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RESUMO: As alteracoes ambientais causadas por poluentes diversos podem ser evidenciadas
por estudos que utilizam a imunidade inata como indicador bioldgico, caracterizando o grau
de impacto toxicologico sobre os organismos. Os ouricos-do-mar Sterechinus neumayeri sao
abundantes na Baia do Almirantado, Antartica e estao livres da acao da poluicao, uma vez que
a acao humana ainda é restrita nesta regiao. Os ouricos-do-mar adultos sao benténicos, ficam
presos ao substrato marinho, ocupam um habitat restrito, pois possuem pequena capacidade
de deslocamento e se aderem firmemente ao substrato. O presente trabalho teve como meta
determinar um bioindicador para analises sensiveis a baixas concentracoes de derivados do pe-
troleo no meio marinho, através de protocolos de baixo custo que podem ser realizados em locais
proximos ao de estudo, utilizando-se ouricos-do-mar expostos em diferentes concentracoes de
fracoes soluveis de petrdleo em prazos determinados para analisar: a imunidade inata por meio
de testes in vitro dos indices fagociticos e a diferenciacao celular sob microscopia optica de
luz. Concluindo-se que os nucleos celulares podem ser utilizados como bioindicadores de baixas
concentragdes para aguas contaminadas por derivados do petréleo.
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ANTARCTIC SEA URCHIN (STERECHINUS NEUMAYERI): A
BIOMARKER FOR OIL CONTAMINATION

ABSTRACT: The environmental changes caused by many pollutants can be evidenced through
studies that use the innate immunity as a biological biomarker, characterizing the degree of
toxicologic impact on the animals. Sea urchins Sterechinus neumayeri are abundant on the
Admiralty Bay, Antarctica and they are free of pollution, once the human being’s action is
restricted at this region. Sea urchins are bentonic animals, they stay immovable on the marine
substratum, they occupy a restrict habitat, because they own a small capacity of moving and
they firmly adhere on the substratum. The present study aimed to determine a biomarker for
analyzing small levels of oil derivatives on the marine environment, using cheap protocols that
can be carried out next to the collect point, using for that, sea urchins exposed to different
levels of soluble fraction of oil in determined periods of time in order to analyze: the innate
immunity through in vitro tests of phagocytics rates and cell counting under light microsco-
pic. Concluding that the cell’s nucleus can be used as biomarkers of small levels for waters
polluted by oil derivatives.

KEY WORDS: Sterechinus neumayeri. Biomarkers. Intranuclear crystalloid. Oil.
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1 INTRODUCAO

O aumento da poluicao ambiental decorrente das acdes antronicas exige o desenvolvimento
de novas técnicas para prevencao e remediacao dos danos gerados, bem como para a monito-
racao de determinado ambiente e previsao de futuros danos. Analises fisicas, quimicas e bio-
logicas permitem a identificacao e a mensuracao de poluentes em um determinado ambiente.
O interesse na adequacao de metodologias envolvendo bioindicadores aquaticos apdia-se em
vantagens de ordem pratica e economica. Livingstone (1993) considera como bioindicadores os
fluidos corporeos, as células ou os tecidos que indicam, em termos bioquimicos ou celulares, a
presenca de contaminantes. Também considera como bioindicadores as respostas fisiologicas,
comportamentais ou energéticas dos organismos expostos. Existem assim biomarcadores molecu-
lares, celulares ou sistémicos, sendo alguns deles especificos para determinados poluentes.

Sao encontrados no liquido celomatico de ouricos-do-mar, quatro tipos celulares: os ame-
bacitos fagociticos, tipo celular predominante que contém o cristaloide de ferro intranuclear;
os esferuldcitos incolores e vermelhos, células granulares; e as células vibrateis, que possuem
flagelos (BOOLOOTIAN; GIESE, 1958; ENDEAN, 1966; BERTHEUSSEN; SELJELID, 1978; SMITH,
1981; CHIA; XING, 1996).

A presenca do cristaldide de ferro intranuclear indica diferentes aspectos fisiologicos dos
amebocitos fagociticos. Esta estrutura € comum em todos equindides regulares (HOBAUS,1978)
e, acredita-se, esta relacionada a retirada de metais pesados do organismo e a sintese de uréia
(BACHMANN; GOLDSCHMID, 1978). Ocorrem variacées morfoldgicas entre esses cristais de varias
espécies (BORGES et al, 2001).

A analise desses cristaloides pelo método de Perls (WANGIATERRA; SILVA, 2001; BORGES et
al, 2005) permite sua rapida quantificacao e a mensuracao, podendo-se, assim, evidenciar o
impacto toxicologico sobre S.neumayeri e utilizar essa caracteristica como um indicador bio-
logico de alteracoes ambientais causadas por poluentes derivados de petroleo.

A contaminacao por petroleo no mar se dispersa na coluna d’agua e pode persistir em
concentracoes elevadas por longo tempo; quando ocorre a contaminacao do sedimento, esse
tempo torna-se ainda maior (LEE; PAGE, 1997). Muitos trabalhos descrevem os efeitos da fracao
solivel de petroleo sobre os peixes e invertebrados marinhos, principalmente com enfoque no
desenvolvimento embrionario, na fisiologia e em alteracoes do comportamento. (GENOFRE et
al 1991a, 1991b; VASHCHENKO et al 1988).

A vantagem de se utilizar ouricos-do-mar adultos seria o comportamento territorial dessa
espécie que se estabelece em regides determinadas, possibilitando assim, a analise especifica

de micro regides. O ourico-do-mar é um excelente bioindicador de poluicao marinha como ja
foi demonstrado por Kobayashi e Okamura, (2004)
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tanto pelo desenvolvimento embrionario como pelo fato de conseguir capturar e armazenar
metais pesados no seu esqueleto calcario (CHINCHON, et. al., 2000).

De acordo com Hamdoum, Griffin e Cher (2002), os ouricos-do-mar que vivem em aguas con-
taminadas por hidrocarbonetos (produto da degradacao microbiana do petroleo), apresentaram
alteracoes no seu desenvolvimento embrionario, que variava de acordo com os niveis de poluicao,
podendo ter seu desenvolvimento embrionario retardado em concentracées de hidrocarboneto
relativamente pequenas ou até mesmo té-lo completamente interrompido em altas concentra-
coes deste mesmo poluente. King e Riddle (2001) demonstraram, quanto ao desenvolvimento
embrionario, que o ourico antartico Sterechinus neumayeri € mais sensivel a exposicao em meio
contendo cobre e cadmio que ouricos tropicais e temperados, ou seja, os ouricos antarticos sao
levados a morte em concentracoes menores de metais pesados enquanto que os ouricos de climas
mais quentes resistem a concentracoes maiores.

1.1 Objetivos

Este projeto teve como meta determinar um bioindicador para analises sensiveis a baixas
concentracoes de metais pesados no meio marinho, através de protocolos de baixo custo que
podem ser realizados em locais proximos ao de estudo. Para isso, foram cumpridos os seguintes
objetivos: analise da quantidade dos celomocitos do Sterechinus neumayeri; analise in vitro dos
indices fagociticos e a capacidade germicida dos amebdcitos fagociticos; analise da quantidade
dos cristaloides de ferro intranuclear em amebdcitos fagociticos e caracterizacao das alteracoes
ultraestruturais dos celomocitos sob microscopia eletrénica de transmissao. Todos os experimentos
foram realizados por diferentes periodos de tempo (2, 5, 10 e 15 dias) e em diferentes concen-
tracoes de fracao soluvel de petréleo (0,4; 0,8 e 1,2 ppm).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Colheita dos Animais

Foram utilizados ouricos-do-mar (n=64), machos e fémeas, adultos, de volume aproximado de

30 + 5 ml da espécie Sterechinus neumayeri (Meissner, 1900). Os ouricos foram coletados, com
botes e rede de arrasto em local proximo da Estacao Antartica
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mandante Ferraz (EACF), e aclimatados em caixas do modulo de triagem da EACF. A agua foi
trocada duas vezes por dia e foi utilizado o fotoperiodo natural.

2.2 Parametros fisicos quimicos da agua do mar do biotério marinho

Foram monitorados salinidade e nitrito semanalmente e temperatura diariamente. O nitrito
foi mantido entre 0 e 0,1 mg/l, a salinidade foi mantida a 34 + 1 %0 e a temperatura a 0,0 + 2,0
° C.

2.3 Alimentacao
Cada animal foi alimentado semanalmente ad libitum com algas marinhas colhidas na regiao
com a mesma rede de arrasto utilizada no habitat dos ouricos-do-mar.

2.4 Preparacao da fracao soluvel do petréleo (FSA)

Amostras de 20 litros de petroleo bruto (petroleo Albacora da p 31) foram requisitadas ao
centro petroquimico da Petrobras do municipio de Sao Sebastidao -SP - TEBAR e a partir deste
prepararam-se solucoes de 100% FSA, seguindo o protocolo de Anderson et al (1974) e analisadas
por espectros de fluorescéncia em aparelho: SPEX Fluorolog, em modo sincrononizado (AA=10nm)
de excitacao e emissao em angulo reto. Os extratos de FSA foram dissolvidos em cloroformio (NI-
CODEM et al, 2001).

Posteriormente as solucdes de FSA foram aliquotadas em solucdes iniciais para serem adicio-
nadas em caixas de 5 litros em 10, 20 e 30% resultando em diferentes concentracoes de, respecti-
vamente, 0,4; 0,8 e 1,2 ppm, calculadas pelo método gravimétrico (NICODEM et al, 2001). Essas
doses foram feitas em agua marinha esterilizada, condicionadas em frascos lacrados e resfriadas
a 2+ 1°C, evitando-se assim a evaporacao e a acao bacteriana.

2.5 Exposicao dos ouricos-do-mar a diferentes concentracdes de petroleo

Os ouricos foram expostos por periodos de 2, 5, 10 e 15 dias a diferentes concentracoes de
fracoes sollveis de petroleo em caixas plasticas de 5 litros. Para cada concentracao em deter-
minado periodo foram utilizados 4 animais, totalizando em 16 animais por periodo e em 64 no
experimento todo.

2.6 Anestesia
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Todo e qualquer animal manipulado experimentalmente foi previamente anestesiado em uma
solucao de cloreto de magnésio (10%), dissolvido em agua do mar artificial 35s (Forty Fathoms®), na
quantidade de 1,5 litros por animal, sendo que cada um foi, antes do sacrificio, imerso na mesma
por 15 minutos, em temperatura ambiente (SILVA; MENDES; MARIANO, 1995; MANGIATERRA; SILVA,
2001).

2.7 Procedimentos Gerais para Retirada do Liquido Celomatico

A retirada de liquido celomatico foi realizada com seringa de 1 ml com agulha 13x3,3
(12,7mmx0,33mm) via membrana peristomial (PLYTYCS; SELJELID, 1993) e transversalmente oposta
a lanterna de Aristoteles.

2.8 Classificacao dos Celomocitos

Apos a retirada das amostras de liquido celomatico de cada ourico, uma fracao de 0,1ml foi
colocada sobre lamina e coberta com laminula para observacao sob fotomicroscépio de contraste
de fase (Carl Zeissa® - Fotomicroscopio Il). Com o auxilio da literatura existente para ouricos-do-mar
(BERTHEUSSEN; SELJELID, 1978; SMITH, 1981; CHIA; XING,1996), os celomocitos foram classificados
em quatro tipos: amebdcitos fagociticos, esferulocitos vermelhos e incolores e células vibrateis.

2.9 Quantificacao, pelo método de Perls, da Presenca de Cristaloides de Ferro Intranucleares
de Amebécitos Fagociticos em contato com o fator quimiotatico.

Utilizou-se o método de Perls, ja usado em experimentos com celomdcitos de equinodermes
(BERTHEUSSEN; SELJELID, 1978; CANICATTI; D’ANCONA, 1989; MANGIATERRA; SILVA, 2001; BORGES
et al, 2005), e classicamente para demonstrar a presenca de ferro (BANCROFT e STEVENS, 1982).
Por meio dessa técnica, o ferro adquire uma coloracao azulada e as demais estruturas rosada, ja
que o contraste é feito com Safranina-O a 0,2%.

O método de Perls foi realizado em laminas contendo os celomocitos ja fixados em solucao
de McDowell a 4° C e modificada (glutaraldeido 4% e paraformaldeido 8% diluida em agua do mar
34s).

2.10 Mensuracao dos Cristaléides de Ferro Intranucleares

A mensuracao dos cristaldides de ferro intranucleares foi realizada com auxilio dos programas
Carl Zeiss KS 400.3 e Image JO em no minimo 100 cristaléides por prazo e por concentracdo de FSA
(controle, 0,4; 0,8 e 1,2 ppm de FSA e expostos
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a FSA por 2, 5, 10 e 15 dias). Nesta mensuracao foram obtidos os valores de area.

2.11 Caracterizacdo da Capacidade Fagocitica (CF), indice Fagocitico (IF) e Capacidade Germi-
cida (CG) dos Amebdcitos Fagociticos Frente a Leveduras (Saccaromyces cerevisae) in vitro

Foi utilizado o protocolo de Silva et al, 2001 e Borges et al, 2002 para invertebrados antarticos.
Dos mesmos animais que foram utilizados para a contagem de cristaléides, amostras (0,5ml) serao
retiradas e depositadas sobre laminas de vidro e em seguida foi adicionado o mesmo volume de
suspensao de leveduras sobre as laminas.

As laminas contendo o liquido celomatico com a suspensao de leveduras foram mantidas em
camara Umida por 60 minutos, sendo examinada logo em seguida ao término do prazo para calculo
dos seguintes indices:

Capacidade Fagocitica (CF), porcentagem das células fagocitando por tipo celular.

CF = n° de celomdcitos (por tipo) com levedura no interior
n° de celomocitos (por tipo)

indice Fagocitico (IF), nimero médio de leveduras no interior dos amebocitos fagociticos

IF = n° total de leveduras no interior dos amebocitos fagociticos
numero de celomocitos fagociticos

Capacidade Germicida (CG), porcentagem de leveduras mortas coradas com Brometo de Etidio
(vermelho) no interior dos amebdcitos fagociticos em 25 leveduras contadas.
CG = Quantidade de leveduras mortas X 100
25 leveduras

2.12 Fixacao e Processamento para Microscopia Eletronica de Transmissao

Para o estudo ultra-estrutural dos celomocitos, a fixacao foi feita em solucao gelada de gluta-
raldeido a 2,5% em tampao fosfato 0.1M de pH 7,2 a 0°C (HAYAT, 1981), com fragmentos de cerca
de 1 a 2 mm de espessura. A pos-fixacao foi reali
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zada com tetroxido de 6smio a 1% em tampao fosfato com sacarose por 2 horas a 4°C. Em se-
guida, colocaremos os fragmentos por 24 horas em solucao de acetato de uranila a 0.5% em agua
destilada com sacarose a 10,56 g por 100ml, a 4°C. Depois da desidratacao em solucdes alcoodlicas
crescentes de 70% a 100%, seguem-se duas passagens pelo 6xido de propileno puro durante 15 minutos
cada, infiltracao com 6xido de propileno mais resina basica (Araldite) em partes iguais, durando 12
horas, com agitacao em temperatura ambiente. Na seqliéncia, as pecas serao incluidas em resina
pura a 37°C, depositadas em moldes e levadas a estufa a 70°C, durante 3 dias. Para a microtomia
de corte semi-fino, da ordem de 0,5 mm de espessura, empregamos o ultramicrotomo LKB Porter
Blum MT-1; para cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm, utilizamos o ultramicrotomo LKB
Porter Blum MT 2, cujos cortes foram coletados em telas de cobre, corados com acetato de uranila
a 2% em agua destilada durante 1 hora e lavados em agua destilada durante 30 minutos. Para as
analises das telas e obtencao de micrografias eletronicas, utilizaremos os microscopios eletronicos
do Departamento de Histologia e Embriologia de instituicao colaboradora (JEOL-100 CX-II).

2.13 Estatistica

O modelo estatistico utilizado sobre os valores obtidos nas analises das quantificacoes de cris-
taldide de ferro intranuclear foi o teste t de student, duas amostras em par para médias com con-
fiabilidade de 95% (Excel) e nas analises dos indices fagociticos utilizou-se a analise de variancia
(BERQUO, 1981) através do programa computacional “GraphPad InStat” - Tukey-Kramer Multiple
Comparisons Test (One-way Analysis of Variance (ANOVA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Preparacao da fracao soluvel do petréleo (FSA)

As analises foram feitas por fluorescéncia em modo sincrono. Pelo comprimento de luz pode-se
afirmar que a FSA apresenta principalmente mono e diaromaticos (como benzeno, naftaleno e de-
rivados), que sao as moléculas menores (extremamente toxicas) e mais solUveis em agua. (FIG 1)

Segundo Martins et al, (2004) a analise de todos os dados a partir de 1989 a 2002, permitem
concluir que o ambiente marinho préximo a Ferraz pode ser considerado apenas levemente conta-
minado por hidrocarbonetos aromaticos de petroleo (PAHs), permitindo inferir que os ambientes
onde foram coletados os animais estavam livres de contaminacao antropogénica
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3.2 Classificacao dos celomécitos

Na classificacao dos celomocitos do ourico-do-mar, observou-se a maior proporcao de amebocitos
fagociticos, seguido por células vibrateis e esferulocitos vermelhos e incolores. Nao foi observada
diferenca significativa entre as populacoes de células em nenhum periodo e nenhuma concentracao
estudada. A proporcao de cada tipo de celomdcitos do ourico-do-mar Antartico concorda com os
resultados obtidos por Bertheussen (1981) e Borges et al. (2002)

3.3 Quantificacdo, pelo método de Perls, da Presenca de Cristaléides de Ferro Intranucleares
de Amebdcitos Fagociticos em contato com o fator quimiotatico.

Os resultados, obtidos referentes a quantificacao de cristaloides de ferro de amebdcitos fago-
citicos dos ouricos-do-mar expostos a diferentes concentracdes de fracao sollvel do petréleo no
periodo de exposicao de 15 dias demonstram que houve um aumento numérico significativo dos
cristais nos animais submetidos nas maiores concentracoes (p<0,05), no entanto, também observou-
se uma diferenca significativa na média geral de todos (TAB 1 e FIG 2 e 5).

Hobaus (1978), demonstrou a presenca de 93,0%, 91,6% e 94,4% de cristaloides em amebdcitos
fagociticos de Arbacia lixula, Sphaeruchinus granularis e Paracentrotus lividus respectivamente; o
presente projeto obteve como resultado a presenca de 71,51 + 1,34% de cristaldides intranuclea-
res em amebocitos fagociticos de ouricos-do-mar nao expostos a FSA e 80,16 + 4.35% em animais
expostos a 1,2 ppm de FSA. Estes resultados demonstram a importancia do local de amostragem.
Os numeros elevados obtidos por Hobaus (1978) podem ser decorrentes da contaminacao ambiental
comum ao Atlantico Norte, tal como Geyer, Freitag e Korte, (1984) que observaram que os PCBs
possuem baixa solubilidade em agua e assim depositam-se em organismos marinhos.

3.4 Mensuracao dos Cristaléides de Ferro Intranucleares

Os cristaloides de ouricos-do-mar expostos a 1,2 ppm de FSA por 10 dias, apresentaram um
aumento significativo (p<0,05) quando comparados com animais expostos a mesma concentracao
de FSA por 2 dias. (TAB 2). Bachmann, Pohla, e Goldischimid, (1980) sugere que os cristaloides au-
mentam de tamanho apos atividade fagocitica, como nao houve diferenca significativa nos indices
fagociticos no presente trabalho ndo se pode concluir uma relacao direta entre atividade
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fagocitica e variacao na area dos cristais. O que se pode supor € que a qualidade e nao a
quantidade de elementos fagocitados influi no tamanho dos cristaléides. Assim sendo, pode-se
afirmar que a presenca de monoaromaticos e diaromaticos, tais como benzenos e naftalenos da
FSA influem no metabolismo de ions ferro de ouricos-do-mar.

O fato dos cristaléides aumentarem em tamanho apenas no prazo de 15 dias sugere que esse
fato ocorra em contaminacoes cronicas por petroleo, sendo, portanto, dependente do tempo que
0s ouricos-do-mar sao expostos aos poluentes.

3.5 Caracterizacdo da Capacidade Fagocitica (CF), indice Fagocitico (IF) e Capacidade Germicida
(CG) dos Amebaocitos Fagociticos Frente a Leveduras (Saccaromyces cerevisae) in vitro.
Quanto aos indices fagociticos houve uma reducao nos valores, porém nao significativa (TAB 3, 4
e 5eFIG 3, 4 e 6), sendo assim pode-se afirmar que o estresse gerado pelo confinamento em areas
pequenas estimulou os indices fagociticos, mas tal fato nao prejudica os resultados obtidos neste
projeto, pois as comparacoes realizadas entre caixas com e sem FSA mostraram repetibilidade,
permitindo inferéncias sobre o efeito desses poluentes na fisiologia de Sterechinus neumayeri.

3.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

Quanto a microscopia eletronica de transmissao, os resultados comprovam as analises de mi-
croscopia optica com a coloracao pelo método de Perls. O aumento do nimero de cristaldides é
decorrente da fragmentacao destes e posterior exocitose (FIG 7). Os resultados também estao de
acordo com os obtidos por Delmas (1990) que descreve a presenca desses cristais no citoplasma
de amebocitos fagociticos encontrados nas gonadas e nao no interior do niicleo como é observado
normalmente no liquido celomatico perivisceral, em condicoes isenta de poluicao.

Notou-se a presenca de cristaloides no citoplasma em amebdcitos fagociticos de ouricos-do-
mar expostos a FSA em concentracoes de 0,8 e 1,2 ppm por 15 dias. Tais concentracées no prazo
de 15 dias sao as em que melhor se evidenciam as alteracoes nucleares. Estes dados indicam que
as alteracoes celulares estao correlacionadas com a dose e o tempo de exposicao ao petroleo tal
como Radford et al (2000) observaram em hemdacitos de tunicatos, em que a presenca de vacuolos
celulares sao dose e tempo dependentes, confirmando, portanto, sua correlacao com a exposicao
aos metais pesados.
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4 CONCLUSAO

Este trabalho demonstra pela primeira vez, que por meio de protocolos de baixo custo, os cris-
taloides de ferro de amebdcitos fagociticos do liquido celomatico perivisceral de ouricos-do-mar
podem ser utilizados como bioindicadores celulares para ambientes marinhos contaminados por
derivados do petroleo em baixissimas concentracoes.

5 FIGURAS E TABELAS

50000 [
40000 [

30000

Fluorescéncia u.a.

20000

10000 /

0 T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700
Comprimento de Onda / nm

FIG 1: Espectros de fluorescéncia em modo sincrono* da agua do mar contaminada com fracao
soluvel de petroleo (FSA) e agua do mar nao contaminada. (*Intervalo entre excitacao e emissao
A=10nm)

TAB 1. Quantidade de cristaloides de Amebdcitos do Liquido Celomatico de Ouricos-do-mar Stere-
chinus neumayeri expostos a diferentes concentracoes de Fracao Soluvel do Petréleo (FSA)

0 ppm 0,4 ppm 0,8 ppm 1,2 ppm
(0%) (10%) (20%) (30%)
02 dias (n=16) 70,93 73,25 78,98 77,00
Desv. Pad 5,51 10,34 6,61 8,72
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05 dias (n=16) 73,10 71,85 77,00 81,88

Desv. Pad 10,56 11,00 11,71 4,48

10 dias (n=16) 70,00 77,25 76,00 76,25
Desv. Pad 8,16 8,14 1,41 4,35

15 dias (n=16) /2,00 84,337 36,007 35,007
Desv. Pad 1,63 5,77 4,32 6,61
Média geral 71,51 76,67** 79,50%** 80,16***
Desv. Pad. 1,34 5,59 4,57 4,35

15 dias: *0 vs 0,4 = P<0.05 / *0 vs 0,8 = P<0.01 / *0 vs 1,2 = P<0.05
Média geral: **0 vs 0,4 = P<0.01 / ***0vs 0,8 =P<0.001 / ***0vs 1,2 = P<0.001

Quantidade de crisihléides de ferro ourico-do-mar nes

amehdcibs fagociticos de 5. vasmayer? exp ostos a diferenies

concemiracies de fi-acio sohivel de peirileo

10000

N &0 i ] % i e T _ - Jﬁ_

=) || @0

<ez gooo g

E 400 L | oz

é 20 00 — | 012

opo ;
2 5 10 14
periodo de exposigio
(0%) (10%) (20%) (30%)

02 dias (n=16) 0,978 0,967 1,041 0,905 *
Desv. Pad 0,759 0,443 0,748 0,701
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FIG 2: Quantidade de cristaloides de Amebdcitos Fagociticos do Liquido Celomatico de Ouricos-
do-mar Sterechinus neumayeri expostos a diferentes concentracoes de Fracao SolUvel do Petréleo
(FSA) em diferentes prazos (4 animais por concentracao e 16 por periodo de exposicao).

TAB 2. Area (u?) de cristaloides de Amebocitos Fagociticos do Liquido Celomatico de Ouricos-do-
mar Sterechinus neumayeri expostos a diferentes concentracoes de Fracao SolUvel do Petrdleo
(FSA) em diferentes prazos

0 ppm 0,4ppm 0,8 ppm 1,2 ppm

05 dias (n=16) 1,138 1,149 1,208 1,287
Desv. Pad 0,861 0,976 0,861 0,898
10 dias (n=16) 1,106 1,247 1,258 1,350 *
Desv. Pad 0,891 1,009 0,932 0,923
15 dias (n=16) 1,143 0,987 0,904 1,160
Desv. Pad 1,022 0,811 0,680 0,872
Média geral 1,091 1,087 1,103 1,160
Desv. Pad. 0,077 0,809 0,161 0,872

* 1,2 ppm: 2 dias vs 10 dias = P<0,05

TAB 3. Capacidade Fagocitica (CF) de Amebdcitos do Liquido Celomatico de Ouricos-do-mar Stere-

chinus neumayeri expostos a diferentes concentracoes de Fracao Sollvel do Petréleo (FSA)

Oppm  O,4ppm  0,8ppm 1,2 ppm

(0%) (10%) (20%) (30%)
02 dias (n=16) 33,50 31,75 30,73 32,93
05 dias (n=16) 31,25 40,21 45,15 42,37
10 dias (n=16) 29,94 45,24 30,07 20,98
15 dias (n=16) 23,67 29,32 26,54 24,14
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Média 29,59 36,63 33,12 30,11
Desv. Pad. 4,21 7,39 8,23 9,61

TAB 4. indice Fagocitico (IF) de Amebdcitos do Liquido Celomatico de Ouricos-do-mar Sterechinus
neumayeri expostos a diferentes concentracoes de Fracao Soluvel do Petréleo (FSA)

Oppm  O,4ppm  0,8ppm 1,2 ppm

(0%) (10%) (20%) (30%)
02 dias (n=16) 1,69 1,87 1,63 1,89
05 dias (n=16) 1,87 1,99 1,77 1,84
10 dias (N=16) T,69 1,76 1,61 1,36
15-dias(n="16) 1579 1565 1560 72
Média 1,76 1,82 1,65 1,70
Desv.Pad 0,17 0,44 0,33 0,43

0 ppm 0,4 ppm 0,8 ppm 1,2 ppm

(0%) (10%) (20%) (30%)
02 dias (n=16) 48,97 37,40 46,53 28,11
05 dias (n=16) 27,65 23,13 29,39 30,79
10 dias (n=16) 32,00 32,45 35,34 26,48
15 dias (n=16) 34,18 25,59 17,50 33,63
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Média 35,70 29,64 32,19 29,75
Desv. Pad. 9,25 6,50 12,10 3,14

Capacidade Fagocitica (CF) e Capacidade Germicida (CG)
de Amebocitos provenientes de ouricos-do-mar
S. neumayeri expostos a diferentes concentracoes de
fracao soluvel de petroleo (FSA)

40 I
a5 - ——CF __
%30 ey ——
25 =G _
20
0%, 10% 20% 30% T
Fsh

FIG 3: Capacidade Fagocitica (CF) e Capacidade Germicida (CG) de Amebdcitos Fagociticos do
Liquido Celomatico de Ouricos-do-mar Sterechinus neumayeri expostos a diferentes concentra-
coes de Fracao Soluvel do Petréleo (FSA)

indices Fagociticos (IF) de Amebécitos de
ouricos-do-mar 5.neumayeri expostos a
difere ntes concentracies de F5A

258

H
1
—H

i

15 —
F o
058 —

I:l T T T

0% 0% 20% 0%

F5A

FIG 4: indices Fagociticos de Amebécitos Fagociticos do Liquido Celomatico de Ouricos-do-mar Ste-
rechinus neumayeri expostos a diferentes concentracées de Fracao Soluvel do Petrdleo (FSA)
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FIG 5: Fotomicrografia de amebdcitos fagociticos (AF) espraiados sobre lamina de vidro. A Controle, 0
ppm FSA ocorre, em média, apenas um cristaldide (seta) por AF B 0,4 ppm FSA, os amebocitos fagociti-
cos apresentam mais de um cristaldide por AF (barra de escala = 40um, coloracdo de Perls).

FIG 6: Fotomicrografia em microscopia de fase de amebdcitos fagociticos espraiados sobre a lamina com
leveduras internalizadas (barra de escala = 40um). A cor verde indica leveduras vivas e a cor vermelha
leveduras mortas .
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FIG 7: Elétron micrografia de amebdcitos fagociticos do liquido celomatico perivisceral do
ourico-do-mar Sterechinus neumayeri. A cristaléide ferro em posicao intranuclear (seta) em
amebocito proveniente do grupo controle (0 ppm) B Cristaldide em posicao citoplasmatica,
interiorizados em vacuolos em amebdcito proveniente do grupo 0,8 ppm de FSA C cristaloides
em posicao citoplasmatica em um amebocito proveniente do grupo experimental (1,2 ppm FSA)
(aumento da eletromicrografia 10Ke barra de escala 10 pm)
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