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Resumo

O aumento da poluicdo e a existéncia de bactédasmbiente marinho sédo dois
problemas que tém vindo a crescer ao longo dasldé@que se encontram associados
a episodios de mortalidade e a alteracdes no sstenunitario de diferentes
invertebrados marinhos. A producdo de mexilhdo dediMrraneo, Mytilus
galloprovincialis na costa Galega tem uma grande importancia edoapno entanto
este cultivo encontra-se ameagado. A ocorrénciaepisddios de marés negras
associados ao elevado trafego maritimo sdo asigmiacameacas ao cultivo de
mexilhdo, caracteristicas que se relacionam compmaaidade que estes tém em
acumular grandes concentragcfes de contaminansiS@epos.

Este trabalho teve como objectivo estudafetcedos PAH e PCBs no sistema
imunitario de exemplares déytilus galloprovincialise observar o efeito da exposicao
aos contaminantes em animais infectados e naotanties comVibrio alginolyticus
expostos a contaminantes. Realizaram-se tratamentago e in vivo com distintas
concentracoes de PAH (Fenantreno e Benzo[a]pyrer®B a tempos distintos para
determinar a producédo de espécies reactivas deéroaigROS), de radicais de azoto
(NO) e a capacidade fagocitica dos hemdocitos delmdex A producdo de ROS foi
determinada a partir da medicdo da resposta quimiakscente (QI), a producéo de
NO através da reaccdo colorimétrica de Griess (Gzeal. 1982) e para a capacidade
fagocitica utilizou-se a citometria de fluxo. Utdram-se juvenis de mexilhdo com o
objectivo de determinar a taxa de mortalidade egsistes condicfes: foram expostos
sete dias a contaminantes e dez dias a contaménaate@ma infeccao experimental.

Os resultados obtidos no trabalho mostram gsemecanismos do sistema
imunitario estudados e a ocorréncia de doencasciofas causadas por bactérias estao
dependentes da concentracdo, do tempo de exposighs caracteristicas de cada
contaminante. Apesar do sistema imunitario dos elaes de Mytilus
galloprovincialis se encontrar debilitado ndo se registaram taxasnddalidade
significativa, o que faz pensar que estes jA ganmaresisténcia a este tipo de

contaminantes e que 0s mecanismos deste sistersficGies.

Palavras-chave:Mytilus galloprovincialis PAH, PCBs \Vibrio alginolyticus, sistema

imunitario



Abstract

The increasing pollution and pathogenic bacterianarine environment are two
problems that have been growing on the last decani@sre associate with mortalities
episodes and changes in immune system of differeatine invertebrates. The
Mediterranean mussel production in Galician coastdbig economic interest, but this
culture is frequently put at risk by the high trafbf the shipps and infections disease.

Our main objective for this work was to stutlg effects the Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAH) and Polychlorobiphenils (PCBs)he immune system ddytilus
galloprovincialis, by exposing infected and non-infected individualghwVibrio
alginolyticus, to these contaminants. To determine the produatimoxic reactive
oxygen intermediates (ROS), nitrogen radicals (M@J the haemocytes phagocytic
capacity of both in vitro and in vivo mussels, we submitted them to different
concentrations of PAH and PCBs, for different pasiof time. ROIs production was
determined through the chemiluminescence respdw®eproduction from the Griess
colorimetric reaction and the phagocytic capacigswneasured by citometryc flux.
Mortality rate was determined by exposing juvemteissel for seven days to the
contaminants, plus ten days to the contaminantd/#émeb alginolyticusinfection.

Our results show that the immune system nmeshres and the occurrence of
infectious diseases caused by bacteria are relatéek concentration, time of exposure
and the characteristics of each contaminant. It alss verified that mortality rate was
not significant, despite of thdytilus galloprovincialispoor immune system conditions,
which makes to suppose that these mussels mayduapered a capacity to live with
this type of contaminants, releasing the immuné¢esysnechanisms to other defensive

actions.

Keywords: Mytilus galloprovincialis PAH, PCBs, Vibrio alginolyticus immune

system
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Introducao Geral
1. Cultivo do mexilhdo na costa Galega

Do ponto de vista histérico, o0 mexilhdo ésidarado desde ha muito tempo como
fonte de alimento para os habitantes da costa Gategno se testemunhou com os
diversos vestigios encontrados em escavagfes ttescasnos documentos histéricos
(Vazquez, 1975). Esta relagdo remonta ao séculcC\edoi progredindo ao longo do
tempo, tornando-se uma tradicdo de grande impaaténe deu origem a um sistema
de criacdo especifico, conhecido a nivel intermatiopor “galician system”, a
equipamentos de materiais de concepc¢ao regionaipréaticas de criacdo tradicionais
que permitem a obtenc&o de um produto caracteristic

O cultivo do mexilhdo, denominado ahiticultura, comecgou por ser realizado em
cultivos emempalizadasou bouchots,em Franca, até principios do século XIX. Esta
técnica consistia em estacas de madeira, colocedasna intramareal, com redes onde
os mexilhdes se fixavam. Devido ao grande tamaitid® por estes organismos num
curto periodo de tempo esta técnica expandiu-se.evta1980, na Holanda, apareceu o
cultivo de parque onde os bivalves de pequeno tamae fixavam no fundo até
alcancarem o tamanho comercial. Em
1946, surge o cultivo em suspenséo, em
Espanha, que consiste em plataforma
flutuantes, oubateas (Fig. 1), com A
cordas, onde os mexilhdes juvenis ¢

fixam permanecendo aderidos até

obtém o tamanho comercial (FiguerdS
& Caceres, 2007)

Figura 1 — Representacao dmteasna Ria de

Arousa, Vigo.

A costa Galega possui cerca de 1309 km e é cadstinelas Rias Galegas, isto €,
uma série de vales submergidos que formam partendeaudal fluvial. Estas rias
apresentam uma elevada producdo primaria e umaleyrproducdo de moluscos
bivalves, especialmentdytilus edulise Mytilus galloprovincialis espécies que ocupam

niveis baixos na cadeia alimentar, uma condicaspedsavel para obter rendimentos



maximos. Segundos dados da FA®d@d and Agriculture Organization of the United
Nationg, o cultivo de bivalves € uma das maiores prodsigieaquacultura na Europa,
sendo produzidas anualmente 1.500.000 toneladaexi¢hdo em todo o mundo, sendo
que 48% desta producdo pertence a paises da Uni@peia. A regido da Galiza é
considerada a segunda poténcia de producdo dehfexib nivel mundial, sendo que
os valores de producéo oscilam entre 150.000 &30@oneladas (Fig. 2).
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Figura 2 — Producdo média anual de mexilhdo em Galiza (Fal@tdos

estatisticos fornecidos pela FAO)

Apesar desta costa ter umas condi¢cfes fagisrayroducdo de mexilhdo existe um
sério problema, o elevado trafego maritmo existaptta costa. Sabe-se que 40.000 a
60.000 barcos passam pela costa galega por araxi@pdamente 120 por dia) e 20%
destes transportam produtos perigosos, como panpge petréleo (Gonzalez-Laxe,
2004). A costa Galega tem sido afectada por swasssinarés negras devido a
quantidade de petroleiros que passam nesta reg@oe levou a varios estudos a nivel
da fauna e flora (Ordas al, 2007).

Os mexilhdes, do géneidytilus, sdo considerados os melhores indicadores e
sentinelas de contaminantes em monitorizacdo tkrss aquaticos, pois apresentam
uma distribuicdo ubiqua, indicam diferentes tipes pbluantes, acumulam elevadas
concentracdes de contaminantes, podem tolerarsdiwgroluentes ambientais e sdo a
espécie de bivalve mais comercializada em todo dmKim & Kim, 2002). Devido
a estas caracteristicas € necessario ter esptaigéia a estes organismos nesta zona
costeira, uma vez que se encontram susceptivei@arasmegras, a infec¢des por
patogenos (Coles & Pipe, 1994; Co#¢sl., 1995) e, também, podem ser um risco para
0os humanos como descrito por Lemieteal, (2005) devido a sua posicdo na cadeia

trofica.
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2. Sistema imunitario dos moluscos bivalves

Os vertebrados apresentam um sistema de defesmeoamismos especificos e nao
especificos, sendo que os primeiros se desenvanenesposta a um estimulo concreto
e 0S segundos sdo inatos, actuando independentem@natureza do estimulo. Os
invertebrados, como os moluscos bivalves, sO apt@®emecanismos de defesa ndo
especificos, que se dividem em factores humoraiselalares, ndo apresentando
imunoglubinas nem memaria imunitaria do primeirmtasto com o patégeno (Roch,
1999).

2.1Defesa celular

A defesa inata dos moluscos baseia-se nummpaente inata, um sistema nao
linféide que envolve corpos celulares e componehtgsorais (Cheng, 1983). Nos
mexilnbes, 0s mecanismos celulares séo realizadws cplulas hemolinfaticas

denominadas de hemdécitos (Feng, 1988)

Morfologia e Classificacdo dos hemocitos

A palavra hemacito foi designada para aslaglbemolinfaticas dos bivalves que se
movem livremente no sistema circulatério abertapstituindo a primeira linha de
defesa contra os microorganimos invasores (Adenaal, 1991). Estas células
encontram-se envolvidas em mecanismos de transpertde reparacdo da concha
(Cheng, 1981, 1984; Mourdt al, 2004) e constitui uma populagcéo celular muito
variavel que ndo se encontra caracterizada em tposélulas, linhagens e funcdes
(Bachereet al, 1995).

Foram feitas varias tentativas para classifios hemocitos em relacdo a sua
morfologia e a sua funcdo, mas apesar destasitastat variabilidade e as diversas
interpretacées tém dificultado uma possivel clasgifio (Pipe & Coles, 1995). A
classificacdo feita por Cheng (1981) € a maiszaiila actualmente e baseia-se em
caracteristicas morfolégicas, sendo os hemdcitessificados em hialindcitos e
granuldcitos. Denominam-se de granuldcitos devido aspecto que 0s varios
lisossomas ou granulos apresentam no citoplasmlayada capacidade de extender os
pseuddépodes e a capacidade fagocitaria que térhe(Fi4986; Feng, 1988). Os
hialindcitos sédo células de forma redonda com divaroporcdo de ndcleo, i.e., 0

citoplasma apresenta menos lisossomas que os gcaosl(Feng, 1988).
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Funcao imunitaria dos hemacitos

A capacidade de resposta defensiva dos h&meoengloba a fagocitose ou
encapsulacao, seguida da destruicdo do patégermmtiwedade enzimatica e geragéo de
metabolitos de oxigénio e de azoto (Woottbml.,2003a).

1. Resposta Inflamatoria

No processo inflamatério, constituido por pomentes humorais e celulares,
define-se como recrutamento hemacitario e libedatgproteinas plasmaticas no lugar
da infeccdo (Abbas & Lichtman, 2000). A respostilamatoria € iniciada por uma
lesd@o nos tecidos desencadeada pela entrada deyanismo estranho de origem fisica,
quimica e/ou biolégica e termina na destruicdoatidd danificado, na extracgdo do
organismo estranho e/ou na reparacdo do tecidog(FE®88). O acesso de um
organismo invasor ao hospedeiro encontra-se limitacha vez que os bivalves
apresentam barreiras fisico-quimicas que se commpocbmo obstaculos as invasées
(Canesiet al, 2002), como por exemplo a concha e mucus pdes egpresentam
enzimas com actividade antibacteriana (Ratcétfal., 1985).

Quando os patogénos atravessam estas bareepanetram no hospedeiro, sdo as
componentes celulares e humorais que participandestruicdo do patdgeno. Os
hemdécitos tém um papel importante na reparacédoeddd, processo que pode ser
composto por diversas etapas tais como: migracddemocitos até ao lugar da ferida
(Fisher, 1986), formacéo de tampao de hemacitodinpites a perda de hemolinfa; troca
do tecido danificado; produgéo de colagénio atralgssfibroblastos (Ruddell, 1971);
eliminacdo dos restos celulares via fagocitosestaueacao do tecido (Ratcliigg al.,
1985).

2. Fagocitose

Elie Metchnikoff (1980, in Roch, 1999) recesbu a fagocitose como um
importante mecanismo de defesa celular nos aniemaigue as células tém capacidade
de absorver as particulas. E um mecanismo que @aensontra s6 envolvido na
nutricdo, na capacidade fagocitica das célulastambsém no sistema de defesa celular
(Roch, 1999). Este mecanismo tem como objectivdralear e eliminar todos os
materias desconhecidos, incluindo particulas inmocgd e organismos Vivos
(patogénicos ou ndo patogénicos). Em moluscosvasaste processo foi detectado em

diferentes espécies tais como a améijoa fina e erieama,Ruditapes decussaties
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Mercenaria mercenaria(Tripp, 1992; Lopezet al., 1997) e no mexilhdo do
MediterraneoMytilus galloprovincialis(Carballalet al., 1997).

A fagocitose pode-se dividir em diversas $asmtre as quais se destacam cinco:
reconhecimento de invasores, adesao, ingestaaiigéstre eliminacédo (Pipe & Coles,
1995). O reconhecimento de particulas estranhatuprse através da interacgdo entre
hemacitos e varios péptidos antimicrobiais (Ferii81 Fawcett & Tripp, 1994); no
processo de adesao as proteinas existentes nasoro,aglutininas, medeiam a uniédo
entre 0 agente estranho e 0s possiveis receptoEesnfes na superficie celular dos
hemdcitos; na destruicdo e digestdo do patdgermrdducdo de vacuolos fagociticos
denominados de fagossomas que interagem com gesdisas presentes nos hemdécitos
(Fisher 1986). Os lisossomas tém uma grande quantidadeziteas hidroliticas acidas
que atacam os fagossomas, onde ocorre libertacdcowkeido lisossomal para o

interior destes destruindo o patdégeno (Ratcéffal.,1985; Fisher, 1986).

3. Agregacao

Este mecanismo ocorre quando a hemolinfas&dida por um elevado namero de
organismos invasores e a fagocitose por si s6 odsegue elimina-los (Ratclifet al.,
1985). Os hemdcitos juntamente com outras ceélubas fagociticas unem-se por
filbpodes e os organismos acabam por ser apanhémosando-se um depoésito de

melanina.

4. Encapsulagao

Quando um agente exdégeno é capaz de passharesras da fagocitose e
agregacdo, da-se a encapsulacdo onde ocorre deedtsa microorganismos (Fisher,
1986; Feng, 1988). As particulas cujo tamanho supelos hemdocitos sdo rodeadas por
estes constituindo-se uma série de capas con@mtrande as mais internas sao
formadas por fibroblastos e as mais externas pdermas fibrosos formando um

reticulo em associacdo com glicoproteinas (CheRifin, 1970).

5. Libertacdo de Radicais toxicos de oxigénio

Na fagocitose ocorre o stress oxidativo, eja,slibertacdo de radicais livres de
oxigénio (ROS). O consumo de oxigénio,Qleve-se a acg¢do de um complexo
multiproteico denominado de NADPH-oxidase e mietopelade (MPO), em que o
primeiro complexo é utilizado por neutrofilos comesponsabilidade de transferir os

electrées desde NADPH a, @ consequentemente produzir o radical super 0xdo;
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MPO é uma enzima intracelular localizada, principaite, no interior dos lisossomas
(Austin & Paytner, 1995). Estas duas enzimas formumm sistema denominado de

MPO-peroxido-halido que transforma ¢ Q *

molecular em ROIs tais como peroxido de : = ! . Niamtrna
. s . . . . L ] O « plasmatica

hidrogenio (HO), radical hidroxil (-OH) e | :

NADPH —

acido hipocloroso (OHCI) (Torreillest al., arniios 2‘3532'3 ‘m fm o
1996) (Fig. 3) o yj
e - & /
() desgranulacion
T = /

Figura 3 — Representacdo esquematica

do stress oxitadivo de um hemacito.

Os ROS sé@o moléculas toxicas que podem aoEdamente ou em interaccéo
com enzimas hidroliticas libertadas no processmdiigo (Ademaet al., 1991).
Existem vérias técnicas para detectar estas maketais como a reducdo diroblue
tetrazolium(NBT), quantificacdo espectroscépica e quimiolurs@@mcia (Ql). O NBT
serve para medir a producdo de ROS intracelulgresanta cor amarela quando esta
reduzida e cor azul quando esta oxidada (Pipe,)1892roducdo extracelular de ROS
quantifica-se espectroscopicamente mediante reddgacitocromo C (Pipeet al.,
1997); a QI permite medir a produgcéo de ROS, quieadelular quer extracelular, mas
com uma maior sensibilidade que os métodos antesime referidos. Os ROIs séo
moléculas que se encontram no estado excitadataate estes tendem a regressar ao
seu estaddasal e ao fazerem-no ha libertacdo de electréesmpmanhados de uma
emissao de fotdes, ou Ql. Como esta emissao deruato débil utilizam-se moléculas
para amplificar o sinal, tais como o luminol (5-ap2,3-dihidro-1,4-ftalazinediona)
(Allen & Loose, 1976). O luminol € reduzido ao reeeos electrbes libertados pelos
ROIs e quando regressa ao estado basal emite noternez e fotbes, mas neste
momento o sinal luminoso é 1000 vezes mais interdetectavel num luminémetro.

A producdo destes radicais tem-se detectadaligersas espécies de moluscos,
como a ostra american@rassostrea virginicgAnderson, 1994), a améijoa americana,
Mercenaria mercenarigBuggéet al., 2007), o mexilhdo azuMytilus edulis(Pipe,
1992) e o mexilhdo do Mediterranddytilus galloprovincialis(Torreileset al., 1996;
Ordaset al., 2000) mas no entanto sabe-se que dentro da mespraie ha grandes

variacfes quanto a emissado QI (Bacletral., 1995).
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6. Libertacdo de Radicais de Azoto

O Oxido Nitrico (NO) é uma molécula de gmanichportancia na defesa dos
organismos e é caracterizado por ser um radiced linstavel e altamente reactivo,
produzido por oxidacdo de L-arginina e mediado pelaima Oxido Nitrico Sintase
(NOS) (Rivero, 2006). Nos moluscos demonstrou-pezaenca de actividades de NOS
e a libertacdo de N®@e NO;3; em hemdcitos de espécies c@nassostrea gigas
(Torreilles & Romestand, 2001)Crassostrea virginica(Villamil et al., 2007),
Ruditapes decussaty3afalla et al., 2003), Mytilus edulis(Ottaviani et al., 1993) e
Mytilus galloprovincialis(Arumugamet al., 2000; Gourdoret al.,2001; Tafallaet al.,
2002; Novaset al., 2004). Na maioria dos trabalhos referidos, osceaslide NO
libertam-se através da estimulagcdo dos hemdcites particulas como forbola-
miristato-acetato (PMA) (Tafallat al., 2002), laminarina (Arumugarat al., 2000),
lipopolissacarideo (Ottaviamet al.,1993), zimosan (Tafallet al.,2003) ou a utilizagéo
de organismos vivos (Villamét al.,2007).

Para medir a producdo destes radicais emvbydd uma variedade de técnicas,
mas a mais conhecida e utilizada é a reaccdo owbica conhecida por reac¢cao de
Griess (Greeret al., 1982). Os radicais de N{Oformam-se aquando da transformacao
de NO e com a reaccdo de sulfanilamida dao origensa Diazonio. Este sal,
juntamente com outros compostos da reaccao da éugar produto com determinado
espectro de absorcdo. Esta € uma medicao indicexta a quantidade obtida, i.e,
calculada mediante uma recta padréao, é proporcrgalantidade de NO produzida
(Tafallaet al.,2002).

Receptores implicados no sistema de defesa

Os receptorefoll-like (TRLs) sdo moléculas caracterizadas por terem amirdo
extracelular com repeticbes de leucina (LRR), Sisteum dominio transmembranar
(TM) e um dominio intracelular denominado de Taolll (TIR) (Abbas & Lichtman,
2000) que actuam como receptores de padrbes dehesimento (PRRs) quando
associados ao reconhecimentos de péptidos antiaacms (Medzhitowet al., 1997).
Crassostrea gigaglanguyet al.,2004) eArgopencten irradiangSonget al.,2006) séo

exemplos de bivalves em que ja se identificaramdlogos a TRLs.
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2.2Defesa Humoral

A defesa humoral dos moluscos bivalves étitafda por lisossomas, aglutininas,
lectinas, péptidos antimicrobiais (Tiscar & Mosg@04), proteinas anti-choque térmico
(HSPs), sistema pro-fenol oxidase (proPO), progeeasamplemento.

A libertacdo de enzimas lisossomdigylucoronidase, fosfatase acida e alcalina,
lisossoma e lipase), contidas nos lisossomas deéditrs granulares, para o soro
depende da desgranulacdo da célula durante a tag@¢Pipe, 1990). Estas enzimas
podem, também, ter uma funcéo digestiva indicadia f1ea abundancia nas glandulas
digestivas (Tiscar & Mosca, 2004).

Varias lectinas tém sido descritas em bivaleemo ostras e mexilhdes, no entanto
estas apresentam diferencas no tamanho da moléatiza ou na sub-unidade
estrutural, nas propriedades da aglutinacéao e/digagho especifica do acucar. Nestes
animais as lectinas sdo opsoninas, ou seja, teacic®oe de produzir os elementos
exdgenos nos mecanismos de defesa e encontranvedei@ss no reconhecimento da
célula (Canesiet al., 2002), sendo especificas para os hemodcitos pramdove
reconhecimento de células desconhecidas (Tiscan&€chk 2004).

Péptidos antimicrobiais sdo moléculas caraetgas por um elevado contetudo de
cisteina e encontram-se unidas as membranas pieasndbs microorganismos (Mitta
et al., 2000) Isto da-se devido a existéncia de forcastrelgaticas, de modo que as
cargas positivas dos péptidos antimicrobiais atrasntargas negativas das cabecas
fosfolipidicas existentes nas membranas de moddtesala a permeabilidade das
mesmas e a provocar a lise celular (Huang, 200@ceRemente observou-se a
existéncia de varios péptidos antimicrobiais emsdespécies de mexilhdes (Mia
al., 2000; Pallaviciniet al., 2008), que se encontram classificados em trésogrup
diferentes: as miticinas, mitilinas e defensinase gactuam contra distintos
microorganismos, isto €, as miticinas e defenssd@sessencialmente activas contra as
bactérias Gram positivas, incluindo alguns patoégepara invertebrados marinhos
(Pallavicini et al., 2008) e as mitilinas sdo toxicas para as bact&rasn negativas e
positivas (Mittaet al,2000).

As proteinas anti-choque térmico (HSPs) sémlyzidas quando as células de
alguns organismos séo confrontadas com um aumemtterdperatura, no entanto
demonstrou-se que estas podem ser estimuladasupos dactores tais como falta de
oxigénio, presenca de metais pesados, agentessfigsicuimicos ou outro factor que

produza “stress” celular (Craig, 1985).
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O sistema pro-fenol-oxidase € um componanfmoritante das respostas imunes de
muitos invertebrados, tendo sido identificado nadlenfa e em hémocitos de moluscos
(Hernandez-Lo6peet al., 1996), tais como na ostra japon€yassostrea gigagHellio
et al.,2007), no mexilhdo azWytilus edulis(Coles & Pipe, 1994b) e mexilhdo verde
Perna viridis (Asokanet al., 1997). Este sistema € uma pro-enzima inactivapgae
ser activada por baixas concentracdes de estimatos lipopolissacarideos (LP$),
1-3-glucanos e peptidoglucanos (Soderhall & Ka#i84: Ratcliffeet al., 1991). Esta
enzima tem um papel importante no processo de mel#v e na sintese de adrenalina
(Coles & Pipe, 1994b), podendo activar a fagocitese encapsulagdo (Soderhall &
Smith, 1986).

As proteases sao enzimas com funcéo regaagtarvarios processos fisiologicos
(Gormanet al., 2000; Hiemstra, 2002) de organismos vivos. No rentatambém se
encontram presentes em patdégenos com uma funcéerfora contra 0s mecanismos
de defesa presentes no hospedeiro (Oelaal., 2001). A existéncia de proteases
exdgenas e a necessidade de controlar as proteas@genas fez com que os
organismos desenvolvessem as Inibidoras de Prst@@hegLaskowski & Kato, 1980),
isto &, enzimas inibidoras que evitam a propagdodgatogenos (Freedman, 1991).

As citoquinas sdo glicoproteinas sintetizagas células do sistema imune ou
endocrino e tém como funcdo principal actuar comadutadores dos principais
processos do sistema imune (Nistico, 1993; BlalhéR4).

O Sistema Complemento € composto por um atmjde proteinas de membrana
plasmatica e sollveis na hemolinfa que participandestruicdo de microorganismos,
como na fagocitose (Abbas & Litchman, 2000). A\agtio deste complemento pode-
se dar atraves de trés vias diferentes: via cssio que o sistema € activado por meio
de imunocomplexos formados pela Imunoglobina G odg® ou IgM) e anticorpos; a
via alternativa, que se inicia por meio do reconhento de PAMPS, que se encontram
presentes na superficie de microorganismos, semrdiiada pela ac¢cdo da proteina C3
(Abbas & Lichtman, 2000); a via lectina activa-sa presenca de uma molécula
denominada lectina em unido a manosa (MBL) queniemte os carbohidratos

presentes na membrana plasmatica dos microorgasismo
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Objectivos

1. Estudar o efeito do Fenantreno, do Benzo[a]pyr&#H() e PCBs na resposta

imune dos hemacitos déytilus galloprovincialis

2. Estudar a resposta imune dos hemaocitosigidus galloprovincialisexpostos a

PAH e PCBs sob o efeito de uma infeccéo experirhdatdibrio alginolyticus

3. Verificar o aumento da susceptibilidade de doenggecciosas causadas por

Vibrio em exemplares de mexilhdes expostos a contamgante

4. Observar a taxa de mortalidade em juvenis de néxillexpostos a
contaminantes e a uma infec¢ao causad jmoio.
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Capitulo |

Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
e Policlorobifenis no sistema imunitario tytilus

galloprovincialis
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Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméatieo®oliclorobifenis no sistema imunitario Metilus

galloprovincialis

1. Introducgéo

Existe uma grande diversidade de contamisante ambiente marinho entre os
guais se destacam como mais perigosos os metasige$Coleset al., 1995), os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) eglotobifenis (PCBs) devido ao seu
comportamento imunossupressivo (Woottebral., 2003b). Os PAH e PCBs séo duas
classes de poluentes organicos persistentes (PédiPgpdo o ambiente e requerem
elevada atencdo uma vez que as suas propriedadesgcagl podem causar efeitos
cancerigenos e disrup¢cdes enddcrinas em todostas lfFuocet al.,2005).

Os PAH séo poluentes ubiquos que podem emtrambiente marinho de diversas
formas, i.e, via precipitacdo atmosférica, via &fiies industriais e municipais ou via
derramamento de petroleiros (Bihatial.,2007), mas a combustdo de matéria organica
€ a maior fonte destes poluentes (Sneickl., 1999). A sua estrutura quimica estavel e
a sua baixa solubilidade faz com que estes congant@s persistam no ambiente durante
varios anos e ultimamente tém-se observado elevemlasentracbes nos tecidos de
organismos marinhos, como mexilhées (Gruatwl., 1996; Gémez-Mendikutet al.,
2002). Estes POPs pertencem a uma classe de cospogénicos com dois ou mais
anéis aromaticos fundidos (Barreet al., 2007) e podem formar-se por combustao
incompleta de materiais organicos (PAH pirogénicasdnsformacdo de materiais
biogénicos (PAH pirogénicos), transformacdo de rda® classes de compostos
organicos existentes nos solos e sedimentos (PAédicos) e/ou sintese directa
atraves de organismos (PAH biogénicos) (Barrebays2

Fenantreno e Benzo[a]pyreno (B[a]P) sdo PAktinogénicos e mutagénicos que
tém sido investigados ao longo das Ultimas décé@ascia-Martinez & Livingstone,
1995). O Fenantreno compde grande parte do craudegerivados de combustao féssil
e pertence a classe dos PAH de baixo peso molemdar trés anéis aromaticos
condensados (Fuoat al.,2005), o que faz com que tenha solubilidade na &galta
toxicidade nos organismos marinhos (Neff & Andersi®¥81). O B[a]P encontra-se na
classe dos PAH de elevado peso molecular com @nés aromaticos condensados
(Fuocu et al., 2005), que se incorpora nos organismos provocafeibos toxicos,

genotoxicos e carcinogeénicos.
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galloprovincialis

Os PCBs séo contaminantes organicos primsté@jue apresentam uma distribuicao
por diversas areas do ambiente em todo o mundognmasambiente aquatico que se
tendem a acumular devido ao seu caracter hidraddbiixa solubilidade e persisténcia
(Encomio & Chu, 2000). Constituem uma classe de @fifipostos, denominados de
congéneres, com diferentes graus de toxicidade actieidade biologica devido as
diferencas existentes no nimero e posicdo dos &tamaloro (Cardellicchiet al.,
2007). Varios estudos laboratoriais tém sido feg#toigre os efeitos deste contaminante
em animais e humanos (Ferreira & Vale, 1998; EnoatnChu, 2000; Fournieet al.,
2000; Segreet al., 2002) concluindo-se que os PCB podem funcionar ocom
imunossupressores ou, ainda, podem afectar o nlistabdipidico e a reproducéo. O
mecanismo dos PCBs ainda é uma incerteza, magsstielecido que a exposicao a
este contaminante origina uma diminuicdo na actted da proteina kinase C
(Kodavantiet al., 1998), altera a estrutura dos linfécitos T (Sdf@94) e afecta a
reproducéo (Encomio & Chu, 2000).

Nos ultimos anos, varios tém sido os episddie marés negras na costa Galega
devido aos derrames causados por petroleiroscdai® Andros Patria(1979),Aegean
Sea(1992) ePrestige(2002). Devido a elevada repercussdo economica quesenca
destes contaminantes tem no cultivo de mexilhdi® empitulo tem como objectivo
mostrar o efeitojn vitro e in vivo, dos PAH e PCBs nos mecanismos do sistema
imunitario deMytilus galloprovincialispara podermos ficar a conhecer como é que

estes organismos sao capazes de se defenderejastatios.
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Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméatieo®oliclorobifenis no sistema imunitario Mgtilus

galloprovincialis

2. Material e Métodos

2.1Recolha e tratamento dos animais

Os exemplares de mexilhdo do MediterramMégiilus galloprovincialis com um
tamanho compreendido entre 5-6 cm foram obtidosanid@inrica comercial de marisco
(Mariscos Ria de Vigo, S.L) e aclimatizados durantea semana as condi¢cdes
experimentais em tanques de 25 L. Estes tanqueseagavam circuito aberto, com
agua do mar filtrada (FSW) a uma temperatura d€ ¥%alinidade de 33%0 e 0s
animais foram alimentados diariamente com a migeodisochrysys galbana
(12x1CFcélula/animal).

2.2 Tratamentan vivoein vitro com PAH e PCBs

Para estudar os efeitos vivo e in vitro dos PAH e PCBs nos mecanismos do
sistema imune dos exemplaresMegalloprovincialisestabeleceram-se 3 grupos, cada
grupo com 4 individuos. Extraiu-se do musculo amlupbsterior de cada individuo 1
ml de hemolinfa e agrupou-se o volume resultantexti@ccéo dos 4 animais, de modo
a formar um grupo. A concentracdo de células fastapa a 2,5xf0células/ml com
FSW e plaquearam-se 1Q0 de cada grupo em placas de 96 pocos para se poder
realizar as experiéncias. A cada grupo inoculo@&®ul das seguintes concentracoes
de PAH e PCBs (Sigma, Aldrich): nos tratamenitogitro utilizaram-se concentracdes
de 0, 5, 50 e 100 ppb (partes por bilido) para RAH 0,35 e 3,hg/ml para PCBs; nos
in vivo as concentracdes de ambos os contaminantes ford@ 6 50 ppb ou um
volume equivalente de FSW que corresponde aosatositrAs solugcdes de trabalho
utilizadasin vivo foram dissolvidas em acetona e posteriormenteasdidas 4 agua do

mar existentes nos tanques (circuito fechado earejamento).

2.3 Stress Oxidativo dos hemacitos Megtilus galloprovincialis

Para determinar o stress oxidativo dos heiwgcie mexilhdo mediu-se a resposta
quimioluminescente (Ql) na auséncia ou presengednoestimulo zymosan A (Sigma
— Aldrich, Co). A emisséo das unidades relativa®téurl) foi determinada depois da
estimulacdo dos hemdcitos com zimosan A e amplifisapela adicdo de luminol
(Sigma — Aldrich, Co).

Preparou-se uma solucéimckde luminol de 0,1M em dimetilsulféxido (DMSO)

(Sigma Aldrich- Co) de modo a obter-se a solucdbaiho, onde a concentracao desta &
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de 10°M. O zimosan A foi fervido a uma temperatura de®@@urante 30 minutos e
lavado duas vezes em FSW ressuspendendo-se, ndeamenFSW de modo a obter
uma solucéo stock de 20 mg/ml. Esta solucao faidhl na solucéo trabalho de luminol
até se obter uma concentracdo de 1mg/ml. Depofendwlinfa ter sido colocada em
placas de 96 pocos (1@0/poco) e de ter sido incubada durante 30 minutd$°L,
adicionou-se a cada poco fiDde solucéo de luminol e 50 de solucdo de zimosan A
e luminol (fig. 1). Quando finalizada a adicdo daducdes nos pogcos mediu-se a
resposta QI através de um lumindmetro (FluoroskaceAt, Labsystems, Vantaa,
Finland) durante seis vezes, com intervalos derfutos e um tempo de integracédo de

1000 ms em cada medida (ver Anexo )

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 1 — Desenho experimental da medi¢cao de quimioluroéresa. A amarelo estao
indicados os pocos com solugdo de luminol e a jmras pogos com solucdo de

zimosan A e luminol.

2.4 Andlise da producao de NO nos hémocitodg&lus galloprovincialis

A producéo de radicais de azoto nos hemodiasiexilhdo foi determinada atraves
do uso da Reaccédo de Griees (Greeral., 1982), reaccdo que quantifica o nitrito
presente no sobrenadante. Depois da incubacdo é&aksc retirou-se 5Qul do
sobrenadante de cada poco e foram depositados eas ptacas de 96 pocos. Nos
pocos com 5@l de sobrenadante adicionou-se 10@e uma solucdo de sulfanilamida
1 % (Sigma-Aldrich, Co) e 100l de N-naftil-etilendiamina 0,1 % (Sigma-Aldrichp{;

e cada solucao foi preparada em 2,5 % de acidorfosf

Determinou-se a absorvancia a 540 nm utidivamm espectrofotdmetro multiscan
(Labsystems, Vantaa, Finland) e a concentragdade nitrito foi determinada a partir
de uma recta padrao obtida de distintas concemisagé nitrato de sédio (100, 50, 25,
10, 5 e JuM) (ver Anexo ll).
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2.5Fagocitose
A capacidade fagocitica dos hemocitos de lim&xi depois de incubados com

diferentes doses de PAH e PCBs a diferentes tem@dsatamento foi determinada
através de citometria de fluxo usando URMACS Calibur (Becton Dickinson,
Immunocytochemistry System, Mountain View, CA, APB.

Adicionou-se uma suspensaorleoSpheregMolecular Probes Inc, Eugene, OR,
U.S.A)), de 1,2um de didmetro numa proporcao de 1:10, aos hemdeitnsubou-se
durante duas horas a 15°C. De seguida procedeelsrimacao das fluosferas onde se
eliminou o sobrenadante e se lavaram as células dezes com PBS 1X (tampéo
salino) antes de se levantar as células com unptigts células foram ressuspendidas
em 500pul de PBS 1X e 5Qul de Tripan Bluefiltrado com o objectivo de corar as
fluosferas nao fagocitadas. Para cada amostrandateam-se 5000 eventos e mediu-se
a fluorescéncia num canal de emisséao FL-1, cujo piaximo de absorvancia foi 530

nm (ver Anexo lll).

2.6 Estatistica

Os dados obtidos nas experiéncias foram satals segundo o teste estatistico t-
Student, onde os resultados se expressam da sedointa: média + desvio padrao
(DP). Consideram-se alteragfes significativas isitstimente aquelas com um valor de

p < 0,05 e em relag&o ao controlo (0).
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3. Resultados

3.1 Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméatioosstress oxidativo

3.1.1 Efeito do Fenantreno

O efeito das diferentes concentracdes de Fenamieiniggering (efeito directo)o
stress oxidativo ndo mostrou qualquer alteracaufgigtiva na resposta dos hemdcitos,
no entanto este efeito foi comparado com o produgichndo a resposta € mediada por
zimosan A (Fig. 1.1). Na auséncia de Phenantrerseroh-se o efeito activador do
zimosan, como conhecido, enquanto na presenca wiancmante o efeito deste é
inibido.

0,008 +

W Phenantreno

0,007 -
m Phenantreno+ZYM

0,006 -

0,005 -

rlu

0,004 -

0,003 -

* *
0,002 -
*
0,001 -
0 ‘ ‘
5 50 100

Concentragao de Phenantreno (ppb)

Figura 1.1 —Efeito directo de diferentes concentracfes de Feramna resposta QI na
presenca (barras roxas) ou na auséncia de zimoghar/s pretas) nos hemacitos de

Mytilus galloprovincialis Valores significativos indicados por (*) §0,05, t-Student).

3.1.2 Efeito do B[a]P

O efeito directo das distintas concentracdesB[a]P n&o mostrou alteracdes

significativas na resposta dos hemocitos as coraagigs deste PAH em relacdo ao
controlo. Este efeito foi comparado com o obtidarglo a resposta é mediada por
zimosan A, observando-se o efeito estimulador desteposto na auséncia de B[a]P
mas a medida que as concentracdes de contaminanentam o efeito estimulador é
inibido (Fig. 1.2)
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Figura 1.2 —Efeito de diferentes concentracdes de B[a]P naostapQl na presenca

(barras roxas) ou auséncia de zimosan A (barraag)r@os hemdécitos delytilus

galloprovincialis Valores significativos indicados por (*) §0,05, t-Student).

3.2 Efeito do pré-tratamentin vitro e in vivo com Hidrocarbonetos Policiclicos

Aromaticos no stress oxidativo

3.2.1 Efeito do Fenantreno

O efeito das diferentes concentracdes de rfe@md no stress oxidativo dos

hemocitos de mexilhdo foi determinaihovivo e in vivo, mediado ou sem mediar por

zimosan A (Figs. 1.3 e 1.4)

No pré tratamentdn vitro com as diferentes concentracbes de Fenantreno, a

resposta dos hemdécitos a 1 e 3 horas de incubag@onostrou qualquer alteracéo

significativa, no entanto a 6 horas de incubacapreaenca de elevadas concentracdes

esta resposta diminui significativamente com reepmd controlo (Fig. 1.3A). O efeito

imunoestimulador do zimosan diminuiu quando os heto® foram incubados a 1, 3 e

6 horas com as concentracbes de Fenantreno, sestdoefeito dependente da

concentracdo: altas concentracdes de Fenantremuzenm um efeito inibidor mais

forte (Fig. 1.3B).
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Figura 1.3 —Resposta QI dos hemdcitos Mgtilus galloprovincialisna ausénciaX() e
na presenc¢aB) de zimosan A depois do tratamemto/itro com distintas concentragdes
de Fenantreno. Valores significativos em relacda@arolo indicados por (*) (&
0,05, t-Student).

No pré-tratamentim vivo com diferentes doses de Fenantreno observou-sestgie
contaminante causou um efeito inibidor com respamocontrolo na resposta dos
hemocitos a 3 horas de tratamento sem mediar (Hd@\). Este efeito, também, foi
determinado quando a resposta é mediada por zimsaificando-se que o efeito
imunoestimulador deste composto diminui na preselgdenantreno a 6 horas de
tratamento (Fig. 1.4B)
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Figura 1.4 —Resposta QI dos hemdcitos Mgtilus galloprovincialisna ausénciaX) e
presencal) de zimosan A depois do tratamemovivo com distintas concentracdes de
Fenantreno. Valores significativos em relagao adroto indicados por (*) (g 0,05, t-
Student).

3.2.2 Efeito do B[a]P

Os hemacitos de mexilhdo quando incubados distintas concentracdes de B[a]P

a 1 e 6 horas de tratamento ndo mostraram qualiteacao na resposta Ql, mas
quando incubados a 3 horas a sua resposta aumeatopresenca de baixas
concentracdes de B[a]P (Fig. 1.5A). Pelo contragisando administrado zimosan A
observaram-se varias alteracdes na resposta daxiesnquando tratados com B[a]P.
O efeito activador deste estimulo nos hemdcitosindim na presenca de B[a]P,
verificando-se um efeito inibidor mais forte nag@eca de altas concentragdes de B[a]P
al, 3 e6 horas (Fig. 1.5B).
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Figura 1.5 —Resposta QI dos hemdcitos Mgtilus galloprovincialisna ausénciaX) e
presencalR) de zimosan A depois do tratameirivitro com distintas concentracdes de
B[a]P. Valores significativos em relacdo ao comtroidicados por (*) (p< 0,05, t-
Student).

Depois do tratamento vivo com B[a]P a resposta dos hemacitos de mexilhde a 3
6 horas sem mediar por zimosan A nao teve quakjteracao significativa (Fig. 1.6A),
mas quando mediada observaram-se alteracdes cigiviis (Fig. 1.6B). A 3 horas de
tratamento na presenca de concentracfes intermudlias) forte aumento na resposta

dos hemacitos, no entanto a 6 horas o efeito dosamA é inibido por o B[a]P.
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Figura 1.6 —Resposta QI dos hemdcitos Mgtilus galloprovincialisna ausénciaX() e
mediada B) por zimosan A depois do tratamemovivo com distintas concentracdes de
B[a]P. Valores significativos em relacdo ao comtroidicados por (*) (< 0,05, t-
Student).

3.3Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméatieasproducdo de NO

3.3.1 Efeito do Fenantreno

A producdo de NO foi determinada nos hemécitle mexilhdo depois dos
tratamentodn vitro e in vivo com Fenantreno. Baixas concentracbes de Fenantreno
causam um aumento significativo na producdo de M® memdcitos de mexilhdo
depois de 3 horas de incubagawitro (Fig. 1.7A), no entanto quando tratadloyivo a

producdo de NO & inibida na presenca do Fenan{Fégol.7B).
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Figura 1.7- Producdo de NO nos hemdcitos Migtilus galloprovincialisdepois do
tratamentan vitro (A) ein vivo(B) com distintas concentracfes de Fenantreno. \&lore

significativos em relacéo ao controlo indicados {p(p < 0,05, t-Student).

3.3.2 Efeito do B[a]P

O efeito do B[a]P causou alteracbes sigrifieda na producdo de NO nos

hemocitos de mexilhdo depois de incubaihositro. Na auséncia deste contaminante
nao houve qualquer alteracdo na producdo de N@ntamto na presenca do mesmo
verificou-se um aumento desta produgao sendo rodis & 6 horas de incubacéo e a
concentracdes intermédias de B[a]P (Fig. 1.8A).résenca de B[a]P nos hemdcitos,

depois do tratamenia vivo, causou a inibicao da producéo de NO (Fig. 1.8B).
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Figura 1.8- Producdo de NO nos hemdcitos Mgtilus galloprovincialis depois do
tratamentoin vitro (A) e in vivo (B) com distintas concentragbes de B[a]P. Valores
significativos em relagdo ao controlo indicados @p(p < 0,05, t-Student).

3.4 Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromatioasfagocitose

A percentagem de células que fagocitaransfiras nos hemacitos de mexilhao foi
determinada depois da sua incubaigadvo com distintas concentracfes de Fenantreno
e B[a]P.

Na figura 1.9A esta ilustrado a percentagencélulas fagociticas na presenca de
Fenantreno e observa-se a diminuicdo desta a meglidaas concentracfes de
contaminante aumentam. A figura 1.9B mostra a péagem de células fagociticas na
presenca de B[a]P, verificando-se que depois deofash de incubacdo com
contaminante esta percentagem aumenta a medida cuecentracdo, enquanto que a

a 6 horas de incubacéo se verifica o contrario.
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Figura 1.9 —Capacidade fagocitica dos hemacitosMigilus galloprovincialisdepois
do tratamentan vivo com distintas concentragdes de Fenantréxjo g B[a]P B).
Valores significativos em relagdo ao controlo iadias por (*) (p< 0,05, t-Student).

3.5 Efeito dos PCBs no stress oxidativo

O efeito das distintas concentracfes de R{@BEggering do stress oxidativo nao
mostrou nenhuma alteracao significativa na respdetahemaocitos de mexilhdo. O
efeito deste contaminante foi comparado com o midduquando administrado
zimosan A, observando-se que a medida que as doap@es de PCBs aumentam a
resposta QI é mais forte (Fig.1.10).
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Figura 1.10 - Efeito de diferentes concentracdes de PCBs nastesd na presenca
(barras roxas) ou auséncia (barras pretas) de aimAs nos hemacitos dilytilus
galloprovincialis Valores significativos indicados por (*) §0,05, t-Student).

3.6Efeito do pré-tratamenio vitro ein vivocom PCBs no stress oxidativo

A resposta produzida pelos hemdcitos de mé&aifoi medida depois destes terem
sido tratadosn vitro ein vivo com diferentes doses de PCBs.

Observou-se que os PCiBsvitro causaram alteragcdes significativas em relacdo ao
controlo, verificando-se que em intervalos de tesnatos, concentracdes elevadas de
PCBs aumentam a resposta QI dos hemdcitos. A 3 heorés observou-se que
concentracdes intermédias e altas de PCBs provaamentos na resposta (Fig.
1.11A). Este efeito foi comparado com o produzido zimosan A, verificando-se que
ndo ha qualquer alteracdo significativa na respdstahemocitos de mexilhdo (Fig.
1.11B).
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Figura 1.11 —Resposta QI dos hemacitos Migtilus galloprovincialisna ausénciaX)
ou presencal) de zimosan A depois do tratameirtoritro com distintas concentracdes
de PCBs. Valores significativos indicados por (Fx(0,05, t-Student).

A resposta dos hemacitos de mexilh&do sofitevagdes quando tratados com PCBs,
observando-se que a 3 horas de incubaté&ivo a resposta QI aumenta na presenca de
concentragcdes altas de contaminante e a 6 horamuilima presengca de baixas
concentracdes (Fig. 1.12A). Quando esta respostadéada por zimosan A verifica-se
que o efeito deste composto € inibido a 6 horasat@mento, sendo uma inibicdo mais

forte a elevadas concentracbes de PCBs (Fig. 1.12B)
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Figura 1.12—Resposta QI dos hemacitos Mgtilus galloprovincialisna ausénciaX() e
presencal) de zimosan A depois do tratameirtwivo com distintas concentracdes de

PCBs. Valores significativos indicados por (*){0,05, t-Student).

3.7 Efeito dos PCBs na producdo de NO

A Figura 1.13A mostra o efeito vitro sobre a producdo de NO nos hemacitos de
mexilh&o. A tempos curtos de incubacao a produgadhl@ nos hemdocitos ndo sofreu
qualquer alteracdo, no entanto a 3 e 6 horas dabagéo verificou-se que
concentracgdes intermédias e altas de PCBs causagntas neste mecanismo.

Na figura 1.13B esta ilustrado o eféitovivo das diferentes concentragdes de PCBs
na producao de NO, observando-se uma diminuicde descanismo a medida que as

conce ntra(;c”)es aumentam.
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Figura 1.13 - Producdo de NO nos hemdcitos Mgtilus galloprovincialisdepois do
tratamentoin vitro (A) e in vivo (B) com distintas concentracdes de PCBs. Valores

significativos em relacéo ao controlo indicados {p(p < 0,05, t-Student).

3.8 Efeito dos PCBs na fagocitose

O efeito dos PCBs na capacidade fagocitica ldemdécitos de mexilhdo foi
determinadan vivoa 3 e 6 horas de tratamento. A percentagem disdhgocitadas a
3 e 6 horas de incubagdo diminuiu a medida que axeatracbes de PCBs
aumentaram, verificando-se que este mecanismdlsena presenca de concentracdes

elevadas de contaminante (Fig. 1.14).
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Figura 1.14 —Capacidade fagocitica dos hemdécitodvigilus galloprovincialisdepois
da incubacaan vivo com distintas concentracées de PCBs. Valoresfgigtivos em

relacédo ao controlo indicados por (*){®,05, t-Student).
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4. Discussao

O ambiente marinho pode ser considerado como arnvéo de entrada de
contaminantes, via esta que se pode associar adakewnortalidades nos biotas e a
efeitos fisiologicos em alguns organismos aquat(€psyndaet al., 1998). O sistema
imunitario dos mexilhdes € um sistema inato camskit por componentes celulares e
humorais, sendo os hemacitos as células mais iamted deste sistema. Os hemacitos
participam em mecanismos de defesa, como libertde&adicais de oxigénio (ROS),
de azoto e fagocitose (Pipe & Coles, 1995) quedemo objectivo principal a defesa
do hospedeiro contra o organismo invasor. Estetdapmostra o efeito directo e
indirecto de duas classes de contaminantes priostés Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (PAH) e Policlorobifenis (PCBs), no sisa imunitario deMytilus
galloprovincialisdepois do pré-tratamento com concentracdes e tedifgyentes.

A exposicao de bivalves, quarvivo querin vitro, a diferentes contaminantes tem
sido objecto de estudo ao longo do tempo, nomeauante mecanismos como a
producdo de ROS. A resposta QI tem sido a técnias nrilizada pelos autores e
através desta, observou-se que a exposicao doscivesna altas concentracbes de
contaminante inibem esta resposta (Andersoral., 1994) e baixas concentracdes
aumentam-na (Larsaet al.,1980).

O efeito de Fenantreno e B[a]P na producad@@8 dos hemdcitos de mexilhdo foi
determinado apds a sua exposigawoivo e in vitro através da medicéo da resposta Ql,
na presenca e auséncia do estimulo zimosan A. Baliqurespeito aos resultadios
vitro verificou-se que estes dois PAH nao tem qualgdeitoena reposta QIl, mas
guando esta é mediada por zimosan A na ausénc@maminante o efeito deste
estimulador, como conhecido, causou um forte aun@atresposta mas a medida que a
concentracdo aumenta este efeito inibe-se e astasgmninui.ln vivo, o0 Fenantreno a
tempos curtos causa uma diminuicdo desta respostadida que as concentracdes
aumentam, jA o B[a]P ndo tem qualquer efeito. Quagsia resposta € mediada por
zimosan A estes dois contaminantes diminuem a séspapesar de com Fenantreno
este efeito verificar-se a tempos longos. Segurldlgrafia sabe-se que o efeito dos
PAH na producdo de ROS aumenta a medida que arntoag®#o € maior (Gomez-
Mendikuteet al, 2002; Gémez-Mendikute & Cajaraville, 200&oottonet al.,2003b),
no entanto noutros estudos observa-se que elegadesntracdes de PAH inibem a
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producdo de ROS (Sarst al., 1992) o que corrobora os resultados obtidos nsanos
trabalho.

O stress oxidativo € um mecanismo associddgacitose que resulta na producéo
de radicais livres de oxigénio que sao moléculasleleada toxicidade que conseguem
destruir organismos invasores (Livingstoee al., 1990). Segundo Pipe (1992), em
Mytilus edulisos ROS sdo formados em compartimentos lisossahogifiemaocitos e
estes sdo caracterizados por possuir um elevagmgialt de absorcdo de compostos
xenobiéticos (Winstoret al., 1996). Os PAH sao conhecidos por se acumularem em
altas concentragbes nos tecidos e o6rgdos dos ésyalpreferencialmente nos
lisossomas, causando danos na sua estrutura (&bale1995; Nott & Moore, 1987).
Assim, supde-se que o Fenantreno e B[a]P sédo ddisgBe causam danos na estrutura
dos lisossomas dMlytilus galloprovincialis,provocando a inibicdo da producdo de
ROS a medida que as concentra¢des de contamirtdizedas sdo maiores.

Os PCBs, também, s&do conhecidos por afectare lisossomas, no entanto
segundo alguns autores podem (MVeteal., 1998) ou ndo afectar producdo de ROS e a
activacdo de esterease (Gagnateal., 2006). Como se observou nos resultados
obtidos, os PCBs tiveram um efeito distinto, i.e,imiciar do stress oxidativo ocorreu
um aumento na libertacdo de ROS na presenca desammA enquanto no stress
oxidativo soO se verificaram alteracdes na ausé&himesmo. No tratamenio vivo, 0s
PCBs mostram um efeito inibidor na producéo de RG@&hdo mediada por zimosan A
e a tempos intermédios.

Os resultados obtidos na producdo de ROS emgeue este mecanismo em
exemplares de mexilhdo do Mediterraneo, quando stepoa PAH e PCBs, é
dependente das concentracdes e do tempo de exppsisiquando a concentracdo é
alta o efeito imunoestimulador de zimosan A dimimwhega mesmo a inibir sugerindo
uma saturagdo dos hemdécitos por parte destes doataes xenobioticos.

A sintese do 6xido nitrico (NO), relacionamsm a fagocitose, € um mecanismo do
sistema imunitario (Tafallaet al., 2002) que se encontra pouco abordado. Estudo
realizados por Novast al., (2007) sugerem que a producéo basal de NO nosditesno
de Mytilus galloprovincialisesta associada a sazonalidade, em que 0s picomosxi
desta producao se dao no Verdo, mas em esimdeso com a IL-2 dos vertebrados
esta producdo maxima ocorre no Inverno. Segundawvi@iti & Franceschi (1997), NO
guando associado a outros mediadores moleculan®®, citoquinas e moléculas neuro-

reactivas, pode ser considerado como um co-orientis respostas dos invertebrados
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na presencga de varios tipos de stress. Os ressiltdztmlosin vitro com PAH e PCBs
mostram que concentracdes intermédias causam amsnewt producdo de NO,
enguantan vivo este mecanismo € inibido na presenca de PAH addena presenca
de concentracdes intermédias de PCBs. Este compmrta causado por estes
xenobioticos na producdo de NO pode estar assoaadna resposta inflamatéria, a
estimulacao da resposta e a toxicidade de cadacstenfSmithet al.,2000).

A fagocitose € o0 mecanismo predominante st@rsia imunitario dos invertebrados
e o mais estudado em imunotoxicologia. Véarios estwbbre a exposicdo de hemacitos
de bivalves a diferentes concentracbes de contatemanostraram que a capacidade
fagocitica destas células tende a diminuir a medida as concentracoes de
contaminantes aumentam (Fries & Tripp, 1980; Armlerst al., 1981; Samiet al.,
1992; Cajaravilleet al., 1996; Woottonet al., 2003b; Ordaset al., 2007), o que
corrobora os resultados obtidos. Isto significa qud~enantreno, B[a]P e PCBs
causaram a diminuicdo e mesmo inibicdo da fagac@osedida que as concentracdes
eram mais altas e o tempo de exposicdo mais lddgo?AH sdo conhecidos como
disruptores membranares (Pipe & Moore, 1986; NottVi&ore, 1987) e como a
fagocitose € um mecanismo que se encontra depenaEntfuncionamento das
membranas celulares supde-se que estas se encatgstabilizadas ou mesmo com
danos na sua estrutura, podendo sofrer alterac@é edo se realizar. Um estudo
recente demonstrou que a diminuicdo da actividadecitica pode estar relacionada
com a época de postura éytilus edulisuma vez que o aumento de esteréides durante
a desova pode ter um efeito supressivo na fagecii@artieret al., 2004). Os PCBs
também s&do conhecidos por afectarem a reprodugfiweonos faz pensar que esta
caracteristica dos PCBs mais o aumento de estsr@ideante a postura pode ter
influenciado a fagocitose nos N0SSOs organismosv@n@ue estes se encontravam em
época de postura.

A producédo de ROS (Adenea al., 1991), de radicais de azoto (Roch, 1999) e a
fagocitose (Bacherét al., 1995) sdo mecanismos do sistema imunitario dosvas
gue se encontram associados entre si, podendo eelulados positiva ou
negativamente pois estes dependem das suas ciataztsy da concentragdo e tempo de
exposicao. O trabalho mostrou uma modulacédo negptv parte dos PAH e PCBs nos
3 mecanismos estudados do sistema imunitarMydius galloprovincialisvisto que: o
efeito estimulante do zimosan A na producdo de R@Snibido; a resposta QI

diminuiu assim como a producéo de NO e a capaci@aeitica. Pode-se ainda dizer
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gue nos tratamentas vitro com PAH a producdo NO funcionou como um mecanismo
compensatorio, i.e, quando a libertacdo de RO &@a producdo de NO aumenta.
Com este trabalho, concluiu-se que os mecasigto sistema imunitario déytilus
galloprovincialis quando sujeitos a distintas concentracbes de PRTEBs e tempos
distintos sofrem alteragdes deixando estes orgasisaebilitados contra outros
patogenos. Apesar de ser um tema ja estudado ashsegia necessario realizar um
estudo minucioso sobre todo o sistema imunitariov@léas espécies de bivalves e
dentro da mesma espécie mas em locais diferensts,que um exemplar ddytilus
galloprovincialis cultivado nas rias galegas apresenta uma respostee diferente de

um cultivado em Portugal.
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Efeito dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
e Policlorobifenis no sistema imunitario tytilus
galloprovincialisfrente a uma infeccao experimental

comVibrio alginolyticus
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galloprovincialisfrente a uma infeccdo experimental cdiario alginolyticus

1. Introducgéo

O cultivo de mexilhdo nas Rias Galegas tem ao latagodltimas décadas obtido rm
um elevado crescimento, alcancando niveis de p&madacde importancia econdémica.
Apesar das Rias Galegas oferecerem umas Optimdg;6en para o cultivo delytilus
galloprovincialis em bateas também sofrem de um vasto leque de contaminantes
devido ao elevado trdfego maritimo existente nestaa (Gonzalez-Laxe, 2004).
Segundo alguns estudos feitos quer em &areas cowtdas, quer em laboratério
observou-se que existe uma relacdo entre a polwecaoganismos patdégenos, i.e.,
organismos aquaticos expostos a contaminantes teacpBee mais susceptiveis a
propagacdo de doencas infecciosas provocadas gkériba e outros organismos (Chu
& Hale, 1994;Pipe & Coles, 1995; Parry & Pipe, 2004).

O sedentarismo e a longevidade sédo duas cdsticees dos exemplares do género
Mytilus que em conjunto com o seu modo de alimentacatrafdres) e a sua
distribuicdo por todo o ambiente marinho potencaaenorme capacidade de exposi¢céao
e acumulacao de contaminantes, como PAH (Woett@h, 2003b), PCBs (Encomio &
Chu, 2000) e metais. Durante a sua alimentacds esienais podem filtrar grandes
quantidades de agua, de matéria particulada, eohtarmminantes que tém grande
afinidade com a matéria particulada e bactérias ppgem funcionar como uma
propor¢do substancial de carbono e azoto (McHeB&eBirkbeck, 1986) ou como
imunossupressores (Parry & Pipe, 2004).

As bactérias do genendibrio encontram-se distribuidas por todo o mundo,
preferencialmente em aguas marinhas e estuarinfezeen parte da alimentacdo de
alguns organismos aquaticos. As espécies desteoge®e conhecidas por causarem a
vibriose, que é a doenga mais importante nas esltde estados larvares de mexilhdes
mas raramente esta associada a episédios de grandesidades (Pipe & Coles, 1995;
Goméz-Leonet al., 2005). A diminuicdo da infeccdo por parte destatédvam esta
relacionada com a idade e com o desenvolvimengistiema imunitario dos mexilhdes,
no entanto a presenca de contaminantes pode auraestigceptibilidade de infec¢des
nos organismos adultos. O sistema imunitario deah®s € a principal defesa contra
estas bactérias e contaminantes, funcionando atde/énecanismos como a producao
de ROIs, libertacdo de enzimas degradativas, dieaiadde NO e da capacidade

fagocitica das células sanguineas, os hemacitos.
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Como descrito no capitulo anterior, diferententaminantes parecem modular a
resposta imunitaria do mexilhdo o que sugere quefiegdo da concentracdo de
contaminante aplicado a agua, esta espécie respidmdearias maneiras. Com o
objectivo de ver se os contaminantes podem aumargasceptibilidade do mexilhdo a
infeccBes bacteriana, neste capitulo vamos detarmoirefeito de Fenantreno, B[a]P e
PCBs na producdo de ROS, de NO e na capacidadeitfegodos hemacitos de
exemplares d#ytilus galloprovincialisfrente a uma infeccdo experimental produzida
por Vibrio alginolyticus Esta espécie d¥€ibrio faz parte da flora marinha e durante
periodos de Verdo pode-se encontrar em elevadasmoacdes nos moluscos de modo
a causar doencas nos humanos (Pretza., 2005). Realizou-se, também, um estudo
para ver qual a taxa de mortalidade de mexilhddrdia de Alcabre (situada na Ria de
Vigo) quando expostos durante 7 dias a duas caegées (10 e 50 ppb) de cada
contaminante e 10 dias expostos a bactéria.
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2. Materiais e Métodos

2.1Recolha e manutencado dos animais

Os exemplares ddytilus galloprovincialisforam obtidos numa Fabrica Comercial
situada na Ria de Vigo (Mariscos Ria de Vigo, ®.bp praia de Alcabre. Os mexilhdes
da fabrica comercial, de tamanho compreendido éi8ecm, foram utilizados para
estudar os mecanismos do sistema imune, enquartosjda praia de Alcabre, com
cerca de 1-2 cm de comprimento, serviram para vE&xa de mortalidade quando
expostos as condicbes experimentais. A aclimatagdtes animais foi feita sob as

mesmas condi¢cdes descritas no capitulo I, na selosAblateriais e Métodos.

2.2Preparacao dos estimulos

Realizaram-se estudiosvivo com diferentes contaminantes, PAH e PCBs e um tipo
de bactéria vivaYibrio alginolyticus As soluces de cada contaminante prepararam-se
através de uma soluc&tockde modo a obter uma concentracao final de 10 gpb0
enguanto que a bactéria cresceu num meio TSA cdbh &Na% a temperatura ambiente
durante a noite toda. Depois da bactéria cres@tieou-se um pouco deste cultivo e
ressuspendeu-se em FSW obtendo a solsigikde Vibrio alginolyticus. A solucao

stockfoi diluida até se obter uma solucdo de DO ded),03

2.3Tratamentadn vivo

Para determinar o efeito dos diferentes comantes e da bactéria no sistema
imune deMytilus galloprovincialis realizaram-se experiéncias vivo, onde foram
utilizadas diferentes concentragdes de PAH e PCds\&brio alginoyticus Inoculou-
se 10 e 50 ppb de Fenantreno, B[a]P e PCBs emdartistintos, cada tanque com 52
animais (40 para a mortalidade e 12 para os parasneicionais), € 0 mesmo volume
de FSW que serviu como controlo. Inoculou-se 100de bactéria por mexilh&o
intramuscularmente e deixaram-se estes 10 minatasie agua depois da inoculagéo. .

Passado 3 horas de inoculacdo &bibmio alginolyticuse sete dias de exposigcao a
contaminantes procedeu-se a extraccdo da hemamfeisculo aductor utilizando
uma agulha estéril. Ajustou-se a concentracdo duolfa a 2,5x10 célula/ml
utilizando FSW e pipetou-se 1Q0de cada grupo numa placa de 96 pogos para medir a
producao de ROIs e de NO, e uma placa de 24 pegasedir a fagocitose.
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2.4Stress oxidativo

A libertacdo de ROS na actividade do strexglativo dos hemocitos dos
exemplares de mexilhdo foi determinada através dedigiio da resposta
quimioluminescente (QI), como descrito no capitulma seccdo dos Materiais e
Métodos (ver Anexo ).

2.5Producéo de NO
A producéo de radicais de NO nos hemdcitosndeilhdo foi medida através da

reaccdo de Griess (Greet al 1982) como explicado no capitulo | na seccédo dos

Materiais e Métodos (ver Anexo II).

2.6Fagocitose
A metodologia utilizada para medir a percgata de células fagociticas de bolas de

latéx foi a mesma utilizada no capitulo | na sea@® Materias e Métodos (ver Anexo

1D

2.7Mortalidade

A taxa de mortalidade foi determinada emvidiios recolhidos na praia de Arouca
com 2-3 cm de comprimento. Os individuos foram sigmdurante 7 dias a diferentes
concentracoes de Fenantreno, B[a]P e PCBs em tmmpiecircuito fechado, com
arejamento e sem alimento. Passados 7 dias deigipascontaminantes procedeu-se a
inoculacdo deVibrio alginolyticus no musculo aductor de cada mexilhdo, com
intervalos de 5 minutos para os individuos néao lepe a bactéria. Os mexilhdes
ficaram 10 dias expostos a bactéria e contaminamtetsnques de circuito fechado para

se poder determinar a taxa de mortalidade.

2.8Estatistica

Todos os resultados obtidos nas experiémeigs/o analisaram-se através do teste
estatistico t-Student. Os valores significativosidus sdo em relacdo ao controlo de
cada experiéncia com um valor de<®,05 e representam-se como a médiesvio
padrédo (DP).
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3 Resultados

3.1Efeito dos PAH e d¥ibrio alginolyticusno stress oxidativo

3.1.1Efeito do Fenantreno

A figura 2.1 mostra o efeito do Fenantrenoresposta QI dos hemdcitos de
mexilh&o durante uma infeccdo experimental ddirio alginolyticus O Fenantreno
causou um aumento da resposta QI nos animais espadtibrio, enquanto nos nao
expostos diminui (Fig. 2.1A). Quando a respostaediatla por zimosan A continua a
existir alteragbes na resposta QI, mas nos aniroam infeccdo concentracdes
intermédias de Fenantreno provocam um forte aumaentcefeito estimulante de
zimosan A (Fig. 2.1B)

0,006 - . L A
W Sem Vibrio m Com Vibrio

0,005 -
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0,006 - *
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0 10 50
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Figura 2.1 — Efeito de Fenantreno naesposta QI dos hemdcitos ddytilus
galloprovincialisndo ausénciaA() e presencaB) de zimosan A com (barras azuis)sem
(barras negrasYibrio alginolyticus Valores significativos em relacdo ao controlo
indicados por (*) (p< 0,05, t-Student).
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3.1.2Efeito do B[a]P

Na figura 2.2 observa-se o efeito de B[a]Presposta QI dos hemdcitos de

mexilh&o frente a uma infeccédo. Determinou-se posa QI mediada e sem mediar por
zimosan A verificando-se que quando nao é medid®fal® por si s6 ndo tem qualquer
efeito, quer nos animais infectados quer nos nigetados (Fig. 2.2A). Na presenca de
zimosan A, concentracdes altas de B[a]P aumentaes@osta QI dos hemdcitos de
animais infectados (Fig. 2.2B).
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Figura 2.2 —Efeito do B[a]P na resposta QI dos hemdécitodigélus galloprovinciali
nao mediadaX) e mediadaR) por zimosan A com (barras azuis) e sem (barretsgy
Vibrio alginolyticus Valores significativos em relacdo ao controloigados por (*) (p
< 0,05, t-Student).
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3.2 Efeito dos PAH e d¥ibrio alginolyticusna producdo de NO

3.2.1Efeito do Fenantreno

A figura seguinte mostra o efeito da inocétagde Vibrio nos hemdcitos de
mexilh&o na presenca de distintas concentracO&®mintreno. Este ndo tem efeito na
producao de NO nos hemacitos de animais infectadas,na auséncia de infecgao ja se

verifica um aumento da producéo a medida que Ferenaumenta.

W Sem Vibrio W Com Vibrio

=
o
]

[Nitrito] ( pM)

O Fr N W b U1 O N 0O ©
T T H SO R

0 10 50

Concentragdo de Phenantreno (ppb)

Figura 2.3 —Produgcdo de NO nos hemdcitos de mexilhdo com (hameas) e sem
(barras pretasyibrio alginolyticuse de expostos a Phenantreno. Valores significativo

em relacdo ao controlo indicados por (*K(,05, t-Student).

3.2.2Efeito do B[a]P

O efeito do B[a]P na producdo de NO nos héo®ade exemplares de mexilhdo

infectados ou néo infectados covibrio esta ilustrado na figura 2.4. Concentracdes
intermédias de B[a]P provocam uma elevada proddeahdO em animais infectados,

enquanto que em nao infectados esta diminui.
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W Sem Vibrio . m Com Vibrio

[Nitrito] ( uM)

0 10 50
Concentracgédo de B[a]P (ppb)

Figura 2.4 - Producdo de NO nos hemocitos de mexilhdo depoisateilados com
(barras roxas) e sem (barras pretéibyio alginolyticuse de expostos a B[a]P. Valores

significativos em relacéo ao controlo indicados {p(p < 0,05, t-Student).

3.3 Efeito dos PAH &/ibrio alginolyticusna fagocitose

3.3.1 Efeito do Fenantreno

A figura 2.5 mostra que o Fenantreno, em ragyaos nao infectados, causa uma
diminuicdo na percentagem de células que fagoatbolas de latex, enquanto que em

organismos infectados nao causa qualquer altesagaificativa.

16 1 m Sem Vibrio m Com Vibrio
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Figura 2.5 —Capacidade fagocitica dos hemécitosMigilus galloprovincialisdepois
do tratamentan vivo com (barras roxas) e sem (barras prevasjio alginolyticuse
Fenantreno. Valores significativos em relacdo adroto indicados por (*) (g 0,05, t-
Student).
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3.3.2 Efeito do B[a]P

Concentragfes intermédias de B[a]P em hep®de mexilhdo infectados com

Vibrio causam um aumento na percentagem de células tiagecimas em mexilhdes
nao infectados esta percentagem aumenta com o tuhesn concentracdes de B[a]P
(fig. 2.6)
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Figura 2.6 - Capacidade fagocitica dos hemocitosMigilus galloprovincialisdepois
do tratamentan vivo com (barras roxas) e sem (barras prevajio alginolyticuse
B[a]P. Valores significativos em relacdo ao comtroidicados por (*) (p< 0,05, t-
Student).

3.4 Efeito dos PCBs ¥ibrio alginolyticusno stress oxidativo

A resposta QI dos hemaocitos de mexilhdo fiedninada depois de estes serem
expostos a distintas doses de PCBs e sujeitos anfetgao experimental. Quando a
resposta ndo € mediada por zimosan A, concentraidssde PCBs causam o aumento
da resposta QI, quer em animais infectados ou mf@otados (fig. 2.7A). Na presenca
de zimosan A s6 os hemdcitos dos animais infectagossentavam um aumento da

resposta QI causada por concentracoes intermégi@€Bs (Fig. 2.7B).
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Figura 2.7 - Efeito de PCBs na resposta QI dos hemocitosiykdus galloprovincialis
nao mediadaX) e mediadaR) por zimosan A com (barras roxas) e sem (barresgr
Vibrio alginolyticus Valores significativos em relagéo ao controloigados por (*) (p
< 0,05, t-Student).

3.5 Efeito dos PCBs ¥ibrio alginolyticus na producdo de NO

Hemdécitos de mexilhdo infectados e expostosnaentracdes intermédias de PCBs
mostram uma diminuicdo significativa na producdoNif@, mas em hemocitos de
mexilhdes ndo infectados ocorrem alteracdes sagtivias apesar de serem mais fortes
na presencga de concentracdes intermédias de PCBs.
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Figura 2.8 —Produc&o de NO nos hemacitos de mexilhdo depoisateilados com
(barras roxas) e sem (barras prekébyio alginolyticuse de expostos a PCBs. Valores

significativos em relacéo ao controlo indicados @p(p < 0,05, t-Student).
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3.6 Efeito dos PCBs ¥ibrio alginolyticusna fagocitose

A capacidade fagocitica dos hemacitos de Im&xindo infectados e expostos a
PCBs diminui, mas, como em hemdcitos de animaigciaflos, concentracdes
intermédias deste contaminante aumentam a peresntdg células fagociticas (Fig.

2-9)- 16 - ®m Sem Vibrio @ Com Vibrio

14
12

Células Fagocitadas (%)

Control 10 50
Concentragdo de PCBs (ppb)

Figura 2.9 - Capacidade fagocitica dos hemocitosMigilus galloprovincialisdepois
do tratamentan vivo com (barras roxas) e sem (barras prevasjio alginolyticuse
B[a]P. Valores significativos em relacdo ao comtroidicados por (*) (p< 0,05, t-
Student).

3.7 Taxa de mortalidade

Exemplares de mexilhdes recolhidos na praigddltabre foram sujeitos 7 dias a
duas concentracdes de PAH e PCB (10 e 50 ppb)meaainfeccdo experimental por
Vibrio alginolyticusdurante 10 dias. A figura 2.10 mostra o efeito alesbndicdes na
taxa de mortalidade observando-se que tanto o Eenan(A), B[a]P e PCBs néao
causam mortalidades elevadas sendo o B[a]P o coor mparcentagem de animais

mortos.
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Figura 2.10 —Taxa de mortalidade acumulada Megtilus galloprovincialisinfectados
comVibrio alginolyticuse expostos a Fenantren®)( B[a]P B) e PCBs ).
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4.Discussao

A interaccdo entre contaminantes existentesambiente marinho e o sistema
imunitario dosbivalves é um tema que tem ganho importancia agola® tempo, uma
vez que os episddios de marés negras em algumas zosteiras sdo uma constante.
Esta interac¢cdo suscitou uma duavida entre variesstigadores, duvida esta que
especulava que 0s organismos expostos a contaesnanam mais susceptiveis a
entrada de patogenos (Andersetnal., 1981b; Livingstone & Pipe, 1992; Sinderman,
1993).

Pipe & Coles (1995), mostraram que o0s comtanies ambientais conseguiam
influenciar os mecanismos do sistema imunitaridvigéilus edulise ao mesmo tempo
aumentavam a susceptibilidade a doencas infeccibgagntanto, ndo ha relatos de
mortalidades elevadas em cultivos de bivalves tagje@ estas condi¢des, o que sugere
gque mecanismos como a producdao de ROS (Pipe, 1862azoto (Roch, 1999) e
fagocitose (Bacheret al., 1995) séo eficazes contra todas as particula®sgja@imais
reconhecam como estranhas. Neste capitulo ira estrado os efeitos de Fenantreno,
B[a]P e PCBs no sistema imunitario dytilus galloprovincialisinfectados e néo
infectados comVibrio alginolyticus e ainda, ver qual a taxa de mortalidade de
exemplares de mexilhdo em estado larvar ( 2 choagemento).

O estudo da producdo de ROS em hemdcitos de réexilfectados e nao
infectados, sujeitos a contaminantes, determincatiseés da medicdo da resposta QI
mediada e sem mediar por zimosan A. O Fenantrarsmaaum aumento da resposta Q|
em animais infectados e uma diminuicdo em nao tadfles e o B[a]P ndo provocou
qualquer efeito significativo na resposta dos hetoscQuando esta é mediada pelo
zimosan A alteracfes significativas em relacadoautrolo observam-se, verificando-se
que concentracdes intermédias de Phenantreno a@dakwde B[a]P aumentam a
resposta nos animais infectados. Concentracdes aka PCBs, em organismos
infectados e ndo infectados, aumentaram a res@bstaas na presenca de zimosan A
s6 concentracdes intermédias deste contaminanienuésh esta resposta em
infectados. Pode-se dizer que em mexilhdes infestacom Vibrio ha sempre
estimulacao da resposta QI, logo da producéo de Ri@S esta € mais propicia quando
os mexilhdes se encontram expostos a concentragi@esiédias de contaminantes. O

aumento do numero de hemaocitos em bivalves € urmdawes efeitos causados por
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contaminantes durante uma infecgdo experimentatl(@ial.,1993; Pipeet al.,1995).

Em exemplares dblytilus edulis os eosindfilos sdo o tipo de hemécitos com maior
capacidade de produzir ROS, assim supfe-se quatdwaempo de contaminacgéo e
incubacdo com bactéria os nossos mexilhdes auraentarnimero de hemacitos e,
ainda, a probabilidade destes serem eosindfilaa $apoder confirmar esta hipotese
seria necessario um estudo sobre as populacbesndéciios existentes emytilus
galloprovinciais quando sujeitos as condicbes de trabalho refeedasr, através de
citometria de fluxo, se sdo os eosindfilos a pagadacom maior percentagem e mais
apta para produzir ROS como descritoMutilus edulis

A capacidade fagocitica dos hemacitos de limé&xifoi determinada em animais
infectados e néo infectados e observaram-se rdssltdistintos. Fenantreno ndo causou
qualquer alteracao significativa em relacdo aorotmem animais infectados, mas em
nao infectados a percentagem de células fagocdiogiaui. Concentracdes intermédias
de B[a]P aumentam a percentagem desta células gamismos infectados e né&o
infectados, enquanto que os PCBs diminuem esteams®go em nao infectados mas na
presenca de concentracdes intermédias verificaurséorte aumento nas células com
capacidade fagocitica. Este processo de defesansiddecado como o principal do
sistema imunitario de invertebrados, no entantoellteset al.,(1996) mostraram num
estudo de producdo de ROS que estes dois mecanestéus interligados ja que o
consumo de oxigénio durante a libertacdo destesahwiibs é proporcional a
capacidade fagocitica. Tendo em conta este resyttademos dizer que em mexilhdes
infectados conVibrio alginolyticuse expostos RAH e PCBs isto ndo se verifica ja que
a percentagem de células fagociticas aumentou angeoducdo de ROS obteve
aumentos significativos. Isto sugere que conceddsmcintermédias de B[a]P,
Fenantreno e PCBs sdo o pico maximo de saturag@o gsahemaocitos délytilus
galloprovincialisfrente a uma infeccdo experimental cgirio.

A producéo de radicais de NO é outro mecamidmsistema imunitario de bivalves
mas € um tema ainda pouco abordado. No capituleri@ntconcluiu-se que este
mecanismo pode ser compensatorio da producdo de R®®ntanto neste ndo se
verifica 0 mesmo. Fenantreno ndo causou nenhurto gfesta producdo em animais
infectados, ja B[a]P aumentou e PCBs inibiram esgcanismo na presenca de

concentracdes intermédias e em infectados.
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Observando-se o0s resultados obtidos no esdm® parametros funcionais,
verificou-se que os exemplares Migtilus galloprovincialisndo apresentam a mesma
resposta imunitaria quando infectados por uma bacténéo infectados. Aquando da
exposicdo dos exemplares de mexilhdo a contammangeu sistema imunitario ja se
encontrava debilitado, como observado no capitudsd$im, ao inocular a estes animais
uma bactéria, que € um organismo vivo, 0S mecasisltoistema imunitario ainda vao
ficar mais afectados.

A taxa de mortalidade de mexilhdes em estdalomres foi determinada quando
sujeitos uma semana a contaminantes e dez diasanteecao provocada pdfibrio
alginolyticus Como ja foi referido anteriormente, esta bactésa associada a
mortalidades em cultivos de larvas de mexilhdes osasossos resultados mostram que
juvenis de Mytilus galloprovincialis ttm uma elevada capacidade para resistir a
infecgbes e aos contaminantes.

Este capitulo mostra que nem sempre 0s mecasislo sistema imunitario dos
mexilhdes se encontram associados mas que a sbsiwute a doencas infecciosas €
maior nestas condi¢des. Como visto no capitulo preducdo de azoto poderia
funcionar como um mecanismo compensatorio da péade ROS e da fagocitose em
Mytilus galloprovincialisna presenca de contaminantes, mas quando estesosgram
frente a uma infeccdo experimental e sujeitos a w@ada concentracdo ja nao
conseguem desenvolver qualquer mecanismo pois m@dites podem-se encontrar
saturados. Apesar dos resultados obtidos na proddgdROS, de NO e fagocitose
podemos dizer que estes mexilhdes ja ganharam diami porque se nédo fosse assim
como conseguiriam juvenis de mexilhdes resistio@pradamente duas semanas sem
alimentacéo, expostos a uma infeccado bacterianaomtaminantes? Seria interessante
desenvolver trabalhos como este, onde se variaeogpos de exposicdo, 0S

contaminantes e até incorporar novas variaveis @temperatura e a salinidade.
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Conclusodes Finais

1. A producéo de ROIs no stress oxidativo e a capdeifiegocitica dos hemaocitos
de mexilhdo tendem a diminuir e até mesmo inibirmadida que as

concentracdes de PAH e PCBs aumentam

2. A producdo de NO funciona como um mecanismo congtéris em animais

expostos a PAH.

3. PAH e PCBs modulam negativamente as respostasigonsi imunitario dé.

galloprovincialis

4. A resposta dos mecanismos do sistema imunitarioMdagalloprovincialis
expostos a PAH e PCBs encontra-se dependente alaigsegiades quimicas, da

concentracdo e do tempo de exposicao

5. Animais expostos a contaminantes apresentam masoeptibilidade a doencas

infecciosas.

6. Organismos infectados conV. alginolyticus a partir de concentracdes

intermédias de PAH e PCBs ndo conseguem criar egpsta imunitaria

7. Exemplares deVl. galloprovincialis sdo dotados de um sistema imunitario

bastante eficaz

8. Nem sempre 0s mecanismos do sistema imune doshdesilse encontram

associados.

9. Mexilhdes infectados experimentalmente e sujeitama dada concentracédo de
PAH e PCBs nao tem capacidade de desenvolver eqralgsposta imune, uma

vez que 0os hemacitos dos organismos se enconttaradas
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Anexos

Anexo | — Medicdo da producédo de radicais de ox@@ROS)

Fazer um corte na concha do mexilhao perto do nmiscluctor posterior.
Introduzir uma seringa com uma agulha estéril ndece localizar o
musculo aductor (parte mais dura).

Extrair a hemolinfa (notar que o embolo da seriagarce uma presséao e
gue quando se solta baixa sozinho).

Libertar o contetdo da seringa sem passar pelaagul

5. Repetir o procedimento anterior até se obter ummelde 1ml por grupo.

Este tubo vai ter o nome de pool 1.

Utilizar outro grupo de mexilhGes para conseguitraunl de hemolinfa
diferente, a que se vai dar o nome de pool 2.

Pipetar a hemolinfa em placas de 96 pocos adictnd@0 pl a cada um
dos pocos. Utilizar s6 uma fila por grupo

Deixar repousar a hemolinfa durante 30 minutos®& Iplaca coberta com
papel de aluminio).

Enquanto a hemolinfa repousa preparam-se o0s esSmglie vamos
necessitar para induzir o stress oxidativo:

a) Pesar 0,018 gr de luminol. Protege-lo da luz.

b) Adicionar 1 ml de DMSO (dimetilsulféxido).

c) Preparar um tubo coberto com papel de aluminio @edadiciona:
2250 pl de agua do mar filtrada (FSW), 250 pl denasan
(substancia presente na parede celular de leveghwravai servir
como estimulo) e 15 ul da solugédo de luminol repeeparada. A
este tubo da-se o nome de “Luminol+Zymosan”.

d) Preparar outro tubo coberto com papel de aluminde se adiciona:
2250 pl de FSW e 15 pul de luminol. A este tubo el@some de

“Luminol” e funciona como controlo negativo da expacia.

10.Adicionar aos pocos 1-6 da placa 100 ml da soldcéminol+Zymosan” e

aos pogos 7-10 100 ml da solugdo “Luminol”.

11.Medir num Fluroskan durante 30 minutos.

12.Analisar os resultados, fazendo as médias dasaspi dos pools.
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Anexo |l — Medicdo da producao de radicaiszsato

1.

o o bk w

Quantifica-se a concentracao de nitrito utilizaadeaccao de Griees (Green
et al, 1982).

Recolhe-se 50 pl de hemolinfa de cada poco da placsress oxidativo e
transfere-se para outra placa.

Adiciona-se a cada poc¢o 100 pl de Reactivo A e B.

Deixar 5 minutos a temperatura ambiente.

Ler a absorvancia a 540 nm.

Estima-se a concentracdo de nitrito presente nobresandantes
comparando a absorvancia obtida com a de concéaefratpnhecidas de
NaNG: (1, 5, 10, 25, 50 e 100 pM). Para comprovar gpadrao utilizado
funciona correctamente adiciona-se a placa 50 (l, de 10, 25, 50 e 100
1M de NaNQe 100 ul de reactivo A e B.

Reactivo A— 1 % de sulfanamida em 2,5 % dgP8y (50 ml)
1,465 ml do stock de 3AO, (85,3 %), 48,5 ml de agua
destilada e 0,5 gr de sulfanamida.

Reactivo B (Fotosensivel) — 0,1 % de N-nafthyl-ethylenediaar@m 2,5 %
de HPO, (50 ml)

1,465 ml do stock de 3AO, (85,3 %), 48,5 ml de agua
destilada e 0,05 gr de N-nafthyl-ethylenediamine.
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Anexo |l — Determinacao da capacidade faigcdos hemadcitos de mexilhao

1. Fazer um corte na concha do mexilhdo perto do nhmiscluctor posterior.

2. Introduzir uma seringa com uma agulha estéril ndece localizar o
musculo aductor (parte mais dura).

3. Extrair a hemolinfa (notar que o embolo da seriagarce uma pressédo e
gue gquando se solta baixa sozinho).

4. Libertar o conteudo da seringa sem passar pelaagul

5. Repetir o procedimento anterior até se obter umarwelde 1 ml por grupo.
Este tubo vai ter o nome de pool 1.

6. Utilizar outro grupo de mexilhdes para conseguirasil ml de hemolinfa
diferente, a que se vai dar o nome de pool 2.

7. Pipetar 500 pl de hemolinfa para cada um dos pogagspondentes de
uma placa de 24 pocos. Deixar 1 hora a 15°C pagaogquhemacitos se
peguem ao fundo do poco.

8. Numa placa de 96 pocos adicionar 100 pl de henaotiafcada pool e 10 pl
de Tripan Blue. Colocar uma amostra de cada pogonangamara de
Neubauer e contar as células vivas e mortas.

9. Para cada pool tem que se calcular o volume déefla® que se tem que
adicionar (10 bolas por cada célula)

a) Calcular a quantidade de fluosferas que se adiciona
b) Calcular o volume de fluosferas

10.Adicionar as fluosferas nos pocos corresponden&)eq.l de agua do mar
filtrada nos pocos sem fluosferas. Nao esquecentdeduzir um controlo
de fluosferas

11.Deixar a placa durante 2 horas a 15°C envolta gral i@ aluminio.

12.Eliminar o sobrenadante de cada poc¢o voltando @plam cuidado cobre
um papel absorvente.Adicionar 250 ul de PBS 1xapgraredes dos pocos e
voltar a eliminar o sobrenadante.

13.Adicionar, novamente, 250 ul de PCB 1x e ressusgyessl células com um
hisépo (com parafilm). Adicionar 25 pl de TriparuBlem cada poco.

14.Pipetar 250 pl da cada poco (Células, PBS 1x eaiiriflue) a uma placa de
96 pocos. Determinar a percentagem de células ifagas através de um

citometro de fluxo.
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