figura 10 m,
n) e o Amebdcito (figura 10 o, p).

Dentre o0s hemdcitos encontrados, o Amebécito foi o maior, com
aproximadamente 27 pm de diametro. Esta célula possui morfologia bastante
variavel, devido a presenca de um ou mais pseuddpodos, podendo apresentar
nenhum, um ou mais granulos em seu citoplasma, esses granulos séo corados com,
Hematoxinila e Eosina, indicando natureza acidofilica. Em tunicatos a denominacéo
amebadcito € dada aos hemdcitos que sdo responsaveis ou estao relacionadas com a
defesa celular (SMITH et al.,, 2006; BALLARIN, 2008; LEFEBVRE et al., 2008;
ARIZZA e PARRINELLO, 2009).

A segunda maior célula observada foi o Nefrécito, com 11,0 um, seguido pela
célula do tipo morula, com 9,5 um de diametro. O Nefrécito possui morfologia
esférica e apresenta diversos granulos pelo seu citoplasma. A célula do tipo Mérula
apresenta formato arredondado e contém diversos vacuolos com material de
pigmento verde-amarronzado, esses vacuolos sdo corados com o corante azul de

toluidina.
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Estudos realizados no Japdo também identificaram a presenca dessas duas
células na hemolinfa de 9 ascidias do género botryllid (HIROSE et al., 2003). A
célula do tipo morula é um hemocito geralmente presente entre as ascidias. Essa
célula é conhecida por participar de uma variedade de funcbes biologicas de
importancia imunoldgica, tais como a coagulacdo da hemolinfa, sintese da tunica, e
encapsulamento de corpos estranhos (ENDEAN, 1955b; ANDERSON, 1971,
WRIGHT, 1981; ZANIOLO, 1981).

As células de pigmentares, com aproximadamente 7,1 um de diametro,
apresentaram pigmento amarelo-alaranjado dentro de vacuolos.

A célula compartimentar apresenta diametro variavel, de 6,3 a 9,0 um, séo
células esféricas que geralmente possuem um, mas podem possuir mais vacuolos,
gue ocupam quase a totalidade da célula.

Apdés, encontra-se o URG, com 6,1 um de didmetro, uma célula parecida com
a célula em anel de sinete, porém maior. O URG possui nucleo excéntrico e um
anico vacuolo. Esse vacuolo é corado fortemente na presenca do corante azul de
toluidina. Supde-se que esta célula represente um estagio avancado da célula em
anel de sinete.

A célula compartimentar foi previamente identificada e descrita, na hemolinfa
da ascidia Phallusia Mammillata, por apresentar a enzima fenoloxiadase em seu
interior, entretanto 0 mesmo experimento, realizado na ascidia Ciona intestinalis
revelou a presencga dessa enzima em URGs (PARRINELLO, 2003).

As menores células encontradas foram a Célula em anel de sinete, com
aproximadamente 4,0 um de diametro e o Hemoblasto, com 3,4 um.

A Célula em anel de sinete néo é corada pelo corante azul de toluidina possui
nucleo excéntrico e um Unico vacuolo que ocupa todo o citoplasma. Com base em
estudos morfologicos, ENDEAN (1955) e KALK (1963) sugerem que esta célula seja
precursora da célula do tipo moérula. Além disso, na ascidia B.schlosseri, foi
observado, um comportamento comum entre a célula em anel de sinete, a célula
compartimentar e a célula do tipo morula em resposta a algumas lectinas e
anticorpos (SCHLUMPBERGER et al., 1984).

Quanto ao Hemoblasto é uma célula pequena e esférica que apresenta,
visivelmente, alta relagdo nucleo/citoplasma. Esta célula ja foi observada em

diversas outras espécies, acredita-se que seja um tipo de célula indiferenciada e por
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isso frequentemente descrita como precursora dos demais hemdcitos, quando

presente no sangue essa célula € denominada como hemoblasto (MILANESI e
BURIGHEL, 1978).

Figura 10 - Micrografia dos hemécitos da ascidia Phallusia nigra. (a, ¢, €, g, i, k, m, 0) Hematoxilina e
Eosina (b, d, f, h, j, I, n, p) Azul de toluidina. (a, b) Hemoblasto; (c, d) Célula em Anel de Sinete; (e, f)
Granuldcito refratil univacuolar (URG); (g, h) Célula compartimentar; (i, j) Morula; (k, I) Nefrécito; (m,

n) Célula pigmentar e (o, p) Amebdcito; Barra de escala: 10um
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5.2 - Acao dos metais sobre a Producdo de NO pelos hemacitos da ascidia Phallusia
nigra

Com a intencdo de identificar e quantificar as altera¢cdes bioquimicas dos
hemdocitos através do monitoramento da intensidade de fluorescéncia foi possivel
observar que para o citrato de chumbo, no tempo de 30 minutos, houve aumento
significativo na producao de NO de 1948 + 7,89% na concentracdo de 0,1M quando
comparado ao controle (figura 11 a). JA& no tempo de 90 minutos foi possivel
observar aumento significativo na producdo de NO de 1232 + 4,85% e 2655 +
10,46% na concentracdo de 10°M e 0,1M, comparados ao controle, respectivamente
(figura 11 c).
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Figura 11 - Producgédo de NO, pelos hemécitos da ascidia Phallusia nigra, em diferentes tempos, apés
exposicdo a concentragdes crescentes de citrato de chumbo. A intensidade de fluorescéncia é
apresentada pela média + erro padrao (n=5). * P <0,05, *** P <0,0001 significancia quando
comparado ao controle; ™ P <0,001, © P <0,0001 Nivel de significAncia comparado & concentracéo
de 10°°M; * P <0,001, " P <0,0001 significancia quando comparado & concentracéo de 10°M;

¢ p <0,0001 Nivel de significancia em relacéo a concentragdo de 10M.

O cloreto de magnésio, no tempo de 30 minutos, apresentou aumento
significativo na producdo de NO de 112,1 + 9,03% na concentracdo de 0,1M,
comparado ao controle (figura 12 a). No tempo de 60 minutos também houve
aumento significativo na producdo de NO de 98,13 + 5,51% na concentracdo de

0,1M comparado ao controle (figura 12 b). E no tempo de 90 minutos o aumento
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significativo na producdo de NO foi de 89,03 + 4,50% na concentracdo de 0,1M

comparado ao controle (figura 12 c).

ra
<
=
o
*
%
®

~
=
=1

Cloreto de magnésio 10¢M

o
=

Cloreto de magnésio 10-5M

{% do controle)
{% do controle)
{% do controle)

Cloreto de magnésio 102M

o

Cloreto de magnésio 0,1 M

Fluorescéncia do DAF-FM-DA
Fluorescéncia do DAF-FM-DA

Fluorescéncia do DAF-FM-DA

Tempo (minutos)

Figura 12 - Andlise de NO produzido pelos hemdécitos da ascidia Phallusia nigra, em diferentes
tempos, apos serem estimulados com concentracdes crescentes de cloreto de magnésio. A
intensidade de flourescéncia é apresentada pela média + erro padao (n=5). * P <0,05, *** P <0,0001

nivel de significancia em relagéo ao controle.

Utilizando-se o cloreto de manganés, como estimulo, foi possivel observar
gue no tempo de 30 minutos o aumento significativo na producédo de NO foi de 58,10
+ 4,96%, 76,71 + 6,55%, 74,03 + 6,32% e 98,30 * 8,39% nas concentragées, 107,
102, 10® e 0,1M, comparados ao controle, respectivamente (figura 13 a).
Observando-se o tempo de 60 minutos houve aumento significativo na producao de
NO de 109,7+ 5,35% na concentragéo de 0,1M, comparado ao controle (figura 13 b).
E no tempo de 90 minutos, houve aumento significativo na producdo de NO de 115,8
+ 6,20%, 131,8 + 7,05%, 137,2 + 7,34% e 182,6 + 9,78% nas concentracdes de 107,

102 e 0,1M, comparados ao controle, respectivamente (figura 13 c).
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Figura 13 - Deteccao da producéo de 6xido nitrico pelos hemdcitos estimulados por crescentes
concentracgdes de cloreto de manganés durante 30, 60 e 90 minutos. A intensidade de fluorescéncia é
apresentada pela média * erro padrdo (n=5). * P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001 nivel de

significancia quando comparado ao controle.

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de avaliar
parametros imunolégicos, principalmente de invertebrados marinhos, apoés
exposicao a certos poluentes. Como é o caso do trabalho realizado com o molusco
Mytilus galloprovincialis, o qual investiga a capacidade do metal cadmio (Cd) em
alterar a producdo de NO pelos hemdcitos do mesmo. Nesse estudo, foi observado
que concentragdes micro molares de Cd (0, 05, 5, 10 e 50 yM) promoveram
aumento na producao de NO pelos hemdcitos dos moluscos (DAILIANIS, 2009).

Assim como observado nos estudos realizados com moluscos, os resultados
encontrados em nosso trabalho também refletem em aumento da produg&o de NO.

Apos exposicdo dos hemdcitos, da ascidia Phallusia nigra, aos metais, citrato
de chumbo, cloreto de magnésio e cloreto de manganés, notou-se aumento da
producdo de NO frente a todos os metais testados. Para todos os metais a melhor
concentracdo utilizada foi a de 0,1M, no entanto, o melhor tempo de exposi¢cao para
o citrato de chumbo corresponde ao de 60 minutos, para o cloreto de magnésio ao

de 30 minutos e para o cloreto de manganés corresponde ao de 90 minutos.

5.3 - Envolvimento da NOS na producao de NO pelos hemdcitos de P. nigra

O L-NAME € uma substancia que compete com a L-arginina pela catélise da

NOS e, consequentemente, causa diminuicdo da producdo de NO, quando esta
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depende da enzima. Caso a producdo do gas ndo dependa da catalise da NOS a
presenca de L-NAME nao interfere nos resultados obtidos.

Experimentos utilizando o composto L-NAME séo frequentemente realizados
guando se objetiva identificar ndo apenas a variagdo da producédo de NO, mas
também a via de sua producdo, jA que esse gas pode ser produzido a partir de
outras formas que nao necessitem a presenca dessa enzima (MOLLACE et al.,
1991). E o que ocorre, por exemplo, em estudos realizados com os hemdcitos do
caramujo, Lymnaea stagnalis. Neste rabalho, os hemdcitos foram expostos ao PMA
(10 uM ) e ao B - 1,3 - glucano laminarin ( 10 mg / ml ), apds isso notou-se um
aumento de 8 vezes e 4 vezes, respectivamente, na producdo de NO, apds 60
minutos de exposicdo. No entanto, a producdo de NO foi parcialmente inibida na
presenca de L-NAME, indicando a participacdo da enzima NOS na producao desse
gas (WRIGHT et al., 2006).

O mesmo fato ocorreu em nosSsOS experimentos apOs pré-incubar 0s
hemdcitos, da ascidia Phallusia nigra, com L-NAME e posteriormente submeté-los a
presenca dos metais, citrato de chumbo, cloreto de magnésio e cloreto de
manganés.

Ao monitorar a intensidade de fluorescéncia foi possivel observar que quando
as células foram estimuladas com o citrato de chumbo na presenca de L-NAME, no
tempo de 30 minutos, houve diminuicédo significativa na producédo de NO de 589,5 +
4,77% e 774,8 £ 6,27% nas concentracdes de 0,1M do metal + 1IMm de L-NAME e
0,1M do metal + 10Mm de L-NAME quando comparados a concentracdo de 0,1M de
citrato de chumbo sem L-NAME, respectivamente (figura 14 a). No tempo de 60
minutos, houve diminuicdo significativa na producdo de NO de 540,0 £ 28,06% e
734,6 = 38,18% nas concentracdes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do
metal + 10Mm de L-NAME, respectivamente, quando comparados a concentragdo
de 0,1M de citrato de chumbo apenas (figura 14 b). Ja no tempo de 90 minutos,
houve diminuicdo significativa na producdo de NO de 725,7 + 20,74% e 922,4 +
26,37% nas concentracdes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do metal +
10Mm de L-NAME, respectivamente, quando comparados a concentracao de 0,1M

de citrato de chumbo, somente (figura 14 c).
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Figura 14 - Deteccao da producédo de NO pelos hemdcitos, da ascidia Phallusia nigra, pré-incubados
com L-NAME e posteriormente expostos ao citrato de chumbo 0,1M, em diferentes tempos. A
intensidade de fluorescéncia é apresentada pela média + erro padrdo (n=5). * P <0,05, *** P <0,0001
significAncia comparado ao controle. “P <0,05, *"P <0,001, *P <0,0001 indica a significancia em
relacdo & concentracdo de 0,1M; *P <0,05, * P <0,001, " P <0,0001 Nivel de significancia em
relacdo a concentracéo de 0,1M do metal + 1mM de L-NAME; ® P <0,05, *°, *** P <0,0001 Nivel de

significancia em relacdo a concentracao de 0,1M do metal + L-10mM de L-NAME.

Ao monitorar a intensidade de fluorescéncia foi possivel observar que ao
utilizar cloreto de magnésio na presenca de L-NAME, no tempo de 30 minutos,
houve diminuicdo significativa na producdo de NO de 107,5 + 18,94% e 1235 +
21,77% nas concentracdes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do metal +
10Mm de L-NAME quando comparados a concentracdo de 0,1M de cloreto de
magneésio, respectivamente (figura 15 a). No tempo de 60 minutos, houve diminuigéo
significativa na producdo de NO de 115,1 + 30,20% e 131,5 + 34,50% nas
concentracdes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do metal + 10Mm de L-
NAME quando comparados a concentracdo de 0,1M de cloreto de magnésio,
respectivamente (figura 15 b). No tempo de 90 minutos, também houve diminui¢éo
significativa na producdo de NO de 99,92 + 11,65% e 129,6+ 15,12% nas
concentracfes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do metal + 10Mm de L-
NAME, respectivamente, quando comparados a concentracdo de 0,1M de cloreto
de magnésio apenas (figura 15 c).
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Figura 15 - Producédo de NO pelos hemdécitos, da ascidia Phallusia nigra, estimulados com cloreto de
magnésio 0,1M apds exposicao prévia ao L-NAME, em diferentes tempos. A intensidade de

fluorescéncia é apresentada pela média + erro padréo (n=5). * P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001

+++

significancia ao comparar com o controle. P <0,001 significAncia em relacdo ao magnésio 0,1M;

® P <0,001 Nivel de significancia em relagdo a concentracéo de 0,1M do metal + 10mM de L-NAME.

Ao monitorar a intensidade de fluorescéncia notou-se que ao utilizar cloreto
de manganés na presenca de L-NAME, no tempo de 30 minutos, houve diminuicdo
significativa na producdo de NO de 1553 = 30,29% e 167,4 + 32,65% nas
concentracdes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do metal + 10Mm de L-
NAME quando comparados a concentracdo de 0,1M de cloreto de manganés,
respectivamente (figura 16 a). No tempo de 60 minutos, houve diminuicéo
significativa na producdo de NO de 153,7 + 11,63% e 153,4 + 11,61% nas
concentracdes de 0,1M do metal + 1Mm de L-NAME e 0,1M do metal + 10Mm de L-
NAME quando comparados a concentracao de 0,1M, respectivamente (figura 16 b).
No tempo de 90 minutos, também houve diminui¢c&o significativa na producao de NO
de 163,9 + 17,20% e 189,5 + 19,88% nas concentragdes de 0,1M do metal + 1Mm
de L-NAME e 0,1M do metal + 10Mm de L-NAME quando comparados a

concentracdo de 0,1M de cloreto de manganés, respectivamente (figura 16 c).
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Figura 16 - Producédo de NO, pelos hemécitos da ascidia Phallusia nigra, estimulados com cloreto de
manganés 0,1M, apés exposicao prévia ao L-NAME, nos tempos de 30, 60 e 90 minutos. A

intensidade de fluorescéncia é apresentada pela média + erro padrdo (n=5). *** P <0,0001

+++

significancia quando comparado ao controle;
HiH

P <0,0001 significAncia em relag&o ao cloreto de

manganés 0,1M; ™ P <0,0001 nivel de significancia em relagéo a concentracéo de 0,1M do metal +

1mM de L-NAME; *® P <0,001, *** P <0,0001 Nivel de significancia em relacéo & concentracdo de
0,1M do metal + 10mM de L-NAME.

ApoOs analisar os dados obtidos € possivel afirmar que a concentracao de L-
NAME mais representativa, dentre as que utilizamos, no que se refere ao
decréscimo da producdo de NO pelos hemdcitos, foi a de 10mM, independente do
estimulo posteriormente acrescido. No entanto o melhor tempo de exposicdo na
presenca do estimulo citrato de chumbo e também do cloreto de manganés foi o de
90 minutos, porém para o cloreto de magnésio o melhor tempo corresponde ao de

60 minutos.

5.4 - Acdo do DETA/NO sobre a producdo de NO pelos hemacitos de P. nigra

O composto DETA/NO é um doador de NO, consequentemente, apds a
utilizacdo do mesmo, a deteccao do gas tende a aumentar. Caso ndo haja aumento
na deteccdo da producdo do mesmo, apos utilizacdo do DETA/NO, pode-se dizer
gue o marcador de NO empregado nédo € especifico nem eficaz na deteccao desse
gas. Diversos estudos utilizam o DETA-NO com essa finalidade, como pode ser
observado no trabalho realizado com as lagartas Galleria mellonella, no qual os

hemdcitos das larvas e da pré-pulpa revelam aumento estatisticamente significativo
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apos a utilizacdo do DETA/NO, apesar do aumento ter sido maior em hemacitos da
pré-pulpa do que nos hemacitos das larvas, indicando dessa forma, a especificidade
do marcador de NO ( KRISHNAN et al., 2006).

Os dados obtidos, em nosso trabalho, com a exposicdo dos hemdcitos, pré-
incubados com DETA/NO, aos metais, citrato de chumbo, cloreto de magnésio e
cloreto de manganés também indicaram aumento na producdo do NO em todos 0s
tempos analisados.

Observou-se ao analisar a producdo de NO na presenca do DETA/NO e do
citrato de chumbo que no tempo de 30 minutos, houve aumento estatisticamente
significativo na producdo de NO de 4160 * 4,09% e 7789 + 7,66% nas
concentracdes de 0,1M do metal + 200uM de DETA/NO e 0,1M do metal + 400uM
de DETA/NO, comparados a 0,1M de citrato de chumbo, respectivamente (figura 17
a). No tempo de 60 minutos, houve aumento estatisticamente significativo na
producdo de NO de 1210 + 1,81% e 2140 = 3,20% nas concentra¢gdes de 0,1M do
metal + 200uM de DETA/NO e 0,1M do metal + 400uM de DETA/NO, comparados a
de 0,1M de citrato de chumbo, respectivamente (figura 17 b). Ja no tempo de 90
minutos, houve aumento estatisticamente significativo na producédo de NO de 503,3
+ 3,16% e 875,3 + 5,51% nas concentragcbes de 0,1M do metal + 200uM de
DETA/NO e 0,1M do metal + 400uM de DETA/NO, comparados a de 0,1M de citrato
de chumbo, respectivamente (figura 17 c).
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Figura 17 - Producgédo de NO, ap0ds exposi¢do dos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra, pré-
incubados com DETA-NO, ao citrato de chumbo 0,1M em diferentes tempos. A intensidade de
fluorescéncia é apresentada pela média + erro padrao (n=5). * P <0,05, ** P <0,001, *** P <0,0001
significAncia quando comparado ao controle; * P <0,05, ™" P <0,0001 significancia em relac&o ao

citrato de chumbo 0,1M; P <0,001, ** P <0,0001 significancia em relac&o & concentracéo de 0,1M
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do metal + 200pM de DETA/NO; *° P <0,001, *** P <0,0001 significancia em relagdo a concentracgéo
de 0,1M do metal + 400uM de DETA/NO.

Na presenca de cloreto de magnésio e DETA/NO observou-se que no tempo
de 60 minutos, houve aumento estatisticamente significativo na producdo de NO
sendo este de 403,3 + 6,01 na concentragdo de 0,1M do metal + 400uM de
DETA/NO quando comparado a concentracdo de 0,1M de cloreto de magnésio
(Figura 18 b).

Cloreto de magnésio 0,1 M

Cloreto de magnésio 0,1 M
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400+ Cloreto de magnésio 0,1 M

+400pM de DETAINO
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=
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Figura 18 - Producéo de NO, pelos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra, estimulados com cloreto de
magnésio na presenca prévia de DETA/NO. A intensidade de fluorescéncia é apresentada pela média
+ erro padrdo (n=5). * P <0,05 significAncia quando comparado ao controle; * P <0,05 significancia em
relacéo ao cloreto de magnésio 0,1M; ¢ P <0,05 significancia em relac&o & concentracéo de 0,1M do
metal + 400uM de DETA/NO.

Monitorando a intensidade de fluorescéncia pode-se notar que no tempo de
90 minutos, houve aumento estatisticamente significativo na producdo de NO sendo
este de 533,1 = 4,69% na concentracdo de 0,1M do metal + 400uM de DETA/NO

guando comparado a concentracdo de 0,1M de cloreto de manganés (Figura 19 c).
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Figura 19 - Deteccao da producao de éxido nitrico, pelos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra,
estimulado com cloreto de manganés na presenca prévia de DETA/NO. A intensidade de
fluorescéncia é apresentada pela média * erro padrao (n=5) para. * P <0,05 significancia quando

comparado ao controle.

A melhor concentracdo de DETA/NO, dentre as utilizadas nesse estudo, foi a
de 400uM, ja que a mesma foi a responsavel pelo aumento mais representativo na
producédo do gas, independente do estimulo.

No entanto, os tempos ideais de exposi¢cao variam de acordo com o estimulo
acrescido posteriormente. Para o citrato de chumbo o melhor tempo de exposicéo foi
o de 30 minutos, para o cloreto de magnésio foi o0 de 60 minutos e para o cloreto de
manganés o melhor tempo corresponde ao de 90 minutos.

Em seguida, para a obtencdo de resultados mais conclusivos e
esclarecedores, ensaios da viabilidade dos hemdcitos, da ascidia Phallusia nigra,
foram realizados a fim de verificar se as células permaneciam viaveis durante todo o
experimento. Com isso, foi possivel observar que nenhum dos metais induziu a
morte celular, j& que os valores de viabilidade encontrados na presenca dos
mesmos foram préximos aos valores encontrados no experimento controle. Pelo
contrario, foi possivel notar leve aumento na viabilidade celular na presenca do
magneésio.

Além disso, o doador e o inibidor da producdo de NO, DETA/NO e L-NAME,
respectivamente, ndo induziram a morte celular. Conforme descrito previamente em
um trabalho, realizado na Espanha, em que a viabilidade dos hemdcitos de
Ruditapes decussatus foi analisada na presenca DETA-NO e L-NAME (TAFALLA et
al., 2003).
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Dessa maneira, a utilizagdo dos metais, do DETA/NO e do L-NAME, néo
provocou a morte dos hemdécitos e consequentemente ndo causou interferéncias na
deteccdo da quantidade de NO produzido, pelas mesmas, pois estas permaneceram

viaveis durante todo o tempo de experimento.

Tabela 1 - Analise da viabilidade celular dos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra.

Estimulos 30 minutos 60 minutos 90 minutos

Células + Chumbo 0,1M 95% 95% 94%

Células + Manganés 0,1M 94% 94% 94%

Células + 10 mM de L-NAME + Magnésio 0,1M 95% 93% 94%

Células + 400puM de DETA/NO + Chumbo 0,1M 95% 93% 96%

Células + 400pM de DETA/NO + Manganés 0,1M 95% 97% 96%

Células + 400uM de DETA/NO 95% 95% 95%
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5.5 - Internalizacdo dos metais pelos hemdcitos da ascidia Phallusia nigra

Os resultados obtidos, pelo nosso grupo, apés a realizacdo da microanalise
de raios-X dos hemdcitos, da ascidia Phallusia nigra, foram similares aos resultados
encontrados com os hemdcitos da ascidia Phallusia mammillata (SCIPPA et al.,
1985).

Os espectros de microanalise de raios-X revelaram os elementos constituintes
dos hemdécitos da ascidia Phallusia nigra e sua respectiva proporcdo. No espectro
do animal controle € possivel notar a presenca de carbono, oxigénio, silicio, enxofre,
cloro, célcio, vanadio e cobre (figura 20). Os picos mais representativos
correspondem ao elemento carbono, seguido pelo oxigénio e pelo cloro,
respectivamente. O pico do cloro parece estar relacionado com a inclusdo dos
hemacitos na resina Epon (SCIPPA et al., 1985). Além disso, os resultados obtidos
indicaram a acumulacdo de vanadio, € descrito que esse metal € acumulado nas
células denominadas como moérula ou vanadaocitos, confirmando dados encontrados
em outros estudos (BOTTE et al.,1979). O pico de enxofre pode ter relacdo com o0s
elevados niveis de acido sulfarico, anteriormente descritos, presentes nas células do
tipo morula (HENZE 1911, 1912).

Fulll scale counts: 1373
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Figura 20 - Espectro da microanalise de raios-X dos hemdcitos da ascidia P. nigra controle. Os
componentes encontrados intracelularmente incluem o (C) carbono, (O) oxigénio, (Si) silicio, (S)

enxofre, (Cl) cloro, (Ca) célcio, (V) vanadio e (Cu) cobre.
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No espectro da microandlise de raios-X dos hemdcitos estimulados com
citrato de chumbo 0,1 M é possivel notar a presenca de elementos como, carbono,
oxigénio, sadio, silicio, chumbo, enxofre, cloro e cobre (figura 21). Os elementos
encontrados em maior propor¢cdo sao o carbono, seguido de oxigénio e enxofre,
como ja visualizados no espectro do animal controle. No entanto, o0 chumbo também
apresenta um pico representativo e ndo encontrado nos hemdcitos controle,
indicando a internalizacdo desse metal pesado ap0s a exposi¢cdo dos hemdcitos ao

mesmo.

Full scals counts: 2018
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Figura 21 - Espectro da microandlise de raios-X da ascidia estimulada com citrato de chumbo. Esse
espectro mostra a internaliazacao do chumbo pelos hemécitos da ascidia Phallusia nigra. Os
componentes encontrados intracelularmente incluem o (C) carbono, (O) oxigénio, (Na) sédio, (Si)

silicio, (S) enxofre, (Pb) chumbo, (CI) cloro e (Cu) cobre.

No espectro dos hemdcitos estimulados com cloreto de magnésio 0,1 M é
possivel notar a presenca de elementos como, carbono, oxigénio, sédio, magnésio,
silicio, fosforo, enxofre, cloro, célcio, titanio, vanadio e cobre (figura 22). Os
elementos encontrados de forma mais representativa foram o carbono e oxigénio,
seguidos de sadio, fésforo, cloro, titanio e vanadio.

A internalizacdo do magnésio foi constatada, da mesma forma que ocorreu no

caso do citrato de chumbo. Apesar da internalizagdo de magnésio, pelos hemdécitos
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expostos ao mesmo, nao ter sido tdo significativa quanto a do chumbo pode-se
afirmar que o mesmo foi acumulado intracelularmente. Esse dado fica claro quando
0s espectros dos hemdcitos expostos a esses metais sGo comparados ao espectro
controle. Acredita-se que a internalizagdo desses metais esteja relacionada com
processos de defesa celular como, por exemplo, a fagocitose. A fagocitose
representa uma das respostas imune inata mais importantes. Ela permite que ocorra
0 reconhecimento de um corpo estranho, a sua imersao no interior de um fagossoma
e, finalmente, sua morte, que pode ocorrer através da acao de espécies reativas de
oxigénio, nitrogénio ou enzimas lisossomais liberadas dentro do limen das vesiculas
endociticas (ABBAS et al., 2012).
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Figura 22 - Espectro da microandlise de raios-X dos hemacitos estimulados com cloreto de magnésio
0,1M. Os componentes encontrados intracelularmente incluem o (C) carbono, (O) oxigénio, (Na)
sédio, (Mg) magnésio, (Si) silicio, (P) fésforo, (S) enxofre, (Cl) cloro, (Ca) calcio, (Ti) titanio, (V)

vanadio e (Cu) cobre.

Nos resultados obtidos com a microanalise de raios-X dos hemdcitos
estimulados com cloreto de manganés 0,1 M nota-se a presenca dos seguintes
elementos, carbono, oxigénio, aluminio, silicio, fésforo, enxofre, cloro, titanio,
vanadio e cobre (figura 23). Os elementos encontrados em proporcfes mais
significativas foram, carbono seguido de oxigénio, enxofre, titdnio e vanadio. O
espectro indica que ndo houve internalizacdo do manganés, pelos hemécitos, como

ocorreu com os demais metais utilizados no experimento.
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Figura 23 - Espectro obtido com a microanalise dos hemdécitos estimulados com cloreto de managés
0,1M. Os componentes encontrados intracelularmente incluem o (C) carbono, (O) oxigénio, (Al)

aluminio, (Si) silicio, (P) fésforo, (S) enxofre, (Cl) cloro, (Ti) titanio, (V) vanadio e (Cu) cobre.
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6. CONCLUSOES

Identificamos e classificamos 08 tipos principais de hemdcitos presentes na
hemolinfa da ascidia Phallusia nigra, séo eles, o Hemoblasto, o Granulécito Refratil
Univacuolar (URG), a Célula do Tipo Mérula, Célula Pigmentar, Célula em Anel de
Sinete, Célula Compartimentar, Nefrocito e o Amebdcito. Acredita-se que a Célula
do tipo moérula seja a mais frequentemente encontrada na hemolinfa da ascidia
Phallusia nigra.

Também foi verificado aumento significativo da producdo de NO apoés
exposicdo dos hemdcitos, da ascidia Phallusia nigra, a concentracdes crescentes
dos metais citrato de chumbo, cloreto de magnésio e cloreto de manganés. Todos 0s
metais promoveram aumento da producdo desse gas, porém, quando utilizados na
concentracédo de 0,1M o aumento na producdao de NO foi mais expressivo.
Comparando a producdo de NO induzida por todos 0os metais observamos que 0
metal que induziu maior producdo do mesmo foi o citrato de chumbo, no tempo de
60 minutos, sendo esta cerca de 5000 vezes maior do que a induzida pelos outros
metais testados.

Na presenca de L-NAME notou-se diminuicdo na producdo de NO
independente do estimulo adicionado. A concentracdo de L-NAME mais eficaz,
dentre as utilizadas, no que se refere ao decréscimo da producdo de NO pelos
hemdcitos, foi a de 10mM, apesar da concentracdo de 1mM também promover
diminuicdo na produgdo do mesmo, 0 que comprova a participacdo da NOS na
producéo de NO.

O contrario foi observado na presenca do doador de NO, DETA/NO. A
concentracdo de DETA/NO responsavel pelo aumento mais representativo na
producdo do gas, dentre as utilizadas nesse estudo, foi a de 400uM, independente
do estimulo acrescido.

Com isso, pode-se afirmar que o marcador de NO, utlizado nos
experimentos, DAF-FM DA, é especifico para o NO.

A producéo de NO verificada em todos os experimentos realizados ndo sofreu
nenhum tipo de interferéncia com relagdo a viabilidade dos hemdcitos. J& que os

ensaios de viabilidade celular demonstraram que o0s hemdcitos permaneceram
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viaveis mesmo ap0s exposicao aos metais citrato de chumbo, cloreto de magnésio e
cloreto de manganés e aos compostos L-NAME e DETA/NO.

Os dados obtidos com a microandlise de raios-X dos hemocitos
demonstraram a acumulacao intracelular do chumbo e do magnésio, apds exposi¢ao
dos hemdcitos aos respectivos metais. Apesar de constatarmos a presenca do
manganés como capaz de induzir aumento na producdo de NO e consequentemente
apresentar certa toxicidade aos hemdcitos a internalizacdo desse metal néo foi

notada.
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