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 RESUMO 

 
O óxido nítrico (NO) é um gás obtido através da oxidação da L-arginina à L-citrulina 

pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) e é uma importante molécula envolvida na resposta 
imune inata em vertebrados. Nos invertebrados como as ascídias o NO é produzido por 
células de defesa, os hemócitos. Este trabalho tem como objetivo Identificar e quantificar a 
produção de óxido nítrico pelos hemócitos da ascídia Phallusia nigra. Para tal, os hemócitos 
foram corados com azul de toluidina ou hematoxilina e eosina, ou processados para 
microscopia eletrônica de transmissão. Foram observados oito tipos principais de hemócitos: 
hemoblasto; célula em anel de sinete; granulócito refrátil univacuolar; célula 
compartimentar; célula do tipo mórula; nefrócito; célula pigmentar e amebócito. Em 
seguida, a produção de NO foi quantificada após adição do marcador específico de NO, DAF-
FM DA. Os hemócitos foram estimulados com 5 µg/mL, 25 µg/mL e 50 µg/mL de 
lipopolissacarídeo (LPS) de Eschericchia coli ou Zymosan A de Saccharomices cerevisiae, 
variando-se o tempo em 30, 60 e 120 minutos. Notou-se que tanto para o LPS como para o 
Zymosan A houve aumento na produção de NO, em relação ao controle, em todos os 
tempos e concentrações. Nos ensaios em que foi utilizado o inibidor da NOS, L-NAME, este 
foi capaz de bloquear a produção de NO induzida por LPS e por Zymosan A. Na utilização de 
doadores de NO, DETA/NO, observou-se o aumento da produção de NO mais evidente com 
LPS. Quando os hemócitos foram pré-incubados com inibidores da via de sinalização de 
proteína quinase C (PKC) ou inibidores de proteína quinase A (PKA) a produção de NO 
decresceu significativamente para os hemócitos estimulados com LPS e com Zymosan A. 
Esses dados sugerem que PKA e PKC participam da via de sinalização que regula a ativação 
de NOS e subsequente produção de NO pelos hemócitos da ascídia P. nigra. 

 
Palavras-chave: Ascídia, hemócitos, óxido nítrico. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 - Aspectos Gerais  

Em 2006, Delsuc et al., publicaram um artigo que mudou a posição filogenética do 

subfilo dos tunicados para a categoria de grupo irmão dos vertebrados. Com isso os 

tunicados têm experimentado um período de renome científico testemunhado pelo grande 

aumento do interesse dos cientistas. As ascídias representam a classe mais conhecida e mais 

rica em espécies de tunicados. Seus embriões dão origem a larvas que nadam livremente e 

possuem notocorda; após a metamorfose se tornam indivíduos adultos envolvidos por uma 

túnica externa, possuem brânquia, que ocupa a maior parte do volume do organismo, e um 

endóstilo ventral, capaz de secretar um muco, útil na remoção das partículas em suspensão 

provenientes da água do mar, que passa através das aberturas da brânquia (BALLARIN e 

BURIGHEL, 2002). 

Ascídias adultas têm um coração tubular bem definido e um sistema circulatório 

misto, com hemolinfa fluindo dentro de lacunas e tecidos e, na maioria das espécies, 

entrando na túnica e em outros órgãos dentro dos vasos derivadas da epiderme com 

endotélio. Os Hemócitos ou células sanguíneas compõem a hemolinfa e estão envolvidos em 

uma variedade de processos biológicos importantes, tais como a reparação de feridas, 

mobilização e transporte de nutrientes, reprodução assexuada, regeneração, acúmulo de 

resíduos, síntese de túnica, reconhecimento e, por último, mas não menos importante, as 

respostas imunológicas (GOODBODY, 1974; WRIGHT, 1981). 

Como invertebrados, as ascídias contam apenas com a imunidade inata para lidar 

com patógenos ou moléculas estranhas que entram em seus organismos e suas respostas 

imunológicas são baseadas principalmente na atividade de hemócitos que incluem fagócitos 

profissionais, capazes de secretar uma variedade de moléculas imunológicas (FUKE e 

FUKUMOTO, 1993; BALLARIN, 2008; FRANCHI et al., 2011), dentre elas o óxido nítrico (NO) 

(DE BARROS et al., 2009). 
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1.2 – Aspectos Gerais das Ascídias 

 As ascídias são invertebrados marinhos bentônicos, que apresentam formas solitárias 

e coloniais. Um número relativamente pequeno de espécies habita fundos inconsolidados de 

cascalho, areia ou lama, podendo inclusive apresentar grande redução de tamanho e 

inúmeras adaptações ao hábito de vida intersticial (MONNIOT, 1965). Ascídias são 

encontradas desde a região entremarés até grandes profundidades, onde algumas espécies 

especializaram-se ao hábito carnívoro, capturando ativamente suas presas (OKUYAMA et al., 

2002). O alto hidrodinamismo causa prejuízos para estes animais. Sendo assim, preferem 

áreas abrigadas, mas com boa circulação de água (CARVALHO, 2001; GOODBODY, 2000). 

Algumas espécies são consideradas bioindicadores de qualidade ambiental (NARANJO et al., 

1996), enquanto outras respondem especificamente à poluição ambiental (CARBALLO e 

NARANJO, 2002; BEIRAS et al., 2003) e à eutrofização (MARINS et al., 2010). Além disso, as 

ascídias têm sido estudadas para avaliação de sua eficiência como biorremediadores, pois 

são animais filtradores, que circulam grande volume de água e alimentam-se de organismos 

pequenos, do tamanho de bactérias (DRAUGHON et al., 2010). São componentes 

importantes das comunidades bentônicas e o desenvolvimento de suas comunidades é 

regulado por variáveis ambientais como temperatura, sedimentação, salinidade, luz e 

hidrodinamismo (MARINS, 2007). 

 

             1.2.1 - Taxonomia 

A classe Ascidiacea é a mais diversificada dentre os tunicados e uma compilação 

recente no banco de dados World Record of Marine Species – WoRMS revelou a existência 

de 2869 espécies válidas de ascídias distribuídas em 26 famílias (WORLD REGISTER OF 

MARINE SPECIES, 2010). As hipóteses mais recentes sobre a filogenia do grupo têm sugerido 

que os representantes da classe Thaliacea tenham evoluído a partir de ascídias, aumentando 

ainda mais a diversificação do grupo (SWALA et al., 2000, TSAGKOGEORGA et al., 2009). O 

subfilo Tunicata, por sua vez, antes considerado como basal na evolução dos Chordata, 

agora tem sido visto como grupo irmão dos Vertebrata, com caracteres apomórficos de 

origem morfológica (RUPPERT, 2005) e molecular (BLAIR e HEDGES, 2005; DELSUC et al., 

2006; DUNN et al., 2008) que são compartilhados com os vertebrados. Esta relação próxima 

aos vertebrados fez com que várias espécies do grupo tenham sido intensamente 

pesquisadas como modelos em estudos comparativos de histologia, desenvolvimento 
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embrionário e imunologia, inclusive a evolução do sistema imunológico dos vertebrados 

(BURIGHEL e CLONEY, 1997; KHALTURIN et al., 2003).  

 

  1.2.2  – Anatomia 

O corpo das ascídias é recoberto por uma epiderme denominada túnica extracelular, 

estrutura da qual deriva o nome do subfilo “Tunicata” (“tunicados”). Esta é um exoesqueleto 

dinâmico que se expande, sem ser trocado, à medida que o corpo do animal cresce, com 

função de proteção e sustentação do corpo. A túnica é percorrida por vasos sanguíneos que 

partem do corpo contendo células sanguíneas. Assim como ocorre na maior parte de 

cutículas e exoesqueletos, ela é formada por proteínas variadas e carboidratos. Além disso, 

há dentre outras, uma característica exclusiva dos tunicados que é a presença de fibras 

estruturais na túnica, composta por um tipo de celulose denominada tunicina (BARNES, 

2005). Um extremo do corpo se fixa ao substrato durante seu estágio larval e inicia sua 

metamorfose para o estágio adulto. As ascídias possuem um sifão branquial (ou inalante) 

por onde a água entra e um sifão atrial (ou exalante) por onde a água sai e, conforme são 

bombeadas pela brânquia, partículas alimentares em suspensão são aprisionadas no seu 

revestimento em uma rede de muco que, com auxílio dos cílios presentes na brânquia, 

alcançam o esôfago (Figura 1) (BARNES, 2005).  

 

Figura 1 - Representação esquemática da anatomia funcional da ascídia. As setas indicam o trajeto da corrente 

de água. Adaptado de: BARNES, 2005. 
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A quantidade de alimentos, ou seja, partículas orgânicas em suspensão na água, 

disponíveis para a alimentação das ascídias, é determinada pela quantidade de água 

transportada através de sua brânquia e pela eficiência com que tais partículas são retidas 

pelo filtro mucoso que recobre a parede interna da faringe (RANDLOV et al., 1979). 

 

             1.2.3 - Sistema Imunológico e hemócitos 

Fundamental para qualquer organismo é a capacidade de reconhecer a presença de 

substâncias estranhas por meio de seu sistema imunológico. Dois sistemas de defesa contra 

agentes infecciosos foram selecionadas ao longo da evolução: sistema imunológico inato ou 

a imunidade natural e sistema imunológico adaptativo ou imunidade adquirida. O sistema 

inato pode ser encontrado em todos os animais multicelulares, enquanto que o sistema 

adquirido é encontrado principalmente nos animais vertebrados (MANDATO, 1998; VAN DE 

BRAAK, 2002). Invertebrados têm um complexo e eficiente sistema imunológico inato, o que 

pode ser subdividido em respostas de defesa humorais e celulares. A resposta humoral está 

intimamente relacionada com a síntese de peptídeos antimicrobianos (LOWENBERGER, 

2001) e a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (BOGDAN et al., 2000). Já a 

defesa celular envolve respostas mediadas por diferentes tipos de hemócitos, células que 

circulam livremente na hemolinfa (CORREIA, 2008). Há indícios de que a resposta humoral e 

celular são bem coordenadas entre si e que provavelmente, há uma sobreposição entre elas, 

uma vez que vários fatores humorais afetam a função dos hemócitos e estes, por sua vez, 

são uma fonte importante de muitas moléculas humorais (EROLD -ERICKSON et al., 2000; 

LAVINE E STRAND, 2002) 

Nas ascídias, a hemolinfa contém vários tipos de células circulantes 

(morfologicamente distintas), incluindo: células indiferenciadas (hemoblastos ou células 

semelhantes a linfócitos), fagócitos, células citotóxicas que contém fenoloxidases, e células 

de armazenamento (GOODBODY, 1974; WRIGHT, 1981; DE LEO, 1992; BURIGHEL e CLONEY, 

1997; BALLARIN e CIMA, 2005). As células do sangue são envolvidas em muitas funções 

essenciais, tais como a imunovigilância (RAFTOS et al., 1987;, PARRINELLO et al., 1993; 

OHTAKE et al., 1994; PEDDIE e SMITH, 1994; CAMMARATA et al., 1995; DAN - SOHKAWA et 

al., 1995; BALLARIN et al., 2001; MENIN et al. , 2005; BALLARIN, 2008; MENIN e BALLARIN, 

2008), a coagulação do sangue (WRIGHT, 1981), encapsulamento de corpos estranhos 

(ANDERSON, 1971; PARRINELLO et al., 1984; PARRINELLO e PATRICOLO, 1984a), a síntese de 
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túnica (ENDEAN, 1955; SMITH, 1970; ZANIOLO, 1981), e acúmulo de metais (ENDEAN, 1953; 

GOODBODY, 1974; MILANESI e BURIGHEL, 1978 ; WRIGHT, 1981; BELL et al., 1982; SCIPPA et 

al., 1982; OLTZ et al. , 1988). 

 

             1.2.3.1 – Classificação do hemócitos 

A terminologia dos hemócitos não é uniforme. A diversidade de formas e funções 

que estas células podem realizar nas diferentes espécies, os diferentes métodos de 

preservação e observação e as divergências sobre os critérios usados para distinguir os tipos 

morfológicos dificultam as tentativas de comparação (GUPTA 1979; VAN DE BRAAK, 2002). 

Os esquemas de classificação, normalmente, levam em consideração a morfologia celular, 

uma vez que deve ser considerado que as células devem ser reconhecidas no momento da 

observação, e, em seguida podem ser diferenciadas pela sua função (DE LEO, 1992). 

A seguir podem-se observar as diferentes nomenclaturas dadas aos mesmos tipos 

celulares de acordo com a descrição de vários autores: 

1 - Célula indiferenciada (BALLARIN e CIMA, 2005), hemoblasto (MILANESI E 

BURIGHEL, 1978), linfócitos (SCHLUMPBERGER et al., 1984) e célula semelhante a linfócito 

(BALLARIN et al., 1993; RINKEVICH e RABINOWITZ, 1993). Essas células possuem 

aproximadamente 4,0-7,0 µm de diâmetro, com um grande núcleo, redondo e com 

localização central (DE LEO, 1992); 

2 -  Amebócitos hialino (BALLARIN e CIMA, 2005; SABBADIN, 1955; BALLARIN et al., 

1993) e amebócito microgranular (MILANESI e BURIGHEL, 1978; SCHLUMPBERGER et al., 

1984; RINKEVICH e RABINOWITZ, 1993). Essas células possuem aproximadamente 6-12 µm 

de comprimento, têm uma forma variável, com várias saliências citoplasmáticas 

(pseudópodes), e tem um núcleo arredondado (BALLARIN e CIMA, 2005). 

3 – Célula semelhante a macrófago, (BALLARIN e CIMA, 2005) fagócito vacuolizado 

(SABBADIN, 1955), macrófago (MILANESI e BURIGHEL, 1978; SCHLUMPBERGER et al., 1984; 

BALLARIN et al., 1993; RINKEVICH e RABINOWITZ, 1993) e célula em anel de sinete 

(SCHLUMPBERGER et al., 1984; BALLARIN, et al., 1993). Essas células possuem 

aproximadamente 9-11,5 µm de diâmetro e são caracterizadas por um único grande 

vacúolo. O citoplasma rodeia o grande vacúolo e aparece apenas como uma fina camada no 

qual o núcleo da célula encontra-se restrito a periferia da célula (NETTE et al., 2004); 
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4 – Amebócito granular (BALLARIN e CIMA, 2005; SABBADIN, 1955; SCHLUMPBERGER 

et al., 1984; BALLARIN et al., 1993) e amebócito macrogranular (MILANESI e BURIGHEL, 

1978; SCHLUMPBERGER et al., 1984; RINKEVICH e RABINOWITZ, 1993). Essas células 

possuem aproximadamente 7-10 µm de comprimento, morfologia amebóide e seu 

citoplasma contém vários vacúolos (BALLARIN e CIMA, 2005);  

5 - Célula do tipo mórula (BALLARIN e CIMA, 2005; SABBADIN, 1955; MILANESI  e 

BURIGHEL, 1978; SCHLUMPBERGER et al., 1984; RINKEVICH e RABINOWITZ, 1993). As células 

do tipo mórula possuem aproximadamente 10-15 µm com formato esferoidal e com um 

citoplasma repleto de vacúolos redondos e uniformes (BALLARIN e CIMA, 2005); 

6 – Célula pigmentar (BALLARIN e CIMA, 2005; SCHLUMPBERGER et al., 1984) e célula 

pigmentar granular (BURIGHEL et al., 1983; BALLARIN et al., 1993; RINKEVICH e 

RABINOWITZ, 1993). Essas células medem aproximadamente 9,5 µm de diâmetro, possuem 

forma de disco e são preenchidas por um pigmento laranja (NETTE et al., 2004); 

 7 – Nefrócito (BALLARIN e CIMA, 2005; (MILANESI e BURIGHEL, 1978; 

SCHLUMPBERGER et al., 1984; BALLARIN et al., 1993). Essas células possuem 

aproximadamente 10-15 µm de diâmetro, possuem vacúolos preenchidos com líquido, que 

provavelmente acumulam produtos finais do metabolismo (WRIGHT, 1981). 

8 – Célula compartimentar, esssas células possuem aproximadamente 7-9,5 µm de 

diâmetro e são caracterizadas pela presença de vários vacúolos (NETTE et al., 2004); 

 9 – Granulócito Refrátil Univacuolar (URG). Essas células são caracterizadas por um 

grande vacúolo, o qual contém a inclusão refrátil rodeada por uma borda fina do citoplasma; 

são chamados de URG para distingui-lo do outro hemócito univacuolar (célula em anel de 

sinete) que não contém essas inclusões (DE LEO, 1992; PARRINELLO et al., 1996).  

  

 1.2.3.2 – Hemócitos e óxido nítrico 

Desde a descoberta dos efeitos biológicos do óxido nítrico (NO), este foi identificado 

como um importante modulador fisiológico e uma molécula mensageira em mamíferos. 

Paralelamente a estes estudos evidências acumuladas nos últimos anos revelaram que a via 

de sinalização do NO está em todos os animais da escala filogenética, sendo encontrada 

cada vez mais em organismos mais simples, variando de Chordata até Mollusca (PALUMBO, 

2005) 
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O óxido nítrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas 

biossintetizadas (MORRIS e BILLIAR, 1994). O óxido nítrico (NO) é um gás altamente reativo 

com um tempo de vida de alguns segundos e difunde livremente através das membranas. 

Ele reage rapidamente com outras espécies de oxigênio para formar produtos estáveis como 

nitritos (NO2
-), nitratos (NO3

-) e alguns radicais altamente tóxicos como o peroxinitrito  

(OONO-) (MONCADA et al., 1991).  

A síntese do NO resulta da oxidação de um dos dois nitrogênios guanidino da L-

arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reação é catalisada pela enzima NOS 

(MARLETTA, 1993; MONCADA et al., 1991). Uma variedade de isoformas de NOS tem sido 

purificada em diferentes tecidos de mamíferos e muitas já tiveram seus genes clonados. 

Estudos bioquímicos e análise sequencial de aminoácidos revelaram que estas isoformas 

representam uma família de proteínas e, aparentemente, são produtos de três genes 

distintos. Assim, as isoformas da NOS são agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva 

(cNOS), dependente de íons cálcio (Ca++) e de calmodulina, que está envolvida na sinalização 

celular, e a NOS induzível (iNOS), produzida por macrófagos e outras células ativadas por 

citocinas (MARLETTA, 1994; MONCADA et al., 1991). A cNOS e a iNOS diferem quanto ao 

peso molecular, à forma de ativação e à capacidade de síntese de NO (MARLETTA, 1994) e já 

foram caracterizadas, purificadas e tiveram os genes clonados (BREDT e SNYDER, 1990; 

LYONS, 1992; NISHIDA, 1992). A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (nNOS), 

presente normalmente nos neurônios (BRET e SNYDER, 1989; KNOWLES et al., 1989), e a 

NOS endotelial (eNOS), presente normalmente nas células endoteliais vasculares 

(MONCADA et al., 1991) e nas plaquetas (RADOMSKI et al., 1990). As isoformas da NOS estão 

esquematizadas na figura 2. A iNOS não é expressa sob condições normais, é induzida por 

citocinas e/ou endotoxinas em uma variedade de células, incluindo-se macrófagos, linfócitos 

T, células endoteliais, miócitos, hepatócitos, condriócitos, neutrófilos e plaquetas 

(MONCADA et al., 1991). Esta isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma 

vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO que a cNOS e a produção desta continua 

indefinidamente até que a L-arginina ou os cofatores necessários para sua síntese sejam 

esgotados ou ocorra a morte celular (DUSTING e MACDONALD, 1995). A síntese de NO, 

esquematizada na figura 3 envolve duas etapas: Na primeira, ocorre a hidroxilação de um 

dos nitrogênios guanidinos da L-arginina para gerar NG-hidroxi-L-arginina (NHA), esta reação 

utiliza NADPH e oxigênio (O2). Na segunda etapa, ocorre a conversão da NHA em NO e 
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citrulina. Flavina adenina dinucleotídeo (FAD), flavina mononucleotídeo (FMN) e a 

tetraidrobiopterina (BH4) são utilizados como cofatores na reação (MARLETTA, 1994; 

MARLETTA, 1988).  

 

Figura 2 - Isoformas da NOS. Retirado de: DUSSE et al., 2003. 

Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas por análogos da arginina N-

substituídos, como a NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-Lornitina (L-NIO), NG-

amino-L-arginina (L-NAA), NG-nitro- L-arginina (L-NA) e o metil éster correspondente, o NG-

nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Estes análogos competem com a L-arginina e agem 

como inibidores estereoespecíficos da NOS (MONCADA et al., 1991; REES et al., 1990). 

Comes et al., (2007) realizaram o sequenciamento da enzima NOS da larva da ascídia 

Ciona intestinalis, onde foi encontrado um único gene para NOS e, verificou-se que o NO 

nestes animais é importante como sinalizador para a regressão da notocorda (Comes et al., 

2007). 

 

Figura 3 - Reação catalisada pela NOS Retirado de: DUSSE et al., 2003. 

 

Nos hemócitos das ascídias foi descrita a participação do NO, como modulador de 

respostas imunológicas. Em 1996, Cima et al. que quando as células sanguíneas das ascídias 

eram incubadas com levedura ocorria um aumento de nitrito no meio de cultura, sugerindo 
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que, tal como nos vertebrados (HIBBS et al., 1987), a ativação da enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) nos hemócitos ocorre no reconhecimento de células estranhas e, como 

consequência, o NO tem atividade microbicida; Em 2004, Cima et al. também, identificaram 

a produção de NO pelos hemócitos da ascídia Botryllus schlosseri e sugeriu um papel para o 

NO na morte celular em reações de citotoxicidade; Na ascídia Styela plicata a produção de 

NO não foi alterada após o estímulo com lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS), porém 

observou-se uma produção basal de NO por todos os tipos de hemócitos, embora as células 

semelhantes a linfócitos fossem as principais produtoras de NO (DE BARROS et al., 2009). Em 

relação a outros invertebrados foi demonstrado pela primeira vez no molusco Viviparus ater 

a produção de NO pelos hemócitos e o aumento da regulação desta produção por LPS 

(CONTE e OTTAVIANI, 1995). Também no molusco Mytilus galloprovincialis, Arumugam et al. 

(2000) demonstraram a produção de NO em homogeneizados de hemócitos em resposta a 

laminarina e acetato miristato de forbol (PMA) e um outro trabalho com o mesmo animal 

mostrou a produção de outro radical livre associado com a presença de NO, peroxinitrito, 

em resposta a Zymosan (TORREILLES e GUÉRIN, 1999) . 

 

1.3 - Via de Sinalização da Produção de NO  

A capacidade do sistema imunológico do hospedeiro para inicialmente reconhecer e 

responder a componentes microbianos é mediada pelo sistema imunológico inato através da 

expressão de uma família de receptores transmembranas, os receptores semelhantes a Toll 

(TLR) (MEDZHITOV et al., 1997; MEDZHITOV et al. 1998; YANG et al., 1998). Os TLRs estão 

entre os receptores de reconhecimento de padrões mais bem estudados e bem 

caracterizados, devido à sua capacidade para detectar uma variedade de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs), tais como lípidos, proteínas, lipoproteínas, e 

ácidos nucleicos (MEDZHITOV et al., 1997; MEDZHITOV et al. 1998; YANG et al., 1998). A 

ativação de TLRs por produtos microbianos leva ao envolvimento de um número 

diversificado de vias de sinalização intracelular que ditam a resposta inflamatória do 

hospedeiro (KAWAI e AKIRA, 2007; KUMAR et al., 2009 a, b). Nos mamíferos, já foram 

descritos 11 TLRs que reconhecem uma variedade de ligantes de patógenos (via de 

sinalização Toll com PKC). Porém, sabe-se que a família de genes TLR e suas vias de 
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sinalização foram bem conservadas evolutivamente tanto em vertebrados como nos 

invertebrados (HOFFMANN e REICHHART, 2002; ROACH et al.,2005). 

Dentre os TLRs, deve-se mencionar que TLR1, TLR2, TLR6, TLR4 , e TLR5 estão 

localizadas na membrana plasmática e TLR3 , TLR7 , e TLR9 não estão localizadas na 

superfície celular (AKIRA e TAKEDA, 2004). O TLR4 foi descrito como um receptor para LPS e 

essencial para gerar respostas para as bactérias gram-negativas, em que LPS é um 

componente importante da membrana externa dessas bactérias (POLTORAK et al., 1998). 

Em contraste com o papel de TLR4 na sinalização de LPS, TLR2 está envolvido no 

reconhecimento de componentes de bactérias gram-positivas. Em 1999, UNDERHILL et al. 

apontaram a correlação entre a fagocitose de macrófagos e a resposta inflamatória mediada 

pelos TLRs. Eles demonstraram que TLR2 é recrutado para os fagossomos de macrófagos, 

após o tratamento das células com as partículas de levedura como o Zymosan. Em resumo 

TLR2 e TLR4 são essenciais para o reconhecimento de componentes bacterianos diferentes, 

enquanto que TLR2 reconhece zymosan, TLR4 é necessário para sinalização de LPS (figura 4). 

 

Figura 4 - Supostos ligantes para TLRs. O TLR2 reconhece Zymosan e TLR4 reconhece LPS. (Adaptado de: 

TAKEUCHI, 2001) 

 
Os componentes específicos comuns para uma variedade de bactérias, os PAMPs, são 

ativadores potentes da resposta imunológica inata e nos mamíferos eles ativam os 

monócitos/macrófagos que desencadeiam a produção de citocinas pró- inflamatórias e 

também a produção de substâncias inflamatórias efetoras como o NO (TAKEUCHI, 2001). Do 

ponto de vista da evolução, este antigo mecanismo molecular pode ter surgido em 

invertebrados como insetos e moluscos (ARUMUGAN, 2000 a; ARUMUGAN, 2000 b; CONTE 

e OTTAVIANI, 1995; FRANCHINI, 1995).  
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O NO resultante da ativação da iNOS possui ação citotóxica e citostática, 

promovendo a destruição de microrganismos, parasitas e células tumorais (DUSSE et al., 

2003). Nas células de mamíferos a ativação e a expressão da iNOS são regulados por vias de 

transdução de sinais (RIBIÈRE et al., 2002) . Várias moléculas de sinalização como, a PKC 

(proteína quinase C), a MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno) e a JNK (c-jun-N-

terminal) estão relacionadas com a via de produção de NO e a expressão da iNOS em 

macrófagos, através da ativação fatores de transcrição, como o fator nuclear ƙappa B (NF-

ƙB) (CHEN e WANG, 1999). A figura 5 mostra algumas vias de sinalização do TLR que leva a 

ativação e translocação do NF-ƙB para o núcleo. Essas vias de sinalização da produção de NO 

têm sido pouco estudadas em modelos invertebrados. No entanto, sabe-se que no caracol 

Lymnaea stagnalis PKC e ERK estão envolvidos na sinalização para a produção de NO nos 

hemócitos estimulados com PMA ou com laminarina de Laminaria digitata (WRIGHT et al., 

2006); Na ostra da espécie Mytillus galloprovinciales foi descrito que a sinalização da PKA 

participa da regulação da NOS nos hemócitos em resposta a interleucina - 2 (NOVAS et al. , 

2004), e o nosso grupo relatou, através da técnica de imunocitoquímica, o envolvimento de 

NF-ƙB na sinalização de produção de NO pelos hemócitos  da ascídia Styela plicata (DE 

BARROS et al., 2009 ).  

 

Figura 5 - Vias de sinalização do TLR. A presença de componentes bacterianos desencadeia a ativação 

sequencial de uma sinalização em cascata que conduz à translocação de NF-kB (Adaptado de: WANG et al., 

2006). 
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1.4 – Modelo de estudo: ascídia Phallusia nigra 

A ascídia Phallusia nigra (figura 6) é uma espécie bastante conhecida por ser 

facilmente distinguida de outros organismos incrustantes, como esponjas e outros tunicados 

(DA ROCHA et al., 1999, GOODBODY, 1962, KAPLAN, 1988, VOSS, 1980). Seu corpo possui 

coloração preta-azulada ao marrom escuro com uma textura semelhante a couro (VOSS, 

1980). A descamação da camada externa e toxicidade do tecido ajudam a manter o tunicado 

limpo e protegido de outros organismos (GOODBODY, 1962). O corpo tem o formato de um 

longo tubo ou barril, envolvido por uma túnica, com dois sifões na parte superior do corpo. 

As aberturas de ambos os sifões são redondos com bordas franjadas, a água e os nutrientes 

são bombeados para dentro do corpo através do sifão branquial, enquanto que a água e 

resíduos são excretados pelo sifão atrial. (KAPLAN, 1988). 

 

Figura 6 - Ascídia Phallusia nigra. Foto: Laura Carriello Emrich, NUPEM – UFRJ  

              1.4.1 – Taxonomia P. nigra 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

Subfilo: Tunicata  

Classe: Ascidiacea  

Ordem: Phlebobranchia  

Família: Ascidiidae  

Gênero: Phallusia  

Espécie: nigra 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Nos últimos anos, o interesse no sistema imunológico dos invertebrados tem 

impulsionado estudos comparativos, evolutivos e ecológicos. Apesar desses animais 

contarem apenas com a imunidade inata, os invertebrados são capazes de respostas 

humoral complexas e mediadas por células e isso garante a sobrevivência dos indivíduos e, 

consequentemente, da espécie. Dois tipos de células principais são compartilhados por 

invertebrados: fagócitos profissionais e células citotóxicas que coordenam seus esforços 

para lidar com micróbios potencialmente patogênicos que entraram no organismo. Este 

trabalho vai se concentrar nas células sanguíneas das ascídias, que são a principal frente de 

proteção imunológica desses animais. 

Para tal, o Laboratório Integrado de Morfologia no NUPEM, vem utilizando como 

modelo de estudo a Ascídia da espécie Phallusia nigra, que por ser um animal filtrador está 

diretamente em contato com patógenos e outras substâncias presentes no ambiente 

aquático. Pretende-se entender como ocorre a resposta imunológica desses animais quando 

suas células sanguíneas (hemócitos) são estimuladas com LPS de E. coli ou Zymosan A de S. 

cerevisiae, através do biomarcador muito utilizado nesses tipos de estudos, o NO. Além 

disso, pretende-se também identificar a via de sinalização envolvida na produção de NO.  

Finalmente, este projeto é de grande importância para entendermos como ocorre a 

defesa desses organismos, que estão diretamente em contato com compostos que podem 

estar presentes nos ambientes aquáticos, e se as vias de sinalização são conservadas entre 

as espécies de invertebrados e vertebrados. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivo Geral: 

Identificar e quantificar a produção de óxido nítrico pelos hemócitos da ascídia Phallusia 

nigra. 

  

        3.1.1 - Objetivos epecíficos: 

1. Caracterização morfológica dos hemócitos da ascídia P. nigra; 

2. Quantificação da produção de NO pelos hemócitos frente a estímulos; 

3. Identificação do(s) hemócito(s) produtor(es) de NO;  

4. Identificação da via de sinalização envolvida na produção de NO pelos hemócitos da 

ascídia P. nigra. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 - Obtenção das ascídias 

 As ascídias foram coletadas no Porto do Forno, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil. 

Os animais foram levados para o biotério aquático do NUPEM e mantidos a 20°C em um 

aquário aerado com fotoperíodo, pH (8,0) e salinidade controlados (34,0 ppm). Os animais 

foram alimentados com Artêmia a cada 2 dias. Para a realização dos experimentos foram 

utilizados como n experimental, aproximadamente, 20 ascídias adultas 

 

4.2 - Isolamento dos hemócitos 

Os hemócitos foram retirados através da técnica de sangramento do sifão branquial e 

misturados em tubos contendo uma solução de anticoagulante marinho (MAC-26,3 g de 

cloreto de sódio, 18 g de glicose, 4,41 g de citrato trissódico, 2,73 g de ácido cítrico, 3,72g de 

EDTA em 1000 mL de água destilada, pH 7,0) com igual proporção de hemolinfa. Em seguida, 

a solução foi centrifugada a 2800 rpm por 5 min à 25°C para separar os hemócitos do plasma 

(Peddie e Smith, 1994). O sobrenadante foi descartado e as células foram preparadas para 

os experimentos sendo ressuspendidas em 1 mL de água do mar artificial (ASW; 420 mM 

NaCl, 9 mM KCl, 10 mM CaCl2, 24,5 mM MgCl2, 25,5 mM Mg SO4, 2,15 mM NaHCO3 e 10mM 

de tampão de Hepes, pH 8.0, esterilizada com filtro de 0.2 μm) e ajustadas para 3x106 

células/mL, com auxílio da câmara de Neubauer (De BARROS et al., 2009). 

 

4.3 - Caracterização morfológica dos hemócitos da ascídia P. nigra  

 

             4.3.1 - Microscopia de luz  

Os hemócitos foram colocados para aderir em lâminas de vidro por 30 minutos, após 

adesão os hemócitos foram fixados durante 15 minutos em 4% de parafolmaldeído 

preparado em ASW, e corados com hematoxilina e eosina (H&E) ou 1% de azul de toluidina. 

A morfologia dos hemócitos foi observada sob microscópio óptico Nikon 80i com câmera 

colorida DS-Qi1 (Nikon) acoplada, e as imagens digitais foram obtidas em 2/3 

polegadas/pixel2.  
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             4.3.2 Microscopia eletrônica  

 Os hemócitos isolados da hemolinfa das ascídias foram centrifugados, e os peletes 

contendo os hemócitos foram fixados com 2,5% de glutaraldeído em 0,1M de tampão 

cacodilato de sódio dissolvido em ASW com pH 7,6 durante 2 horas e, lavados 

posteriormente com ASW por 3 vezes durante 15 minutos à temperatura ambiente. Os 

hemócitos foram então pós-fixados em 1% de tetróxido de ósmio (OsO4) durante 30 minutos 

e desidratados através de uma série graduada de acetona até 100% e em seguida embebidos 

em resina Epoxi Epon 812 (Sigma). Após a polimerização em resina pura os cortes ultrafinos 

(70 nm) foram obtidos em um ultramicrótomo (modelo RMC-MT 600-XL) e depositados em 

grades de cobre, contrastados com 2% de acetato de uranila por 20 minutos e 1% de citrato 

de chumbo por 3 min. Os cortes foram observados ao microscópio eletrônico de transmissão 

(Jeol JEM-1011) operado a 80 kV pertencente a Plataforma de Microscopia Eletrônica Rudolf 

Barth do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz EX (De BARROS et al., 2009).  

 

4.4 - Quantificação da produção de NO, pelos hemócitos, frente a estímulos 

 

A quantificação da produção de NO foi realizada através de um indicador de 

fluorescência, diacetato de 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluororesceina (DAF-FM DA - 

Molecular Probes) importante reagente para quantificar baixas concentrações de NO em 

células vivas. Esse composto é essencialmente não fluorescente até reagir com NO para 

formar um benzotriazol fluorescente (Figura 7).  

 

Figura 7 - Esquema de reações para a detecção de óxido nítrico (NO) por DAF-FM e diacetato DAF-FM 

(Adapatado de: KOJIMA et al., 1998 a; KOJIMA et al., 1998 b). 
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Para tal, as células de pelo menos 7 ascídias, ajustadas para 3x106 células/mL , foram 

incubadas em 5 µM do DAF-FM DA durante 30 minutos no escuro (Nakatsubo et al., 1998). 

Os hemócitos foram lavados em ASW, e incubados em ASW durante 15 minutos. Após, os 

estímulos foram adicionados em concentrações de 5 µg/mL, 25 µg/mL e 50 µg/mL de LPS 

(Lipopolissacarídeo de E. coli) ou de Zymosan A (S. cerevisiae) para um volume total de 2 mL, 

variando-se também o tempo em 30, 60 e 120 minutos. Os hemócitos controle foram 

suspensos em ASW. A fluorescência produzida foi medida pelo espectrofluorímetro Varian 

Cary Eclipse calibrado para excitação a 485 nm e emissão a 520 nm.  

 

4.5 - Identificação do(s) hemócito(s) produtor (es) de NO  

 

             4.5.1 - Imunofluorescência para iNOS 

Os hemócitos isolados da hemolinfa ainda não estimulados e estimulados com 25 

µg/mL de Zymosan A ou LPS foram colocados para aderir por 30 minutos, fixados em 4% de 

paraformaldeído - em PBS (Tampão Fosfato Salino em água do mar)- por 30 minutos. Estas 

células foram incubadas com anticorpo primário contra iNOS (durante 24 horas) e anticorpo 

secundário anti- coelho Alexa Flúor 546 (Invitrogen) (De BARROS et al., 2007).  Os cortes 

foram observados ao microscópio de fluorescência Nikon 80i com câmera colorida DS-Qi1 

(Nikon) acoplada, e as imagens digitais foram obtidas em 2/3 polegadas/pixel2 . 

 

4.6 - Identificação da via de sinalização envolvida na produção de NO pelos hemócitos da 

ascídia P. nigra. 

 

            4.6.1 - L-NAME e DETA/NO 

Após o sangramento e separação dos hemócitos, as células de pelo menos três 

ascídias, anteriormente ajustadas, foram pré-incubadas, separadamente, com 1 µm do 

inibidor competitivo L-NAME (Sigma) ou com 200 mM do doador de NO DETA/NO 

(Dietilenotriamina/ Óxido nítrico) (Sigma) por 30 minutos, em seguida utilizou-se o 

composto DAF-FM DA e após 30 minutos os estímulos foram adicionados na concentração 

de 25 µg/mL de Zymosan A ou LPS, variando-se também o tempo em 30 e 60 minutos. Os 

sinais de fluorescência foram captados e medidos pelo espectrofluorímetro anteriormente 

descrito.  
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           4.6.2 - Envolvimento de proteínas quinases 

Os hemócitos isolados da hemolinfa de no mínimo seis ascídias e ajustados para 

3x106 células/mL foram pré- incubados com 1 µm dos inibidores de proteína quinase C 

(PKC), GF 1090203 (Sigma), ou proteína quinase A (PKA), H-89 (Sigma), durante 30 minutos, 

em seguida utilizou-se o composto DAF-FM DA e após 30 minutos os estímulos foram 

adicionados na concentração de 25µg/mL de Zymosan A ou de LPS, variando-se também o 

tempo em 30 e 60 minutos. Os sinais de fluorescência foram captados e medidos pelo 

espectrofluorímetro anteriormente descrito.  

 

4.6.3 - Imunofluorescência para NFĸB  

Para determinar a ativação do NF-ƙB na via de produção de NO, os hemócitos foram 

pré-incubados, durante 30 minutos, com Zymosan A ou Zymosan A com inibidor de PKA; LPS 

ou LPS com inibidor de PKC. Após, os mesmos foram lavados com ASW, colocados para 

aderir por 30 minutos e fixados em 4% de paraformaldeído em PBS-ASW durante 30 

minutos. Estas células foram incubadas com anticorpo primário anti-NFƙB p65 (Santa Cruz) 

usado na diluição 1:50, durante 24 horas, seguido de um anticorpo secundário anti- mouse 

Alexa Flúor 546 (Molecular Probes), usado na diluição 1:600. Para os controles negativos, os 

anticorpos primários foram omitidos das etapas de incubação. As lâminas foram observadas 

ao microscópio de fluorescência Nikon 80i descrito anteriormente (De BARROS et al., 2007).  

 

4.7 - Análise estatística 

 

A avaliação estatística foi baseada no teste t-Student usando o programa GraphPad 

Prism 5.00. Os valores para P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os 

níveis médios de fluorescência nas células estimuladas ou nas células inibidas foram 

comparados com as células não estimuladas e, a estas, foi atribuído o valor de 100%. 

 

4.8 - Análise da Viabilidade Celular 

 

 A análise foi realizada utilizando-se o teste de exclusão com azul de tripam. As células 

foram ajustadas para 3x106 células/mL, e utilizou-se 1:1 v/v dos hemócitos controle, dos 

hemócitos estimulados (Zymosan A ou LPS), com L-NAME, DETA/NO, inibidor da PKC ou 
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inibidor da PKA com o corante Azul de Tripam preparado a 1% com ASW nos tempos já 

descritos anteriormente. O teste se baseia em um ensaio de exclusão, em que, as células 

que se encontram coradas são as que não estão viáveis, estas foram então observadas e 

contadas em um microscópio óptico com auxílio da câmara de Neubauer (CIMA et al., 1996). 
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 - Caracterização morfológica dos hemócitos da ascídia P. nigra 

 

Para o completo entendimento da via de produção de NO, foi preciso, 

primeiramente, identificar e classificar os tipos de hemócitos presentes na hemolinfa da 

ascídia P. nigra, isso ocorre, pois na literatura não foi encontrada nenhuma descrição dos 

hemócitos dessa espécie. A classificação dos hemócitos adotada foi baseada em observações 

ultra-estruturais, em dados da literatura provenientes de outras espécies de ascídias, no 

trabalho do nosso grupo de pesquisa sobre os hemócitos da ascídia Styela plicata (De 

BARROS et al., 2009) e dados de outros invertebrados marinhos.  

Portanto, foi identificado, na hemolinfa da ascídia P. nigra, oito tipos principais de 

hemócitos: hemoblasto, célula em anel de sinete, granulócito refrátil univacuolar, célula 

compartimentar, célula do tipo mórula, nefrócito, célula pigmentar e amebócito. Estas 

podem ser observadas a seguir através das imagens obtidas por microscopia óptica (figura 8) 

e microscopia eletrônica (figura 9). 

1. Hemoblasto: esta célula mede aproximadamente 3,4 µm de diâmetro e supõe-se 

que seja a precursora dos demais hemócitos. Sob a microscopia de luz o 

citoplasma apresenta-se ligeiramente eosinofílico (figura 8 A). Através da 

microscopia eletrônica observam-se pequenos vacúolos e o núcleo eucromático 

com um ou mais nucléolos (figura 9 A). Os Hemoblastos foram o tipo de célula 

menos frequente na hemolinfa da ascídia P. nigra (1,3%). Eles possuem 

características típicas de células indiferenciadas como alta relação 

núcleo/citoplasma e nucléolos, alguns autores também os classificam como 

hemocitoblastos (De LEO et al., 1992) em Ciona intestinalis, células semelhantes 

a linfócitos (De BARROS et al., 2009) em Styela plicata e linfócitos (NETTE et al., 

1999) em Phallusia mammillata.. 

2.  Célula em anel de sinete: esta célula mede aproximadamente 4,0 µm de 

diâmetro, possui um vacúolo grande que comprime o núcleo para a periferia da 

célula, este tipo celular se encontra em aproximadamente 7,7% do total de 

células. O citoplasma se mostra fortemente eosinofílico e não se cora com Azul 
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de Toluidina (figura 8 C e D). A microscopia eletrônica revela que o grande 

vacúolo é preenchido homogeneamente com um material elétron-denso. 

Observa-se também que algumas dessas células possuem seu citoplasma dividido 

em dois grandes vacúolos, e por isso podem ser chamadas de células 

bivacuoladas (NETTE et al., 2004) (figura 9 B). Alguns autores descrevem que a 

célula em anel de sinete pode ser um dos intermediários para a formação da 

célula do tipo mórula (NETTE et al., 1999; NETTE et al., 2004)  

3. Célula compartimentar: mede aproximadamente 7,65 µm de diâmetro. São 

células grandes e esféricas (figura 8 E e F), possuem um ou mais vacúolos, que 

ocupam quase toda a célula, contendo um material-elétron-denso (figura 9 C e 

D). São encontradas aproximadamente em 10,6% do total de células. A célula 

compartimentar também pode ser um intermediário da formação da célula do 

tipo mórula (NETTE et al., 1999; NETTE et al., 2004) 

4. Granulócito refrátil univacuolar: apresenta aproximadamente 6,1 µm de 

diâmetro, núcleo excêntrico e um único vacúolo que ocupa todo o citoplasma. Se 

assemelha com a célula em anel de sinete, porém o granulócito refrátil 

univacuolar é maior. Além disso, o único grande vacúolo foi fortemente corado 

com Azul de Toluidina (figura 8 H), ao contrário da célula em anel de sinete. A 

microscopia eletrônica mostra que o material dentro do vacúolo se encontra em 

forma de flocos (figura 9 E). Esse tipo celular representa 2,7% do total de células. 

5. Célula do tipo mórula: o segundo tipo celular mais encontrado na hemolinfa da 

ascídia P. nigra (26,0%). Apresenta aproximadamente 9,5 µm de diâmetro, possui 

formato arredondado e contém diversos vacúolos no citoplasma (figura 8 I e J). 

Cada vacúolo mede aproximadamente 1,98 m de diâmetro e alguns 

apresentaram uma coloração esverdeada pelo corante azul de toluidina (figura 8 

J). À microscopia eletrônica foi observado que os vacúolos estavam cheios com 

um material elétron-denso na periferia e na parte central com um material 

eletronluscente (possivelmente devido ao plano de secção), quando comparado 

com a periferia (figura 9 F). As células do tipo mórula podem ser capazes de 

ativar o sistema enzimático fenoloxidase (CAMMARATA et al., 1997) e de 

produzir NO por células do tipo mórula após um estímulo com citocinas (CIMA et 

al., 2004).  
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6. Célula pigmentar: mede aproximadamente 4,5 µm de diâmetro, quando 

observada ao microscópio óptico apresenta um pigmento de cor alaranjada 

dentro dos vacúolos (figura 8 K e L). A microscopia eletrônica revelou que os 

vacúolos são preenchidos com material filamentoso, quando os filamentos foram 

seccionados, eles se mostraram semelhantes a microtúbulos, inclusive no seu 

diâmetro (25 nm) (figura 9 G e H). Sabe-se que os microtúbulos são importantes 

para mobilizar pigmentos, definindo os percursos ao longo dos quais as partículas 

se movem (FAWCETT, 1981). Esse tipo celular representa aproximadamente 

16,0% do total de células. 

7. Nefrócito: esta célula mede aproximadamente 7,1 µm de diâmetro e uma 

morfologia parecida a uma esfera (figura 8 M e N). Este tipo de célula possui 

vacúolos cheios de líquido com fragmentos de material elétron-denso (figura 9 I). 

Também foi descrito nos nefrócitos de Botryllus Schlosseri grandes vacúolos e 

formas geométricas (De LEO, 1992). Além disso, Wright (1981), descreveu nos 

nefrócitos de ascídias alguns enormes vacúolos cheios de líquido, como 

encontrado nos hemócitos da P. nigra. Este autor afirma que esses vacúolos 

estavam aptos para acumular os produtos finais do metabolismo, e esta foi a 

razão pela qual estas células foram nomeadas de nefrócitos. Essas células 

representam aproximadamente 4,0% do total de células. 

8. Amebócito: mede aproximadamente 11,6 µm de diâmetro, possui morfologia 

bastante variável, devido à presença de um ou mais pseudópodes, pode 

apresentar alguns vacúolos e grânulos no seu citoplasma. Esses grânulos, de 

diferentes tamanhos, foram corados por azul de toluidina e H & E (figura 8 O e P). 

Através da microscopia eletrônica verificou-se que esse tipo de célula tem em seu 

citoplasma o que parecem algumas mitocôndrias (figura 9 J). Nette et al., (2004) 

classificou os amebócitos em três tipos: amebócito hialino, amebócito vacuolado 

e amebócito granular. As células mais abundantes na hemolinfa foram os 

amebócitos (31,7%). 
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Figura 8 - Micrografia dos Hemócitos corados com Hematoxilina & Eosina (A, C, E, G, I, K, M, O) e Azul de 
Toluidina (B, D, F, H, J, L, N, P). Fig. A e B Hemoblasto (3,4µm); C e D Célula em anel de sinete (4,0 µm); E e F 
Célula compartimentar (7,65 µm); G e H Granulócito refrátil univacuolar (6,1 µm); I e J células do tipo mórula 
(9,5 µm); K e L Célula pigmentar (4,5 µm); M e N nefrócito (7,1µm) e O e P Amebócito (11,6 µm). Barra de 
escala:    10 µm. 
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Figura 9 - Ultraestrutura dos hemócitos da ascídia Phallusia nigra A) Hemoblasto; B) Célula em anel de sinete; 
C) Célula compartimentar; D) Maior aumento da célula compartimentar; E) Granulócito refrátil univacuolar; F) 
Célula do tipo Morula; G) Célula pigmentar; H) Célula Pigmentar; Inserto: Microtúbulos; I) Nefrócito; J) 
Amebócito. Barra de escala: 1µm. 
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5.2 - Quantificação da produção de NO pelos hemócitos frente a estímulos 

 

 Os hemócitos da ascídia P. nigra foram capazes de produzir NO, quando estimulados 

com Zymosan A e LPS, essa produção foi quantificada utilizando o marcador celular 

Diacetato DAF-FM. Os valores são mostrados em porcentagem em relação ao controle 

(100%). 

A incubação das células com 5 µg/mL de Zymosan A durante 30 minutos foi capaz de 

induzir uma resposta significativa com um aumento para 132,14 ± 9,97% quando comparado 

ao controle (P = 0,0073). No tempo de 60 minutos com 5 µg/mL e 25 µg/mL de Zymosan A 

houve um aumento da produção de NO para 127,00 ± 8,37 % (P = 0,0073) e 140,00 ± 12,09% 

(P = 0,0062), respectivamente, em relação ao controle. Além disso, depois de 120 minutos 

nas concentrações de 5 µg/mL e 25 µg/mL de Zymosan A, o aumento da produção de NO foi 

para 107,42 ± 2,84 % (P = 0,022) e 123,28 ± 7,48 % (P = 0,009), respectivamente (figura 10). 
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Figura 10 - Produção de NO pelos hemócitos da ascídia P. nigra incubados com várias concentrações de 

Zymosan A durante 120 minutos. 

 

Na exposição ao LPS foi observado que a produção de NO aumentou em todos os 

tempos e concentrações testadas. O maior aumento foi observado aos 30 minutos e na 

concentração de 50 µg/mL de LPS que foi para 258 ± 70,35 % (P = 0,044). Aos 60 minutos, 

houve uma diminuição da produção de NO, em relação ao tempo de 30 minutos, porém foi 

observada uma resposta estatisticamente significativa com a dose de 50 µg/mL que 

aumentou para 236,3 ± 52,51 % (P = 0,023). Quando comparados os dois estímulos a figura 

11 mostra que o LPS induziu uma maior produção de NO do que Zymosan A. 
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Figura 11 - Produção de NO pelos hemócitos da ascídia P. nigra incubados com várias concentrações de LPS 

durante 120 minutos. 

 

O NO é um gás produzido pela oxidação da L- arginina a L-citrulina, mediada pela 

enzima NOS (BREDT e SNYDER, 1989). Nos mamíferos, o NO está relacionado com funções 

múltiplas, tais como sinalização intra e intercelular, neurotransmissão, vasodilatação e 

defesa (GARTHWAITE et al., 1988; MONCADA et al., 1991). Em invertebrados marinhos, NO é 

também relacionado com diversas funções, incluindo a defesa (STEFANO e OTTAVIANI, 2002; 

TAFALLA et al., 2003; CIMA et al., 2004; PALUMBO, 2005).  Muitos estudos foram realizados 

em modelos de invertebrados utilizando Zymosan A, LPS ou outros materiais solúveis ou em 

partículas que estimulam a produção de NO pelas células do sangue (TAFALLA et al., 2003; 

WRIGHT et al., 2006; DE BARROS et al., 2009), como por exemplo, no molusco Ruditapes 

decussatus (TAFALLA et al., 2003), e na ascídia Styela plicata (De BARROS et al., 2009).  Nós 

demonstramos que os hemócitos da ascídia P. nigra produziram NO quando estimulados 

com Zymosan A e LPS, podendo ser caracterizado como um sistema de defesa desses 

animais. Além disso, observamos que Zymosan A e LPS provocaram respostas diferenciadas 

nos hemócitos da P. nigra, isso devido às características próprias de cada molécula e as 

respostas que elas podem desencadear, esses resultados sugerem o envolvimento de duas 

vias de sinalização diferentes para a produção de NO pelas células sanguíneas de P. nigra. 
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5.3 - Identificação do(s) hemócito(s) produtor(es) de NO 

 

 Através da reação de imunofluorescência, com anticorpo contra a enzima iNOS, foi 

possível identificar algumas células envolvidas na produção de NO: células em anel de sinete 

(A), granulócito refrátil univacuolar (G), e células do tipo mórula (M) (Figura 12 e 13). 

 

Figura 12 - Imunofluorescência com anticorpo contra iNOS nos hemócitos da ascídia Phallusia nigra. A, C) 

Controle sem o anticorpo primário, B, D) Hemócitos marcados para iNOS, em coloração vermelha, e a 
marcação nuclear (DAPI) em coloração azul. Barras de escala: A, B) 50µm; C, D), 20 µm. 

 

 

Figura 13 - Imunofluorescência para NOS. Célula do tipo Mórula. a) Sem estímulo; b) Estimulada com LPS; c) 
Estimulada com Zymosan A. Marcação azul: DAPI; Marcação vermelha: anti-iNOS. Barra de escala: 5 µm. 
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5.4 - Identificação da via de sinalização envolvida na produção de NO pelos hemócitos da    

ascídia P. nigra. 

 

             5.4.1- L-NAME e DETA/NO 

A fim de verificar a via de sinalização envolvida na produção de NO, utilizou-se o 

composto L-NAME, que compete com o substrato L-arginina pelo sítio ativo da enzima NOS. 

Após a incubação observou-se uma diminuição significativa da produção de NO, nos tempos 

de 30 e 60 minutos, nos hemócitos estimulados com Zymosan A ou LPS. Quando hemócitos 

foram incubados com 1 mM de L- NAME e os resultados comparados com o controle (sem 

Zymozan A) observou-se uma diminuição significativa para 13,88 ± 23,9 % em 30 minutos e 

para 18,88 ± 18,38 % em 60 minutos (figura 14).  
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Figura 14 - Efeitos da inibição da enzima NOS, pelo composto L-NAME, nos hemócitos da ascídia P. nigra 

estimulados com Zymosan A 

 

Quando os hemócitos foram incubados com 1mM de L-NAME e 25 µg/mL de LPS, 

observou-se decréscimo de fluorescência do DAF -FM para 72,33 ± 30,90% em comparação 

com os hemócitos estimulados apenas com LPS no tempo de 30 minutos. Quando se 

comparou a fluorescência do DAF -FM dos hemócitos incubados com L-NAME apenas com o 

controle foi observada uma diminuição para 13,88 % ± 23,98 % e para 18,88 ± 18,38 % em 30 

min e 60 min, respectivamente (figura 15).  

A partir dos resultados apresentados, pode-se perceber que o L-NAME inibiu a 

produção de NO para níveis abaixo da linha basal de produção. Isso confirma que a enzima 
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NOS foi ativada e que o NO pode ser a molécula de defesa produzida pelos hemócitos da P. 

nigra após a exposição ao Zymosan A e LPS. 
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Figura 15 - Efeitos da inibição da enzima NOS, pelo composto L-NAME, nos hemócitos da ascídia P. nigra 

estimulados com LPS. 

 

Para determinar os efeitos do NO exógeno foi utilizado um doador de NO, o 

DETA/NO, para tal, os hemócitos foram incubados com 200 mM de DETA/NO e a produção 

de NO foi quantificada através do espectrofluorímetro. A produção de NO aumentou nos 

hemócitos estimulados com Zymosan A e LPS. Os hemócitos estimulados com Zymosan A e 

pré-incubadas com DETA/NO tiveram a produção de NO aumentada para 332,5 ± 122,2 % e 

324,0 ± 127,2 % nos tempos de 30 e 60 minutos, respectivamente (figura 16), mas não de 

forma significativa quando comparado com o controle. O mesmo resultado foi observado 

quando hemócitos não foram estimuladas com Zymosan A, mas pré-incubados com 

DETA/NO (figura 16). 
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Figura 16 - Efeitos do NO exógeno na produção de NO nos hemócitos da P. nigra estimulados com Zymosan A. 
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Quando os hemócitos foram estimulados com LPS e pré-incubados com DETA/NO a 

produção de NO aumentou para 617,7 ± 200,7 % e 396,0 ± 193,3 % nos tempos de 30 e 60 

minutos, respectivamente, quando comparado com o controle (figura 17), porém esses 

resultados não foram estatisticamente significativos. 
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Figura 17 - Efeitos do NO exógeno na produção de NO nos hemócitos da P. nigra estimulados com LPS. 

 

5.4.2- Envolvimento de proteínas quinases 

As proteínas quinase A e C podem estar relacionadas com a via de sinalização da 

produção de NO nos hemócitos das ascídias P. nigra. Por esse motivo, nesse estudo foi 

observado o efeito da inibição dessas proteínas na produção de NO. O inibidor de PKC, 

GF109203X, a 1 µM inibiu significativamente a produção de NO nos hemócitos estimulados 

com 25 µg/mL de Zymosan A após os tempos de 30 e 60 minutos (figura 18). O inibidor de 

PKC diminuiu a produção de NO para 50,67 ± 11,57 % em 30 minutos (p = 0,0055) e 47,67 ± 

4,09 %, em 60 minutos (p = 0,012). 
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Figura 18 - Efeitos da inibição da PKC, sobre a produção de NO, nos hemócitos da ascídia P. nigra estimulados 

com Zymosan A. 

 

 A incubação de 1 µM do mesmo inibidor nos hemócitos estimulados com 25 µg/mL 

de LPS diminuiu a produção de NO para 4,33 ± 13,30% (p = 0,0024) aos 30 min. Após 60 

minutos, a redução foi ainda mais proeminente, mas não significativa (figura 19). 
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Figura 19 - Efeitos da inibição da PKC, sobre a produção de NO, nos hemócitos da ascídia P. nigra estimulados 

com LPS. 

 

O inibidor de PKA, H-89, inibiu a produção de NO nos hemócitos estimulados com 

Zymosan A ou LPS. Observou-se uma redução da produção de NO nos tempos de 30 e 60 

minutos após a utilização de 1 µM de H-89. Após 30 minutos, a redução foi para 22,67 ± 
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13,86% e após 60 minutos para 10,0 ± 21,22%, nos hemócitos estimulados com 25 µg/mL de 

Zymosan A (figura 20). 
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Figura 20 - Efeitos da inibição da PKA, sobre a produção de NO, nos hemócitos da P. nigra estimulados com 

Zymosan A. 

 

 Quando o estímulo utilizado foi de 25 µg/mL de LPS, o inibidor de PKA, H-89, reduziu 

a produção de NO para 3,33 ± 32,89% (p = 0,016) em 30 minutos. NO tempo de 60 minutos 

houve a redução da produção de NO nos hemócitos incubados com LPS e o inibidor, porém 

não foi estatisticamente significativa (figura 21). 
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Figura 21 - Efeitos da inibição da PKA, sobre a produção de NO, nos hemócitos da P. nigra estimulados com 

LPS. 

Na resposta imune inata de mamíferos, o papel da PKC tem sido muito estudado, e 

nos macrófagos essa enzima regula vários processos como adesão e difusão celular (CLARKE 
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e BRUGGE, 1995), fagocitose (ALLEN e ADEREM, 1995), e a produção de intermediários 

reativos de oxigênio ou nitrogênio (LARSEN et al., 2000; CASTRILLO et al., 2001). Quando os 

hemócitos do caracol Lymnaea stagnalis foram tratados com a laminarina (Laminaria 

digitata) ou PMA (Forbol 12-Miristato 13-Acetato) as moléculas envolvidas na geração de 

NO foram PKC e ERK (WRIGTH et al., 2006) e quando foram tratados com LPS houve o 

envolvimento da PKC (WALKER e PLOWS, 2003). Por outro lado nos mexilhões M. 

galloprovincialis a PKA era a enzima relacionada com a produção de NO quando hemócitos 

foram estimulados com Interleucina-2 (NOVAS et al., 2004). Em P. nigra o inibidor de PKC, 

GF109203X, e o inibidor de PKA, H -89, afetaram significativamente a produção de NO. Este 

fato sugere que ambas as proteínas quinases estão envolvidas na via de sinalização da 

produção de NO por células sanguíneas de P. nigra. Nossos dados sugerem que, quando os 

hemócitos foram estimulados com LPS, a via de sinalização da PKC foi mais inibida do que a 

via da PKA. No entanto, não podemos descartar a influência de H -89, o inibidor de PKA, 

sobre a produção de NO quando os hemócitos foram estimulados com LPS. Além disso, o H- 

89 inibiu quatro vezes mais do que o inibidor de PKC 60 minutos após as células sanguíneas 

terem sido estimuladas com Zymosan A. 

 

 5.4.1 - Imunofluorescência para NF-ƙB 

Através da imunofluorescência, pode-se observar que, quando comparados com o 

controle, Zymosan A e LPS foram capazes de ativar a via de sinalização de NF-ƙB para 

produzir NO (figura 22). A marcação foi observada no citoplasma e no núcleo, o que indica 

que esta molécula foi ativada quando os estímulos foram utilizados (figura 22 C e E). No 

entanto, quando um inibidor de PKC foi utilizado nos hemócitos estimulados com LPS, a 

marcação nuclear e citoplasmática de NF-ƙB diminuiu (figura 22 D). Quando hemócitos 

foram incubadas com Zymosan A e o inibidor de PKA, foram observados os mesmos efeitos, 

em que o núcleo e o citoplasma foram menos marcados (figura 22 F), esses resultados 

confirmam os dados obtidos em experiências anteriores, mostrando que é possível, 

dependendo da molécula estimulante NFkB e PKC ou PKA estar envolvidos na via da 

produção de NO.  
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Figura 22 – Imunofluorescência com anticorpo anti- NFkB nos hemócitos da ascídia Phallusia nigra. (A) Controle 

negativo; (B) Controle positivo sem estímulo de LPS ou Zymosan A; (C) Estimulado com LPS; (D) Inibidor de PCK 

e estimulado com LPS, (E) Estimulado com Zymosan A; (F) Inibidor de PKA e estimulado com Zymosan A. Barra 

de escala: 10 µm. 
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Sabe-se que a via de sinalização TLR é a linha de frente do sistema contra 

microrganismos invasores, tanto na imunidade inata e adaptativa (IWASAKI e MEDZHITOV, 

2004). Eles são ativados rapidamente pela maioria dos patógenos após encontro com o 

hospedeiro, e com LPS e Zymosan (HAJISHENGALLIS e LAMBRIS, 2010). Por exemplo, o TLR4 

é descrito como receptor para LPS (POLTORAK et al., 1998) e o TLR2 está provavelmente 

envolvido na sinalização induzida por Zymosan (TAKEUCHI, 2001). A família de genes TLR e 

suas vias estão bem conservadas evolutivamente nos invertebrados e vertebrados 

(HOFFMANN e REICHHART, 2002; ROACH et al., 2005). Pode-se verificar que essas vias 

muitas vezes culminam na ativação do fator de transcrição NF-ƙB, como, por exemplo, em 

Drosophila, em que duas vias de sinalização do sistema imunológico independentes levam à 

ativação do NF- ƙB. Uma via responde essencialmente à infecção fúngica e bacteriana Gram- 

positiva, enquanto que a outra responde ao LPS ou a infecções por bactérias Gram- 

negativas (LEMAITRE et al., 1996, LEMAITRE et al., 1997). Nessas situações em que o NF-ƙB 

está ativo, ele é translocado para o núcleo, e inicia a transcrição de citocinas inflamatórias 

(GHOSH et al., 1998). Além disso, em experiências com o crustáceo Carcinoscospius 

rotundicauda a expressão de iNOS foi induzida após infecção por Pseudomonas auriginosa, e 

quando as células foram tratadas com inibidores específicos de NF-ƙB foi observada uma 

redução da expressão de mRNA de iNOS (WANG et al., 2006). Este pode ser o caso dos 

hemócitos da P. nigra em relação a via de sinalização que conduz a ativação do NF-ƙB após 

estímulo com Zymosan A ou LPS. Portanto, pode-se sugerir um envolvimento do NF-ƙB e, 

além disso, o envolvimento das proteínas quinases A e C para culminar na produção de NO. 
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5.5 - Análise da Viabilidade Celular 

 

Tabela 1 - Análise da viabilidade celular. Valores em porcentagem mostram as células viáveis. 

Compostos incubados 
Tempo de Exposição 

30 minutos 60 minutos 120 minutos 

Zymosan A 5 µg/mL 98,5 % 97,5 % 96,5 % 

Zymosan A 25 µg/mL 98,0 % 97,0 % 93,5 % 

Zymosan A 50 µg/mL 97,5 % 96,5 % 92,5 % 

LPS 5 µg/mL 99,5 % 98,5 % 97,5 % 

LPS 25 µg/mL 97,5 % 98,0 % 93,5 % 

LPS 50 µg/mL 97,5 % 96,5 % 91,5 % 

Zymosan A + L-NAME 95,5 % 93,0 % - 

LPS + L-NAME 95,5 % 94,5 % - 

Zymosan A + DETA/NO 97,0 % 95,0 % - 

LPS + DETA/NO 95,0 % 94,5 % - 

Zymosan A + GF 109203X 96,5 % 95,5 % - 

LPS + GF 109203X 95,5 % 95,5 % - 

Zymosan A + H-89 97,0 % 97,0 % - 

LPS + H-89 97,0 % 95,5 % - 

  

Ao incubar os hemócitos com Zymosan A ou LPS, pode-se perceber que os valores em 

porcentagem de viabilidade celular só começaram a diminuir com as concentrações maiores 

do estímulo utilizado e também no tempo de 120 minutos, porém todos esses valores 

ficaram acima de 91,5%, portanto, pode-se dizer que a grande maioria das células se 

encontraram viáveis (tabela 1). E, que uma dose-resposta não foi tão evidente nos gráficos 

devido ao aumento de morte nas maiores concentrações de Zymosan A e LPS.  

Quando foram utilizados o inibidor competitivo da enzima NOS (L-NAME) e os 

inibidores das proteínas quinases A e C (H-89 e GF 109203X, respectivamente), o teste de 

viabilidade celular evidenciou que a produção de NO diminuiu devido a inibição promovida 

pela droga e não devido a morte celular. Observando os gráficos temos a evidência de que 

nenhum dos inibidores causou a morte dos hemócitos, já que a maior parte das células 

permaneceram viáveis após os 60 minutos de incubação. Portanto, pode-se entender que 

realmente a produção de NO foi diminuída devido a inibição tanto da enzima NOS como das 

vias das proteínas quinases A e C. O que sugere mais uma vez que estas moléculas fazem 

parte da via de sinalização da produção de NO. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Em conclusão, os dados apresentados nesse trabalho indicam que os invertebrados 

marinhos, como as ascídias, possuem uma resposta imunológica evidenciada e quantificada 

através da produção de NO frente a compostos presentes na parede celular de patógenos 

como o LPS e o Zymosan A. Também foi possível, através deste estudo aumentar nossos 

conhecimentos sobre a biologia celular dos hemócitos da ascídia P. nigra, anteriormente 

nunca descritos.  

Além disso, os resultados mostram que os estímulos utilizados foram capazes de 

induzir a produção de NO pelos hemócitos e que essa produção pode estar relacionada com 

as vias de sinalização das proteínas quinases A e C, nas quais a via da PKC ocorre 

principalmente em resposta ao LPS e da PKA principalmente em resposta ao Zymosan A. E, 

que a ativação dessas vias culmina na translocação do NF- ƙB da região citoplasmática para o 

núcleo, o que indica a sua ativação. Portanto pode-se concluir que PKC, PKA e NF- ƙB 

desempenham um importante papel na ativação e subsequente produção de NO pela 

enzima NOS na ascídia P. nigra.  

Por fim, sabe-se que o NO é, geralmente, considerado como uma molécula ancestral 

de defesa e os nossos resultados sugerem que os controles intracelulares que regulam a 

atividade das isoformas da NOS, nos vertebrados, pode ter se desenvolvido a partir de 

mecanismos regulatórios baseados em sinais celulares que originalmente se desenvolveram 

nos invertebrados. 
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