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RESUMO

Figueiredo DAL. Efeito da acidificacdo da agua do mar no sistema imune e no
balanco acido-base de ouricos- do - mar Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816)
e Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758). [dissertacdo (Mestrado em Biologia
Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo; 2014.

A acidificacdo oceénica, resultante do aumento da concentracdo de CO,
atmosférico, vem alterando a quimica dos oceanos resultando na diminuicédo
de seu pH. Diversos estudos avaliaram as consequéncias dessa diminui¢do no
pH oceanico nas taxas de calcificacédo, reproducdo e desenvolvimento em
diversos modelos marinhos, entretanto estudos relacionados a outros
processos fisiolégicos, como a imunidade, e estudos com individuos adultos
sdo escassos. Ouricos-do-mar sdo espécies aderidas ao substrato, importantes
para a ciclagem de nutrientes no ambiente marinho, sendo também animais
utilizados como bioindicadores para monitoramento ambiental; assim o estudo
da resposta imune inata desses animais frente a acidificacdo dos oceanos € de
extrema importancia para prever possiveis alteracdes fisiologicas desses
animais e sua capacidade de adaptacdo. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar as alteracbes provocadas pela acidificacdo oceénica na
resposta imune e no balanco acido — base de duas espécies de ourico-do-mar
tropicais: Lytechinus variegatus e Echinometra lucunter durante as estacdes de
verdo e inverno; para isso foram analisados os indices fagociticos, a
capacidade de adesédo e espraiamento celular dos amebdcitos fagociticos além
do balanco acido — base do liquido celomatico apds o periodo de 24 horas e
cinco dias de exposi¢cédo aos pHs 7,6 e 7,3. Foi também avaliada a capacidade
de recuperacdo dessas espécies com o0 objetivo de verificar se os parametros
alterados pela exposicdo conseguiam ser reestabelecidos. Os resultados
mostraram que a reducdo no pH da agua do mar alterou a proporcao celular,
reduziu a capacidade de fagocitose e espraiamento dos amebdcitos fagociticos
assim como também afetou o balanco &cido-base do liquido celomético. Foram
encontradas diferencas também entre as estacbes do ano sendo estas

encontradas apenas na espécie Lytechinus variegatus. O teste de recuperacao



mostrou que 0s parametros alterados pela exposicdo tendem a retornar aos
valores controles, mostrando que em curto prazo essas alteracbes podem nao
ser irreversiveis, entretanto, mais estudos S&80 necessarios principalmente
avaliando periodos de exposicdo prolongados. Juntos nossos resultados
mostram que a acidificagdo oceanica prejudica parametros imunes
extremamente importantes para a eliminacdo de patdgenos e
consequentemente a sobrevivéncia desses animais em um futuro oceano

acidificado.

Palavras-chave : Acidificacdo oceanica. Mudancas climaticas. Ouricos-do-mar.

Imunidade inata. Lytechinus variegatus. Echinometra lucunter.



ABSTRACT

Figueiredo, DAL. Effects of seawater acidification in the immune system and
acid-base balance in sea urchin Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816) and
Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758). [Master thesis (Tissue and cellular
Biology)]. S@o Paulo: Instituto de ciéncias biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2014.

Ocean acidification due to increased atmospheric CO2 concentration is altering
ocean chemistry resulting in the decrease of its pH. Several studies evaluated
the effects of this decrease in ocean pH on calcification rates, reproduction and
development in different marine models, however studies related to other
physiological processes such as immunity and studies with adult animals are
scarce. Sea urchins are species adhered to the substrate, important for nutrient
cycling in the marine environment, also being used as bioindicators for
environmental monitoring. Thus the study of the innate immune response of
these animals due to the acidification of the oceans is extremely important to
predict possible physiological changes of these animals and their ability to
adapt to this condition. This study aimed to evaluate the changes caused by
ocean acidification in the immune response and in the acid-base balance of two
sea urchin tropical species: Lytechinus variegatus and Echinometra lucunter
during seasons of summer and winter; for this, indexes of phagocytosis, cell
adhesion and spreading ability were analized in addition to the acid-base
balance of the coelomic fluid after 24 hours and five days of exposure to pH 7.6
and 7.3The recover ability of these species were also evaluated in order to
verify if the parameters altered by exposition could be reestablished. The results
shows that a reduction in the seawater pH changed the cell proportion, reduced
the ability of phagocytosis and phagocytic amoebocyte spreading as well as
affected the acid-base balance of the coelomic fluid. Differences were also
found between seasons, but only in the specie Lytechinus variegatus. The
recovery test showed that the parameters altered by exposure tend to return to
control values, showing that in the short term these changes may not be

irreversible, however, further studies are necessary mainly those related to



prolonged periods of exposure. Together our results show that ocean
acidification impairs immune parameters extremely important for the elimination
of pathogens and consequently the survival of these animals in a future

acidified ocean.

Keywords : Ocean acidification. Climate change. Innate immunity. Sea urchin.

Lytechinus variegatus. Echinometra lucunter.
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1 INTRODUCAO

As acbes antropogénicas vém causando alteracdes profundas na natureza, o
aumento da concentracdo de CO, na atmosfera, por exemplo, esta intimamente
relacionado a mudangas na quimica dos oceanos. Desde a revolucao industrial, a
concentracdo de dioxido de carbono (CO;) na atmosfera vem aumentando
consideravelmente (Kurihara et al.,, 2004a; Moulin et al.,, 2011), sendo este
produzido em quantidades substanciais principalmente a partir da combustdo de
combustiveis fésseis, producdo de cimento, agricultura e o desmatamento (Royal
Society,. 2005; IPCC 2007).

Nos ultimos 200 anos, os oceanos ja absorveram cerca da metade do CO,
produzido pelo homem. (Royal Society 2005). O CO, atmosférico se difunde
passivamente na superficie do oceano, apos a difusdo ele reage com a agua do mar
formando acido carbonico (H,CO3) essa molécula pode se dissociar liberando ions
H* e bicarbonato (HCO3), reacbes de dissociacdo podem ainda ocorrer com esta
ultima molécula liberando novamente H* e formando CO; # (Figural), o acimulo de
fons H" e H,COs3 °, resultam na reducdo do pH da agua do mar (Miles et al., 2007;
Kurihara et al., 2004a), que é conhecida como acidificacdo oceanica. Ademais a
concentracdo de carbonato (CO3?) diminui, pois essas moléculas reagem formando
HCO3 para tentar estabilizar o pH oceéanico (Fabry et al., 2008), essa diminuicao de
CO; % afeta diretamente organismos que utilizam essa substancia na formacdo de
suas conchas, carapacas e esqueleto.

De acordo com o ultimo relatério publicado pelo IPCC (2007), medidas diretas
e indiretas confirmam que o CO, atmosférico aumentou globalmente em cerca de
100 ppm ao longo dos ultimos 250 anos, de uma taxa de 275-285 ppm na era preé-
industrial para 379 ppm em 2005; e que o pH da superficie do oceano diminuiu 0,1
desde a era pré industrial (Caldeira, Wickett 2003), estando previsto para diminuir
0,3 a 0,4 até 2100 e 0,7 até 2300 (Caldeira, Wickett 2003; IPCC 2007). Essa
reducdo de 0,1 unidades corresponde a um aumento de aproximadamente 30% na
concentracgéo de ions H”.
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Figura 1 — Interagfes entre o CO, e a agua do mar.
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Reacdes quimicas entre o CO, e agua, concentracdo dos diversos compostos formados e
do pH do oceano nas eras glacial, pré-industrial e atual. E possivel observar que ao longo
do tempo, a concentragéo de H,CO; e HCO3- aumentou, enquanto a concentragéo de COs-
e 0 pH diminuiram.

Adaptado de Fabry et al., (2008)

A acidificacdo oceénica inicialmente esta relacionada as aguas superficiais,
uma vez que é nessa regido que as trocas gasosas entre a dgua e a atmosfera
ocorrem. A agua do mar nessa regido € ligeiramente alcalina, com o pH
aproximadamente na faixa de 8,2 (Figura 2), variando £ 0,3 unidades dependendo
do local, regido ou estacdo do ano. E importante salientar que é exatamente nessa
regido onde ocorre intensa atividade biolégica, uma vez que é a regido onde se
realiza a fotossintese, sendo esta regido também chamada de zona fotica. (Royal
Society, 2005). Assim a acidificacdo oceanica pode afetar ndo somente os animais
gue vivem nesta regido, mas também o0s animais de aguas mais profundas que
dependem direta ou indiretamente daquilo que é produzido nesta regido. Dessa
forma, os efeitos da acidificacdo oceanica podem ter consequéncias bioldgicas,
fisiologicas e evolucionarias para toda a biota marinha em seus diferentes niveis de
organizacao (Bibby et al., 2008).

Desde 1993 a literatura sobre impactos causados pelas mudancgas climaticas

tem crescido exponencialmente, porém os tépicos enfatizados nos anos 90
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continuam a dominar a literatura sendo a maioria relacionado a temperatura (Harley
et al., 2006); dos estudos referentes a diminuicdo do pH a maioria refere-se a como
0s organismos calcificados (como corais, ouricos-do-mar e fitoplancton), seréo
afetados.

Dos trabalhos conduzidos com ourigos-do-mar, a grande maioria, esta focada
em como a acidificacdo pode alterar o desenvolvimento embrionério e outros
processos relacionados a fecundacao. Estudos com animais adultos sdo escassos.
Além disso, pouca atencao tem sido dada a outros processos biologicos (Kurihara et
al., 2004 b), especialmente em relacdo a sensibilidade ao CO; nas fungdes imunes
(Bibby et al., 2008). Estudos recentes tém demonstrado que a acidificagdo oceéanica
também afeta a expressédo génica de corais, ostras e ouricos-do-mar (Kaniewska et
al., 2012; Liu et al., 2012; O’Donnell et al., 2010) reforcando a necessidade de se
investigar os impactos da acidificacdo oceanica em processos além da calcificacéo,
uma vez que muitos desses processos sado afetados e alterados antes mesmo que
alteracdes na taxa de calcificacdo sejam detectadas (Kaniewska et al., 2012).

Figura 2 — pH da superficie oceéanica.
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O pH na maior parte do oceano varia entre 8,05 e 8,01. As areas em azul, sdo as chamadas
zonas de ressurgéncia onde as aguas profundas afloram e por isto o pH nessas regifes é
ligeiramente menor.

(Retirado de Royal Society, 2005).
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Os estudos conduzidos mostram que em embrides de ourico-do-mar a taxa
de fertilizacéo, taxa de clivagem e tamanho das larvas plateos diminuiram com o
aumento da concentracdo de CO, (Kurihara et al., 20042; Moulin et al., 2011). Em
estrelas do mar Ophiothrix fragilis uma diminuicdo de pH de 0,2 unidades causou
mortalidade de 100% nos embrides apés 8 dias (Dupont et al., 2008). Efeitos sub-
letais foram observados também em copépodos adultos e uma diminuicdo do
crescimento foi observado em moluscos Mytilus galloprovincialis (Michaelidis et al.,
2005).

Outro ponto importante a ser destacado € que muitos estudos tem testado as
respostas fisiolégicas em pHs muito baixos, sendo extremamente necessario
analisar os efeitos fisioldgicos da acidificacdo oceénica em pequenas mudancas no
pH como aguelas que estéo previstas para acontecer nos proximos séculos (Fabry
et al., 2008).

1.1 Ourigos-do-mar

Os equinodermos sdo animais exclusivamente marinhos, possuem como
caracteristicas um esqueleto formado por ossiculos calcarios, geralmente coberto
por espinhos ou tubérculos. O filo possui também o sistema ambulacral, que é
exclusivo e os distinguem de todos 0s outros grupos animais. Seis classes compde o
flo sendo estas: Asteroidea, Ophiuroidea, Crinoidea, Holothuroidea
Concentricycloidea e Echinoidea (Ruppert, Barnes 1996). Podem ser encontrados
nos mais variados ambientes marinhos, ocupando desde regifes superficiais como
entremarés, até profundidades maiores que 7000 metros, e em diferentes climas
como a regiao equatorial e zonas polares (Durke, 1988).

Ouricos-do-mar sédo animais pertencentes a classe Echinoidea. Esses animais
sdo herbivoros/pastadores vivendo geralmente aderidos ao substrato; importantes,
pois atuam na reciclagem de nutrientes (Valverde et al., 2007). Seu corpo apresenta
forma circular ou ovalada, com um espacoso celoma e um sistema digestivo bem
desenvolvido; apresentam geralmente um conjunto de cinco génadas localizadas na
regido aboral; a respiracdo ocorre através de branquias e o0s 0rgdos excretores
estdo ausentes (Figura 3) (Ruppert, Barnes 1996).

A circulacdo nesses animais ocorre através do fluido celbmico, também
chamado de liquido celomatico, que preenche a cavidade celomatica circundando os

orgédos internos. O liquido celomatico, apresenta composi¢cdo semelhante a da agua
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do mar e contem populacfes de células livres chamadas de celomdcitos (Chia, Xing
1996; Hyman, 1955). Basicamente quatro tipos de celomdcitos podem ser
encontrados na cavidade celémica, sendo eles: amebdcitos fagociticos, células
vibrateis, esferuldcitos vermelhos e esferuldcitos incolores (Branco et al.,, 2014;
Mangiaterra, Silva 2001; Matranga et al., 2005) (Figura 4), a proporcdo dessas
células pode variar entre espécies e até mesmo entre individuos de mesma espécie
dependendo de suas condicdes fisioldgicas (Borges et al.,, 2005; Matranga et al.,
2005).

Os esferuldcitos sé@o células ameboides com tamanho variando entre 8 e 20
um dependendo da espécie, duas formas diferentes podem ser encontradas: o
esferuldcito incolor e o esferulocito vermelho (Chia, Xing 1996; Smith et al., 2006).
As funcbes desempenhadas pelo esferulocito incolor ainda nédo sdo bem
conhecidas, ja o esferuldcito vermelho esta relacionado a atividade antimicrobiana,
processos inflamatérios e reparo de feridas; além disso, essas células contem o
Equinocromo-A um composto naftaquinonico responsavel pela coloracdo dessas
células e que possui caracteristicas antioxidante e bactericida (Smith et al., 2006;
Ramirez-Gomes, Garcia-Arraras 2010).

As células vibrateis sdo células pequenas, variando entre 5 e 10um, essas
células possuem um flagelo e apesar de sua fungdo ainda ndo ser conhecida,
acredita-se que esta célula esteja relacionada a circulacdo e movimentacdo do
liquido celomético (Chia e Xing 1996; Ramirez-Gomes, Garcia-Arraras 2010; Smith
et al., 2006).
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Figura 3 — Anatomia interna de um ourigco-do-mar.
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Retirado de Ruppert e Barnes (1996).

A célula encontrada em maior quantidade no liquido celomético é o amebdécito
fagocitico (Matranga 2005, Smith et al., 2006). Seu tamanho varia entre 10 e 40 um,
suas funcdes estdo relacionadas a reacfes imunes, dentre elas provavelmente a
principal € a fagocitose; os amebdcitos fagociticos sdo considerados os principais
efetores do sistema imune nesses animais (Ramirez-gomes, Garcia-Arraras 2010).
Baseado em sua morfologia, essas células podem ser subdivididas em duas formas:
petaloide e filopodial (Chia, Xing 1996). Além da fagocitose, essas células sdo
também responsaveis pela expressao de genes imunes, quimiotaxia, encapsulacéo,
rejeicdo de enxertos e coagulacdo (Gross et al., 1999; Ramirez-gomes e Garcia-
Arraras 2010; Smith et al., 2006). Por estes motivos os amebdcitos fagociticos tém
sido muito utilizados como ferramentas para avaliar as respostas imunes de ouri¢cos
do mar frente a fatores abidticos (Silva et al., 2013).

Ouricos-do-mar sdo extremamente sensiveis a mudangas no ambiente e de
extrema importancia para o ecossistema, pois uma vez herbivoros, podem induzir
mudancas na taxa de distribuicdo de outras espécies marinhas e eventualmente
causar segregacao assim como especiacdo (Matranga et al., 2005). S&o animais de

pouca mobilidade, essa caracteristica 0os torna 6timos organismos para analisar
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alteracbes ambientais em determinadas regifes, sendo assim considerados como
excelentes bioindicadores ambientais (Kobayashi, Okamura 2004). Ademais, uma
caracteristica importante dos ouricos-do-mar que, diretamente aumenta sua
significancia para estudos é que os equinodermos sdo deuterostémios e, por isso, 0
grupo de invertebrados filogeneticamente mais proximos dos cordados (Smith et al.,
2006; Sodergren et al., 2006). Estes animais vém atraindo a atencdo de
pesquisadores que buscam encontrar mecanismos imunolégicos primitivos que
seriam filogeneticamente ancestrais dos vertebrados (Loker et al., 2004; Smith et al.,
2006; Silva, 2013).

Figura 4 — Celomdcitos do ouricos-do-mar

Paracentrotus lividus. (a) Esferulécito vermelho, (b) Esferuldcito incolor, (c) Célula vibratil,
(d) amebécito fagocitico — forma petaloide e (e) amebdcito fagocitico — forma filopodial.
Barra de escala: 10 pm.

Retirado de Matranga et al., 2005.

Lytechinus variegatus e Echinometra lucunter sédo espécies facilmente
encontradas na costa de Sdo Paulo habitando diferentes regides na costa; enquanto
a espécie Lytechinus variegatus habita regides de fundo arenoso com profundidade
superior a 5m, a espécie Echinometra lucunter habita regi6es mais superficiais do
costdo rochoso ficando geralmente exposto a variacdes de maré e temperatura.

Assim, as duas espécies foram escolhidas para este trabalho, pois, uma vez que
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estdo em ambientes diferentes, sofrem variacbes ambientais distintas, e assim
podem apresentar respostas fisiolégicas diferentes frente a um mesmo agente
estressor.

Além disso, em S&o Sebastido (litoral norte de Sado Paulo), foi observado por
nossa equipe e também pelos técnicos do Centro de Biologia Marinha (CEBIMar-
USP) que a populacéo de ouricos-do-mar Lytechinus variegatus esta em declinio e
gue esse fato ndo acontece com a espécie Echinometra lucunter (dados né&o
publicados). Portanto faz-se necessaria a pesquisa de possiveis fatores que possam

explicar esses acontecimentos.

1.2 Imunidade Inata

A necessidade de lidar com a quimica, e os desafios bioldgicos no ambiente
ocasiona a evolugdo de uma matriz de familias de genes de defesa, um conjunto de
mecanismos de protecdo que envolve o0 sistema imunolégico, e reage aos
estressores bioticos como patégenos. A imunidade inata € o mecanismo de defesa
filogeneticamente mais antigo contra microrganismos, ela € universal, esta presente
em todos 0s organismos, sendo a primeira a agir quando o organismo é desafiado
(Abbas et al., 2008).

A maioria dos organismos invertebrados sobrevive apenas através dos
mecanismos da imunidade inata, que responde a antigenos comuns na superficie de
células de potenciais agentes patogénicos (bactérias, fungos e virus); somente os
vertebrados possuem sistemas alternativos para reconhecimento e eliminacdo do
patégeno, chamado coletivamente de imunidade adaptativa (Beutler et al., 2004;
Iwanga et al., 2005).

A primeira defesa contra infeccfes envolve uma barreira fisica a invasao por
patdgenos ou substancias estranhas promovida pelo revestimento externo do corpo,
no entanto, quando os patdégenos conseguem penetrar essa barreira eles encontram
moléculas genéricas ou especificas para restringir a infeccdo. A segunda resposta &
composta por células capazes de fagocitar substancias ou organismos patogénicos.
A fagocitose € um processo complexo responsavel pela degradacdo de
microrganismos, este processo envolve vérias etapas e modificacfes celulares.
Inicialmente através da quimiotaxia a célula é atraida até a particula a ser
englobada, em seguida ocorre a adesao e opsonizagcdo — processo que aumenta a

adesdo celular e seguidamente ocorre a ingestdo da particula (Matranga et al.,
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2005). Todos esses processos dependem do citoesqueleto celular, principalmente
no que se refere a actina que € responsavel pelas protrusées formadas pela
membrana e a consequente captura da particula (Botelho, Grinstein 2011)

ApoOs a ingestdo o fagossomo formado se une a um lisossomo formando o
fagolisossomo, estes favorecem um ambiente acido, possuem um limen oxidativo e
peptideos catidnicos que conseguem romper a membrana bacteriana e degradar a
particula internalizada (Botelho, Grinstein 2011). Seguido a destruicdo da particula,
ocorre a formacéao do corpo residual e o descarte dos restos celulares (Figura 5).

Em equinoides os celomdcitos sdo 0s responsaveis por mediar a resposta
celular através de fagocitose, citotoxidade, encapsulamento e producéo de agentes
microbianos. Existe também, uma variedade de fatores humorais presentes no
liquido celomatico importantes na defesa do hospedeiro como lecitinas, aglutininas e

lisinas. (Gross et al., 1999).

Figura 5 — Etapas do processo de fagocitose.

O processo de fagocitose se inicia com a quimiotaxia até a particula a ser fagocitada,
ocorrendo em seguida a adeséao, formacéo dos pseudopddios e ingestdo da particula (1).E
formado entdo o fagossomo com a particula completamente internalizada (2); com o objetivo
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de destruir a particula fagocitada um lisossomo se funde a membrana do fagossomo
liberando suas enzimas digestivas (3). A particula é entéo digerida (4) e o material que néo
€ reaproveitado pela célula é descartado (5). N- nucleo.

Adaptado de Branco et al., (2014).

Assim, a avaliacdo da resposta imune inata € uma ferramenta de extrema
importancia uma vez que € o0 mecanismo responsavel pela defesa do organismo
contra patdgenos, é também importante para avaliar a adaptacéo dos individuos em
ambientes alterados e prever alteragdes na distribuicdo e na dinamica populacional

das espécies.
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2 OBJETIVO

Verificar o efeito da acidificacdo da dgua do mar na imunidade inata e no
balagco acido - base de ouricos-do-mar Lytechinus variegatus e Echinometra
lucunter submetidos a 2 diferentes pHs (7,6; 7,3), sendo o controle mantido a pH 8,0

no periodo de 24 h e 5 dias para ambas as espécies.

Para isso foram cumpridos os seguintes objetivos especificos:

» Analise do pH do liquido celomatico;

» Contagem absoluta e relativa da populacao de celomdcitos;

* Analise de viabilidade celular;

» Avaliacédo dos indices de atividade fagocitica in vitro (capacidade fagocitica e
indice fagocitico), em ensaios de fagocitose, utilizando-se amebdcitos
desafiados com leveduras Sacharomyces cereviseae;

» Determinacdo da capacidade de adeséo celular dos amebdcitos fagociticos;

» Determinacéo da capacidade de espraiamento dos amebdcitos fagociticos;

* Avaliagdo da capacidade de recuperacdo dos animais utilizando o0s

parametros mencionados acima.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta dos animais

Exemplares dos ouricos-do-mar Lytechinus variegatus e Echinometra lucunter
(Figura 6), (n=45 para cada espécie), machos e fémeas com volume aproximado de
232 + 60ml e 104,31 + 50 ml respectivamente, foram colhidos manualmente por
mergulho livre, a uma profundidade de 2 a 10m no Parcial da Praia Grande, no canal
de Sao Sebastido-llha Bela (23° 51,200" Sul, 0,45° 24973 Oeste), litoral norte do
estado de Sao Paulo. As coletas foram realizadas em duas esta¢gdes do ano: verao
(dezembro) e inverno (julho).

Os ouricos foram mantidos em caixas d’agua de fibra de vidro (500 litros)
renovadas com agua do mar bombeada diariamente nos laboratérios do Centro de
Biologia Marinha da USP (CEBIMar-USP), Os animais foram aclimatados por pelo
menos 1 semana antes do inicio dos experimentos com foto periodo natural. Os
animais foram alimentados semanalmente ad libitum com algas marinhas (Ulva sp. e

Sargassum sp. ) colhidas no mesmo local da coleta.

3.2 Parametros fisico-quimicos da dgua do mar do biotério marinho

Apbs o periodo de aclimatacdo os animais foram transferidos para os tanques
experimentais (100 litros), onde foram mantidos durante todo o experimento. Os
tanques foram equipados com bombas submersas Master 100 (Master®), e
aeradores (Big Air Super Pump A230).

Os parametros fisico-quimicos analisados (salinidade, temperatura, pH, nitrito
e oxigénio dissolvido), foram monitorados diariamente pela manha. A salinidade foi
monitorada através de um refratbmetro com compensacdo automatica para
temperatura (SR-3) e mantida em 35,0 + 1 ups pela adi¢do, quando necessaria, de
agua destilada.

As leituras de temperatura foram realizadas, utilizando-se termostatos (Full
Gauge), entretanto, uma vez que a agua era renovada constantemente, a
temperatura variava conforme a do ambiente mantendo-se a 25,2,0 + 1,0 °C durante
o verao e 21,5 1,0 durante o inverno. O oxigénio dissolvido foi monitorado através
de oximetro DO 5519 (Lutron®) sendo mantido entre 8 e 11 ppm. Para garantir que

nao houvesse alteracdo nesse parametro, aeradores foram ligados aos tanques.
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A concentracdo de nitrito foi monitorada através de teste de nitrito para agua
salgada (TetraTest®), mantido entre 0 e 0,1mg/!.

Figura 6 — Ouricos-do-mar das espécies Lytechinus variegatus (esquerda) e
Echinometra lucunter (direita).

L

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter

3.3 Variacéo do pH

A variacdo e controle do pH foi feita através do controlador automatico de pH
Sera Seramic pH controller (SERA®) pela infusdo de CO, diretamente na agua,
(Figura 7). O equipamento é acoplado a um cilindro de CO,, e possui um eletrodo
gue monitora o pH da agua; ao atingir o pH desejado a emissdo de CO, é
interrompida.

A exposi¢cdo dos animais foi realizada diminuindo o pH controle (pH da agua
do mar — 8,0) até os valores desejados.

3.4 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em grupos com cinco animais cada (Figura 8), e
os periodos de exposicdo foram estabelecidos em 24 h e 5 dias para ambas as
espécies durante as estacdes de verdo e inverno. Os pHs experimentais foram

escolhidos de acordo com as previsdes previstas para ocorrer nos anos de 2100,
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diminuicdo de 0,4 unidades, e 2300, diminuigdo de 0,7 unidades, Caldeira, Wickett
2003; (IPCC 2007). Uma vez que o pH da agua do mar encontrava-se em 8,0 ,este
valor foi utilizado como controle e os pHs experimentais foram estabelecidos em 7,6
e7.3.

Todos os animais de todos os grupos iniciaram o experimento no pH controle
e nos tanques experimentais foi adicionado CO, até pH desejado, de modo a evitar
um choque de exposicao.

Figura 7- Controlador automético de pH.

O controlador é acoplado ao tanque de exposicdo. Ao ser atingido o pH desejado, a valvula

solenoide interrompe a injecdo de CO, no tanque.

Todos os experimentos realizados obtiveram aprovacéo no Comité de Etica e
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo e foram aprovados também pelo IBAMA (Licenga N° 30422-2).



Figura 8 — Delineamento experimental
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3.5 Contagem de celomdcitos e leveduras

Uma aliquota de 150 pL do liquido celomético foi retirada por puncdo via
membrana peristomial e colocada sem diluicAio em cémara de Neubauer para
contagem diferencial dos celomadcitos (Borges et al., 2002), sob microscopia de
contraste de fase (Carl Zeiss® - Fotomicroscépio Il). Para a contagem total de
leveduras uma aliquota de 100 pl foi também colocada em camara de Neubauer
com diluicdo de aproximadamente 1mg de leveduras comerciais (ltaiquara®) em 15

ml de agua do mar.
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3.6 Analise de viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada baseada no protocolo de Freshney (1987):
uma aliquota de 50ul de liquido celomatico foi misturada a 50 pl da solucéo de azul
de Tripan 0,4% (Sigma®) e analisado em Camara de Neubauer. O azul de Tripan é
um corante vital que penetra apenas nas células que apresentam lesdes em sua
membrana, assim, as células coradas pelo azul de Tripan sdo consideradas nao
viaveis. A proporcao é feita através do numero total de células contadas e o nimero

de células consideradas nao viaveis.

3.7 Teste de viabilidade fungica

Utilizamos leveduras comerciais frescas Saccharomyces cerevisae
(Itaiquara®) com viabilidade superior a 98%. A viabilidade das leveduras foi realizada
nos diferentes pHs (8,0; 7,6 e 7,3) em agua do mar.

Uma solucdo de diacetato de fluoresceina (Sigma®) em acetona (5 mg/ml) e
brometo de etideo (Sigma®) em agua do mar (50 pg/ml) foi utilizada para identificar
as leveduras vivas e mortas. As leveduras vivas emitem fluorescéncia verde devido

bY

a penetracdo de diacetato de fluoresceina, as leveduras mortas emitem
fluorescéncia vermelha devido a penetracdo de brometo de etideo (Figura 9).
Fluorocromos (A380-420nm) foram observados sob microscopia de fluorescéncia
(Zeiss standard 25 — com fluorescéncia e filtro U-MWU). As leveduras foram
escolhidas por serem microrganismos nao patogénicos eficientes na inducéo de

respostas inespecificas de invertebrados (Silva, Peck 2000).
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Figura 9 - Teste de viabilidade flngica.

Leveduras Saccharomyces cerevisae sob microscopia de fluorescéncia (A) a cor verde
(diacetato de fluoresceina) indica leveduras vivas. Leveduras sob contraste de fase (B)
Barra de escala 50um.

3.8 Ensaios de fagocitose in vitro

Aliguotas de 100 pL de liquido celomatico foram adicionadas as laminas de
vidro as laminas foram incubadas em camara umida por 1h para a adesédo e o
espraiamento celular, em seguida foram homogeneizados com uma suspensao de
leveduras Saccharomyces cerevisae. Trés laminas para cada animal foram
incubadas por periodo de 1 hora e analisadas sob microscopia de contraste de fase
(Carl Zeiss ® - Fotomicroscépio 1) para posterior célculo dos indices fagociticos. A
razdo de leveduras por amebacito foi estabelecida em 10:1 em camara de Neubauer
(Silva, Peck 2000).

3.8.1indices de fagocitose
Os indices de fagocitose foram calculados através das seguintes férmulas

(Silva, Peck 2000):
Capacidade Fagocitica: CF = n° de amebocitos fagocitando

n° de amebdcitos total

indice Fagocitico: IF = n° total de leveduras fagocitadas
n° de amebacitos fagocitando
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3.9 Andlise de variacéo do pH do liquido celomatico.

Uma aliquota de 4 ml do liquido celomatico dos animais controle e tratados
foram coletados e imediatamente analisados em pHmetro (HI 2221 Calibration

Check pH ORP meter - Hanna Instruments® )

3.10 Determinagdo da capacidade de adeséo celular

Uma aliquota (100 pl) do liquido celomético de cada animal foi coletada apos
0 periodo de exposi¢cdo e colocada sobre laminas de vidro, mantidas em camara
umida por diferentes periodos (5, 10, 15 e 30 minutos). Em seguida, as laminas
foram lavadas com agua do mar filtrada e fotografadas em microscopio de contraste
de fase (Axioplan 2 imaging - Zeiss®). Cinco campos aleatérios de cada lamina
foram fotografados e o numero de células aderidas foram contadas.

Foram consideradas células aderidas aquelas em formato circular e/ou
espraiadas que nao se desprenderam do vidro apds lavagem com agua do mar.

(adaptado de Branco et al., 2012)

3.11 Determinacao da capacidade de espraiamento celular

ApOs o periodo de exposicao uma aliquota (100 pl) do liquido celomatico foi
colocado sobre laminas de vidro e mantidas em camara umida por diferentes
periodos (15, 20, 30 e 60 minutos). Em seguida, as laminas foram lavadas com agua
do mar filtrada e fotografadas em microscopio de contraste de fase (Axioplan 2
imaging - Zeiss®).

A contagem de células espraiadas foi realizada em 5 campos aleatdrios por
lamina e a porcentagem de células espraiadas foi determinada através da
propor¢cdo de células que nos periodos analisados encontraram-se somente
aderidas e o numero de células que aderiram e espraiaram. Foram consideradas
células espraiadas aquelas que apresentarem emissdo de filopodios e/ou
lamelipbdios. (Adaptado de Branco et al., 2012).
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3.12 Determinacao da area de espraiamento celular

As fotos utilizadas para a determinacdo da capacidade de espraiamento
celular foram também utilizadas para determinar a area de espraiamento das
células. As medidas foram realizadas apds 60 minutos de espraiamento. Dez células
por animal foram analisadas com o programa Image J®, e as mensuracdes foram

submetidas a analise estatistica.

3.13 Teste de recuperacéo

O ensaio de recuperacao foi realizado apdés o término dos experimentos
mencionados acima, no periodo de inverno. Uma vez analisados os resultados
desses experimentos decidimos avaliar a capacidade de recuperacdo dos animais
apos o periodo de exposi¢cdo de 5 dias ao pH 7,3, por ser o menor pH testado e o
maior periodo de exposicao.

Para isso, nova coleta foi efetuada e os animais foram divididos em dois
grupos (controle e 5 dias pH 7,3). Os animais foram entdo expostos por cinco dias
ao pH 7,3 apods esse periodo a injecdo de CO, no tanque foi imediatamente
interrompida e o pH foi naturalmente elevado através da renovacdo da dgua do mar
no tanque evitando assim um choque de exposi¢cdo. Apés atingir o pH controle, os
animais permaneceram por mais cinco dias nessas condicdes.

A proporgdo dos tipos celulares, os indices fagociticos e o pH do liquido
celomético foram analisados no controle, apds os cinco dias de exposi¢cao ao pH 7,3

e novamente nos mesmos animais apos o periodo de recuperacao.
3.14 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA e o teste de
Tukey, foram utilizados os programas GraphPad Instat ® e GraphPad Prisma®.

Os valores estdo apresentados como média e foram considerados
significativos quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Experimento Inverno

4.1.1 Contagem diferencial dos celomocitos

N&o houve alteracdo significativa na propor¢cdo de nenhum dos quatro tipos
celulares analisados, em nenhum pH ou periodo testado, tanto para a espécie L.

variegatus (Figura 10), quanto para a espécie E. lucunter (Figura 11).

4.1.2 Viabilidade celular e viabilidade fungica

A viabilidade celular dos celomécitos se manteve superior a 98% em todos 0s
animais, ndo apresentando diferencgas estatisticas entre 0s grupos experimentais.
O mesmo ocorreu com a viabilidade fangica, que também se manteve

superior a 98%.

4.1.3 indices fagociticos

Ambas as espécies apresentaram diminuicado significativa (p< 0,05), neste
parametro, em todos 0s grupos experimentais comparados ao controle (FIGURA 12).

Na espécie L variegatus o menor valor, foi encontrado apos exposicédo ao pH
mais baixo (7,3), apds o periodo de cinco dias.

Na espécie E. lucunter os menores valores foram encontrados também no pH
mais baixo porém em ambos o0s prazos analisados: 24 horas e cinco dias.
(Tabelal).

O indice fagocitico esta relacionado a quantidade de leveduras que cada
célula é capaz de fagocitar (Figura 13). Nao houve diferencas significativas no indice
fagocitico em nenhuma das espécies testadas em nenhum pH ou periodo analisado
(Figura 14).
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Tabela 1- Capacidade fagocitica (CF) dos ouricos-do-mar Lytechinus variegatus e
Echinometra lucunter expostos a aguas com diferentes pHs durante o periodo de
inverno.

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter
CF CF
Controle 67,82 +£ 3,96 58,19 £16,5
24hpH 7,6 57,25 + 4,05 33,69 + 9,08
5 dias pH 7,6 51,50 + 4,87 36,85 +12,45
24hpH7,3 57,00 + 5,61 21,27 + 5,28
5 dias pH 7,3 49,14+ 5,65 21,82 + 3,69

Os valores séo apresentados em média e desvio padréo.
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Figura 10 — Proporcdo dos tipos celulares da espécie Lytechinus variegatus apos

exposicao a aguas acidificadas durante o inverno.
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Figura 11 — Proporcdo dos tipos celulares da espécie Echinometra lucunter apos

exposicao a aguas acidificadas durante o inverno.
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Figura 12 - Capacidade fagocitica das espécies Lytechinus variegatus (A) e
Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24 horas e

cinco dias durante o periodo de inverno.

[A

* indica diferenca significativa comparado com o grupo controle, * p<0,05 e ***p<0,001.
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Figura 13- Fagocitose observada sob microscopia de contraste de fase.

(A) -Amebdcitos fagociticos de ourigos-do-mar com uma , (B) trés e (C) sete leveduras
fagocitadas apds o periodo de uma hora de incubagdo em camara umida.
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Figura 14 - indice fagocitico das espécies Lytechinus variegatus (A) e Echinometra
lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24 horas e cinco dias

durante o periodo de inverno.

A
3-
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4.1.4 pH do liquido celomético

O pH do liquido celoméatico apresentou diminuicdo significativa em todos os
grupos experimentais comparados ao controle, em ambas as espécies. Além disso,
nas duas espécies houve diferenca também entre 0os grupos experimentais.

Na espécie L. variegatus o menor valor observado foi encontrado no grupo
exposto por 24 horas no pH de 7,3 (Tabela 2) . Foram encontradas tambéem
diferencas significativas entre os grupos expostos durante 5 dias ao pH 7,6 e 5 dias
no pH 7,3 quando comparados ao grupo exposto por 24 horas ao pH 7,3 (Figura 15
A).

Na espécie E. lucunter o menor valor observado foi também encontrado no
periodo de exposicdo de 24 horas porém no pH de 7,6 (Tabela 2). Este dltimo
apresentou diferencas significativas com todos 0s outros grupos experimentais
analisados (Figura 15 B).

Um dado importante observado nas duas espécies durante o periodo de
exposicao de cinco dias foi que os espinhos dos animais ficaram mais fracos e
quebradicos, sendo isto observado a partir do terceiro dia de exposi¢ao, ficando
mais acentuado no quarto e principalmente no quinto dia, onde o0s espinhos se
quebravam até mesmo com o manuseio / manipula¢do dos animais durante a coleta

de liquido celomatico.

Tabela 2- Valores de pH do liquido celomatico das espécies Lytechinus variegatus e
Echinometra lucunter analisados ap0s exposicédo a aguas com diferentes pHs
durante o inverno.

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter
pH pH
Controle 7,75 +£0,03 7,66 = 0,08
24hpH 7,6 7,15+0,04 6,85+ 0,09
5 dias pH 7,6 7,22 £0,04 7,13 £0,08
24hpH7,3 7,09 +0,03 7,02 £0,06
5 dias pH 7,3 7,17 £0,01 7,13 £0,09

Os valores séo apresentados em meédia e desvio padrao.
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Figura 15 — Valores de pH do liquido celomatico das espécies Lytechinus variegatus
(A) e Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24

horas e cinco dias durante o periodo de inverno.

A
8.0+

7.8

* indica diferenca significativa com o grupo controle; letras iguais indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais. * p<0,05 e ***p<0,001.
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4.2 Experimento Verao

4.2.1 Contagem diferencial dos celomdécitos

Na espécie L. variegatus, assim como no experimento realizado durante o
inverno, ndo houve diferenca significativa em nenhum dos quatro tipos celulares
analisados, em nenhum pH ou prazo testados (Figura 16). A proporcdo dos tipos
celulares se manteve de acordo com a literatura para as duas espécies.

J& na a espécie E. lucunter dois tipos celulares apresentaram diferenca
significativa. Nos animais do grupo exposto por 24 horas ao pH 7,3 houve
diminuicdo significativa na propor¢do de amebdcitos fagociticos sendo os menores
valores encontrados ap0s exposicao de cinco dias ao pH 7,3 (Tabela 3).

Em contrapartida no mesmo grupo experimental houve um aumento
significativo na proporgcdo de células vibrateis, apos a exposicao (Figura 17), sendo
0s maiores valores encontrados apds o periodo de exposi¢cao de cinco dias ao pH
7,3. (Tabela 3).

Tabela 3- Proporcdo dos diferentes tipos celulares encontrados no liquido
celomatico de ouricos-do-mar Echinometra lucunter apos exposicdo a aguas com
diferentes pHs durante o verdo. Valores apresentados como média e desvio padrao.

vermelhos, CV — Células vibrateis.

Células
AF El EV Y,

Controle 75,31 + 7,27 6,39 £ 4,28 6,99 £ 7,46 17,97 £6,72

24h pH 7,6 68,95 + 6,28 3,65+1,80 4,86 + 1,88 24,43 + 4,59

5 dias pH 7,6 69,63+10,33 4,07 £ 2,85 2,90+£35 23,81 £ 8,62
24hpH 7,3 61,16 + 3,07 3,18 + 3,48 4,54 + 2,58 25,53 + 4,59

5 dias pH 7,3 63,37 £ 6,09 4,57 £ 0,55 5,31+£3,10 31,87 £ 4,59

AF- Amebdcitos fagociticos, ElI — Esferulécitos incolores, EV — Esferulécitos
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4.2.2. Viabilidade celular e viabilidade fungica

A viabilidade celular assim como a viabilidade fungica mantiveram-se superior
a 98%, ndo apresentando diferencas estatisticas entre 0s grupos controle e

experimentais.

4.2.3 indices fagociticos

Assim como no experimento realizado durante o inverno, a capacidade
fagocitica diminuiu significativamente nas duas espécies analisadas.

No grupo controle da espécie L. variegatus ; todos 0s grupos experimentais,
exceto o de 24 horas pH 7,6 apresentaram diferencas em relacéo ao grupo controle;
foram encontradas também diferencas significativas entre os grupos experimentais
(Figura 18 A).

Na espécie E. lucunter a capacidade fagocitca apresentou padrdo semelhante
ao da espécie L. variegatus, onde somente o grupo exposto por 24 horas ao pH 7,6,
ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, além disso
foram também encontradas diferencas significativas entre os grupos experimentais
(Figura 18 B). .

Em ambas as espécies os menores valores foram encontrados ap0s a exposi¢cao
ao menor pH no periodo de cinco dias (Tabela 4).

Com relacdo aos indices fagociticos, assim como ocorreu no inverno, ndo houve
diferencas significativas em nenhuma das espécies testadas em nenhum pH ou

periodo analisados (Figura 19).
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Tabela 4- Capacidade fagocitica (CF) dos ouricos-do-mar Lytechinus variegatus e
Echinometra lucunter expostos a aguas com diferentes pHs durante o periodo de
verdo. Os valores séo apresentados em média e desvio padrao.

Lytechinus variegatus

Echinometra lucunter

Tratamentos
Controle
24h pH 7,6
5 dias pH 7,6
24h pH 7,3

5 dias pH 7,3

CF
48,56% = 3,14
49,36 + 6,92
29,31% * 5,92
32,41% + 11,94

24,51% + 4,63

CF
48,86 + 5,69
48,61 + 5,69

33,26% * 9,43
25,98% =+ 3,39

18,78% + 6,74
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Figura 16 — Proporcdo dos tipos celulares da espécie Lytechinus variegatus apos

exposicdo a aguas acidificadas durante o verao
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Figura 17 — Proporcao dos tipos celulares da espécie Echinometra lucunter apos
exposicdo a aguas acidificadas durante o verao.
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Figura 18 - Capacidade fagocitica das espécies Lytechinus variegatus (A) e
Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24 horas e

cinco dias durante o verao.
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* indica diferenca significativa com o grupo controle; letras iguais indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais. *p<0,05, ** p< 0,01, ***p< 0,001
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Figura 19 - indice fagocitico das espécies Lytechinus variegatus (A) e Echinometra
lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24 horas e cinco dias
durante o veréo.




58

4.2.4 pH do liquido celomatico

O pH do liquido celomatico apresentou diminuicdo significativa em todos os
grupos experimentais comparados ao controle, nas duas espécies testadas.

Na espécie L. variegatus o menor valor foi encontrado apds o periodo de 24
horas de exposi¢do ao pH 7,3 (Tabela 5). Houve também diferencas significativas
entre 0S grupos experimentais: 0s grupos expostos ao pH 7,3 por 24 horas, cinco
dias, e o grupo exposto ao pH 7,6 por cinco dias, apresentaram diminui¢cdo
significativa comparados ao grupo exposto ao pH 7,6 por 24 horas (Figura 20 A).

Para a espécie E. lucunter o0s menores valores foram encontrados nos
grupos experimentais expostos por 24 horas tanto no pH 7,6, quanto no pH 7,3
(Tabela 5). Apds a exposicao por cinco dias o pH do liquido celomatico aumentou
no grupo de pH 7,6, e no grupo exposto ao pH 7,3; porém esse aumento nao foi
significativo (Figura 20 B).

Durante a exposicdo dos animais, assim como observado no inverno, 0s
espinhos dos animais ficaram fracos e quebradicos, sendo isto observado a partir do
terceiro dia de exposicao, principalmente ao pH mais baixo, ficando mais acentuado
conforme o passar dos dias. No quinto dia de exposicdo 0s espinhos caiam e

quebravam até mesmo durante a manipulacdo dos animais.

Tabela 5- Valores de pH do liquido celomatico das espécies Lytechinus variegatus
e Echinometra lucunter analisados apos exposicdo a aguas com diferentes pHs
durante o veréo.

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter
pH pH
Controle 7,68 £0,06 7,74 £0,01
24h pH 7,6 7,45 £ 0,05 7,10 £ 0,09
5 dias pH 7,6 7,30 £ 0,06 7,22 +0,26
24hpH 7,3 7,24 £ 0,06 7,15+ 0,03
5 dias pH 7,3 7,30 £ 0,03 7,23+0,13

Os valores sdo apresentados em média e desvio padréo.
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Figura 20 — Valores de pH do liquido celomatico das espécies Lytechinus variegatus

(A) e Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24

horas e cinco dias durante o verao.
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*** indica diferenca significativa com o grupo controle (p<0,001); letras iguais indicam
diferencas significativas entre os grupos experimentais.
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4.2.5 Capacidade de adeséao e espraiamento celular

Com relacdo a capacidade de adesao celular, ndo houve diferencas
significativas em nenhuma das espécies testadas em nenhum pH ou periodo
analisados. J4 na capacidade de espraiamento celular, a espécie E. lucunter
apresentou uma diminuicdo significativa apos cinco dias de exposi¢cdo ao pH 7,6,
somente no periodo de 60 minutos. (Figura 21).

N&o houve diferenca significativa neste parametro para a espécie L. variegatus,
porém ao analisar as fotos das duas espécies percebemos que as células, apés o
periodo de 60 minutos, estavam pouco espraiadas apresentando poucos
lamelipddios e filopddios (Figura 22). Assim decidiu-se analisar também a area de
espraiamento dessas células.

Ambas as espécies apresentaram diminuicdo significativa na area de
espraiamento celular ap6s o periodo de 60 minutos em todos 0S grupos
experimentais (Figura 23). Os menores valores foram encontrados no periodo de
exposicdo de 24 horas ao pH 7,6 na espécie L. Variegatus e no periodo de cinco

dias também apds exposicao ao pH 7,6 na espécie E. lucunter (Tabela 6).

Tabela 6- Area de espraiamento dos amebdcitos fagociticos apds 60 minutos de
incubacdo em camara umida.

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter
pum pm
Controle 487,04 + 81,37 340,11 + 127,43
24h pH 7,6 155,72 + 45,67 189,94 + 47,38
5 dias pH 7,6 232,23 £ 63,31 153,19 £ 5,29
24hpH 7,3 224,84 + 33,26 209,32 £ 43,77

5 dias pH 7,3 219,46 £ 50,31 187,10 + 24,69
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Figura 21 — Area de espraiamento celular da espécie Echinometra lucunter apos

exposicdo a aguas acidificadas pelo periodo de 24 horas e cinco dias.
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*** indica diferenca significativa com o grupo controle (p<0,001).




Figura 22 — Celomdcitos da espécie L. variegatus (A, B e C) e E. lucunter (D, E e F)

expostos por 24 horas e cinco dias ao pH 7,3, fotografados apés periodo de

espraiamento de 60 minutos.

50 pm

A, D - grupos controle; B, E - exposi¢ao por 24 horas; C, F - exposigéo por cinco dias. Setas
indicam as diferencas na morfologia celular entre os grupos.
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Figura 23 — Area de espraiamento celular das espécies Lytechinus variegatus (A) e
Echinometra Lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de 24 horas e

cinco dias durante o verao.
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* indica diferenca significativa com o grupo controle. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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4.3 Verao X Inverno

Com a intencdo de avaliar se existe uma resposta sazonal frente a
acidificacdo oceanica, foi avaliado se havia alteracdo significativa nos parametros
analisados entre as estacdes de verdo e inverno onde a temperatura da agua varia
de 25 °C + 3 durante o verdo e 22 °C + 2 durante o inverno (média das mensuracoes
diarias realizadas pelos técnicos do CEBIMar-USP para as respectivas estacoes).

N&do houve diferenca na proporcdo dos tipos celulares em nenhuma das
espécies comparadas nas duas esta¢des do ano (Figuras 24 e 25). Com relacdo aos
indices fagociticos somente a espécie L. variegatus apresentou diferenca
significativa entre as duas estacfes do ano analisadas. A capacidade fagocitica foi
superior durante o inverno em todos os grupos analisados, sendo essa diferenca,
significativa em todos 0s grupos exceto no grupo exposto por 24 horas ao pH 7,6
(Figura 26). Da mesma forma os valores de indice fagocitico encontrados no inverno
foram superiores em todos os grupos analisados, havendo diferenca significativa
apenas no grupo controle e no grupo exposto por 24 horas ao pH 7,6 (Figura 27)

J4 com relagdo ao pH do liquido celoméatico houve também diferencas
significativas mas ndo de forma uniforme como ocorreu com a capacidade e os
indices fagociticos. O pH do liquido celomatico, analisado durante o inverno, foi
significativamente menor que o do verdao nos grupos expostos por 24 horas ao pH

7,6 e por cinco dias ao pH 7,3 (Figura 28).
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Figura 24 — Proporcdo dos tipos celulares da espécie Lytechinus variegatus

expostos a aguas acidificadas durante o verdo e o inverno. A- Amebdcitos

fagociticos, B- Esferulocitos incolores, C- Esferulécitos vermelhos e D- Células

vibrateis.
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Figura 25 — Proporcdo dos tipos celulares da espécie Echinometra lucunter
expostos a aguas acidificadas durante o verdo e o inverno. A- Amebdcitos
fagociticos, B- Esferulocitos incolores, C- Esferulécitos vermelhos e D- Células

vibrateis.
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Figura 26 - Capacidade fagocitica das espécies Lytechinus variegatus (A) e

Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas durante o verao e o inverno.
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Figura 27 — Indice fagocitico das espécies Lytechinus variegatus (A) e Echinometra

lucunter (B) expostos a aguas acidificadas durante o verao e o inverno.
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Figura 28 — pH do liquido celoméatico das espécies Lytechinus variegatus (A) e

Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas durante o verao e o inverno.
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4.4 Teste de Recuperacao

O teste de recuperacdao foi realizado apds o término dos experimentos realizados
durante o verdo e o inverno e analise dos resultados, com a intencdo de analisar se
0S animais conseguiam reestabelecer os parametros que foram alterados durante a
exposicdo a aguas acidificadas. Para o ensaio de recuperacdo foram analisados
somente 0S grupos experimentais expostos por cinco dias ao pH 7,3, escolhido por

ser o maior prazo e o menor pH.

4.4.1 Contagem diferencial dos celomocitos

N&do houve alteracdo significativa em nenhum dos quatro tipos celulares
analisados na espécie L. variegatus em nenhum dos tratamentos realizados, assim
como ocorreu durante a exposicao no inverno e no verdo (Figura 29). Em
contrapartida na espécie E. lucunter trés tipos celulares apresentaram alteracdes
significativas: amebocitos fagociticos, esferulécitos vermelhos e esferulocitos
incolores (Figura 30).

A proporcdo de amebdcitos fagocitos diminuiu apds a exposicdo de cinco dias
ao pH 7,3 diminuiu novamente apos o periodo de recuperacéo (Tabela 7).

Ao contrario dos resultados obtidos com os amebdcitos fagociticos os
esferulocitos vermelhos tiveram um aumento significativo apdés o periodo de
exposicdo ao pH 7,3 ( fato que ndo havia ocorrido durante a andlise do inverno e do
verao), e aumentaram significativamente também apds o periodo de recuperagéo
(Figura30 C e Tabela 7).

A proporcdo de esferuldcitos incolores também aumentou significativamente
sendo as diferengas aqui encontradas entre o grupo controle e o grupo analisado
apos o periodo de recuperacdo; houve também um aumento significativo entre o
grupo exposto ao pH 7,3 e o grupo que passou pelo periodo de recuperacéo (Figura
30 B e Tabela 7).
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Tabela 7- Proporcdo dos diferentes tipos celulares encontrados no liquido
celomatico de ouricos-do-mar Echinometra lucunter ap0s exposicdo a aguas com
diferentes pHs e apOs periodo de recuperacdo durante o verdo. Valores
apresentados como média e desvio padréo.

Células
AF El EV cv
Controle 75,4 £7,61 2,6 £1,09 2,58 + 1,90 19,4 £ 6,67
5 dias pH 7,3 64,86 t 3,27 3,89 +1,48 6,85 +2,0 22,61+ 4,48
Recuperagdo 63,75+ 6,64 8,36 +2,48 10,75 + 3,10 17,12 + 4,48
AF- Amebdcitos fagociticos, ElI — Esferulécitos incolores, EV — Esferuldcitos

vermelhos, CV — Células vibrateis
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Figura 29 — Proporcdo dos tipos celulares da espécie Lytechinus variegatus apos
exposicdo a aguas acidificadas e apdés o periodo de recuperacdo. A- Amebdcitos

fagociticos, B- Esferulcitos incolores, C- Esferulécitos vermelhos e D- Células

vibréateis.
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Figura 30 — Proporcao dos tipos celulares da espécie Echinometra lucunter apés
exposicdo a aguas acidificadas e ap6s o periodo de recuperacéo. A- Amebdcitos
fagociticos, B- Esferuldcitos incolores, C- Esferuldcitos vermelhos e D- Células

vibréteis.
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* indica diferenca significativa com o grupo controle; letras iguais indicam diferencas
significativas entre os grupos experimentais. *p<0,05, ***p<0,001.
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4.4.2 indices fagociticos

A capacidade fagocitica diminuiu significativamente nas duas espécies apos 0
a exposicéo ao pH 7,3, assim como ocorreu nos experimentos realizados no inverno
e no verdo. Apos o periodo de recuperacdo a capacidade fagocitica dos animais
aumentou significativamente em relacdo aos grupos expostos ao pH 7,3, mas ainda
permaneceu significativamente menor que a capacidade fagocitica dos grupos
controles (Figura 31).

Para a espécie E. lucunter a capacidade fagocitica, diminuiu mais de 50%
apos a exposicado ao pH 7,3 (Figura 31 B), subindo apods o periodo de recuperacéo.
Os valores encontrados em ambas as espécies encontram-se na Tabela 8.

O indice fagocitico ndo apresentou diferenca significativa em nenhum periodo
analisado, em ambas as espécies, assim como nos experimentos realizados durante

o verdo e o inverno (Figura 32).

Tabela 8- Capacidade fagocitica (CF) dos ouricos-do-mar Lytechinus variegatus e
Echinometra lucunter expostos a aguas com diferentes pHs e apds periodo de

recuperacdo durante o periodo de veréo.

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter
Tratamentos CF CF
Controle 61,89 + 3,55 54,77 £4,5
5dias pH 7,3 36,24+2,0 26,13 +5,74
Recuperagao 46,49 + 7,44 40,83+ 5,6

Os valores sdo apresentados em média e desvio padréo.
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Figura 31 - Capacidade fagocitica das espécies Lytechinus variegatus (A) e
Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo cinco diase

apos periodo de recuperacédo, também de cinco dias.

*** indica diferenca significativa (p<0,001), com o grupo controle; letras iguais indicam
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.
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Figura 32 - indice fagocitico das espécies Lytechinus variegatus (A) e Echinometra
lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo cinco dias e ap6s periodo de

recuperacao, também de cinco dias.
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4.4.3 pH do liquido celomatico

O pH do liguido celomatico na espécie L. variegatus apresentou 0 mesmo
padrdo encontrado na analise da capacidade fagocitica dessa espécie: 0 grupo
exposto ao pH 7,3 apresentou diminui¢ao significativa quando comparado ao grupo
controle. Ap6s o periodo de recuperacdo, o pH do liquido celomatico teve um
aumento significativo comparado ao grupo exposto, porém, o valor encontrado ainda
era significativamente inferior ao valor encontrado no grupo controle (Figura 33 A).

Ja na espécie E. lucunter houve diminuicdo significativa apenas no grupo
exposto ao pH 7,3 em relagédo ao grupo controle. Os resultados encontrados apés o
periodo de recuperacdo, ndo apresentaram diferenca significativa com nenhum dos
outros grupos analisados, porém, houve neste grupo um aumento no valor do pH
guando comparado ao grupo exposto ao pH 7,3 (Figura 33 B). Os valores
encontrados em ambas as espécies encontram-se na Tabela 9.

Foi também observada a queda e fragilidade dos espinhos, ocorrendo da
mesma forma que nos outros experimentos. Entretanto ap0s o periodo de
recuperacdo ndo houve melhora aparente neste parametro, e a queda e quebra dos

mesmos continuou durante todo o periodo de recuperagao.

Tabela 9- Valores de pH do liquido celomatico das espécies Lytechinus variegatus
e Echinometra lucunter analisados apos exposicdo a aguas com diferentes pHs

durante o verao.

Lytechinus variegatus Echinometra lucunter
Tratamentos pH pH
Controle 7,76 0,04 7,66 + 0,08
5 dias pH 7,3 7,17 +0,01 7,38 +0,14
Recuperagao 7,6 £0,07 7,5%0,10

Os valores sdo apresentados em média e desvio padréo.
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Figura 33 — Valores de pH do liquido celomatico das espécies Lytechinus variegatus
(A) e Echinometra lucunter (B) expostos a aguas acidificadas pelo periodo de cinco

dias e apo6s periodo de recuperacao, também de cinco dias
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. * indica diferenca significativa com o grupo controle **p<0,01 e ***p<0,001; letras iguais
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais.
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5 DISCUSSAO

Os valores encontrados na contagem diferencial dos celomécitos, nos grupos
analisados estavam de acordo com o descrito na literatura para ouricos-do-mar,
apesar das diferencas estatisticas encontradas (Bertheussen, Seljelid 1978; Borges,
2002; Chia, Xing 2006; Faria, Silva 2007, Smith et al., 2006).

Essas alteracdes podem ser consideradas como uma resposta aguda a forte
mudanca de pH ocorrida, uma vez que essas alteragbes ocorreram apds exposicao
ao pH mais baixo.

No ourico-do-mar Strogylocentrotus droebachiensis, Dupont e Thorndyke
(2012), descrevem dados contrarios aos encontrados aqui, havendo aumento na
proporcdo de amebdcitos fagociticos e diminuicdo na proporcdo de células vibrateis
apos exposicdo por cinco dias ao pH 7,7, essa espécie porém, habita regides de
clima temperado e essa diferenca pode estar relacionada ao seu metabolismo
enérgico diferenciado. Alteragcbes na propor¢cdo dos celomdcitos foram também
descritas por Hernroth et al., (2011), na estrela do mar Asterias rubens, onde a
concentracdo total de celomécitos diminuiu apds os periodos de uma semana e seis
meses de exposicdo a aguas com pH 7,7; ainda de acordo com a literatura, a
distribuicdo e concentracdo dos tipos celulares podem variar de espécie para
espécie e eventualmente entre individuos da mesma espécie (Ramirez-Gomez,
Garcia-Arraras 2010; Smith et al., 2006). Além disso, as alteracdes foram
encontradas apenas na espécie que habita a regido de entremarés e esta
constantemente exposta a variagdes de temperatura e salinidade por exemplo; uma
vez que essas alteragcbes ndo foram encontradas durante o periodo de inverno,
essas podem ser adaptacdes desses organismos frente a mudanca de temperatura
entre as estacdes do ano.

E importante notar que somente no teste de recuperacdo houve alteracio
significativa na proporcao de esferuldcitos vermelhos e incolores. Essas células séo
muito parecidas, apresentam basicamente o mesmo tamanho e realizam movimento
ameboide (Smith et al., 2006); as funcdes dos esferuldcitos incolores ainda ndo séo
bem conhecidas, entretanto, acredita-se que essas células e os esferulécitos
vermelhos correspondem a diferentes estadgios de maturagcdo da mesma célula
(Matranga, 2005).
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Os esferuldcitos vermelhos estdo associados a atividade bactericida, a
reacOes inflamatérias e de estresse, sendo hoje utilizados como marcadores de
estresse e poluicdo ambiental, uma vez que encontram-se alterados frente ao
aumento da temperatura (Branco et al., 2012, 2013), a contaminacao por petroleo
(Borges et al., 2010) e a contaminacdo por residuos industriais (Matranga et al.,
2000); sendo considerados como biomarcadores de estresse celular (Branco et al.,
2014) . Nao foram descritas até 0 momento, alteracdes neste tipo celular frente ao
estresse causado pela diminuicdo do pH, contudo, assim como os resultados obtidos
Nos nossos experimentos, Dupont e Thorndyke (2012) também n&o encontraram
alteracOes neste tipo celular, o que indica que provavelmente existam outras
respostas associadas ao estresse causado por alteracdes no pH.

Uma provavel causa para as alteracdes nestes dois tipos celulares podem
estar relacionadas a um estresse de confinamento uma vez que para o teste de
recuperagcdo os animais ficaram expostos por um periodo total de 15 dias, e nédo
cinco como ocorreu com todos 0s outros grupos analisados.

O unico tipo celular capaz de realizar fagocitose foi o0 amebdcito fagocitico,
assim como descrito por Bertheussen, (1981) e Silva et al., (2013). Essas células
estdo relacionadas com o reconhecimento e eliminacdo de invasores, através da
fagocitose, ocorrendo em todos os animais, sendo considerados importantes
mecanismos de defesa inespecifica (Secombes, Fletcher 1992).

O indice fagocitico, que representa a quantidade de leveduras fagocitadas por
cada amebdcito, ndo apresentou diferengca em nenhuma das espécies analisadas
em nenhum periodo ou pH testados. Este parametro também ndo apresentou
alteracdes apOs exposicdo a aguas com temperaturas elevadas no ourico antartico
Sterechinus neumayeri (Branco et al., 2012). Em contrapartida Borges et al., (2002)
observou um aumento nesse parametro conforme o aumento do tempo de
avaliacdo, na mesma espécie polar, porém, sem exposi¢cao prévia a nenhum agente
estressor

A capacidade fagocitica se refere a capacidade das células em realizar a
fagocitose, mecanismo essencial nas reacdoes de defesa de um organismo. Este
parametro foi bastante afetado nas duas espécies analisadas tanto no verdo quanto
no inverno. Os estudos sobre os efeitos da acidificacdo oceéanica no sistema imune
sdo escassos, Hernroth et al., (2011) descreveram uma diminuicdo na capacidade

fagocitica em A. Rubens ap0s o periodo de uma semana e seis meses de
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exposicdo a aguas acidificadas. Dupont e Thorndyke, (2012) analisaram a resposta
immune de equinodermos antarticos através da propor¢cdo dos celomdcitos e
correlacionaram as alteracdes na proporcdo dessas ceélulas com a eficiéncia da
resposta imune. Esta correlacdo, contudo, ndo se aplica aos resultados encontrados
em nosso estudo, uma vez que ndo houve diferenca significativa na propor¢éo dos
celomdcitos em nenhuma das espécies analisadas durante o inverno, assim como
na espécie L. variegatus durante o verdo, todavia a capacidade fagocitica diminuiu
significativamente nas duas espécies em praticamente todos os grupos analisados.

Dados interessantes foram encontrados no teste de recuperacdo, onde as
duas espécies apresentaram resposta muito semelhante: apds o periodo de
exposicdo ao pH 7,3 a capacidade fagocitica diminuiu significativamente, porém
apos o periodo de recuperacdo houve um aumento significativo em relagéo ao grupo
exposto. Os valores encontrados apds o periodo de recuperagcdo continuaram
significativamente inferiores aos valores encontrados nos grupos controles, porém
mostram que com o reestabelecimento do pH, a capacidade de realizar a fagocitose
dessas células tende a aumentar. Talvez com um periodo de recuperacdo maior,
essas ceélulas consigam retornar aos niveis detectados nos grupos controle.

A fagocitose é um mecanismo complexo, de extrema importancia para a
defesa e sobrevivéncia dos organismos, uma vez que é responsavel pela captura e
eliminacdo de microrganismos. Para a realizacdo deste processo varias etapas séo
necessarias como a quimiotaxia, opsonizacdo, adesao, ingestdo e eliminacdo do
microorganismo (Matranga, 2005). Assim para tentar encontrar mecanismos que
pudessem explicar a grande diminuicdo na capacidade fagocitica, analisamos a
capacidade de adesao e espraiamento dos amebdcitos fagociticos, uma vez que
estes sdo importantes mecanismos durante o processo de fagocitose.

A adesdo celular ndo sofreu alteragcdo ap0s exposi¢do. J& com relacdo ao
espraiamento celular somente a espécie E. lucunter apresentou diferencas
significativas; as células de todos os grupos em ambas as espécies, apresentavam-
se pouco espraiadas com aparente redu¢cdo no numero de lamelipddios e filopodios.
Essas estruturas contém filamentos de actina que sao considerados como
verdadeiros engenheiros celulares e sdo cruciais para a realizagcdo da migragao
celular (Lambrechts et al., 2004). Analisamos entdo a area de espraiamento dessas
células para verificar se a diminuicdo observada era significante ou n&o; os

resultados mostraram que todos os grupos experimentais apresentaram diminui¢ao
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significativa na area de espraiamento ap0s o periodo de 60 minutos, nas duas
espécies analisadas, assim, essa diminuicdo no espraiamento celular pode indicar
alteracdes no citoesqueleto celular.

Em um estudo realizado com corais, Kaniewska et al., (2012) analisaram o
perfil de expressao de diversos genes e demonstraram que ap0s exposicao a aguas
acidificadas a actina assim como diversas outras proteinas relacionadas ao
citoesqueleto sdo suprimidas . Dentre suas diversas fun¢des, a actina desempenha
importante papel na migracdo celular, contratilidade, secrecdo e endocitose
(Kaniewska et al., 2012). Para espraiar a célula emite protrusdes (filopodios) que
entram em contato com determinada superficie formando adesdes que irédo
posteriormente induzir o0 movimento celular (Price et al., 1998). A migracéo celular é
um processo de extrema importancia nas reacdes imunes de um organismo
(Lambrechts et al., 2004), as alteragdes no espraiamento celular aqui encontradas
podem estar relacionadas com a diminui¢cdo na capacidade fagocitica, uma vez que
a célula ndo consegue chegar até o microrganismo a ser fagocitado, ademais se ha
alteracdo no citoesqueto, este processo, assim como a fagocitose em si podem
também estar comprometidos.

O pH do liquido celomético foi, severamente afetado pela acidificacdo da agua
do mar, nossos dados corroboram com os resultados encontrados por Miles et al.,
(2007) Hernroth et al., (2011) e Stumpp et al., (2012) em trés diferentes espécies de
equinodermos. Os menores valores encontrados nas duas espécies, analisadas
foram durante o periodo de 24 horas de exposi¢cdo, 0 que pode estar relacionado
com uma resposta aguda a mudanca de pH. Na espécie E. lucunter isto ocorreu nos
dois pHs analisados, sendo observado um aumento neste valor apos o periodo de
cinco dias, porém, ndo significativo, na espécie L. variegatus isto foi observado
apenas na exposi¢cdo ao menor pH. Spicer et al., (2011) encontrou resultados muito
semelhantes no ouri¢o-do-mar Strongylocentrotus droebachiensis apds exposi¢cao a
aguas acidificadas, corroborando com nossos resultados.

Esse aumento no pH do liquido celomatico apés uma diminuicdo aguda, é
considerado como um mecanismo compensatério parcial utilizado como forma de
sobrevivéncia dos animais, e é descrito na literatura ocorrendo através do acumulo
de bicarbonato (HCO 73) que é utilizado como tampé&o (Miles et al., 2007; Stumpp et
al.,, 2012). O’Donnell et al., (2010) observaram que o0s genes envolvidos na

regulacdo &cido-base apresentavam padrdo de expressdo diferenciado apds
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exposicdo & 4guas acidificadas onde a expressado de alguns transportadores como o
de Na'/K" ATPase estavam suprimidos outros como Ca’ ATPase e Slc4a3
(transportador de bicarbonato) foram induzidos.

Duas teorias, entretanto, tém sido utilizadas para explicar a origem do
bicarbonato utilizado pelos animais: Spicer et al., (2007, 2011), Stumpp et al., (2012)
e Dupont e Thorndyke (2012), acreditam que o bicarbonato é proveniente da
dissolucdo da carapaca; sendo que, com excecdo do trabalho de Dupont e
Thorndyke (2012), todos os autores citados acima registraram um aumento na
concentracdo de bicarbonato no liquido celomético apds exposicdo a aguas
acidificadas.

Em contrapartida, Holtmann et al., (2013) acreditam que em periodos curtos
de hipercapnia (aumento da pressao parcial de CO;) o bicarbonato pode ser obtido
através da dissolucdo da carapaca, porém, apds um periodo maior de exposicéo o
bicarbonato provém da reabsor¢cdo através do epitélio intestinal. Mecanismos de
reabsorcdo através do epitélio intestinal também foram descritos por Vidolin et al.,
(2007). Catarino et al., (2012) também sugere a existéncia de um sistema carbonato
responsavel pela capacidade de tamponamento do liquido celomatico, contudo, este
ndo ocorre através da dissolucdo da carapaca, podendo ocorrer também pelo
conteudo proteico.

Acreditava-se que 0s ouricos-do-mar nado tinham capacidade de regular seu
sistema &cido-base, entretanto, apesar das diferentes teorias, os resultados desses
estudos mostram gue esses animais possuem certa capacidade regulatéria; Dupont
e Thorndyke, (2012) mostraram que nha espécie polar S. droebachiensis a
compensacdo no pH do liquido celoméatico foi total, sendo agora necessarios
estudos com longos periodos de exposicdo para verificar se esses parametros se
mantém a longo prazo e para analisar se esta compensacao total pode ser um
mecanismo conservado em outras espécies.

O teste de recuperacdo mostrou que com o retorno do pH ao valor normal, o
pH do liquido celomatico também aumentou, porém ainda com valores abaixo dos
encontrados nos grupos controle; da mesma forma que ocorreu com a capacidade
fagocitica, indicando que essas alteracbes podem ser reversiveis com o0
reestabelecimento do pH.

A dissolucdo da carapaca mencionada anteriormente pode estar também

relacionada com a queda de espinhos, observada nas duas espécies analisadas.
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Essa queda e fragilidade dos espinhos foi também observada por Holtmann et al.,
(2013), os autores sugerem também que devido ao contato com a agua acidificada
pequenas fraturas podem ocorrer no epitélio que recobre os espinhos, permitindo o
contato destes com a agua acida, induzindo assim, uma dissolucao parcial dos
mesmos. Outra possivel explicacdo pode estar relacionada com a expressao génica
desses animais, Todgham e Hofmann (2009) descrevem uma diminuicdo na
expressao de genes envolvidos na biomineralizagdo e no metabolismo energético
em S. purpuratus. Da mesma forma Liu et al., (2012) demonstrou supressao em
genes relacionados a calcificacdo na ostra Pinctada fucata. E importante lembrar
que os espinhos sdo também mecanismos de defesa e sua fragilidade é prejudicial
para a sobrevivéncia desses animais.

A reducéo do pH alterou respostas fisiologicas importantes nas duas espécies
analisadas neste trabalho. Nao € possivel afirmar se uma espécie é mais resistente
gue outra uma vez que pouco se sabe ainda sobre os efeitos da acidificacéo
oceanica nesses animais. Os experimentos foram realizados durante duas estacdes
do ano, verdo e inverno, com a intencdo de avaliar se havia diferenca no
comportamento dessas espécies em condi¢gdes opostas de temperatura.

A comparacado dos resultados obtidos nas duas estacbes mostram que
durante o0 verdo a capacidade fagocitica da espécie L. variegatus foi
significativamente menor que a do inverno em praticamente todos 0S grupos
testados assim como o indice fagocitico, em contrapartida, o pH do liquido
celomaético foi significativamente menor no inverno em dois prazos analisados. A
espécie E. lucunter ndo apresentou diferenca em nenhum dos parametros
analisados, esta resposta parece estar relacionada com o ambiente que essas
espécies habitam: L. variegatus habita regides de leitos de algas marinhas, ficando
entre profundidades de 5 a 17 metros (Cobb, Lawrence 2005), enquanto E. lucunter
habita regides de &aguas rasas ficando geralmente no ambiente do entremarés
(McClanaham, Muthiga 2007), assim esses animais estdo frequentemente expostos
a variacbes de temperatura e salinidade por exemplo, isto explicaria o fato de ndo
haver diferencas nas respostas entre as estagdes do ano nesta espécie assim como
nas diferencas encontradas entre a propor¢ao dos tipos celulares no veréao.

Mais estudos sé@o necessarios para compreender melhor as reacfes e 0s
impactos fisiologicos observados nesses animais ap0s exposicdo a aguas

acidificadas, principalmente estudos com prazos maiores de exposi¢ao, que poderéo
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ajudar a compreender se as alteracbes aqui observadas sao realmente flutuacdes
fisiologicas ou se podem se tornar alteracdes patoldgicas irreversiveis
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou parametros fisiologicos, imunes e celulares das
espécies tropicais L. variegatus e E. lucunter em resposta a exposicdo a aguas
acidificadas. Nossos resultados mostraram que a exposicdo a aguas acidificadas
altera a capacidade e o indice fagocitico assim como o pH do liquido celomatico,
além da taxa e a area de espraiamento celular. Os resultados mostraram tambéem
respostas diferentes entre as espécies tal como entre as diferentes estacbes do ano
analisadas. O teste de recuperagdo, por sua vez, mostrou que essas alteragoes,
podem ser consideradas como uma flutuagéo fisioldgica intermitente, uma vez que
0s parametros analisados tendem a retornar a valores proOximos aos controles.

Juntos nossos resultados mostram que a acidificacdo oceanica pode afetar o
balanco &cido-base e pardmetros imunes desses animais, prejudicando sua
homeostasia e sua capacidade de combater organismos nocivos. Essas alteragbes
podem afetar a sobrevivéncia das espécies analisadas, o que pode acarretar sérias

consequéncias para todo o ecossistema marinho.
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Abstract
I ntroduction

In the last decade several studies reinforced #& af sea urchin as model for immunological
purposes due to their phylogenetic proximity tordates and also due to the diverse immune genesioom
to vertebrates. Since the year of 2000, the useafurchin as bioindicators for environmental stress been
suggested, especially regarding the use of themune cells, also referred to as coelomocytes.ifndtiical
review, we provide a brief but consistent reviewaring the most studied topics of innate immuneesysof
sea urchin emphasizing the use of coelomocytefastsors for environmental disorders.

Conclusion

The use of coelomocytes as biomarkers is a verjulused sensitive tool to evaluate marine
environmental stress. However the mechanisms bychwiiiese conditions lead to an upregulation of
coelomocytes, either increasing its number or &sirey the proteins or genes expressed by thenpoanmty
understood. We reinforce that further studies ajmanswer these questions are necessary.

Keywords: Biomarkers, innate immune system, sea urchinpooetytes, environmental stress
I ntroduction

Sea urchins belong to the deuterostome cladeinghaith chordates a common ancestry. This feature
has been more explored since 2006, when the geab8eurpuratusvas sequenced. In this pioneer study, a
sophisticated immune system mediated by an immespstoire of innate pathogen recognition protéias
been described, containing more than 200 membeT®lblike Receptors (TLR), NOD-like receptors and
Scavenger Receptors (1).

A gene family that plays an important role in imrityrfor sea urchins is the Sp185/333 that encodes
a diverse array of putative immune response pratdihis family is readily induced in immune cellstioe
sea urchin in response to immune challenge (2).



Another important issue that justifies the use ed sirchins in scientific research is their use as
bioindicators for environmental stress. The ainthié critical review is to provide a general viewionate
immune system of sea urchin and assess the udeeinfdoelomocytes as biosensors for environmental
stressful conditions.

Sea urchin: basic characteristics and model for scientific studies

Sea urchins are benthonic animals that belong & HBbhinodermata phylum, constituting the
Echinoidea class. The word Echinodermata comes finenisreekEchino=spineandDerma=tegumentT hey
present pentameric radial symmetry during theirltapbase. They possess an aquatic vascular system,
simple and radial nervous system, and sexual reptimh with external fecundation (3). They are agblely
marine and are endowed with very limited capacityocomotion, justifying their use as environmental
bioindicators (4).

The classification of the Echinodermata has satfenany alterations and, in 1875, Huxley proposed
the Deuterostomata clade and four phyla were inted: Chaetognatha, Echinodermata, Hemichordata and
Chordata (5). At this time the phylogenetic proxinof echinoderms and chordates was evidenced @i

The role of sea urchins for early development st well known, however they became model for
other areas of scientific studies such as: efflangport (6); autophagy and apoptosis (7) and,tdués
phylogenetic proximity to chordates, they becammerg interesting model for the study of immune eys{(8,

9, 10) (Figurel).

Innate immune system in sea urchin: general aspects

The word “immune” was used to indicate that thehGlt Pope (and nowadays to the politicians
during their mandates) was not liable to men’s |aveing protected and free from penalties. The ephwas
transferred to organisms, and refers to their effor maintain homeostasis after injury or infectioh
microorganism/parasites or even allografts (11).

In the late nineteenth century, the Russian bistdgiie Metchnikoff (1854-1916) observed that some
cells present in the perivisceral coelom of echamog were able to move and engulf inert or evea liv
particles. Metchnikoff observed this phenomenonvamious taxa, although not in cephalochordates (11)
Metchnikoff is the creator of the metaphysical atc(as we use today) of the immune system astareac
process mediated by some animal cells (12).

Sea urchins have an innate immune system thakswithrough cellular and humoral response.
Cellular response is mediated by coelomocytess @éth free circulation in the coelomic cavity whican
infiltrate tissues and organs besides being tls firediators of allograft rejections; they act @sponse to
host invasion, injury and cytotoxic agents (13)ll@ar components will be described in the nexttisec

Humoral Factors

A wide range of immune molecules are expressedebyuschin coelomocytes and released in the
coelomic fluid; they are subject of extensive reseand most molecules are homologous to the veteb
immune system, such as lectins, cytokines, prgfiind others. These humoral components are caphble
destroying or damaging invading microorganisms.hE@aolecule is associated with a specific functide |
neutralizing pathogens, recognizing foreign mateapsonization (enhance of cellular response)wwodnd
healing (13). Altogether, these molecules contdliata complex and efficient defense mechanism.

Agglutinins are humoral factors involved in phagecsiggregation to form clots and encapsulation of
foreign material, besides participating in woungaie. A study inP. lividus showed that the presence of
hemagglutin enhanced vitro adhesion of autologous coelomocytes and appeds tovolved in cell-cell
and cell-matrix interactions (13).



Hemolysins are molecules capable of interactindy wiembranes and recognizing self from nonself
particles like lipopolysaccharides (LPS), zymosad erythrocytes (14)

Lectins are important defense molecules responéidrlédentification and opsonization of foreign
cells; these molecules are also related to clanddion, and wound repair. They recognize carbohgdra
fragments on cell surface (self and non-self) améxracellular matrix (14).

Complement system

This system is basically composed by the alteraativd the lectin pathways and its function is eelat
to opsonization. Homologue of C3 (SpC3) has bedamritified (15). They are produced by phagocytes and
can be induced by LPS stimulation, which was thet tomplement molecule identified in an echinoderm
(14). Another complement protein discovered is SfBffFactor), also expressed by coelomocytes. # is
complement receptor and its function is thougtidcaimilar to the human Bf which interacts with 163orm
the enzyme C3 convertase (13,15).

AMPs — Antimicrobial peptides

AMPs are molecules with short amino-acid sequeraces their composition can present different
conformations and molecules (16,17)

In echinoderms AMPs are found mainly in coelomosytend their functions are associated with the
capacity to kill bacteria and act in immunoregutatanechanisms like the production and release of
cytokines. They can act both in cell membrane aridternal sites and have the capacity to permizetdind
form pores in membranes, and thus have the potéatect in slow or non-growing bacteria; besidbgy
can alter the adhesive features of abiotic surfatfesting initial adhesion of microbial cells (17)

The first AMP described for sea urchin was a cysteich AMP, from the green sea urcHh
droebachienseghe so called Strongylocins (1 and 2) (16), withent activity against Gram-positive and
Gram-negative bacteria. The same group found twonmbinant peptides i8. purpuratusSpStrongylocin 1
and SpStrongylocin 2, and two new peptideSidroebachiense€entrocins (1 and 2) with either activity
against Gram-positive and Gram-negative bacterarzkthe fungal activity of centrocins.

These findings demonstrate the diverse immune natds@resent in the sea urchin immune system;
these molecules are responsible for different nespanechanisms to different pathogens, suggestatdhey
are extremely important for host defense.

Coelomocytes: mor phology and citophysiology

Sea urchins have four coelomocyte types in theocoaiel fluid: phagocytic amoebocytes (PA), red
spherule cells (RSC), colorless spherule cells (GBd vibratile cells (VC) (Table 1 and Figure 2).

Phagocytic Amoebocyt€onsidered the main effector of sea urchin immsystem, this cell is in highest
proportion among all coelomocytes and is knownedartvolved in different immunological responsestsas
chemotaxis, graft rejection, encapsulation, cytmitk reactive oxygen species production, agghtion,
clotting rejection, immune genes expression anghgnily in phagocytosis (Figure 3) (18). The prdjmor of
this cell type can vary among different species).(14lso, some articles have reported different
subpopulations of phagocytes. Based on their mdéoglipthey can be classified as polygonal, disdoghel
small phagocytes. The main differences are rekat¢leir cytoskeleton rearrangements (19). Postsetuglies
demonstrated that these subpopulations presestefiff molecules expression such as: SpC3 (20),55338
(21) and different phagocytic capacities (22).

Red Spherule CellSpherical cells containing granule in their cyssoh. These granules are related to
antibacterial activity, containing a red naphthoquie molecule called echinochrome A, which degmtesl
and acts against Gram-positive and Gram-negatieéeha; in addition, they are found in high corication
surrounding injuries, being considered to parti@pa wound healing (18).



Colorless Spherule CelBpherical cells containing granule in their cysgph. These granules differ from the
red spherule cell in the electron density of tlgeanules, reinforcing the hypothesis that both gghecells
are the same cell type in different physiologicalments of maturation (23).

Both spherule cells are similar in shape and &mpeding their fractioning by separation gradiemd a
cell sorting. Also, both of them present amoeboigration (18).

Vibratile cell: Round and small flagellate cells that move in a-divactional way. For this reason, they seem
to be involved in the coelomatic fluid movement aodgulation (15).

Environmental stressand innate immune parameters

Environmental stress can be defined as “an envieoah factor causing a change in a biological
system, which is potentially injurious” (24). Thafter, a necessity to evaluate the environmentassthas
evolved, when the time has come for the use of arkers and biomonitoring, arising considerably the
number of publications regarding this issue.

Regarding biomarkers that can be involved with @oelcytes of sea urchins, literature can be
didactically divided into: 1- studies involving tipeoportion of coelomocytes, 2- studies involvirephshock
response, 3- studies involving immunological resesn 4- studies involving molecules related to
inflammatory process (Figure 4).

1- Studies involving the proportion of coelomocytes

Studies comprising the proportion of coelomocytesbéomarkers are mainly related to the red
spherule cell. The use of RSCs was first propose2DD0 (23), in a study that demonstrated theireimse in
case of polluted sea water by industries residuees @ld and hot sea water. Posteriorly, studiesewer
conducted and classified them as biomarkers fder@iit environmental stressors such as contammaétyo
metals (25) and by oil soluble fraction (26). Hetmess has also been reported for Antarctic sdans¢27)
and for tropical sea urchins (28).

The increase in colorless spherule cells was @ported as biomarker for heat stress in tropical se
urchins (28). The explanation for this can alsddagnd in the hypothesis that this cell type caralwbfferent
maturation stage of red spherule cell (23). Thipdtlgesis is supported by observations of Transorissi
Electron Microscopy (Figure 2) and Flow Cytomefgeréonal communication)

2- Studies involving the heat shock response

Heat shock proteins (HSPs) are a large class dkipso that have been conserved throughout
evolution and are expressed in all cell types stido far. Considered chaperones, this class tdipsohelps
the correct folding and unfolding of proteins aigito achieve a correct three-dimentional conforomgti
which is strictly correlated to a functional proteBtudies demonstrated that their expressiondiegplated
after the exposure to different stressors suclhgsoxia, heavy metal exposition and diseases amndiraly
correlated to immune function, playing importanesoin antigen presentation and activation of mglcages
(29). Taking into consideration that HSPs are etiaharily conserved, there are strong possibilitiest the
function of HSPs in modulating immune response mad$o be present in sea urchins.

The HSP70 is heat shock protein with 70KDa thattlaeemost studied among the chaperones. In the
pioneer study of HSP70 expression by coelomocytesexpression of HSP 70 was demonstrated for heat
shock (35°C) and cold shock (4°C) for acute periddisavy metal, acidic pH and UV radiation led to an
increase of Hsp70 expression in coelomocytes ituiau(30, 31).

3- Studies involving immunological responses

Regarding immunological responses that can betaffdzy environmental stress, literature describes
the phagocytic response of sea urchins exposdietmal stress for different periods (27, 28), inichihthe
phagocytic response, adhesive properties and pedlading are impaired under elevated temperatures.



Besides, the capture of metal oxide nanoparticlkephagocytes has been described as a biomarker for
evaluating this nanoparticle toxicity (32).

4- Studies involving molecules related to inflammaggcess.

The activity of cholinesterase as a good biomaf&erenvironmental contamination of metal oxide
nanoparticles was also reported (32). The samere@arted for cold stress (33). Another stress marke
already described for sea urchin coelomocytesasntiethalotionein gene (MT1) described in heavy meta
contamination (34). A study revealed that coelonesyre biomarkers for DNA-damaging agents inclgidin
ultraviolet radiation and hydrogen peroxide (35).

Conclusion:

The last decade was very important to elucidateud® of coelomocytes and their responses to
environmental disorders, reinforcing and consengatheir use as biosensors for different envirortmen
stressful conditions (Figure 5). Despite all théoe$, many questions remain unanswered: What lage t
molecular mechanisms, signaling cascade and gewesvéd in the upregulation of coelomocytes? How
could the activation of innate immune response dsétipe for the homeostasis of the organism andt\ahal
would be the consequences of it? These are just sxamples of innumerous questions that can bediais
Much more study should be conducted aiming to betieprehend the use of coelomocytes, their reigulat
and the consequences for the organism after anoemvéntal challenge.
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Figuresand table legends
Figure 1. Cladogram demonstrating the phylogermigition of the Deuterostome group (Orange boxe Th
phylogenetic proximity of sea urchin (echinodermghordates shall be noted.

Figure 2. Coelomocytes morphology. A. Phagocytio@bocyte: cell with a large and central nucleud wit
loose chromatin and cytoplasm with quantity of gsldsmic reticulum indicating an intense synthetic
activity. B. spherical cell with a small, periphkeraicleus with dense chromatin and cytoplasm fileith
homogenous vesicles. C. Morphology similar to neldesule cell varying only in its vesicles densityhich
are more heterogenous.

Figure 3. Phagocytosis. It represents the firg b defense for invertebrates and vertebratese#nurchins
phagocytic amoebocyte is the only cell type thaal$e to perform phagocytosis. A. Schematic drawing
demonstrating steps of phagocytosis. 1. Chemotaxise foreign particle (through chemotactic eletadike
LPS, complements and demaged cells) culminatireghmesion of phagocyte to the particle. 2. Cytos&ale
remodeling leading to pseudopodia extension ardhadparticle. 3. Formation of phagosome in whioh th
particle is completely internalized. 4. Fusion ¢fagosome to lysosomes aiming to digest the phaigocyt
particle. 5. Phagocytized material is then digeftgdysosomal enzymes. 6. Discharge of digestedtniaét
that cannot be recycled by the cell. B. Phagocgtobserved under phase contrast microscopy. A piigo
amoebocyte is visualized spread onto glass slid#de its cytoplasm is possible to observe somstyasls
internalized (arrow).

Figure 4. Graphics drawn based on indexed resesfotie 2000 to 2013 involving environmental streas
sea urchin coelomocytes. For this search eithepiibportion of coelomocytes or the genes upreguatind
immune response were considered. A. Proportiortre§sors capable to induce coelomocytes alterat®ns
Proportion of sea urchin species studied. C. Ptmpoof studies performed on laboratory stress itmms or
collected at field work. D. Proportion of biomarkeeported for sea urchin environmental stress.

Figure 5. Schematic drawing demonstrating the eféécstress on coelomocytes. Phagocytic amoebocytes
respond with impairment in the immunological fupati lacking adhesive properties, presenting alteraton

cell spreading and decreased phagocytic capaqgityer8le cells, either colorless or red ones, redpeith
increase in their cell numbers. Also, coelomocyéspond to stress increasing the expression of HSPs

Table 1. Sea urchin coelomocytes: morphologicatadtaristics according to phase and transmissectren
microscopy, nomenclatures used, type of migratiof proportion of each cell type.



Table 1: Different Sub-type Morphology based on Morphology based on Migration Proportion on CF
Coelomocyte Nomenclatures Phase Contrast Microscopy | Electron Microscopy
rev.docxCoelomocyte
Phagocytic Phagocytes Discoidal Cell This cell type is agranular | A large and central Mesenchymal 60-70% (Borges et
Amoebocyte Polygonal Cell | and presents capacity to | nucleus with loose al., 2005)
Small emit cytoplasmic chromatin and abundant
phagocytes proje_ctions. Also they can qugntity of er)doplasmic
acquire a spread shape reticulum indicating an
when in touch with a glass| intense synthetic activity
slide. (Branco et al., 2013).
Red Spherule Cells Red - Spherical cell with red Small, peripheral Ameboid 5-10% (Borges et
Amoebocyte cytoplasmic granules nucleus with dense al., 2005)
containing a naftoquinone | chromatin and its
substance called cytoplasm fulfilled with
echinochrome what gives | heterogeneous vesicles
the redish color. (Branco et al., 2013).
Colorless Spherule Colorless - Spherical cell with colorless Small, peripheral Ameboid 5-10% (Borges et
Cells Amoebocyte cytoplasmic granules. nucleus with dense al., 2005)
chromatin and its
cytoplasm was fulfilled
with electron lucent
vesicles with a more
electron dense center.
(Branco et al., 2013).
Vibratile Cell - - Round cell with one single Rotational 15-20% (Borges et
flagellum that allow it to movement al., 2005)

move.
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