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RESUMO

Celomdcitos sdo células do fluido celomico de equinodermos responsaveis pela
imunidade inata, sendo constituidas por quatro subpopulacfes: fagécitos; células vibrateis;
esferuldcitos vermelhos; e esferuldcitos incolores. Os fagdcitos estdo envolvidos nos
mecanismos de migracéo celular e fagocitose. O objetivo do presente trabalho foi investigar a
capacidade fagocitica de celomdcitos de ourigos-do-mar Echinometra lucunter (Linnaeus,
1758) submetidos a estresse salino. Os animais foram coletados na costa de Jodo Pessoa
(Paraiba/Brasil) aclimatados por uma semana, sob constante fluxo de ar, a 25°C e 35%o e
posteriormente submetidos ao estresse salino: 25%. (hipossalino) ou 45%. (hipersalino), por
até 48 horas. Os ensaios de fagocitose foram realizados 1, 6, 24 e 48 horas ap0s o inicio do
estresse. O fluido celdomico foi obtido atraves de puncdo na membrana peristomial, utilizando
uma seringa contendo ISO-EDTA. A capacidade fagocitica foi avaliada com base na
fagocitose de leveduras ou microesferas. Nos ensaios de fagocitose de leveduras, as mesmas
(1 x 107 células/mL) foram adicionadas & suspenséo celular (5 x 10° células/mL) e incubadas
por até 2h, e a analise realizada sob microscopia 6ptica comum. Para 0s ensaios de fagocitose,
microesferas de Fluoresbrite® Yellow Green foram adicionadas a suspensdo celular e a
capacidade fagocitica analisada por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia. A
capacidade fagocitica de celomdcitos incubados com leveduras variou de 25,7 + 1,1 a 35,73 =
1,57%, uma e duas horas de incubacdo, respectivamente. O percentual de células fagociticas
foi maior nos ensaios com as microesferas fluorescentes, que apresentaram 58,3 + 5,23% das
células realizando fagocitose a uma hora de incubacdo. O animais submetidos a estresse
hipossalino por 48 horas apresentaram um aumento na capacidade fagocitica de 33,08 *
4,19% para 47,08 £ 4,35% , contrastando com 0s animais submetidos a estresse hipersalino
que apresentaram uma diminuicdo de 51,71 + 5,11% para 26,79 + 3,35%, na capacidade
fagocitica para o0 mesmo periodo. A concentracdo celular populacional de esferulécitos
aumentou em ambas situacfes de estresses, e a concentracdo celular total aumentou apenas
em animais submetidos a estresse hipersalino de 1 a 48 horas. Os nossos dados demostraram
que o estresse salino afeta a capacidade fagocitica de celomdécitos de ourico-do-mar E.

lucunter em estresse crénico.

Palavras-chave: celomdcitos; fagocitose; estresse salino.



ABSTRACT

Coelomocytes are cells from the coelomic fluid of echinoderms responsible for the innate
immunity, being constituted by four subpopulations: fagocytes; vibratile cells; red
spherulocytes; and colorless spherulocytes. The aim of the present study was to investigate
phagocytosis and cellular population profile of coelomocytes from the sea urchin
Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) submitted to salinity stress. Animals were collected at
the Jodo Pessoa (Paraiba/Brasil) coast and acclimated for one week, under constant air flow,
at 25°C e 35%o0 and posteriorly subjected to saline stress: 25%o (hyposaline) or 45%o
(hypersaline), for until 48 hours. Phagocytosis assays were performed 1, 6, 24 and 48 hours
after the beginning of the stress. The coelomic fluid was obtained through the puncturing of
the peristomial membrane, using a syringe containing ISO-EDTA. The phagocytic capacity
was evaluated based on the phagocytosis of yeasts and microspheres. In the yeasts
phagocytosis assays, those (1 x 107 cells/mL) were added to cellular suspension (5 x 10°
cells/mL) and incubated to until 2 hours, and the analysis performed under optic microscopy.
To the phagocytosis assays, Fluoresbrite® Yellow Green microspheres were added to the
cellular suspension and the phagocytic capacity analyzed by flow cytometry and fluorescence
microscopy. The phagocytic capacity of coelomocytes incubated with yeasts ranged from 25,7
+ 1,1 to 35,73 £ 1,57%, one and two hours of incubation, respectively. The percentage of
phagocytic cells was higher in the assays with the fluorescent microspheres, which presented
58,3 + 5,23% of the cells performing phagocytosis to an hour of incubation. The animals
subjected to hyposaline stress for 48 hours presented an increase in the phagocytic capacity
from 33,08 + 4,19% to 47,08 + 4,35%, contrasting with the animals subjected to a hypersaline
stress that presented a decrease from 51,71 + 5,11% to 26,79 + 3,35%, in the phagocytic
capacity for the same period. The cellular concentration of population spherulocytes has
increased in both stress situations, and the total cellular concentration has increased only in
animals subjected to hypersaline stress from 1 to 48 hours. Our data demonstrated that the
saline stress affects the phagocytic capacity of E. lucunter sea urchin coelomocytes under

chronic stress.

Keywords: coelomocytes; phagocytosis; saline stress.
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1. Introducéo

A ideia da existéncia de um sistema imune foi impulsionada quando Pasteur e Koch
propuseram “’the germ theory of disease’’. A partir de entdo, diversos pesquisadores se
dedicaram ao estudo da patogenicidade dos microrganismos. No entanto, a imunidade foi
primeiramente descrita em 1882, no classico trabalho de Elie Metchnikoff, e anunciada a
partir da teoria celular da imunidade em 1884, onde este observou, pela primeira vez, o
fendmeno da fagocitose. Os achados de Metchinikoff foram publicados pelo Instituto Pasteur,
no ano de 1891, no livro ’Lectures on the comparative pathology of inflammation’’, onde o
autor discorre sobre patologia e inflamacdo. AplGs observar que um dos tracos mais
caracteristicos entre organismos distintos era 0 seu sistema imune, Metchinikoff passou a
estudar esse sistema em invertebrados marinhos, quando descreveu mecanismos efetores de
eliminacdo de antigenos e cunhou o termo fagocito (do grego fagos, que significa comer e
kytos, que significa célula), denominando, assim, as células com a capacidade de eliminar o
ndo proprio. Metchnikoff demonstrou esse mecanismo através de um experimento onde
inseriu pequenos espinhos em uma larva de estrela-do-mar e observou que algumas células
migravam para o local, engolfando tais particulas (TAN; DEE, 2009, TAUBER, 2003). Logo
depois, ele observou a resposta de fagdcitos de uma pulga de agua (Daphnia) contra uma
infeccdo natural com levedura (KAUFMANN, 2008). Assim, os conceitos de defesa imune
inata do hospedeiro por mecanismos celulares, tais como o recrutamento de fagdcitos durante
a inflamacdo aguda e cronica e a propria fagocitose, foram vigorosamente promovidos por
Metchnikoff (GORDON, 2008). Em 1908, Metchnikoff, juntamente com Paul Erhlich,
ganhou o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina.

Atualmente tem-se o conhecimento de que a imunidade consiste em uma reacdo contra
substancias ndo proéprias, incluindo células, macromoléculas - tais como proteinas e
polissacarideos - e substancias quimicas que podem ser reconhecidas como elementos
estranhos ao organismo. O sistema imune adaptativo apresenta uma resposta imune mais
rapida e mais eficiente em invas@es recorrentes, 0 que ocorre gracas a uma vasta variedade de
tipos celulares e de receptores de antigenos, além da producdo de anticorpos com
especificidade de ligacdo ao antigeno. Porém, antes da evolucdo para um sistema imune
adaptativo, mecanismos inatos de autodefesa foram adquiridos. A estratégia basica da
imunidade inata é que o organismo produza, constitutivamente, receptores genéricos que
reconhegcam padrées conservados em diferentes patdgenos, sendo assim capazes de

desencadear uma resposta que limita a invasdo do patogeno (COOPER; ALDER, 2006). Essas
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moléculas alvo sdo componentes indispensaveis dos microrganismos e, por isso, ndo sdo
facilmente alteradas por mutacdo e selecdo. O reconhecimento e resposta imune ocorrem para
que a interdicdo da infeccdo seja possivel antes que os microrganismos possam proliferar,
disseminar e dominar o hospedeiro (BEUTLER, 2004). Assim, a base da imunidade inata é a
diferenciacdo entre o préprio e o ndo proprio a partir do reconhecimento de padrbes
conservados em patdgenos.

Os organismos invertebrados desenvolveram uma variedade de reacGes imunoldgicas
contra agentes externos. Diferente dos vertebrados, os invertebrados apresentam uma resposta
imune inata, ndo adaptativa, ndo clonal e ndo antecipatéria. Os mecanismos de defesa
comuns, usados pela maioria dos invertebrados para proteger-se contra os agentes infecciosos,
s8o a sintese e secre¢do de proteinas com atividade antibacteriana e antiflngica, a aglutinacéo
e formacdo de nddulos, o encapsulamento de particulas estranhas, e a fagocitose (TAHSEEN,
2009). Em relacdo aos metazoarios, a imunidade adaptativa esta presente apenas em Agnatos
e Gnatostomados, ja a imunidade inata é compartilhada entre esses organismos e em grupos
que tem o seu sistema imune composto exclusivamente por mecanismos inatos de defesa
como o0s Cnidarios, Artropodes, Nematodeos, Moluscos, Anelideos, Equinodermos,
Urocordados e Cefalocordados (COOPER; ALDER, 2006). Tendo em vista a sua
proximidade filogenética com os Cordados, tem-se proposto que 0os mecanismos efetores da
imunidade inata de equinodermos, com destaque para 0s ouricos-do-mar, sejam conservados
em organismos superiores. O ourico-do-mar tem uma alta diversidade de receptores
envolvidos na imunidade inata em relacdo a outras espécies de animais ja caracterizados.
Nestes organismos, a resposta imune é dividida em humoral (mediada por moléculas
presentes nos fluidos corporais) e celular (mediada por células). O sequenciamento gendmico
do ourico-do-mar Strongylocentrotus purpuratus demonstrou que estes animais possuem um
sistema imune bastante diversificado e mediado por um repertorio surpreendente de proteinas
de reconhecimento inato de patégenos (SODERGREN et al., 2006). Uma das caracteristicas
mais marcantes do genoma de S. Pupuratus, no que diz respeito a imunidade, € uma enorme
expansdo de trés classes de proteinas de reconhecimento inato do sistema imunoldgico que
compdem os receptores Toll-like (TLR), NACHT e proteinas contendo repeticdo rica em
leucina (NLR) e receptor scavenger com dominios ricos em cisteina (SRCR). Cada uma
destas classes de genes participa do reconhecimento de potenciais agentes patogénicos através
de ligacdo direta ou indireta a padrdes moleculares associados a patdgeno (PAMPs) (HIBINO
et al., 2006). Além disso, foram identificados genes que codificam receptores com

caracteristicas estruturais anteriormente identificadas somente em animais protostomados.
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Foram identificados, ainda, genes homologos dos reguladores imunoldgicos e
hematopoiéticos, muitos dos quais foram previamente identificados somente em cordados,
bem como genes que sdo fundamentais na imunidade adaptativa de vertebrados com
mandibula (RAST et al., 2006). Acredita-se que cerca de 4 a 5% dos genes identificados no
genoma do S. Purpuratus estejam envolvidos diretamente com o sistema imune (HIBINO et
al., 2006), o que aponta estes organismos como excelentes modelos para o estudo das fungdes
imunolégicas.

Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés “Toll-like receptors”) séo elementos
cruciais da imunidade inata que interagem com PAMPs para iniciar uma resposta
antimicrobiana que envolve a fagocitose do organismo. Os TLRs sdo evolutivamente
conservados, sendo encontrados desde o nematodeo Caenorhabditis elegans até os mamiferos
(AKIRA e TAKEDA, 2004; BEUTLER, 2004; HOFFMAN, 2003; JANEWAY e
MEDZHITOV, 2002 apud AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Os PAMPs
reconhecidos pelos TLRs incluem lipidos, lipoproteinas, proteinas e acidos nucleicos
derivados de uma vasta gama de microrganismos como bactérias, virus, parasitas e fungos. O
reconhecimento de PAMPs por TLRs ocorre em diversos compartimentos celulares, incluindo
a membrana plasmatica, os endossomos e os lisossomos (KAWAI; AKIRA, 2010).

Além dos TLRs, foi identificada uma grande familia de receptor scavenger de
proteinas ricas em cisteina (RAST et al., 2006). Mais recentemente, foi demonstrado que os
receptores scavengers desempenham um papel importante na defesa imune inata, atuando
como receptores de reconhecimento padrdo (PRR). Esses receptores reconhecem varios
PAMPS, incluido lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicdico (LTA), DNA bacteriano com
sitios CpG e pB-glucano (MUKHOPADHYAY E GORDON, 2004; ARESCHOUG E
GORDON, 2008 apud ARESCHOUG; GORDON, 2009), mas evidéncias recentes sugerem
gue para muitas proteinas scavengers de superficie 0s microrganismos sdo 0s principais
ligantes (JEANIN et al., 2005; PEISER et al, 2006; ARESCHOUG et al. 2008;
PLUDDEMANN et al., 2009a apud ARESCHOUG; GORDON, 2009). A funcdo mais
conhecida dos receptores scavengers é sua atuacao no reconhecimento e fagocitose, além de
atuar como co-receptores para os receptores de tipo Toll (TLR), em mamiferos.

A fagocitose consiste no processo em que a célula engolfa particulas solidas.
Organismos inferiores usam a fagocitose para captacdo de nutrientes, porém, a fagocitose em
metazoarios ocorre principalmente nas células fagociticas do sistema imune e se tornou um
mecanismo de eliminacdo de particulas estranhas ao organismo. Uma variedade de receptores

fagociticos, como os Toll-like e scavengers, sdo responsaveis pelo aumento na taxa fagocitica



12

dessas células especializadas (ADEREM; UNDERHILL, 1999). Os receptores genéricos de
celulas do sistema imune inato reconhecem estruturas que sdo caracteristicas de patdgenos e
ndo estdo presentes em suas células, os PAMPS. Esses receptores sdao conhecidos como
receptores de reconhecimento de padrGes e podem ativar funcdes antimicrobianas e pro-
inflamatorias das células em que estdo expressos e também facilitar a captacdo dessas
particulas ndo proprias para dentro da célula (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2008).

As células responsaveis pelo reconhecimento de patégenos e pela resposta do sistema
imune em ouri¢os-do-mar sdo denominadas celomdcitos (do grego koilos, oco; e kytos,
compartimento). Os celomdcitos sdo classificados em quatro tipos celulares distintos:
fagocitos, células vibrateis, esferuldcitos vermelhos e esferuldcitos incolores. Estas células
estdo envolvidas na resposta imune inata (humoral e celular), tendo sido descrito o
envolvimento de celomocitos na fagocitose de corpos estranhos, no reparo tecidual, na
coagulacdo, na rejeicdo de transplantes e na sintese e liberacdo de moléculas com atividade
antimicrobiana (DE FARIA; DA SILVA, 2008; SMITH et al., 2006). Em equinodermos, 0s
celomocitos ocupam a cavidade celémica perivisceral, o sistema vascular de dgua e o sistema
hemal, além do tecido conjuntivo e de tecidos de varios 6rgéos (GLINSKI; JAROSZ, 2000).

Os fagocitos constituem a maior subpopulacdo dos celomadcitos, sendo as células
responsaveis pela fagocitose. Além disso, tem sido relatado o envolvimento dos fagécitos na
rejeicdo de enxertos, na quimiotaxia, encapsulamento, aglutinacdo e nas reagdes de
coagulacdo (SMITH et al., 2006). O comprometimento funcional destas células, por
conseguinte, pode levar a consequéncias prejudiciais sobre o sistema imunologico, afetando,
portanto, a resisténcia dos organismos a doencas. Assim, estudos sobre os fagdcitos tém sido
utilizados como uma ferramenta para avaliacdo do sistema imune de invertebrados.

Os ecossistemas marinhos tém um papel ecoldgico fundamental para o planeta, e os
impactos causados pelas atividades humanas parecem causar alteracdes irreversiveis sobre sua
ecologia, essas alteracdes incluem a diminuicdo na produtividade do oceano, mudanca na
cadeia alimentar marinha, reducdo do nimero de espécies marinhas e aumento de doencas no
ambiente marinho (HOEGH-GULDBERG E BRUNO, 2010 apud BRANCO et al., 2013).
Echinometra sdo comumente relatados em aguas rasas entre a maré baixa e média em
profundidade de aproximadamente 10m (MCCLANAHAN; MUTHIGA, 2007), a espécie
Echinometra lucunter é encontrada em clima tropical na costa brasileira e habita cavidades
em pedras, expostas ao ar e ao sol durante a baixa maré e agua do mar durante a mareé alta
(DE FARIA; DA SILVA, 2008). Ouricos-do-mar da espécie E. Lucunter sdo animais

bentdnicos, com capacidade de movimentacdo limitada (PEARSE, 2006), desta forma,
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alteracbes ambientais podem afetar esses organismos, tornando-os excelentes bioindicadores.
Atualmente, mudangas climaticas globais tem sido alvo de preocupacdo mundial, por isso, o
aumento da temperatura da dgua dos oceanos e incidéncia de radiagdo ultravioleta tem sido
alvo de estudos cientificos. Além disso, a salinidade do oceano pode variar tanto
geograficamente quanto temporalmente. A entrada da agua que ocorre na superficie do
oceano, devido a precipitacdo ou aporte fluvial, pode levar a reducdo temporal e local da
salinidade. Por outro lado, a salinidade pode ser aumentada pela evaporacdo da agua
(TALLEY et al., 2002).

Os ourigos-do-mar da espécie E. lucunter (Linnaeus, 1758) habitam areas rasas e por
isso estdo sujeitos a variacOes diarias de temperatura e salinidade, consequentemente, sdo
excelentes organismos para o estudo e a compreensdo do efeito de estressores ambientais
sobre o sistema imunologico de invertebrados. O estudo da acéo de estressores quimicos e
fisicos sobre a fisiologia das células somaticas de equinodermos pode contribuir para a
compreensdo dos efeitos das mudangas climaticas sobre as populacfes de invertebrados
marinhos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar a capacidade fagocitica de

celomocitos do ourigo-do-mar E. lucunter submetidos ao estresse salino.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar a capacidade fagocitica de celomdcitos

do ourigos-do-mar E. lucunter submetidos ao estresse salino.
2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a capacidade fagocitica de celomdcitos de ouricos-do-mar Echinometra
lucunter;

e Analisar a capacidade fagocitica de celomdcitos de ourigos-do-mar E. lucunter
submetidos a estresse salino;

e Analisar as concentracdes celulares totais e subpopulacionais de celomdcitos de

ourigos-do-mar E. lucunter submetidos a estresse salino.



15

3. Material e Métodos

3.1 Coleta de Animais

Ouricos-do-mar da espécie Echinometra lucunter foram coletados na Praia do Cabo
Branco, Jodo Pessoa, Paraiba — Brasil (7°08°54°’S e 34°47°44°0) (Figura 1). Os animais
foram armazenados em caixa de plastico com agua do local e transportados até o laboratorio.
As coletas foram realizadas em maré baixa entre 0,1 e 0,5 m. O presente projeto é cadastrado
e autorizado pelo Instituto Chico Mendes e Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
(Processos 11545-1 e 32105-1).

No laboratorio, os animais foram lavados com FSW (do inglés, Filtered Sea Water) e
mantidos por 2 horas em caixa de plastico com FSW até metade da altura de sua carapaga.
Apos isso, foram transferidos e mantidos em aquario sob fluxo de ar constante e com o nivel
de agua ajustado para 3,7 L FSW/individuo. A oxigenacdo foi feita através de bombas de
aeracao e a agua era trocada sempre que necessaria. A agua do mar utilizada no laboratdrio foi
coletada na Praia do Seixas, municipio de Jodo Pessoa, Paraiba-Brasil (7°09°S, 34°47°0) e
filtrada no LABID (Laboratorio de Biologia do Desenvolvimento) com uma rede de malha de

50 um. A 4gua apresentava salinidade de 35%o, pH 8,0 e temperatura em torno dos 25°C.

W"l"",:@ih it N g o \; ‘* >

Ry

Figura 1: Echinometra lucunter no local de coleta.



16
3.2 Obtencao das células

Os celomdcitos foram obtidos através de uma puncdo na membrana peristomial do
animal com uma seringa contendo solucdo anticoalugante ISO-EDTA (20 mM Tris, 0.5 M
NaCl, 70 mM EDTA, pH 7.5) na proporcéo de 1:1 (ISO-EDTA:Fluido Celdmico).

3.3 Determinacao da concentracédo total de celomécitos

A concentracdo total de celomdcitos foi determinada a partir da contagem do nimero

total de células presentes no fluido celéomico em cAmara de Neubauer.

3.4 Determinacéo das subpopulagdes de celomocitos

O percentual das subpopulacbes de celomdcitos (fagocitos, células vibrateis,
esferulocitos vermelhos e esferulocitos incolores) foi analisado através de contagem

diferencial dessas populagdes celulares em todos os tempos de estresse avaliados.

3.5 Avaliacdo da capacidade fagocitica com leveduras

Apos a contagem celular total e populacional, a concentracdo de fagécitos foi ajustada
para 5 x 10° céls/mL em ISO-EDTA. As células foram, entdo, centrifugadas a 600g por 20
minutos. O pellet foi ressuspendido em fluido celémico, previamente centrifugado a 5000 rpm
por 20 minutos, e esterilizado, sob fluxo laminar, com filtro de 0,22 um. As leveduras
Saccharomyces cerevisae (Fermento biolégico fresco Fleischmann; 1 x 107 cels/mL) foram
adicionadas a cultura de celomdcitos na propor¢édo de 1:1 e a analise da fagocitose realizada
em microscopia éptica comum, apds duas horas de incubacdo, por meio da contagem

diferencial do namero de leveduras por fagdcito.

3.6 Avaliacdo da capacidade fagocitica com microesferas fluorescentes de latex

Apos a contagem celular total e populacional, a concentracdo de fagocitos foi ajustada
para 5 x 10° céls/mL em ISO-EDTA. As células foram, entéo, centrifugadas a 600g por 20
minutos. O precipitado celular foi ressuspendido em fluido celémico, previamente
centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos, e esterilizado, sob fluxo laminar, com filtro de 0,22
pm. As células foram incubadas por uma hora com microesferas fluorescentes de latex (2,00
micrometros, Fluoresbrite® Yellow Green, 2%) na proporcéo de 1:10 (células:microesferas).

As amostras foram fixadas com formol 4% (1:1) e a analise realizada em citometria de fluxo
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(FACSCalibur, BD Biosciences) no canal de fluorescéncia FL1 (verde). Os resultados obtidos
em citometria foram analisados no programa Flowing Software 2 (Perttu Terho). Para a
avaliacdo do efeito do estresse salino na capacidade fagocitica, a fagocitose foi avaliada 1, 6,
24 e 48 horas ap0s o inicio do estresse.

A capacidade fagocitica e indice fagocitico foram calculados com base nas seguintes
equacdes:

numero de fagdcitos fagocitando

C idade F ftica =
apacidade Fagocitica 100 fagdeitos

numero total de microesferas fagocitadas

Indice Fagocitico = - — .
& numero de fagdcitos fagocitando

3.7 Fotomicrografia

Microesferas fluorescentes foram adicionadas as celulas por 30 minutos, em seguida
os celomocitos foram incubados ao corante marcador mitocondrial TMRE (75 nM) por 10
minutos e as fotos obtidas em microscopia de fluorescéncia (Olympus BX41, objetiva 100x).

As fotomicrografias foram processadas no Photoshop versdo 12.0 (Adobe Systems).

3.8 Ensaio de estresse salino

Os animais foram aclimatados por uma semana em aquario contendo FSW e fluxo de
ar constante a 25 °C antes da submissdo ao estresse hipossalino (25%o) ou hipersalino (45%o).
O grupo controle foi mantido sob 35%o, a agua do mar filtrada (FSW) foi diluida através de
adicdo de agua destilada até atingir 25%0 e em seguida foi adicionado 69g de sal marinho
sintético (Tetramarine salt pro) obtendo assim a salinidade de 35%o. Para o estresse
hipossalino a 4gua do mar filtrada (FSW) foi diluida com agua destilada até atingir 15%o, apos
isso foi adicionado 69g de sal marinho sintético (Tetramarine salt pro) para atingir a
salinidade de 25%o. Ja para o estresse hipersalino foi realizada a adi¢do de 69g de sal marinho
sintético a dgua do mar filtrada (35%o). Foram utilizados dois animais para cada grupo, € a

temperatura foi mantida a 25°C, temperatura e salinidade foram verificadas diariamente.


http://perttu-terho.software.informer.com/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adobe_Systems
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3.9 Analise estatistica

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa GraphPad Prism versao 5.0
(GraphPad Software, Inc.). Os dados foram analisados pelo teste de normalidade D’ Agostino
e Pearson, e as amostras com distribuicdo ndo gaussianas foram transformadas para arcosseno
e analisadas através do teste t de student, sendo os valores expressos como média + erro
padréo (SEM).
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4. Resultados
4.1 Atividade fagocitica dos celomdcitos de E. lucunter in vitro

A capacidade fagocitica da populacéo total de celomdécitos, dez minutos apos a adigdo
das microesferas, foi 19,47 + 2,01%. O percentual de células fagociticas apds 30 minutos, foi
15,72 + 1,0%. Néo houve alteracdo na capacidade fagocitica apds 80 minutos da adicdo das
microesferas. Foi observado, em microscopia de fluorescéncia, a fagocitose de até 13
microesferas fluorescentes uma hora apos a adicdo das microesferas (dados ndo mostrados).
Na Figura 2 podemos observar a fagocitose de quatro microesferas fluorescentes realizada por

um fagdcito ap6s 30 minutos de incubagdo com as mesmas.

Figura 2: Fotomicrografia de um fagocito do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter. A:
microscopia de contraste de fase; B: fagocito marcado com o corante fluorescente TMRE; C:
microesferas fluorescentes; D: sobreposicdo dos campos B e C. As setas brancas indicam as
mitocéndrias marcadas com TMRE (B) e as microesferas fagocitadas (C). Barra de escala = 10uM.



20

4.2 Capacidade fagocitica de celomdcitos de ourigos-do-mar E. lucunter em ensaio com

leveduras

O ensaio de fagocitose com leveduras, apés 1 hora, revelou uma capacidade fagocitica
de 25,7 £ 1,1 %, com uma média de 22,3 + 0,98% das células realizando fagocitose de uma
levedura; 3,16 + 0,38% de duas leveduras; e 0,2 = 0,07% de 3 leveduras ou mais (Figura 3).
Apobs 2 horas de incubacdo na presenca de leveduras, a capacidade fagocitica aumentou para
35,73 + 1,57%, onde 27,13 + 1,22% das células fagocitaram apenas uma levedura; 6,8 +
0,68% realizaram a fagocitose de duas leveduras; e 1,8 + 0,3% apresentaram trés ou mais

leveduras fagocitadas.

40~
[
| 3+

% de Fagocitos
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Figura 3. Capacidade fagocitica dos fagocitos de E. lucunter em ensaio com leveduras. 1: células
que fagocitaram 1 microesfera; 2: células que fagocitaram 2 microesferas; 3+: células que fagocitaram
3 ou mais microesferas. Os valores representam a média de dez experimentos realizados em triplicata.

4.3 Capacidade fagocitica de celomdcitos de ouri¢os-do-mar E. lucunter em ensaio com
microesferas fluorescentes

Na avaliacdo da fagocitose de microesferas fluorescentes foi observado uma
capacidade fagocitica de 58,3 + 5,23%, com uma média de 14,27 + 0,73% das células
realizando fagocitose de apenas uma microesfera; 9,45 + 0,32% de duas microesferas; e 34,58
+ 5,38% de trés microesferas ou mais ap6s uma hora de incubacdo com as microesferas
(Tabela 1).
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Tabela 1. Capacidade fagocitica dos fagocitos de E. lucunter em ensaio com microesferas
fluorescentes. 1: células que fagocitaram 1 microesfera; 2: células que fagocitaram 2 microesferas;
3+: células que fagocitaram 3 ou mais microesferas. Os valores representam a média + o erro padrdo
da média (SEM) de quatro experimentos realizados em triplicata.

N°de microesferas fagocitadas Capacidade Fagocitica SEM
0 41,70 5,23

1 14,27 0,73

2 9,45 0,32

3 ou mais 34,58 5,38

4.4 Capacidade fagocitica de celomdcitos de ourigos-do-mar E. lucunter submetidos a
estresse hipossalino

A analise da resposta das células fagociticas de animais submetidos a estresse
hipossalino (25%o, Figura 4) revelou que a capacidade fagocitica manteve-se estavel 1, 6 e 24
horas apds o estresse, com uma meédia de 58,71 + 1,71% (15,4 + 0,4% das células realizando
fagocitose de uma microesfera; 9,5 + 0,4% de duas microesferas; e 31,8 + 2,3 % de 3
microesferas ou mais). A capacidade fagocitica aumentou 42,62%, 48 horas ap0s 0 estresse
(33,01 £ 4,19% no grupo controle contra 47,08 + 4,35% no estresse hipossalino). A anélise do
indice fagocitico (IF, Figura 5) ndo revelou alteracdo entre o grupo controle e o tratamento

submetido ao estresse hipossalino em nenhum dos intervalos de tempo monitorados.
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Figura 4. Capacidade fagocitica dos fagécitos de E. lucunter submetidos ao estresse hipossalino
(25%e). (A) Capacidade fagocitica. Os valores representam a média de dois experimentos realizados
em triplicata. (B) Histograma de um experimento representativo de dois experimentos; 1: células que
fagocitaram 1 microesfera; 2: células que fagocitaram 2 microesferas; 3+: células que fagocitaram 3
microesferas ou mais; FLH-1: intensidade de fluorescéncia. Asterisco indica diferengas significativas

(P<0,05).
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Figura 5: Indice fagocitico dos fagdcitos de E. lucunter submetidos ao estresse hipossalino (25%o).
Os valores representam a média de dois experimentos realizados em triplicata.

4.5 Capacidade fagocitica de celomdcitos de ourigos-do-mar E. lucunter submetidos a

estresse hipersalino

A avaliagdo da fagocitose em animais submetidos a estresse hipersalino (45%o, Figura
6) revelou uma diminuicdo de 48,19% na capacidade fagocitica apenas nos animais
submetidos ao estresse por 48 horas (51,71 £ 5,11% contra 26,79 + 3,35%). Néo foi
observada alteracdo na capacidade fagocitica até o periodo de 24 horas de estresse (55,79 *
1,93%; onde 15,4 *+ 0,36% das células fagocitaram uma microesfera; 10,26 +0,31%
fagocitaram duas microesfera; 30,13 + 1,54 dos celomocitos fagocitaram trés microesferas ou
mais). Foi observada uma reducdo do indice fagocitico (IF, Figura 7) quando os animais
foram submetidos ao estresse por 48 horas, onde o valor do IF do grupo controle foi de 6 £
1,0 contra 2,99 + 1,55 para o IF dos celomocitos dos animais submetidos ao estresse

hipersalino.
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Figura 6. Capacidade fagocitica dos fagécitos de E. lucunter submetidos ao estresse hipersalino
(45%9). (A) Capacidade fagocitica. Os valores representam a média de dois experimentos realizados
em triplicata. (B) Histograma de um experimento representativo de dois experimentos; 1: células que
fagocitaram 1 microesfera; 2: células que fagocitaram 2 microesferas; 3+: células que fagocitaram 3
microesferas ou mais; FLH-1: intensidade de fluorescéncia. Asterisco indica diferengas significativas

(P<0,05).
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Figura 7: Indice fagocitico dos fagcitos de E. lucunter submetidos ao estresse hipersalino (45%).
Os valores representam a média de dois experimentos realizados em triplicata.

4.6 Analise morfolégica de celomdcitos de ourigos-do-mar E. lucunter submetidos a

estresse salino
A analise dos celomocitos sob citometria de fluxo ndo demonstrou diferenca entre a

morfologia das células dos animais do grupo controle e daqueles submetidos a estresse

hipossalino ou hipersalino (Figura 8).
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Figura 8. Morfologia celular de celomdcitos de ourigo-do-mar submetidos a estresse salino. A:
controle (35%o); B: estresse hipossalino (25%o); C: estresse hipersalino (45%0). Dot plot de um
experimento representativo de quatro experimentos.
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4.7 Determinacdo da concentracdo total e populacional de celomdcitos de E. lucunter
submetidos a estresse hipossalino

A concentracdo total de celomdcitos, assim como as populacGes de fagécitos, células
vibréteis e esferuldcitos incolores, ndo se alteraram apds uma hora de acondicionamento dos
animais sob estresse hipossalino (ASW 25%.). No entanto, foi observado um aumento de
100% na populacdo de esferuldcitos vermelhos (Tabela 2). A concentragdo total de
celomdcitos, assim como o percentual de fagocitos e células vibrateis, mantiveram-se estaveis
ap6s 6 horas de acondicionamento, porém foi observado um aumento nas populacBes de
esferuldcitos vermelhos (190%) e esferulécitos incolores (100%) (Tabela 2). Vinte e quatro
horas ap6s o inicio do estresse, ndo foi observado aumento na concentracdo total de
celomocitos e nem nas populacdes de fagdcitos e células vibrateis. Contudo, neste intervalo
de tempo também foi observado um aumento populacional dos esferulocitos vermelhos
(400%) e dos esferulocitos incolores (600%). Verificou-se, ainda, um aumento de 150% e
125% nas populagdes de esferulocitos incolores e esferulocitos vermelhos, respectivamente,
apos 48 horas de acondicionamento, enquanto que ndo houve alteracdo nas demais populacoes

celulares e nem na concentracao total de celomaocitos (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracao total e das subpopulaces de celomdcitos de E. lucunter submetidos a estresse hipossalino (25%.). ASW: Agua do mar artificial;
SEM = Erro padrdo da média.

. L . o Esferulocito Esferulocito
Tratamento Celulasz{ mL Fagoctl)tos/mL V|bra0t|I/mL Vermelho/mL Incolor/mL
(x10%) (%) (%) %) o)
Média SEM Média SEM Média SEM Média SEM Média SEM
1h
Controle 652,6 70,16 50,5 3,753 47 4,203 4 2,415 1 1
ASW 25%o 672,1 58,64 4525 9,393 4575 7,609 8 3,697 1 0,7071
6h
Controle 1355 1443 61,25 2,462 3525 2,016 2,5 0,5 1 0,4082
ASW 25%o 816,5 1236 55,75 11,21 34,25 8,459 7,25 3,119 2,5 0,6455
24h
Controle 1290  183,7 65,25 10,32 315 8,5 3 1915 0,25 0,25
ASW 25%o 1495  247,6 50 2,38 34,75 2,175 15 2,449 1,75 0,75
48h
Controle 1593  258,2 60,75 7,064 34,75 6,169 3,5 1,5 1 1

ASW 25%o 1027 2265 575 4252 315 2,784 8,75 2,529 225 1,031
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4.8 Determinacdo da concentracdo total e populacional de celomdcitos de E. lucunter

submetidos a estresse hipersalino

A concentracdo total de celomdcitos, apds uma hora de acondicionamento dos animais
sob estresse hipersalino (ASW 45%.), aumentou em 28,26% (Tabela 3). No entanto, a
populacdo de fagdcitos, assim como células vibrateis e esferuldcitos vermelhos e incolores
ndo se alteraram. A concentracdo total de celomdcitos apds 6 horas de estresse hipersalino
aumentou em 61,55%, assim como o percentual de esferuldcitos vermelhos (72,72%) (Tabela
3). Porém, neste intervalo de tempo, as populacGes de fagdcitos, células vibrateis e
esferuldcitos vermelhos mantiveram-se estaveis. A concentracdo total de celomadcitos as 24
horas de estresse aumentou em 59,54%. Neste mesmo periodo, foi observado um aumento a
populacdo de esferuldcitos vermelhos (133,33%) e esferuldcitos incolores (700%) (Tabela 3).
No entanto, as populagfes de fagocitos e células vibrateis ndo se alteraram. Quarenta e oito
horas ap0s o acondicionamento em estresse hipersalino houve um aumento na concentragdo
total de celomaocitos (66,72%), bem como no percentual de esferuldcitos vermelhos (250%) e
esferuldcitos incolores (566,8%), ndo havendo, no entanto, alteracdo nas demais populacoes
(Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracéo total e das subpopulacdes de celomdcitos de E. Lucunter submetidos a estresse hipersalino (45%.). ASW: Agua do mar
artificial; SEM = Erro padrdo da média.

. L . s Esferulocito Esferulocito
Tratamento Celulasz{mL Fagocitos/mL Vibratil/mL Vermelho/mL Incolor/mL
(x10%) (%) (%)
(%) (%)
Média SEM Média SEM Meédia SEM Média SEM Média SEM
1h
Controle 1432 2,658 52,75 3,568 40 2,041 5 3,786 2,25 0,4787
ASW 45%o 1980 296,2 545 7,063 355 4,272 6,5 2,5 3,5 1,555
6h

Controle 1173 114 62,25 4,644 33,75 4,871 2,75 0,75 1,75 0,75
ASW 45%o 1895 1749 58,75 8,25 37,75 7,204 4,75 1,887 1,5 0,6455
24h
Controle 1436  263,6 52 7,382 44 6,124 3,75 1,25 0,25 0,25
ASW 45%o 2291  392,2 53 8,727 36,25 7,33 8,75 1,931 2 0,7071
48h
Controle 1163 1808 625 8,665 355 8,15 2 2 0,25 0,25
ASW 45%o 1939  152,6 54 1,732 37,33 4,702 7 3,512 1,667 0,3333
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5. Discussao

Os organismos marinhos, em especial os benténicos, podem atuar como excelentes
biosensores no monitoramento das condi¢fes do ecossistema aquéatico frente a estressores
quimicos ou fisicos. Os ouricos-do-mar E. Lucunter, por habitarem zonas entremarés, estdo
sujeitos a variagfes ambientais, tais como temperatura e salinidade, sendo, portanto, um
excelente organismo modelo para o estudo do efeito de agentes estressores sobre a fisiologia
destes organismos. No presente trabalho foi avaliado o efeito do estresse salino na fagocitose
de celomdcitos de E. lucunter. Os nossos resultados demonstraram que o estresse salino
cronico (48h) afetou a fagocitose mediada pelos celomdcitos, apresentando um aumento na
capacidade fagocitica em estresse hipossalino (Figura 4), alteracdes nas subpopulactes
celulares em estresse hipossalino (Tabela 2), diminuicdo na capacidade fagocitica (Figura 6) e
indice fagocitico em estresse hipersalino as 48h (Figura 7), além de alteragdes nas
concentracdes celulares totais e subpopulacionais em condicGes de estresse hipersalino
(Tabela 3).

Neste trabalho, demonstramos que ap6s uma hora de incubagdo com as leveduras a
capacidade fagocitica de celomdcitos de ouri¢co-do-mar E. lucunter foi 25,7%, e apds duas
horas de fagocitose a capacidade fagocitica foi 35,7% (Figura 3). Corroborando com 0s
nossos dados, Borges e colaboradores (2002) verificaram, em ensaios de fagocitose com
leveduras, que a capacidade fagocitica in vitro de celomocitos do ouri¢co-do-mar Sterechinus
neumayeri foi 22,9% e 33,2%, ap0s uma e duas horas de incubacédo, respectivamente.
Adicionalmente, em estudo com o ouri¢co-do-mar Lytechinus variegatus foi demonstrado que
os celomdcitos desta espécie apresentavam capacidade fagocitica de 49,6% em fagocitose de
leveduras in vitro (1 hora de incubacdo) (BRANCO et al., 2003). Em ouri¢cos-do-mar, 0s
fagdcitos sdo as Unicas células capazes de realizar a fagocitose e em E. lucunter essas células
correspondem a 56 + 16,4% dos celomdcitos. Tais tipos celulares foram capazes realizar a
fagocitose de microesferas de latex e leveduras, sendo a capacidade fagocitica dos
celomdcitos incubados com microesferas fluorescentes de 58,3% (Tabela 1) e de 25,7% em
células incubadas com leveduras (Figura 3), ambos a 1 hora de incubagdo. A internalizacao de
particulas inertes, como as microesferas de latex, ocorre por fagocitose inespecifica
envolvendo a extensdo de filopddios da superficie da célula que cerca e envolve a particula
sem participacdo conhecida de receptores especificos; por outro lado, a fagocitose de
leveduras é mediada pelo reconhecimento de PAMPS por receptores da superficie celular
(ADEREM; UNDERHILL, 1999). Sugere-se, por este motivo, que tenhamos observamos
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uma maior capacidade fagocitica em células incubadas com microesferas (58,3% em
fagocitose de microesferas contra 25,7% em fagocitose de leveduras), ja que a fagocitose
inespecifica de particulas inertes ndo necessita de reconhecimento pelos receptores.

Em nosso estudo observamos um aumento na capacidade fagocitica quando os animais
foram submetidos ao estresse hipossalino (25%o) por 48 horas (Figura 4). No entanto,
verificamos uma diminuicdo na capacidade fagocitica dos celomdcitos de animais submetidos
ao estresse hipersalino (45%o) tambem por 48 horas (Figura 6). Tais resultados demonstram
que a salinidade é capaz de afetar a atividade fagocitica. Os nossos dados divergem dos
obtidos por Wang e Liu (2008). Ao avaliar a capacidade fagocitica do pepino-do-mar
Apostichopus japonicus, 0s autores observaram um aumento da capacidade fagocitica nos
tempos de 0,5 e 1 hora em animais submetidos a diminui¢ao (25%o) ou aumento da salinidade
(35%0), porém nao foram observadas diferencas significativas na capacidade fagocitica entre 3
e 72 horas. Sugere-se que essa diferenca entre 0s nossos resultados e os resultados obtidos por
Wang e Liu ocorre pois ourigos-do-mar E. lucunter estdo sujeitos a variagdes diarias de
salinidade devido ao seu habitat e por isso suportam melhor o estresse agudo e respondem
apenas ao estresse cronico (48h).

Adicionalmente, observamos que nao houveram modificacbes na morfologia dos
celomocitos dos animais submetidos ao estresse salino (Figura 8), sugerindo que as alteracGes
na capacidade fagocitica podem estar relacionadas a alteracGes fisiologicas nos fagocitos.
Estudos adicionais precisam ser realizados para a elucidacdo desses mecanismos. Uma célula
pode apresentar alteracdes de volume quando exposta a um meio hipotdnico ou hipertonico.
Devido ao fendmeno de osmose, que consiste no deslocamento da agua do meio mais
concentrado para o meio menos concentrado em soluto, a célula pode perde agua, e
consequentemente apresentar uma reducdo de volume, quando colocada em um meio
hipertonico; assim como a entrada de dgua em uma célula, quando esta estiver em meio
hipotdnico, pode acarretar em uma aumento de volume. Além deste fato, em diversas células
eucarioticas ocorre a ativacdo de vias que sdo responsaveis pela producdo de osmolitos
compativeis (por exemplo, mio-Inositol, taurina, N-6xido de trimetilamina (TMAOQ)) e
antioxidantes (glutationa, vitamina C, vitamina E e enzimas como a catalase, superoxido
dismutase e peroxidases) sob situacGes de estresse salino ou osmotico
(XIONG;SCHUMAKER; ZHU, 2002). Espécies reativas de oxigénio sdo descritas como um
marcador de estresse em situagdes de contaminacdo por metal pesado (PINSINO;
THORNDYKE; MATRANGA, 2007), UVB (KULMS et al., 2002), mutagénicos quimicos e

calor (BRUSKQV et al., 2002). Em células de mamiferos foi identificado que o estresse
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oxidativo provoca efeitos na polimerizacdo de actina e mudancas na organizacdo do
citoesqueleto (MILZANI; DALLEDONNE; COLOMBO, 1997; FARAH et al., 2012). O
citoesqueleto é importante na fagocitose, e todos os processos de fagocitose sdo acionados
pelo rearranjo do esqueleto de actina (MAY et al., 2001 apud LI et al., 2013). Apds o
reconhecimento da particula a ser fagocitada, ocorre a reorganizagdo local do citoesqueleto de
actina que fornece a forca motriz para a englobamento da particula (ADEREM,;
UNDERHILL, 1999). As células do sistema imune inato em vertebrados e invertebrados
produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) por muitos mecanismos intracelulares
(DeVeale et al. 2004), este é um mecanismo de defesa particularmente importante utilizado
por organismos multicelulares (GOMEZ et al. 2005 apud MCCAUGHEY; BODNAR, 2012).
O desequilibrio na producédo de especies reativas de oxigénio sob situacdes de estresse pode
estar relacionados com alteracbes na capacidade fagocitica observadas em nosso estudo.
Estudos adicionais, com o objetivo de investigar a producéo de espécies reativas de oxigénio
durante o estresse salino podem vir a esclarecer o mecanismo responsavel pela alteragdo na
capacidade fagocitica dos celomdcitos de ourigos-do-mar submetidos ao estresse salino.

Uma outra forma de analisar o efeito de um agente estressor sobre a fagocitose € a
partir do célculo do indice fagocitico, que leva em consideragdo o namero de particulas
fagocitadas por uma determinada populacéo celular, refletindo, assim, o grau de atividade do
processo de fagocitose. Os nossos dados revelaram um aumento no indice fagocitico quando
os animais foram submetidos ao estresse hipersalino por 48 horas (Figura 7), porém, ainda €
necessario a realizacdo de ensaios adicionais para que seja possivel uma analise estatistica
robusta sobre os dados obtidos. Nado ha na literatura estudos que avaliem o parametro de
indice fagocitico para ouricos-do-mar submetidos a estresse salino, contudo, em estudo com
animais submetidos ao aumento de temperatura, ouricos-do-mar E. lucunter ndo apresentaram
alteracdo na capacidade fagocitica, indice fagocitico, capacidade germicida, adesdo e
propagacdo celular, (MUNARI; MATOZZO; MARIN, 2011). Os invertebrados marinhos,
inclusive os equinodermos, sdo essencialmente isosmoéticos em relagdo ao meio, 0 que
significa que seus fluidos corporeos e a 4&gua do mar possuem a mesma pressdo osmotica.
Equinodermos diante de variacdes de salinidade da agua, sdo osmoconformadores, ou seja,
animais que variam seu meio interno acompanhando a variacdo da agua externa
(CASTELLANO, 2009). Adicionalmente, sdo considerados animais estenohalinos, néo
suportando, assim, amplas variacOes de salinidade (FREIRE; SANTOS; VIDOLIN, 2011).
Desta forma, amplas alteragdes na salinidade ambiental podem ser refletidas no fluido

celémico e consequentemente influenciar na atividade dos fagécitos.
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Os nossos resultados revelaram um aumento no percentual de esferulécitos vermelhos
quando os animais foram submetidos ao estresse hipossalino (100,0%, 190,0%, 400,0% e
150,0%; 1, 6, 24 e 48 horas, respectivamente) (Tabela 2), ou hipersalino (30,0%, 72,72%,
133,33% e 250,0%; 1, 6, 24 e 48 horas, respectivamente) (Tabela 3), além de um aumento na
concentracdo total de celomocitos em animais submetidos a estresse hipersalino (28,26%,
61,55%, 59,54%, 66,72%; 1, 6, 24 e 48 horas, respectivamente) (Tabela 3). Ensaios adicionais
serdo realizados para aumentarmos a amostragem experimental de forma que seja possivel a
realizacdo de um tratamento estatistico dos dados. Outros autores, estudando o efeito de
agentes estressores distintos, também verificaram alteracfes nas populacdes de esferuldcitos
vermelhos. Pinsino e colaboradores (2008) também observaram aumento na populacdo de
esferuldcitos vermelhos em animais que habitavam &reas poluidas em comparagdo com
animais que habitam areas sem poluicdo. Em adicéo a esses dados, Matranga e colaboradores
(2000) verificaram uma alteracdo na concentracdo de esferulocitos vermelhos em animais
expostos a poluicdo, onde esta subpopulacdo celular apresentou um percentual entre 25 e 37%
nos animais coletados em aguas poluidas, sendo ausente em animais coletados em aguas nao
poluidas. Matranga e colaboradores (2000) avaliaram a resposta ao estresse dos celomdcitos
de animais submetidos ao estresse térmico através da expressdo de proteinas de choque
térmico (hsp70). Os autores observaram um aumento na expressdo dessas proteinas em
celomocitos de Paracentrotus lividus submetidos a baixas temperaturas (4°C), sendo este
aumento observado até 60 minutos apos a inducdo do estresse. Munari e colaboradores (2011)
também observaram que 0s animais responderam ao estresse térmico com um aumento na
concentracdo de esferulocitos vermelhos e incolores nos periodos de 24 horas a 7 dias
(BRANCO et al., 2013). As alteracdes nas concentracfes celulares podem ocorrer devido a
um processo de migracdo celular do celoma perivisceral para a membrana peristomial (DE
FARIA; DA SILVA, 2008), ou devido a uma divisdo celular rapida de células tronco ou
circulantes (PINSINO et al., 2008). Faria e Silva (2008) verificaram o fendmeno de migracao
celular dos celomdcitos para a membrana peristomial apds estimulacdo com nanquim, desde
24 horas até 2 semanas ap0s estimulo. Os esferuldcitos sdo responsaveis pela liberacdo de
substancias antibacterianas e antifingicas que podem ser um fator importante em situac6es de
estresse. A manutengdo na concentragdo de fagdcitos, em ambas as condicdes de salinidade,
demonstra que o aumento na capacidade fagocitica ndo ocorreu devido ao aumento na
concentracdo de fagocitos e sim ao aumento na capacidade dessas células de realizar

fagocitose, o que pode estar relacionado com a variacdo populacional dos esferulocitos
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vermelhos. Em estudo com as subpopulagdes de celomdcitos em ourigos-do-mar da espécie
Paracentrotus lividus foi observado que a atividade citotoxica dos celomdcitos é atribuida aos
esferulécitos incolores e fagdcitos, assim, os autores sugerem que os fagocitos podem
contribuir na atividade citotoxica dos esferuldcitos incolores, j& que quando a atividade
citotoxica das duas subpopulacdes misturadas foi avaliada houve um aumento de 26,5% (nos
fagdcitos) e 56,6% (nos esferuldcitos) para 78% (ARIZZA et al., 2007), baseado nos
resultados deste trabalho sugerimos que em celomdécitos de ourigo-do-mar da espécie E.
lucunter pode ocorrer a colaboracdo dos esferulécitos vermelhos para o aumento da
fagocitose pelos fagécitos.

O presente trabalho € o primeiro relato na literatura da resposta de celomdcitos de
ourico-do-mar E. lucunter ao estresse salino. O E. lucunter habita zonas entremarés de
costdes rochosos, tornando-0s mais expostos a variacdes ambientais (BRANCO et al., 2013),
0 que explica o fato destes animais apresentarem-se mais resistentes a situacoes de estresse de
curta duracdo, o que pode ser confirmado pelos nossos dados, onde as alteracbes na
capacidade fagocitica dos celomdcitos foi observada somente nos animais submetidos ao
estresse por um periodo de 48 horas. Os parametros avaliados nesse trabalho, apds estudos
adicionais, podem ser utilizados como bioindicadores de situacdes de estresse, sendo Uteis no

biomonitoramento de regibes costeiras.
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6. Conclustes

O estresse salino alterou tanto o perfil das subpopulacdes de celomécitos de ourigos-
do-mar Echinometra lucunter quanto a capacidade fagocitica dos fagocitos, afetando o
sistema imune destes animais. Estes parametros celulares podem ser utilizados, ap6s estudos

adicionais, como bioindicadores no monitoramento ambiental.
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