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"Viver é arriscar tudo. Caso contrário, você é apenas um pedaço inerte 

de moléculas montadas aleatoriamente à deriva, onde o universo te 

sopra.” 

- Rick Sanchez 



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. 

  



 
 

 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 



 
 

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 



 
 

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 



 
 

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 



 
 

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 



 
 

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, 



 
 

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, 



 
 

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 



 
 

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 



 
 

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.  



 
 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

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.  

 

  



 
 

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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