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JOVIANO, W. R. Parâmetros da imunidade inata celular e expressão gênica de 
metalotioneínas como biomarcadores de chumbo (Pb) no siri-azul Callinectes danae 
Smith, 1869. Dissertação (Mestrado em Biologia de Sistemas: Biologia Celular, 
Tecidual e Desenvolvimento) - Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2020. 
 

Metais como o chumbo (Pb) podem constituir uma fonte de poluição 

ambiental difusa de difícil controle e remediação. Espécies cosmopolitas como os 

siris-azuis do gênero Callinectes sp. podem ser empregados para indicar a 

disponibilidade de contaminantes no ambiente. Diferentes autores verificaram a 

presença de metais em Callinectes sp., todavia, biomarcadores moleculares e 

imunológicos referentes à exposição destes metais tem recebido pouca atenção, 

principalmente para espécie-alvo deste estudo, o Callinectes danae. Diante disso, o 

presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos deletérios do Pb na resposta 

imune celular e molecular em Callinectes danae. Para tanto, foi realizada 

caracterização dos hemócitos circulantes presentes na hemolinfa como parâmetro 

imunológico inicial; experimentos de exposição in vivo a 2 µg/mL de Pb por 24h, 48h 

e 96h em indivíduos coletados em Cananéia, para avaliar parâmetros como: 

Quantificação total de Pb no hepatopâncreas, brânquias e músculos, por 

espectrômetro de absorção atômica; contagem diferencial de hemócitos por 

citometria de fluxo; contagem total de hemócitos em câmara de neubauer; 

viabilidade celular dos hemócitos circulantes e avaliação da expressão gênica de 

metalotioneínas (MTCu-II; MTCd-I e MTCd-II) por RT-qPCR no hepatopâncreas. 

Além disso, foram realizados experimentos in vitro e avaliado a atividade fagocítica 

após exposições a 0; 50; 100; 250; 500; 1000 ng/mL de Pb, por 1h, em siris-azuis 

coletados no complexo estuarino de Cananéia e na Baía do Araçá em São 

Sebastião. Os resultados demonstraram que a espécie alvo do presente estudo 

possui três populações de hemócitos, sendo estas: Granulócitos, semigranulócitos e 

hialinócitos. A contagem total e diferencial dos hemócitos variou consideravelmente 

entre os indivíduos, o que inviabilizou a utilização deste parametro como um 

biomarcador. Os ensaios de viabilidade celular apresentaram redução dos 

hemócitos vivos apenas em 96h de exposição. A bioacumulação de Pb foi 

estatisticamente significativa em todos tecidos amostrados, principalmente nas 

brânquias, onde houve aumento em 48h e redução em 96h. A expressão gênica de 

MTCu-II e MTCd-I não apresentaram diferenças nos períodos avaliados. Apenas 



 
 

MTCd-II foi regulada positivamente em 48h seguido de redução em 96h, indicando 

que a isoforma de metalotioneína a ser escolhida é uma variável a ser considerada e 

que possivelmente apenas esta isoforma consiga interagir com uma possível 

contaminação com Pb. Os experimentos de fagocitose in vitro apresentaram um 

curva decrescente com relação ao aumento das concentrações de Pb, em ambos 

locais de coleta, sugerindo uma resposta dose-dependente e demonstrando que a 

atividade fagocítica é uma forte candidata para posteriores estudos de 

monitoramento ambiental frente contaminações de Pb. Para tanto, mais estudos de 

aprofundamento nestes biomarcadores, diretamente no ambiente, devem ser 

conduzidos. 

 

Palavras‐chave: Ecotoxicologia, Biomonitoramento, Chumbo, Callinectes danae. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

JOVIANO, W. R. Cellular innate immunity parameters and metallothionein gene 
expression as lead (Pb) biomarkers in blue crab Callinectes danae Smith, 1869. 
Master's degree dissertation (Master’s degree in Systems Biology: Cell, Tissue and 
Development Biology) - Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2020. 
 

Metals such as lead (Pb) can be a source of diffuse environmental pollution that is 

difficult to control and remediate. Cosmopolitan species such as blue crabs of the 

genus Callinectes sp. can be used to indicate the availability of contaminants in the 

environment. Different authors have verified the presence of metals in Callinectes sp. 

however, molecular and immunological biomarkers regarding the exposure of these 

metals have received little attention, especially for the target species of this study, 

Callinectes danae. Therefore, the present work aimed to evaluate the deleterious 

effects of Pb on cellular and molecular immune responses in Callinectes danae, to 

find new tools for environmental biomonitoring of estuaries. For this, a 

characterization of circulating hemocytes present in hemolymph was performed as 

the initial immunological parameter; In vivo exposure experiments using 2 µg/mL Pb 

for 24h, 48h and 96h in individuals collected in Cananéia, to evaluate parameters 

such as: total quantification of Pb in hepatopancreas, gills and muscles by atomic 

absorption spectrometer; Differential hemocyte count by flow cytometry; Total 

hemocyte count in neubauer chamber; Cell viability of circulating hemocytes and 

evaluation of metallothionein gene expression (MTCu-II; MTCd-I and MTCd-II) in 

hepatopancreas by RT-qPCR. In addition, in vitro experiments were performed and 

phagocytic activity was evaluated after exposure to 0; 50; 100; 250; 500; 1000 ng/mL 

Pb for 1h in blue crabs collected in Cananéia and Araçá Bay. The results showed 

that the target species of the present study has three populations of hemocytes: 

Granulocytes, semigranulocytes and hyalinocytes. The total and differential 

hemocyte count varied considerably among individuals, which made the use of this 

parameter as a biomarker unfeasible. Cell viability assays showed reduction of living 

hemocytes only at 96h of exposure. Pb bioaccumulation was statistically significant in 

all tissues sampled, especially in the gills, where there was a increase at 48h and a 

decrease at 96h. The gene expression of TCM-II and TCM-I showed no differences 

in the evaluated periods. Only MTCd-II was up-regulated at 48h followed by a down-

regulation at 96h, indicating that the metallothionein isoform to be chosen is a 

variable to be considered and that possibly only this isoform can interact with a 

possible Pb contamination. In vitro phagocytosis experiments showed a decreasing 

curve regarding the increase of Pb concentrations in both collection sites, suggesting 

a dose dependent response and demonstrating that phagocytic activity is a strong 

candidate for environmental monitoring work against Pb contamination. 

Keywords: Ecotoxicology, Biomonitoring, Lead, Callinectes danae. 
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 1 Introdução 
 

1.1 Estuários e manguezais 

 

Estuários são ambientes de transição entre os sistemas aquáticos de água 

doce e marinha, possuem água salobra, com salinidade que varia diariamente em 

função das marés, precipitações e sazonalidades fluviais (SCHAEFFER-NOVELLI, 

1991). Possuem uma característica distinta de receber aporte sedimentar e 

nutrientes, tanto marinhos como fluviais (LUGO; SNEDAKER, 1974; SCHAEFFER-

NOVELLI, 1995). São nestes ambientas que encontramos um dos mais produtivos 

biomas tropicais e sub-tropicais, os manguezais (SCHAEFFER-NOVELLI, 1987; 

1989; 2002; TWILLEY et al., 1996). 

Manguezais são importantes sequestradores e estocadores de carbono na 

biomassa e no solo, da mesma ordem de grandeza de florestas tropicais úmidas 

(POR, 1994). Característico de regiões estuarinas, este bioma é reconhecido por 

possuir uma fitofisionomia distinta, composta por espécies arbóreas, halófitas 

facultativas, popularmente chamadas de “mangues”, adaptadas para sobrevivência 

em ambientes banhados por água salobra ou salgada, baixa disponibilidade de 

oxigênio e sedimento inconsolidado (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; TWILLEY et al., 

1997). As raízes aéreas presentes nestas plantas possuem pneumatóforos, que 

permitem a respiração em sedimentos quase anóxicos. Além disso, a estrutura 

aérea destas raízes consegue reter sedimentos de forma tão eficiente ao ponto de 

reduzirem o fluxo de entrada das águas marinhas, o que garante estabilidade e 

proteção contra erosão nas zonas costeiras (POR, 1994; MAITI e CHOWDHURY, 

2013). Os mangues, por possuírem estas características, podem ser encontrados 

onde possuem seu melhor desenvolvimento, nas zonas tropical e intertropical, 

distribuídos por toda amplitude alcançada pelas marés de sizígia (POR, 1994; 

SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; TWILLEY et al., 1997; WOLFF et al., 2000; 

PINHEIRO et al., 2008; TRAMONTE, 2014). 

Ecologicamente, os manguezais são essenciais para o ecossistema marinho, 

servindo de berçário e fornecendo condições essenciais como: abrigo, proteção e 

rica oferta de alimento para os primeiros estágios de desenvolvimento de diversas 

espécies marinhas, muitas, de importância econômica, tais como os robalos, 

tainhas, camarões e algumas espécies de sardinhas (POR, 1994; LAEGDSGAARD 
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e JOHNSON, 1995; SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; MAITI e CHOWDHURY, 2013). 

Devido sua abundância, a importância das regiões estuarinas vai muito além das 

razões ecológicas, os manguezais também são importantíssimos financeiramente 

(COSTANZA et al., 1997). No Brasil, antes da invasão portuguesa, haviam diversas 

tribos indígenas que habitavam estas regiões. Fragmentos carbonizados de lenho de 

Avicennia sp. (mangue-preto), foram encontrados em sambaquis de 

aproximadamente 4900 anos, sugerindo que estas comunidades se estabeleciam 

em ambientes de restinga e manguezal, usufruindo de seus recursos (SCHEEL-

YBERT et al., 2009). Desde a chegada dos portugueses até 1530, a colonização 

portuguesa se restringiu a regiões próximas de manguezais (feitorias), onde foi 

possível realizar intensas exportações de corantes obtidos de madeiras como o pau-

brasil, e das árvores de mangue, na qual são encontradas valiosas quantidades de 

taninos em suas cascas. Além disso, estas regiões favoreceram o estabelecimento 

de pequenos povoados, permitidos graças à rica oferta de alimento provido pela 

pesca de peixes, crustáceos e moluscos (PETRONE, 1970). Durante a colonização, 

a partir do século XVI, os europeus já exploravam grandes quantidades de lenha, 

carvão, taninos, pescados e sal, importantes, economicamente, para os 

portugueses, já que estes eram recursos valiosos para o bom funcionamento dos 

engenhos de açúcar (PETRONE, 1970; PENTEADO, 1970; ADAS, 1976).  

Atualmente, além de espécies economicamente importantes no Brasil utilizarem este 

ambiente como berçário, comunidades caiçaras utilizam de seus recursos naturais 

como fonte de renda direta ou indireta, destacando também sua importância e seu 

papel socioeconômico (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; TWILLEY et al., 1997; 

WOLFF et al., 2000; PINHEIRO et al., 2008; TRAMONTE, 2014). Os bens e serviços 

prestados à humanidade por 16 diferentes biomas da biosfera foi estimado em 

US$33 trilhões por ano. Os manguezais encontram-se entre os que mais fornecem 

bens e serviços, totalizando US$1.6 billhões por ano, US$10 mil por hectare 

(COSTANZA et al., 1997). 

Ambientes como os manguezais possuem a característica de reter 

sedimentos, e uma alta capacidade de reter metais, provenientes das águas das 

marés, rios de água doce e escoamento de águas pluviais (SILVA et al., 1990; TAM; 

WONG, 2000; PREDA; COX, 2002;  ZHOU, 2010; LEWIS et al., 2013; HOOK et al., 

2014). A construção de rodovias e aterros, sem levar em conta o livre intercâmbio 

hídrico necessário, é nociva aos manguezais, que, junto com a expansão 
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desordenada, urbana e industrial, fazem com que diversos poluentes sejam 

incorporados no ambiente e na teia alimentar, em concentrações além dos limites, 

tornando-se tóxicos, e constituindo uma fonte de poluição ambiental difusa e difícil 

de ser controlada (POR, 1994; LEWIS et al., 2013; MAITI e CHOWDHURY, 2013). 

 

1.2 Degradação ambiental  

 

Assim como em outros locais, a influência antrópica tem afetado os 

manguezais brasileiros. A expansão portuária, esgotos sem tratamento, 

carcinicultura (cultivo de camarões, comumente realizado em regiões estuarinas), o 

crescimento urbano e a expansão industrial no geral são apenas alguns dos fatores 

responsáveis pela degradação destes biomas (LEWIS et al., 2013; MAITI e 

CHOWDHURY, 2013; HOOK et al., 2014). Desde a revolução industrial, diversos 

avanços tecnológicos têm contribuído para exploração de recursos naturais e o 

desenvolvimento da qualidade de vida da espécie humana. O crescimento 

exponencial da população exige grande quantidade de recursos, o que por sua vez, 

sobrecarrega os sistemas ecológicos (HOGARTH, 2007; UCHIYAMA, 2016; OZCAN 

et al., 2019).  

Ozcan e colaboradores (2019) discutem a relação entre o crescimento 

econômico, o consumo de energia e a degradação ambiental, demonstrando que o 

crescimento econômico interage diretamente com o meio ambiente, se o consumo 

de energia do país for exacerbado e, principalmente, se for obtido por combustíveis 

fósseis (como no Brasil). Embora o crescimento econômico possa causar danos 

ambientais, um país economicamente desenvolvido pode melhorar sua situação 

ambiental com aquisição de novas tecnologias de produção e serviços ecológicos. 

Entretanto, a perda de recursos ambientais finitos pode ser catastrófica, se 

considerarmos diferentes biomas e suas interações com o solo, o clima e a fauna 

residente, tais como os manguezais (UCHIYAMA, 2016; OZCAN et al., 2019). 

Uma vez que os recursos naturais finitos são utilizados, o meio ambiente fica 

comprometido, por outro lado, isto pode fortalecer a economia de um país. O 

caminho para um bom desenvolvimento deve considerar não a troca, mas a 

coexistência do crescimento econômico e urbano com o meio ambiente, ainda que 

pareça utópico, se as políticas ambientais forem aplicadas apropriadamente e os 
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recursos ambientais finitos, respeitados, a interdependência do crescimento 

econômico e a degradação ambiental poderiam ocorrer de forma harmônica, com o 

uso de tecnologias e meios de produção menos agressivos (UCHIYAMA, 2016; 

OZCAN et al., 2019). Lima e Rueda (2018) relacionaram a rápida expansão urbana 

do estado de São Paulo com o clima, onde foi possível relacionar a redução da 

precipitação com o aumento da temperatura ao longo dos anos, indicando que a 

degradação ambiental proporcionada pela expansão urbana, pode afetar o 

microclima da cidade, reduzindo, de certa forma, a qualidade de vida de seus 

habitantes. Além de problemas com o clima, a expansão urbana, quando má 

organizada, pode contribuir para degradação ambiental, com descartes inadequados 

de resíduos, que introduzem, cada vez mais, poluentes ao meio ambiente, podendo 

constituir fontes difusas de poluição, de difícil controle e remediação (HOGARTH, 

2007).  

A resolução do CONAMA Nº 001/1986 considera “impacto ambiental”, como 

qualquer alteração das propriedades físicas, químicas e biológicas do meio 

ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante das 

atividades humanas que, direta ou indiretamente, afetam: 

 

I – A saúde, a segurança e o bem-estar da população; 

II – As atividades sociais e econômicas; 

III – A biota; 

IV – As condições estéticas e sanitárias do meio ambiente; 

V – A qualidade dos recursos ambientais. 

 

A legislação brasileira, referente a impactos ambientais, é bem vista em todo 

mundo, entretanto, a fiscalização nem sempre é eficaz para o cumprimento destas 

leis, e mais estudos que verifiquem a real situação da biota. 

 

1.3 Poluentes metálicos: Chumbo (Pb) 

 

Os metais estão naturalmente presentes no ambiente marinho, em 

concentrações que não afetam o ciclo de vida da fauna, conhecidos como metais-

traço. Alguns, como o Manganês, Zinco, Cobre, Bromo e Selênio são, inclusive, de 
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importância biológica para diversas funções fisiológicas, porém, o descarte incorreto 

de produtos contendo estes metais pode elevar as concentrações presentes no 

ambiente, tornando sua presença tóxica e prejudicial (PEIJNENBURG; JAGER, 

2003; HOGARTH, 2007; LEWIS et al., 2013; MAITI e CHOWDHURY, 2013). 

O chumbo, do latim plumbum (Pb), é um metal sem função biológica e 

altamente persistente na natureza quando comparando com outros metais. É um 

elemento metálico tóxico, mesmo em pequenas quantidades (SINGH et al., 2018). É 

macio, maleável e pobre condutor de eletricidade. Possui coloração branco-azulada, 

e acinzentada quando exposto ao ar (ICZ, 2019). Considerando suas propriedades, 

o Pb é comumente utilizado na construção civil, em baterias, munição para 

armamentos, na medicina é empregada para proteção contra raios-X, e forma parte 

de ligas metálicas para produção de soldas, fusíveis, revestimentos de cabos 

elétricos, materiais antifricção, metais de tipografia, como peso de redes de pesca, 

em pigmentos de tintas etc. Suspeita-se que o chumbo é utilizado por, pelo menos, 

7000 anos, uma vez que é um metal de fácil extração, comum, altamente maleável, 

por ser dúctil e ter baixo ponto de fusão (327ºC). Tais características fizeram do Pb, 

um metal importante para diversas sociedades ao longo do tempo (ICZ, 2019; 

SINGH et al., 2018; MARTÍN, 2018).  

Na Roma antiga, o chumbo era comumente utilizado em diversos objetos e 

hábitos diários. Era comum a ingestão de alimentos e bebidas contaminadas com 

Pb. A fervura do vinho era realizada em recipientes feitos de Pb, formando o acetato 

de chumbo (conhecido como “ o açúcar do chumbo”), que ajudava na preservação, 

inibindo a ação e crescimento de microorganismos, além de reduzir acidez do vinho, 

fato este, comum na aristocracia amante do vinho (MARTÍN, 2018). As mulheres 

egípcias utilizavam a galena (PbS) como cosmético, objetivando escurecer os olhos. 

Tanto mesopotâmicos como romanos utilizavam talheres e pratos confeccionados 

por Pb, além dos encanamentos romanos, que por muito tempo, foi uma fonte de 

contaminação, fato este, que causava, o que, na época, era conhecido como 

“saturnismo”, que nada mais é do que a contaminação com elevados níveis de Pb 

no organismo. Diversos imperadores romanos foram descritos portando algum dos 

sintomas proporcionados pelo saturnismo (MARTÍN, 2018). A partir de 1922, o Pb na 

forma de Chumbo Tetraetila começou a ser misturado na gasolina, melhorando o 

desempenho de motores automobilísticos, conferindo-lhes maior potência e maior 

economia (LANDRIGAN, 2002). Entretanto, a contaminação por Pb cresceu em 
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níveis alarmantes, principalmente entre os funcionários que trabalhavam no preparo 

desta mistura. Desde então, os EUA tiveram que intervir mudando esta prática 

(LANDRIGAN, 2002). 

Naturalmente, o Pb pode ser encontrado em rochas como a galena (PbS), 

entre as fontes antropológicas deste metal, podem ser incluídas atividades 

industriais, combustão de petróleo, baterias, cerâmicas, produção de tintas e 

diversos processos de mineração (PATRA et al., 2011; SINGH et al., 2018). Os 

meios de exposição ao Pb incluem o ar, água, solo e via teia alimentar, abrangendo 

amplamente os sistemas biológicos (LEVIN; GOLDBERG, 2000; MITRA et al., 2017; 

SINGH et al., 2018). Já foram observados efeitos extremamente danosos ao 

organismo humano quando exposto ao Pb, como por exemplo anemias (danos na 

biossíntese de hemoglobina), falhas renais (danos no processo de filtragem do 

sangue), infertilidade masculina (danos aos espermatozoides), e diversos efeitos 

neurotóxicos, como redução de aprendizado em crianças, mudanças 

comportamentais (agressão, impulsividade e hipersensibilidade), dentre diversas 

outras alterações deletérias em neurônios do sistema nervoso central (HAMMOND, 

1977; ICZ, 2019; SINGH et al., 2018). 

Episódios de contaminação ambiental têm recebido muita atenção, 

principalmente se considerarmos o aumento da presença de poluentes, cada vez 

mais abundantes na natureza. Estratégias que possam prever, mitigar ou quantificar 

impactos ambientais têm recebido grande atenção em diversos países. Entre estas 

estratégias, destacamos o biomonitoramento ambiental (MAIA et al., 2006; CONTI, 

2008). 

O biomonitoramento ambiental (uso de organismos para identificação de 

alterações da qualidade ambiental) tem sido aprimorado nas últimas décadas 

(CONTI, 2008; HOOK et al., 2014). Espécies cosmopolitas, que possam refletir o 

estado do ambiente em que vivem (bioindicadores), podem indicar a disponibilidade 

de contaminantes em função do tempo e dos locais de estudo (CONTI, 2008). Além 

disso, o uso de biomarcadores, que de acordo com Hook e colaboradores (2014), 

são alterações bioquímicas e teciduais indicadoras de alterações fisiológicas, podem 

evidenciar a presença e efeitos de determinados poluentes (SMIT et al., 2009; 

HOOK et al., 2014), sendo de grande importância o aprofundamento e conhecimento 

de alterações fisiológicas, com potencial biomarcador, frente a esses poluentes. No 

caso de ambientes como os estuários, diversos animais, de ampla ocorrência, 
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podem ser utilizados como bioindicadores, tais como os siris-azuis, que são 

abordados em diversos estudos na investigação de contaminação por metais, como 

realizado em Callinectes ssp. por Andrade e colaboradores (2011), Rossi (2009), 

Reichmuth e colaboradores (2010), Jop e colaboradores (1999), e, especificamente, 

com a espécie Callinectes danae, como feito por Harris e Santos (2000), Virga e 

colaboradores (2007), Virga e Geraldo (2008), Bordon e colaboradores (2012a), 

Bordon e colaboradores (2012b); Bordon, 2014; Bordon e colaboradores (2016); 

Lavradas e colaboradores (2014). 

 

1.4 Siris-azuis (Callinectes danae) 

 

Entre os animais afetados, os crustáceos podem facilmente incorporar 

substâncias contaminantes, sendo considerados pelo Litterbase (2018), uns dos 

grupos animais mais afetados pela poluição marinha. Dentre eles, o gênero 

Callinectes sp. (Crustacea - Portunidae), abriga as espécies popularmente 

conhecidas como “siris-azuis”. São animais típicos de regiões estuarinas e 

amplamente distribuídos em regiões tropicais e subtropicais, além de possuir 

extrema importância ecológica por serem bentônicos, detritívoros e onívoros 

oportunistas, servindo também como um elo na teia trófica por serem tanto 

predadores como presas. Os siris da família Portunidae, que inclui as espécies do 

gênero Callinectes, possuem carapaça ovalada e achatada dorso-ventralmente com 

presença de espinhos, dois pares de patas modificadas denominadas quelípodes 

(com formato de pinças), quatro pares de patas denominados pereiópodes, onde o 

último par, por ser achatado, é utilizado para natação (HICKMAN et al., 2004; 

BRUSCA; BRUSCA, 2011). 

A espécie Callinectes danae Smith, 1869 (Figura 1), distribui-se por todo 

Atlântico ocidental, apresentando grande tolerância à salinidade, ocupando áreas 

estuarinas e de mar aberto, da região entre-marés até 75 m de profundidade (MELO, 

1996). Possuem dimorfismo sexual (formato do abdome), e as fêmeas possuem 

comportamentos específicos quanto à migração para áreas marinhas, de modo a 

permitir a eclosão dos ovos. Por este motivo, machos foram escolhidos como 

biomonitores em áreas estuarinas (BORDON et al., 2016). Devido sua biologia, os 

siris-azuis estão diretamente em contato com metais disponíveis no ambiente (água, 
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solo e teia trófica), podendo assim, serem considerados ótimos bioindicadores de 

alterações ambientais (em estuários), (VIRNSTEIN, 1979; JOHNSON, 1980; 

LAUGHLIN, 1982; WILLIANS et al., 1994; MELLO, 1996; PERKINS-VISSER et al., 

1996; CLARK et al., 1999; RINDERHAGEN et al., 2000; HINES, 2007; LAVRADAS, 

2014).  

 

Figura 1: Anatomia externa de indivíduo macho do siri-azul Callinectes danae. Circulo vermelho evidencia o local de coleta da 

hemolinfa (Entre as articulações do último par de pereiópodes). 

 

Fonte: Brusca; Brusca, 2011. 

 

1.5 Imunidade inata celular dos crustáceos 

 

Os animais invertebrados, no geral, possuem apenas imunidade inata, não 

possuindo anticorpos específicos e células de memória, que compõem a imunidade 

adaptativa dos vertebrados (BAUCHAU, 1981). O mesmo se aplica aos crustáceos 

decapodas, que possuem um sistema circulatório do tipo aberto, por onde circula a 

hemolinfa composta pela fração celular (hemócitos), e a fração acelular (plasma), 

onde estão dissolvidos os fatores humorais (BAUCHAU, 1981; RATCLIFFE, 1985; 

BACHERE et al., 1995; JOHANSSON, 2000).  

A imunidade inata, mediada por células, foi bastante estudada em diversas 

espécies de crustáceos, onde foram observadas grandes diferenças na morfologia e 
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função dos diferentes tipos celulares. Para a Classe decapoda, três principais tipos 

celulares já foram descritos. Os hemócitos podem ser classificados de acordo com 

sua morfologia, sendo subdivididos em: hialinócitos (HC), semi-granulócitos (SGC) e 

granulócitos (GC). Estas células têm origem no tecido hematopoiético, presente 

próximo ao estômago cardíaco, onde também é sintetizado o pigmento responsável 

pelo carreamento dos gases necessários para respiração, a hemocianina 

(JOHANSSON, 2000; CLARE; LUMB, 1994). 

Diversos autores caracterizaram os hemócitos presentes em decapodas, 

onde é possível observar diferenças, na morfologia e função, de acordo com a 

espécie estudada. A proporção celular (HC, SGC e GC) da hemolinfa é 

frequentemente utilizada como índice de condição fisiológica de crustáceos e, 

portanto, fornecem informações importantes sobre a homeostase dos indivíduos 

(CLARE; LUMB, 1994; HARDY; DEPLEDGE, 1999; JOHANSSON, 2000). Detalhes 

da hematologia de crustáceos, incluindo a função de cada tipo de célula, divergem 

de espécie para espécie, e foram descritos por alguns autores (BACHAU, 1981; 

RATCLIFFE et al., 1985, BACHERE et al., 1995). Desta forma, avaliar e identificar 

qualquer alteração na resposta imunológica dos hemócitos, poderá fornecer dados 

importantes referentes à imunidade inata mediada por células nestes animais. 

 

1.6 Fagocitose 

 

Entre as principais funções dos hemócitos, podemos destacar a fagocitose, 

comumente abordada como principal função dos semigranulócitos e hialinócitos. A 

fagocitose, pode ser definida como o processo pelos quais partículas, geralmente 

maiores que 0,5 µm de diâmetro, são englobadas (MAY; MACHESKY, 2001). As 

funções desse processo são diversas: remoção de células em apoptose, 

remodelamento tecidual e defesa imune com a eliminação de microrganismos e 

partículas estranhas ao organismo (YUTIN et al., 2009). É um processo complexo e 

dinâmico, que pode ser didaticamente dividido em três fases: reconhecimento, 

captura e degradação da partícula, além de ser um processo filogeneticamente 

conservado (FLANNAGAN et al., 2012). Durante esse processo, células 

especializadas são responsáveis por englobar partículas estranhas ao organismo e 



 
28 

 

transportá-las do meio extracelular para vacúolos intracelulares (fagolissomos), onde 

são então, degradadas (HENRICKS; EESTERMANS, 1986). 

A capacidade destrutiva impressionante desempenhada pelo fagolisossomo é 

atribuída à atividade combinada de vários efetores, incluindo enzimas hidrolíticas, 

oxidantes e peptídeos catiônicos (FLANNAGAN et al., 2012). Além disso, 

geralmente tem a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e, em alguns 

tipos celulares, como neutrófilos em mamíferos, tem a liberação de peptídeos 

antimicrobianos que contribuem, juntamente com os outros efetores para a morte e 

degradação do microrganismo fagocitado (SWANSON et al., 2010). Considerando 

que estuários e manguezais são ambientes ricos em matéria orgânica e bactérias 

decompositoras, os processos de fagocitose nos crustáceos têm grande 

importância, pois constitui uma barreira de proteção que, uma vez reduzida, deixa os 

organismos susceptíveis a bactérias e patógenos. Compreender como este 

processo ocorre em cada espécie, e como os poluentes afetam seu funcionamento 

pode ser uma importante ferramenta para o monitoramento da saúde da fauna. 

 

1.7 Metalotioneínas 

 

Dentre as proteínas com potencial biomarcador de metais essenciais e não-

essenciais, as metalotioneínas (MT) são comumente utilizadas. São proteínas ricas 

em cisteínas, envolvidas na homeostase e desintoxicação de metais de baixo peso 

molecular (MARGOSHES; VALLEE, 1957; NORDBERG, 1998; KAGI, 1993; JENNY 

et al., 2004; JENNY et al., 2006; SUTHERLAND; STILLMAN, 2011). Segundo Engel 

e Brouwer (1987; 1991), as MTs podem ser moduladas de acordo com ciclo de 

mudas, sazonalidade, tamanho e sexo, mas também são expressas na presença 

elevada de metais como Cobre, Cádmio e Zinco, conforme demonstram trabalhos 

em decapodas (PEDERSEN et al., 1997; LEGRAS et al., 2000; MOUNEYRAC et al., 

2001; MARTINS; BIANCHINI, 2009; LAVRADAS et al., 2014). Entretanto, poucos 

estudos relatam a expressão gênica de MTs após a exposição de Pb em crustáceos, 

embora essa interação já tenha sido observada em peixes, conforme descrito por 

Kim e Kang (2017), onde observaram aumento da expressão gênica de MTs, 

conforme aumento da concentração de Pb, sugerindo assim, uma correlação direta 

de sua expressão com o aumento da concentração de Pb.  
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Syring e colaboradores (2000) identificaram três isoformas de metalotioneínas 

no siri-azul Callinectes sapidus, e pesquisaram a especificidade destas MTs com o 

Cadmio-Cd (metal não essencial), o Cobre-Cu e o Zinco-Zn (metais essenciais). 

Neste estudo, a isoforma por nós chamada, de MTCd-I, foi descrita como específica, 

ou seja, foi modulada, pela presença de Zn, Cd e Cu. A MTCd-II foi específica para 

Zn e Cd, e a MTCu-II, específica para Cu, apenas. Recentemente, Bordon e 

colaboradores (2018), demonstraram indução de MTs totais após contaminação de 

Pb por água, alimentação e água + alimentação, entretanto, não foi identificada a 

isoforma espécifica modulada pela presença de Pb. 

 

Diversos trabalhos verificaram a presença de metais em Callinectes sp. 

(VIRGA, 2006; VIRGA et al., 2007; BORDON et al., 2012a, 2012b, 2016). Todavia, 

aspectos imunológicos e moleculares referentes à exposição destes metais têm 

recebido pouca atenção, principalmente para espécie alvo deste estudo, C. danae. 

Identificar alterações fisiológicas influenciadas pela contaminação de metais como o 

Pb, pode fornecer dados valiosos sobre a dinâmica de detoxificação deste metal, 

abrindo oportunidades de novos campos de estudo, na busca de novas ferramentas 

para pesquisas no monitoramento da saúde da fauna. Considerando, uma vez que, 

o ambiente esteja contaminado com baixas concentrações de determinados metais, 

não necessariamente a fauna encontra-se saudável. 

Desta forma, entender os efeitos do Pb em diferentes parâmetros nestes 

animais no ambiente laboratorial, contribui não só para melhor compreensão do 

impacto nesta espécie, mas também com novas ferramentas para o monitoramento 

ambiental de estuários, utilizando diferentes biomarcadores. 
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2 Objetivo 
  

Investigar os efeitos fisiológicos da contaminação por chumbo em diferentes 

níveis de complexidade celular. 

 

2.1 Objetivos específicos 

  

A) Verificar possíveis efeitos da contaminação por chumbo, em exposições in 

vivo na:  

 

I. Imunidade inata celular; 

II. Bioacumulação de Pb nas brânquias, hepatopâncreas e músculos; 

III. Expressão gênica de metalotioneínas nas brânquias, hepatopâncreas e 

músculos. 

 

B) Verificar possíveis efeitos da contaminação por chumbo nos hemócitos 

circulantes presentes na hemolinfa, por meio de exposições in vitro.  
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3  Materiais e Métodos 

 

3.1 Coletas de siris-azuis (Callinectes danae) 

 

De acordo com a autorização concedida pelo ICMBio (nº 59883-4), siris-azuis 

da espécie C. danae foram coletados (Figura 2), utilizando redes de arrasto e 

armadilhas, na porção sul de Cananéia – SP (25°03'01.2"S - 47°55'50.9"W), 

considerada pelo ICMBio, como área de proteção ambiental, abrangendo os 

municípios de Cananéia, Iguape e Peruíbe. Para comparação dos dados obtidos 

com os experimentos in vitro, dos aimais coletados em Cananéia, foi escolhido um 

segundo local de coleta, a baía do Araçá em São Sebastião – SP (23°48'52.2"S 

45°24'17.0"W), uma vez que, além de ser um dos últimos locais remanescentes de 

manguezal do litoral norte do estado de São Paulo, apresenta diversas influências 

antrópicas, tais como três emissários de esgoto submarino, um porto comercial e o 

maior terminal de petróleo do Brasil (Pereira, et al., 2009; Muniz et al., 2015; Kim et 

al.,  2018). 

Indivíduos adultos (machos) foram coletados no período da intermuda, 

identificados, medidos e pesados (Tabela 1), de acordo com os manuais de 

identificação propostos por Melo (1996) e Willians (1974). Todos os indivíduos foram 

transportados vivos até o biotério de animais aquáticos do Laboratório de 

Histofisiologia Evolutiva do ICB – USP. 

Os animais utilizados nos experimentos de exposição in vivo foram mantidos 

em aquários individualizados, preenchidos com 5 L de água artificialmente 

salinizada, provida de um tanque estoque de 500 L (Salinidade: 25,0 ± 1,0 ppm; pH: 

7,5 ± 0,5; Temperatura: 25,0 ± 4,0ºC), cujo conteúdo foi previamente analisado 

quanto a presença basal de Pb (<LD; LD = 0,003 µg/mL). Os animais utilizados nos 

experimentos de exposição in vitro, foram mantidos em tanque de 500 L, com água 

do mar fornecida pelo CEBIMAR – USP (Salinidade: 35,0 ±0,5 ppm; pH: 7,9 ± 0,2; 

Temperatura: 25,0 ± 2,0ºC). Ao serem condicionados em laboratório, todos os 

animais permaneceram em aclimatação por 5 dias. 
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Figura 2: Locais de coleta dos siris-azuis (Callinectes danae). A: Região sul do complexo estuarino lagunar de Cananéia-

Iguape (25°03'01.2"S 47°55'50.9"W). B: Baia do Araçá - São Sebastião (23°48'52.2"S 45°24'17.0"W). Ponto cinza e círculo 
vermelho indicam a área utilizada para coleta. 

 

Fonte: Google Maps, acesso em jan. 2020. 

 

Tabela 1: Parâmetros morfométricos dos siris-azuis (Callinectes danae) coletados para os experimentos in vivo e in vitro. 

Dados de peso (g), largura da carapaça sem os espinhos (cm), comprimento da carapaça (cm), e número de indivíduos 
utilizados por experimento (n). Dados apresentados em médias ± desvio padrão. 

Experimentos 
de exposição ao Pb 

Peso  
(g) 

Largura S/E  
(cm) 

Comprimento  
(cm) 

n 

In vitro 75,38 ± 22,13 8,18 ± 1,02 4,83 ± 0,42 27 

In vivo 81,64 ± 13,58 8,38 ± 0,53 4,86 ± 0,44 77 

 

3.2 Coleta de hemolinfa 
 

A hemolinfa dos indivíduos foi coletada entre as articulações dos últimos 

pares de pereópodes (Figura 1). Para isso, foram utilizadas seringas de 1 mL, 

contendo anticoagulante ACD-B, livre de EDTA (4,8 g/L de ácido cítrico, 13,2 g/L de 

citrato de sódio, 14,7 g/L de dextrose, 1,2 g/L de cloreto de sódio) na proproção 1:1, 

conforme indicado por Zhou (2018). Imediatamente após extração, a hemolinfa foi 

centrifugada a 700 G, 4,0ºC, por 10 min. 

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado, e os hemócitos, 

ressuspendidos em água do mar filtrada a 0,2 µm (AMF).  
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 3.3 Caracterizações dos hemócitos circulantes 

 

Uma vez que, a maioria das referências disponíveis sobre a identificação de 

hemócitos é referente a outras espécies de decápodes, e que há uma lacuna da 

caracterização destas células, especificamente para espécie C. danae, decidimos 

definir como um dos objetivos do presente trabalho, a diferenciação morfológica das 

células circulantes da hemolinfa, a proporção de cada tipo celular e a sua 

capacidade fagocítica.   

Para a montagem das lâminas, 100 µL de hemolinfa foi depositada no citospin 

modelo Fanem 3400, centrifugada a 700 G por 10 min e fixadas com 

paraformaldeído 4%. Posteriormente, as lâminas foram coradas com as técnicas de 

H.E. (Hematoxilina e Eosina) e Faloidina + DAPI, para análises sob microscopia de 

luz e fluorescência. Lâminas também foram feitas sem o uso de citospin para 

visualização a fresco com contraste de fase. 

Para caracterização das populações de hemócitos, foram utilizados 

parâmetros como a presença ou ausência de grânulos, morfologia, afinidade por 

corantes (hematoxilina e eosina) e tamanho relativo entre o núcleo e citoplasma. Os 

dados obtidos foram comparados com o descrito na literatura para espécies 

filogeneticamente próximas. 

 

3.4 Experimentos de exposição in vivo 
 

3.4.1 Delineamento experimental 

 

As exposições in vivo ao Pb foram divididas em dois experimentos, de acordo 

com a abordagem das análises realizadas. O experimento 1, foi feito em cooperação 

com o projeto FAPESP nº 2014/01576-6, abordando análises de bioacumulação total 

de Pb e expressão gênica de metalotioneínas (n=4), e o experimento 2, foi para 

análises dos hemócitos circulantes (n=3). 

Os siris-azuis coletados permaneceram 5 dias em aclimatação, com 

renovação total da água, e alimentação com 1 g de camarão, em dias alternados. 

Tanto água como alimento, foram previamente analisados quanto a presença basal 
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de Pb pelo Laboratório de Absorção Atômica do LAN/IPEN-USP. Após este período, 

os animais foram distribuídos em diferentes grupos experimentais.  

Considerando publicações recentes de Bordon e colaboradores (2018), e a 

resolução nº 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA 347/2005), foi 

escolhida a concentração de 2 µg/mL de Pb para os ensaios de exposição in vivo, 

considerando uma condição de impacto, sem letalidade. Para tanto, foi utilizada 

solução ultrapura padrão de Pb (Perkin/Elmer) com a concentração inicial de 10000 

µg/mL e posteriormente diluida na água dos aquários para concentração final de 2 

µg/mL. Foram utilizados grupos de diferentes tempos de exposição: 24h, 48h e 96h, 

com seus respectivos controles.  

Como método de controle das diluições realizadas e para conhecimento das 

concentrações reais de Pb presentes na água, 4 aquários foram analisados por 

espectometria de absorção atômica, no período de 0h.  Os dados em média ± desvio 

padrão das concentrações de Pb foram 1,999 ± 0,097 µg/mL, evidenciando a 

precisão das diluições realizadas.  

Ao término dos experimentos, os animais, mantidos em gelo a 4,0ºC, foram 

sacrificados e amostras das brânquias, hepatopâncreas, músculos e hemolinfa, 

foram coletadas para análises.  

Todos os materiais e líquidos contaminados com Pb foram devidamente 

destinados ao descarte correto, conforme definido pela Comissão de Segurança 

Química do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. 

 

3.3.2 Contagem total de hemócitos circulantes e viabilidade celular 

 

Foi preparada uma solução com diacetato de fluoresceína (5 mg/mL) e iodeto 

de propídeo (2 mg/mL) diluídos em AMF (FDA+IP), para identificação das células 

vivas (FITC) e mortas (Rhod), com auxílio do microscópio de florescência Zeiss 

standard 25 – com fluorescência e filtro U-MWU. 

Após coletada, a hemolinfa foi adicionada à solução de FDA+IP na proporção 

1:1, e analisada em câmara de Neubauer para contagem total de hemócitos 

circulantes, considerando a proporção de hemócitos vivos e mortos por mL (Figura 

3), de acordo com a fórmula abaixo: 

  

Nº Hemócitos X Fator de diluição X  10000 

Nº Quadrantes contados 
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Figura 3: Viabilidade celular dos hemócitos do siri-azul (Callinectes danae) utilizando microscopia de luz, com contraste de 

fase. Marcador de viabilidade celular, diacetato de fluoresceína (FDA), indicando células vivas. Marcador de mortalidade 
celular, iodeto de propídeo (IP), indicando o núcleo células mortas. Barra de escala: 20 µm. 

 

 

3.3.3 Contagem diferencial de hemócitos 

 

A contagem diferencial das populações de hemócitos, após exposição ao Pb, 

foi realizada por citometria de fluxo, onde 1 x 105 hemócitos foram centrifugados à 

200 G, 4,0ºC, por 10 min. O sobrenadante foi descartado, e os hemócitos, 

ressuspendidos em paraformaldeído 4%. Posteriormente, os hemócitos foram 

analisados com o citômetro Guava c6plus, considerando tamanho e complexidade 

intracelular. Como método completar para o conhecimento das populações de 

hemócitos presentes na hemolinfa, foi realizado também, contagem diferencial de 

hemócitos fixados e corados com H.E. de 10 individuos controle, na qual 100 células 

foram diferencialmente contabilizadas com auxílio do microscópio Zeiss standard 25. 

 

3.3.4 Bioacumulação total de Pb 

 

Após as exposições ao chumbo, brânquias, hepatopâncreas e músculos 

foram coletados (1 g de cada tecido) e digeridos em mistura ácida (10 mL de HNO3). 

Para isso, foi utilizado o sistema de micro-ondas (CEM Corporation, modelo MARS 

6). Após resfriamento, os extratos foram transferidos para frascos, e o volume 

completado para 10 mL com água Milli-Q, a 18 MΩ.cm, em 25°C. O Pb foi 
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mensurado com uso de espectrômetro de absorção atômica com forno de grafite 

Perkin Elmer (modelo Analyst 800), do Laboratório de Absorção Atômica do 

LAN/IPEN-USP. A validação dos métodos foi realizada através de análise de 

material de referência certificado (Musseltissue - NIST 2976). O limite de detecção 

(LD) foi calculado de acordo com a equação descrita em INMETRO (2011): 

 

LD = média + t (n-1; 1-α) x DP  

Média = média de concentrações medidas em 7 brancos  

t = valor de t de Student de acordo com os graus de liberdade (n-1) e α = 0,05  

DP = desvio padrão das concentrações medidas em 7 brancos 

 

3.3.5 Expressão gênica de metalotioneínas Cobre-específicas-II, metalotioneínas 

Cádmio-específicas-I e metalotioneínas Cádmio-específicas-II no hepatopâncreas. 

 

O RNAm total do hepatopâncreas foi extraído pela técnica de trizol, e 

quantificado de acordo com o método adaptado descrito por Gao e colaboradores 

(2012). O cDNA foi obtido através de transcrição reversa, utilizado o Kit High-

Capacity cDNA (AppliedBiosystems). 

Uma vez que as sequências genéticas e das proteínas de MTCu-II, MTCd-I e 

MTCd-II ainda não estavam disponíveis para C. danae, foi inicialmente assumida a 

conservação e homologia com Callinectes sapidus, cujas sequências completas 

estão depositadas no National Center for Biotechnology (NCBI). Deste modo, os 

primers degenerados para estas MTs foram desenhados com base nas sequências 

depositadas para C. sapidus (SYRING et al., 2000). A especificidade dos produtos 

foi determinada após reação de RT-PCR, através do peso molecular esperado das 

bandas em corrida eletroforética. As bandas específicas foram então purificadas 

com PureLink Kit (Invitrogen), de acordo com as especificações do fabricante. Uma 

vez purificado, o produto da reação foi sequenciado por meio do sequenciamento de 

Sangers. 

As sequências resultantes corresponderam com as regiões codificantes para 

C. danae, com sua autenticidade confirmada, após comparação com as sequências 

disponíveis para C. sapidus no NCBI.  Uma vez identificadas, essas sequências 
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foram utilizadas para o desenho de primers específicos para C. danae. Como 

controle endógeno foram utilizados primers para β-actina existentes para C. danae.  

 

CuMTII    Sense – GTAATTGCACCACCTGTCC 

     Antisense – CTTCATTGGGCATGGGCT 

 

CdMTI    Sense – TTCTTGCTGCCCAAAGTAGAC 

     Antisense – TGATGGACAGTCAAGGTCAG 

 

CuMTII    Sense – GACAGGGTGTAAGTGCAAGTC 

     Antisense – ACTCCTCCTTGCTAC AC 

 

β-Actina      Sense – TCTCTTCCAGCCTTCCTTCC 

     Antisense – GGTGATTTCCTTCTGCATCCTG 

 

O PCR quantitativo em tempo real (qPCR) foi realizado de acordo com 

descrito por Mao e colaboradores (2012), e utilizou-se o reagente Fast SYBR® 

Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems). A expressão gênica relativa foi 

calculada pelo ΔΔCT conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001).  

 

3.4 Experimentos de Fagocitose in vitro 

 

3.4.1 Exposição dos hemócitos circulantes ao chumbo 

 

Para os experimentos de fagocitose in vitro (n=4), a hemolinfa de três 

individuos foi coletada e depositada em tubos de 50 mL, mantidos em gelo a 4,0ºC. 

Uma diluição foi realizada para contagem de hemócitos por mL em câmara de 

Neubauer. Após contagem, o volume presente nos tubos de coleta foi ajustado para 

concentração desejada de 5 x 104 hemócitos por mL.  

Os hemócitos foram transferidos para placa de 24 poços, contendo volume 

final de 1 mL. A placa foi incubada em ambiente escuro por 30 min a 25,0ºC, para 

adesão celular. Após este período, o meio foi trocado por AMF contendo as 

seguintes concentrações de chumbo: 0, 50, 100, 250, 500 e 1000 ng/mL. As placas 

foram incubadas novamente, em ambiente escuro, por 1h a 25,0ºC.  
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Após o período de exposição, o meio de cultura contendo as concentrações 

de Pb, foi trocado por AMF contendo 5x105 leveduras Saccharomyces cerevisiae 

(proporção de 10 leveduras para cada hemócito) e incubadas novamente em 

ambiente escuro, por 1h, a 25,0ºC, para realização da fagocitose. Após este período, 

os hemócitos foram fixados em paraformaldeído 4% e corados com a técnica de 

Rosenfeld, para visualização das leveduras fagocitadas. 

Para avaliação da capacidade fagocítica, foram contabilizados 100 hemócitos 

diferenciados quanto a presença/ausência de leveduras internalizadas em seu 

citoplasma, utilizando a fórmula abaixo: 

 

Capacidade Fagocítica (%):   
                           

                      
 

 

3.5 Análise estatística 

 

Parâmetros estatísticos descritivos (média, desvio padrão e distribuição de 

frequência) foram calculados para verificação da dispersão dos dados e tendência 

central. Para cada variável dos experimentos in vivo, aplicou-se ANOVA de 2 fatores 

(tempo x exposição) com pós-teste de Tukey. O teste t-Student foi aplicado para 

avaliar o tratamento em cada tempo, separadamente. Os ensaios de fagocitose in 

vitro foram analisados com ANOVA de 1 fator e testes t-Student. Resultados foram 

considerados significativos quando o valor de α ≤ 0,05. 
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4 Resultados 
 

4.1 Caracterizações dos hemócitos circulantes 

 

Na microscopia com contraste de fase, foi possível observar três populações 

predominantes de hemócitos, de acordo com a refringência da luz, observada pela 

presença ou ausência de grânulos (Figura 4).  

 

Figura 4: Hemócitos do siris-azul (Callinectes danae) depositados sobre lâmina de vidro e imediatamente fotografados. A: 

contraste de fase. B: contraste de fase com filtro verde. Setas azuis indicam hialinócitos; setas amarelas indicam 
semigranulócitos; setas vermelhas indicam granulócitos. Aumento de 40 X. Barra escala: 20 µm. 

 

 

As marcações florescentes para faloidina e DAPI (Figura 5) evidenciaram o 

mesmo padrão; (granulócitos - GC): Células com amplo citoplasma, em formato 

ovóide e abundância de grânulos, cobrindo o próprio núcleo; (semigranulócitos - 

SGC): Células frequentemente observadas emitindo filopódios, com presença de 

grânulos, em menor quantidade e menos refringentes sob microscopia de luz; 

(hialinócitos - HC): Células arredondadas, com ausência de grânulos, pouca 

quantidade de citoplasma e núcleo abundante, comumente observada emitindo 

filopódios.  
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Figura 5: Hemócitos do siris-azul (Callinectes danae) obtidos com citospin e fixados com paraformaldeído 4%. Imagens do 

canto superior obtidas em microscopia com contraste de fase. Setas brancas indicam hemócitos, no aumento de 40 X. Barra 
de escala: 20 µm. Imagens do cano inferior foram obtidas com microscopia confocal, no aumento de 100 X. Barra de escala: 10 
µm. FALO: Marcação de faloidina, evidencia filamentos citoplasmáticos de actina em tons de verde; DAPI: Marcação de dapi, 

evidencia núcleo em tons de azul. 

 

 

A técnica de H.E. (Figura 6) foi a que melhor diferenciou as três populações. 

A coloração evidenciou os grânulos eosinofílicos presentes no citoplasma dos GC, 

presentes, em grande quantidade. Os grânulos visualmente em menor quantidade e 

menos corados dos SGC, e a ausência de grânulos e núcleo cobrindo quase toda 

área celular dos HC. 

 

Figura 6: Hemócitos do siri-azul (Callinectes danae), obtidos com citospin e corados com H.E. GC: Granulócitos. SGC: 
Semigranulócitos. HC: Hialinócitos. Aumento de 40X. Barra de escala: 20 µm. 
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4.2 Experimentos de exposição in vivo 

 

4.2.1 Bioacumulação total de chumbo 

 

Os valores em médias de concentração de Pb nos grupos controles e 

expostos, por tecido, estão na tabela 2. 

 

Tabela 2: Concentrações médias de Pb presentes nos tecidos após exposição de 24h, 48h e 98h. B: brânquias; H: 

hepatopâncreas; M: músculos; <LD: Abaixo dos níveis de detecção; Grupo C: Grupos controle; Pb: Grupos expostos a 2 µg/mL 
de Pb. Valores de uma mesma coluna com letras diferentes indicam diferenças significativas (teste de Tukey, p<0,05).  

Tratamento B (µg g
-1

) H (µg g
-1

) M (µg g
-1

) 

C24 0,9
a
 1,0

a
 0,1

a
 

Pb24 46,1
b
 16,0

b
 1,9

b
 

C48 0,9
a
 0,7ª <LD 

Pb48 85,1
b
 34,5

c
 2,9

c
 

C96 <LD 0,5ª 0,03
a
 

Pb96 82,8
b
 29,9

b,c
 1,6

b,c
 

 

Para brânquias, os dados foram transformados em log (x+1) para atender a 

premissa de normalidade. A ANOVA de 2 fatores, detectou interação tempo x 

tratamento para este tecido em 48h e 96h. Já para hepatopâncreas e músculos, 

também houve diferenças significativas. Os músculos apresentaram um aumento em 

até 48h de exposição, e redução em 96h. 

As brânquias foram os tecidos que mais acumularam Pb, seguido do 

hepatopâncreas, e dos músculos, tecido este, que apresentou as menores 

concentrações. Todos os tecidos analisados seguiram uma tendência de maior 

acumulação em 48h, seguido de uma queda em 96h, como mostrado na figura 7. 
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Figura 7: Bioacumulação total de Pb no hepatopâncreas, músculo e brânquias, após exposição de 2 µg/mL de Pb em 24h, 48h 

e 96h. Dados estão apresentados em médias ± desvio padrão. Linha azul: grupos controles. Linha vermelha: grupos expostos 
a 2 µg/mL de Pb. 

 

 

4.2.2 Contagem diferencial de hemócitos 

 

As três populações de hemócitos foram identificadas por citometria de fluxo, 

considerando tamanho e complexidade intracelular. De acordo com a figura 8, é 

possível observar que o gate 2 (61,50%), abriga a população mais numerosa, os 

SGC, seguida do gate 1 (20,79%), dos HC, e do gate 3 (10,53%), os GC.  

A proporção obtida com a citometria de fluxo corroborou com os resultados da 

contagem diferencial realizada em microscopia de luz, conforme mostrado na tabela 

3. Em resumo, a proporção de hemócitos presentes na hemolinfa para espécie C. 

danae, foi de SGC > HC > GC. 
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Tabela 3: Contagem diferencial de hemócitos circulantes do C. danae. HC: hialinócitos; SGC: semigranulócitos; GC: 

granulócitos. Dados apresentados com as médias das porcentagens obtidas ± desvio padrão. 

Hemócito 
Contagem diferencial 

(%) 

HC 13,84 ± 3,60 

SGC 63,47 ± 4,20 
GC 22,69 ± 1,76 

 

Referente as exposições ao Pb, as proporções populacionais de hemócitos 

variaram consideravelmente de indivíduo para indivíduo. Para tanto, os dados foram 

normalizados para 1 (Δ resposta) de forma a poder compará-los. O teste ANOVA de 

dois fatores não encontrou diferenças estatísticas entre os grupos de tratamento. 

 
Figura 8: Citometria de fluxo evidenciando a proporção das populações de hemócitos encontrados na hemolinfa do siri-azul 
(Callinectes danae), após exposição a 2 µg/mL de Pb por 24h, 48h e 96h. Valores apresentados em média ± desvio padrão 

(Dados normalizados para Δ resposta). A: grupo 24h; B: Grupo 48h; C grupo 96h; D: Citometria de fluxo dos grupos controle, 
evidenciando as populações de hemócitos considerando tamanho (SSC-A) e complexidade intracelular (FSC-A). 

 

 

4.2.3 Contagem total de hemócitos circulantes  

 

De modo geral, a contagem total de hemócitos circundantes variou 

consideravelmente entre os indivíduos de mesmo grupo, não sendo encontradas 
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diferenças estatísticas. Os dados estão apresentados na figura 9, e corroboram com 

a variação observada pela citometria de fluxo. 

 

Figura 9: Contagem total de hemócitos por mL, presentes na hemolinfa do siri-azul (Callinectes danae). C: grupos controle. Pb: 

grupos expostos a 2 µg/mL de Pb. Valores apresentados em médias ± desvio padrão. 

 

 

4.2.4 Viabilidade celular dos hemócitos circulantes 

 

Nos ensaios de viabilidade celular (Figura 10), foi observada uma tendência 

ao aumento de viabilidade celular no grupo exposto ao chumbo por 24h, seguido de 

uma tendência a redução constante, até 96h (p=0,1116). Não foram encontradas 

diferenças estatísticas. 
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Figura 10: Viabilidade celular dos hemócitos circulantes do siri-azul (Callinectes danae). C: grupos controle. Pb: grupos 

expostos a 2 µg/mL de Pb. Valores de porcentagem apresentados em médias ± desvio padrão. 

 

 

4.2.5 Expressão gênica de metalotioneínas no hepatopâncreas: Isoformas MTCd-I, 

MTCd-II e MTCu-II 

 

Conforme mostrado na figura 11, a expressão gênica das isoformas MTCd-I e 

MTCu-II não apresentaram diferenças estatísticas em relação às concentrações de 

Pb. MTCu-II variou consideravelmente entre os grupos, embora não seja possível 

estabelecer algum padrão ocasionando pela exposição.  

A expressão gênica da isoforma MTCd-II foi a que melhor representou uma 

interação com os grupos expostos. Quando comparamos os grupos contaminados 

com seus respectivos controles, foi possível observar um aumento significativo em 

48h (p=0,0022), seguido de uma queda, até níveis basais, em 96h. Além disso, a 

ANOVA de duas vias detectou interação entre o tempo e exposição (p=0,0004), 

comprovando os efeitos da exposição de 2 µg/mL de Pb em 48h, na expressão 

gênica relativa de MTCd-II. 
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Figura 11: Expressão gênica relativa (EGR) de metalotioneínas (MTCu-II, MTCd-I e MTCd-II). C: grupos controle. Pb: grupos 
expostos a 2 µg/mL de Pb. Valores de EGR apresentados em médias ± desvio padrão. (**) indica diferença estatística p<0,005. 

 

 

4.3 Experimentos de fagocitose in vitro 

 

A figura 12 exemplifica a eficiência do método utilizado. É possível observar 

um hialinócito com uma levedura internalizada, fortemente corada pela técnica de 

Rosenfeld, em seu citoplasma. Todas as fagocitoses consideraram a coloração da 

levedura em microscopia de luz e com contraste de fase, e quando estas foram 

observadas no mesmo plano que o núcleo do hemócito (que não apresenta 

coloração em contraste de fase). 
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Figura 12: Fagocitose in vitro do siri-azul (Callinectes danae). Hialinócito com levedura internalizada corada com a técnica de 

Rosenfeld. A: Hialinócito em microscopia de luz, levedura internalizada levemente corada em vermelho. B: Hialinócito em 
contraste de fase, levedura internalizada fortemente corada em vermelho. 

 

 

A capacidade fagocítica dos grupos controles dos siris coletados em 

Cananéia e na Baía do Araçá – São Sebastião, não apresentaram diferenças 

estatísticas (Figura 13), a média de fagocitose fúngica dos hemócitos do siri-azul (C. 

danae), foi de 41,73% ± 4,96. 

 

Figura 13: Capacidade fagocítica (%) dos grupos controles de siris-azuis (Callinectes danae), coletados em Cananéia e na baía 

do Araçá - São Sebastião. Valores de porcentagem apresentados em médias ± desvio padrão.  

 

 

Ambos locais de coleta apresentaram o mesmo padrão ocasionado pelo Pb, 

uma curva decrescente de hemócitos fagocitando leveduras, de acordo com o 

aumento da concentração de Pb. Houve diferenças estatisticamente significativas 

em todas as concentrações utilizadas, evidenciando efeito biológico até nas mínimas 

concentrações, conforme observado na figura 14.  
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Figura 14: Capacidade fagocítica de siris azuis (Callinectes danae) coletados na baía do Araçá - São Sebastião e em 

Cananéia, após exposições a diferentes concentrações de Pb, por 1h. Valores de porcentagem apresentados em médias ± 
desvio padrão. (*) p<0,05; (**) p<0,005; (***) p<0,0005; (****) p<0,00005. 

 

 

Embora a tendência da redução de capacidade fagocítica tenha sido 

semelhante nos dois locais estudados, quando comparamos as concentrações de 

ambos os locais de coleta, observamos diferenças apenas em 100 ng/mL (p=0,001) 

e 1000 ng/mL (p=0,0006), conforme mostrado na figura 15. As demais 

concentrações não apresentaram diferenças, sugerindo que a resposta da 

capacidade fagocítica seguiu a mesma tendência com os animais de Cananéia e da 

Baía do Araçá – São Sebastião. 

 

Figura 15: Comparação da capacidade fagocítica de siris azuis (Callinectes danae) coletados na baía do Araçá – São 

Sebastião e em Cananéia, após exposições a diferentes concentrações de Pb, por 1h. Valores de porcentagem apresentados 
em médias ± desvio padrão. (*) p<0,05; (**) p<0,005. 
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5 Discussão 
 

5.1 Caracterizações dos hemócitos circulantes 

 

Os hemócitos circulantes de C. danae conferem com diversas características 

observadas na literatura para outros decápodes. As três populações de hemócitos: 

granulócitos, semigranilócitos e hialinócitos, são descritos na literatura, com 

morfologias semelhantes aos observados no presente estudo. Zhou e colaboradores 

(2018) fazem uma descrição dos hemócitos de Scylla paramamosain, que conferem 

com os nossos resultados, inclusive, nas proporções, sendo: semigranulócitos mais 

abundantes, seguido dos hialinócitos e granulócitos.  

Clare e Lumb (1994) identificaram os hemócitos do siri-azul Callinectes 

sapidus, mostrando os mesmos padrões morfológicos aqui abordados. Matozzo e 

Marin (2010) fazem uma caracterização em Carcinus aestuarii, corroborando com 

nossos dados e os trabalhos abordados. No qual os granulócitos possuem maior 

tamanho e complexidade intracelular, grânulos em abundância e altamente 

refringentes em microscopia de fase; os semigranulócitos, com grânulos em menor 

abundância e menor tamanho celular; e os hialinócitos, com menor tamanho e 

ausência total de grânulos. Sunjian e colaboradores (2014) observaram o mesmo 

em Eriocheir sinensis, entretanto, a população de hialinócitos foi a mais abundante, 

sendo HC > SGC > GC.  

Podemos inferir que os padrões morfológicos de hemócitos entre os 

decápodes sejam semelhantes, diferindo, apenas, em abundância das populações e 

funções relativas, uma vez que existem divergências entre a porcentagem de 

fagocitose de semigranulócitos e hialinócitos. 

 

5.2 Experimentos de exposição in vivo 

 

Nos tempos propostos, foi observado maior biacumulação de chumbo nas 

brânquias em relação aos demais tecidos analisados, o que corrobora com o estudo 

de Bordon e colaboradores (2018), no qual foi observado bioacumulação de Pb em 7 

e 14 dias. Não existiam, até o presente momento, dados que reportassem a 

dinâmica da bioacumulação de Pb na espécie C. danae, nos tempos de exposição 

por nós utilizados (24h, 48h e 96h).  
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Çoğun e colaboradores (2017) quantificaram a presença de Cu, Zn, Cd e Pb 

nas brânquias, hepatopâncreas e músculos de siris-azuis (C. sapidus) coletados na 

Baía de Mersin (Turquia),  Xu e colaboradores (2019) realizaram exposições a 

diferentes concentrações de Pb no caranguejo Charybdis japonica. Ambos os 

estudos fornecem dados que corroboram fortemente com o observado neste 

trabalho, onde excepcionalmente o Pb, acumulou de forma mais significativa nas 

brânquias, em relação ao hepatopâncreas, com baixas concentrações nos 

músculos. Interessantemente, os demais metais estudados por Çoğun e 

colaboradores (2017) seguiram outro padrão, acumularam-se em maiores 

concentrações no hepatopâncreas, em relação às brânquias. 

Este padrão de acumulação, sugere que as brânquias parecem ser o principal 

órgão a acumular  Pb, diferente de outros metais, podendo estar intimamente 

relacionada com o processo de detoxificação deste metal. No hepatopâncreas, a 

bioacumulação de Pb já foi relatada por Vogt (1994), em camarões Penaeus 

monodon, no qual o Pb foi acumulado em grânulos, depositados em vacúolos, 

causando alterações histológicas diversas, sendo parcialmente excretados com o 

passar do tempo.  

Segundo Rainbow (1988; 2006; 2007), os metais absorvidos pelas brânquias 

podem ser transferidos para os demais órgãos quando suas concentrações forem 

presentes em excesso. Considerando as propriedades do Pb, nossos dados 

sugerem que as brânquias são fortes alvos para trabalhos de monitoramento 

ambiental, corroborando com trabalhos recentemente publicados.  

Visando compreender a dinâmica de acumulação e detoxificação do Pb, 

utilizamos como método, a avaliação da expressão gênica relativa de 3 isoformas de 

metalotioneínas. Estas proteínas são as principais mediadoras do processo de 

detoxificação de metais. Bordon (2018), realizou a quantificação da atividade de MTs 

totais e observou aumento após exposições de Pb (0,5 µg/mL e 2 µg/mL) por 7 e 14 

dias. Nossos resultados demonstraram que nem todas isoformas são diretamente 

moduladas quando o organismo é exposto ao Pb, pelo menos, nas concentrações e 

tempos aqui abordados.  

No hepatopâncreas, apenas a isoforma MTCd-II apresentou modulação, um 

aumento em 48h, que decresce até 96h, voltando, aparentemente, próximo aos 

níveis basais. Segundo Syring e colaboradores (2000), as MTCu-II em C. sapidus 

estão envolvidas especificamente na homeostase do cobre associada à síntese e a 
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degradação da hemocianina, processo importantíssimo para fisiologia dos 

crustáceos, talvez, por isso, foi observada grandes variações na expressão gênica 

entre os grupos estudados, sem demonstrar interação específica com o Pb. 

As MTCd-I e MTCd-II são MTs específicas para o metabolismo do Zn em C. 

sapidus, entretanto, estas são significativamente moduladas quando o organismo é 

exposto ao Cd. Os resultados aqui apresentados, mostram que a expressão de 

MTCu-II e MTCd-I não é alterada na presença de Pb nos tempos e concentrações 

utilizados. O transporte intracelular de metais ocorre de maneira diferente de acordo 

com o tecido e o metal estudado. A isoforma MTCd-II tem participação durante este 

processo no hepatopâncreas, quando o organismo é exposto por 48h, entretanto, 

esta isoforma não parece atuar de maneira específica, conforme observado por 

Syring e colaboradores (2000), quando a exposição é realizada com Cd. Ortega e 

colaboradores (2016), também observaram que os níveis de MTs totais em Ucides 

cordatus, são significativamente aumentados quando o ambiente está contaminado 

com altos níveis de Cd, sugerindo que estas isoformas podem atuar de maneira 

específica para determinados metais não essenciais, como o Cd, e que podem ser 

mediadoras nos processos de transporte e detoxificação de outros, conforme 

observamos com MTCd-II e o Pb.  

Xu e colaboradores (2019), ao estudarem uma isoforma de MT frente 

exposições de Pb no caranguejo Charybdis japonica, observaram um pico de 

expressão em 12h e 24h, seguido de declínio até 96h. Como biomarcador de Pb, 

nossos dados sugerem que a isoforma de MT a ser avaliada, deve ser uma variável 

a ser considerada, embora não observamos modulação na EGR das isoformas 

MTCd-I e MTCu-II, isso não necessariamente indica que as proteínas serão 

transcritas, e que participarão ativamente no transporte/detoxificação do Pb, mas 

que as mesmas não atuam em relação à expressão gênica de maneira significativa, 

pelo menos, nos períodos de tempo aqui abordados. Para isoforma MTCd-II, os 

dados de EGR evidenciaram uma modulação significativa, que pode estar 

relacionada com os processos de transporte e detoxificação do Pb. Nossos 

resultados, com a metodologia de exposição proposta, trazem dados sobre a 

dinâmica de detoxificação em curto períodos de tempo, específicamente 24h, 48h e 

96h, no qual é observado um aumento em 48h, com redução em 96h.  

Quando comparamos o padrão da EGR da isoforma MTCd-II (Figura 11), com 

as concetrações totais de Pb no hepatopâncreas (Figura 7), podemos observar uma 
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tendência semelhante dos dados, um pico de aumento em 48h, seguido de declíneo 

em 96h. É difícil, com estes dados, estabelecer uma relação de causa e 

consequência, mas, a EGR da isoforma MTCd-II atua neste processo e pode 

fornecener, com mais estudos, detalhes sobre como ocorre a dinâmica de 

detoxificação do Pb nestes organismos, e como esse processo ocorre quando 

organismo é exposto a diferentes concentrações e períodos de tempo.  

Conforme já citado, foi observado aumento de MTs totais por Bordon (2018), 

não diferenciando as diferentes isoformas presentes nos organismos, nem qual 

destas são as principais atuantes. Uma vez que, observamos que existem MTs 

específicas para metais não essenciais como o Cd, e que não necessariamente são 

específicas para outros metais não essenciais, como o Pb (MTCd-I), faz-se 

necessário compreender quais outras isoformas atuam neste processo, suas 

especificidades e quais outros mecanismos estão envolvidos. Como vimos no 

presente estudo, tratando-se do hepatopâncreas, a isoforma MTCd-II é uma forte 

candidata. Estes dados e novos trabalhos podem fornecer dados valiosos que 

indiquem moléculas e proteínas específicas, para que não só possamos 

compreender a dinâmica de detoxificação de metais, mas que também possam ser 

utilizadas como biomarcadoras em trabalhos de monitaramento ambiental, para 

tanto, mais estudos devem ser conduzidos.  

A contagem total e diferencial de hemócitos variou consideravelmente entre 

os indivíduos. Resultados semelhantes já foram observados para outras espécies, 

como abordado por Matozzo e Marin (2010) com o caranguejo Carcinus aestuarii, 

onde a variação de hemócitos circulantes foi de 1.04 a 12.21 (x106) células. Diversos 

outros estudos com decápodas também corroboram com estes resultados, 

evidenciando intensa variação individual, explicada pela condição fisiológica isolada 

dos animais (RAVINDRANATH, 1977; TRUSCOTT; WHITE, 1990; JOHANSSON et 

al., 2000). 

A proporção das populações de hemócitos, confere com a caracterização de 

hemócitos para outras espécies de decápodas, como demonstrado por Zhou e 

colaboradores (2018) e Matozzo e Marin (2010), onde a maior população encontrada 

foi de semi-granulócitos, seguida pelos hialinócitos e dos granulócitos. Entretanto, as 

contagens realizadas não se mostraram eficientes para determinação de um padrão 

frente às exposições de Pb, nos tempos abordados. Já os ensaios de viabilidade 
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celular, evidenciaram tendências ao declíneo da população de hemócitos vivos 

presentes na hemolinfa, o que pode afetar a imunidade inata mediada por células.  

Em mamíferos, já foi reportado que o Pb causa diversos efeitos deletérios 

como a anemia (SINGH et al., 2018). Considerando que a hemolinfa dos crustáceos 

pode transportar metais para outros tecidos (RAINBOW, 1988), é plausível que o Pb 

possa ter interagido com os hemócitos de forma negativa. Estudos exploram efeitos 

de metais e outros poluentes em processos de estresse oxidativo em hemócitos 

(JEROME et al., 2017, VALAVANIDIS et al., 2006). Sabe-se que o Pb afeta 

severamente enzimas antioxidantes (SINGH et al., 2018), e que em situações 

extremas, pode causar morte celular. Embora os dados não sejam estatisticamente 

significativos, podemos inferir que o chumbo interage com a viabilidade dos 

hemócitos circulantes, e, portanto, afeta o estado de saúde dos mesmos. Mais 

estudos devem ser realizados, entretanto, esta técnica pode auxiliar em trabalhos de 

monitoramento ambiental, indicando o estado basal da imunidade inata celular 

destes animais, o que é essencial para a sua sobrevivência em ambientes 

estuarinos e de manguezais. 

 

5.3 Experimentos de fagocitose in vitro 

 

Considerando as diferentes influências antrópicas atuantes nos locais de 

coleta dos siris-azuis, esperava-se que houvessem diferenças na capacidade 

fagocítica dos animais coletados em Cananéia e na Baía do Aracá – São Sebastião, 

porém, a média de fagocitose dos controles não demonstrou isso. O período de 

aclimatação em laboratório, as condições ambientais em que os animais são 

mantidos, e a alimentação utilizada, são variáveis a serem consideradas, pois uma 

vez que são retirados de seu habitat natural, e submetidos a longos períodos de 

aclimatação, os animais podem não mais refletir o real estado em que se encontram 

no ambiente. Sugerimos que, tratando-se da capacidade fagocítica de leveduras, o 

período de aclimatação possa ter influenciado na imunidade inata celular, de forma a 

estabilizar a capacidade fagocítica em níveis basais de funcionamento. No entanto, 

mais estudos devem ser conduzidos, com animais coletados e imediatamente 

submetidos a experimentações, para que esta hipótese seja confirmada. 

Em ambos os locais de coleta, observamos uma resposta dos hemócitos 

conforme aumento das concentrações de Pb no meio de cultura. Estes tiveram sua 
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capacidade fagocítica reduzida. Já foi relatado que o Pb é causador de anemias, 

entre outras complicações, que envolvem morte celular ou perda de suas funções 

(SINGH et al., 2018). Aqui, podemos comprovar que mínimas concentrações de Pb 

na hemolinfa de siris-azuis, como a de 50 ng/mL, podem reduzir a capacidade de 

fagocitose destas células e, por sua vez, diminuir a resistência destes animais a 

patógenos.  

Quando comparamos os locais de coleta, observamos que a resposta dos 

hemócitos frente às concentrações de 100 ng/mL e 1000 ng/mL, diferem. Isso pode 

estar relacionado a uma resistência imunológica diferente entre os animais, visto que 

Cananéia faz parte de uma unidade de conservação federal e a baía do Araçá, está 

sujeita a diversos fatores antrópicos e poluentes. Talvez por não estarem em contato 

com muitas fontes de contaminação, os animais de Cananéia demonstraram maior 

sensibilidade ao Pb. Ainda sim, essa hipótese necessita de mais dados, tais como o 

estado basal de metais do ambiente em que os animais foram coletados, para que 

se estabeleça uma correlação mais exata da resistência imunológica e habitat. 

Diversos trabalhos utilizam a capacidade fagocítica como biomarcadora de 

metais. Brousseau e colaboradores (1999), relacionaram a viabilidade celular e 

fagocitose nos hemócitos do bivalve Mya arenaria, expostos a metais, onde foi 

observada uma curva decrescente da fagocitose para os metais Cd, Zn e Hg. 

Fugère e colaboradores (1996) também observaram resultados semelhantes de 

fagocitose no oligochaeta Lumbricus terrestris, mostrando que a toxicidade de 

metais, comumente pode afetar o correto funcionamento da imunidade de 

invertebrados. Truscott e White (1990), verificam a resistência de hemócitos do 

Carcinus maenas ao Cu, Cd e Hg. Ao analisar a quantidade total de células e 

fagocitose, não observaram mudanças frente às exposições, exceto por uma 

supressão da fagocitose induzida por Cd, sugerindo que os hemócitos são tolerantes 

a este tipo de exposição. De fato, neste trabalho, não observamos diferenças 

significativas nas populações de hemócitos e na quantidade total de células 

circulantes nos experimentos in vivo, mas isso não necessariamente quer dizer que 

a células encontram-se em correto estado de funcionamento, conforme 

demonstramos com os ensaios de fagocitose. Para tanto, o metal a ser estudado é 

uma forte variável, podendo ter diferentes impactos nos hemócitos de crustáceos. 

Entretanto, até o presente momento, não foram encontrados estudos que relacionem 

os efeitos do Pb nos hemócitos de C. danae. 
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A exposição de Pb por 1h nas concentrações utilizadas, afetou 

significativamente a capacidade fagocítica em todas as concentrações. Podemos 

estipular que a concentração de 1000 ng/mL confere como supressora de 50% da 

capacidade fagocítica (LC50), evidenciando que esta metodologia é eficiente como 

biomarcadora em laboratório, e que pode ser utilizada como ferramenta nos estudos 

de monitoramento ambiental, quando as concentrações de Pb presentes na 

hemolinfa, forem conhecidas. Ao relacionar as concentrações de Pb presentes na 

hemolinfa e a capacidade fagocítica, temos uma ferramenta capaz de indicar o 

estado imunológico no qual os animais encontram-se, frente a casos de 

contaminação por Pb, uma vez que este mecanismo de defesa é importantíssimo 

para resistência contra patógenos. 
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6 Conclusão 
 

As brânquias foram o tecido que mais bioacumularam Pb, seguido do 

hepatopâncreas e dos músculos. Seguindo um padrão descrito na literatura, onde 

excepcionalmente o Pb tende a acumular-se em maior quantidade nas brânquias. 

As análises de expressão gênica relativa de MTCu-II e MTCd-I não se 

mostraram significativas, MTCd-II apresentou aumento em 48h seguido de uma 

redução, indicando uma modulação e trazendo novos dados sobre a dinâmica de 

detoxificação do Pb em curtos períodos de exposição. 

O perfil celular da hemolinfa variou consideravelmente nos experimentos de 

exposição in vivo. Nos ensaios in vitro de fagocitose fúngica, todas as concentrações 

de Pb utilizadas acarretaram em uma curva decrescente da capacidade fagocítica, 

indicando um potencial biomarcador em laboratório e uma nova ferramenta a ser 

considera pelos trabalhos de biomonitoramento ambiental.  
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