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1 INTRODUCAO

Com a introducdo de substancias toxicas e o aumento do seu lancamento em
diversos compartimentos ambientais, inicou-se 0 comprometimento do ecossistema.
As anémonas Bunodossoma cangicum sao polipos solitarios que fazem parte do Filo
Cnidaria, sao animais bentdnicos e estao sujeitas a fatores externos como acao das
ondas, mudanca de mares, variacdo de salinidade (Gomes et al.,1998). Essa
espécie também se encontra em area portuaria, assim estdo sempre sujeitas a
contaminacgao por metais. As anémonas possuem capacidade de regular seu volume
celular, quando expostas a situacdes estressantes por isso sdo importantes
indicadores de poluicdo. O objetivo do nosso estudo foi analisar se os metais zinco
e cobre associados a variacdo de salinidade, irdo causar alteragbes no volume
celular. As concentracbes dos metais que foram utilizados nesse estudo foram as
seguintes: 5ug/L de Cobre, 0,9mg/L de zinco, e a mistura foi feita com 5 pg/L mais
0,9 mg/L. As concentracbes dos metais zinco e cobre que foram testados sdo as
permitidas pela Legislacao Brasileira, 0 CONAMA. Ent&o foram feitos testes com as
células em duas condi¢cdes experimentais, tanto em meio isosmotico quanto em
meio hiposmaético. Além disso, a mistura desses metais também foi testada nessas
células, pois como ja citado anteriormente sdo animais encontrados em area
portuaria, assim a chance de ter mais de um metal presente no ambiente é
consideravelmente alta. Adicionalmente foram feitas analises do efeito do mercurio
(0,3 mM) para saber se 0s metais se comportam semelhante a ele, que € um
bloqueador seletivo de aquaporinas ja conhecido pela literatura.

2 REFERENCIAL TEORICO

A regulacao do volume celular € um processo essencial para manter a homeostase
celular. De acordo com Walter Cannon, o termo homeostase foi descrito como “os
processos fisiolégicos que mantém a maioria dos estados (constantes) no
organismo” (Hillet al., 2012). Conforme descrito por O'Neill inchago celular é mais
problematico do que o encolhimento celular, o que é bem tolerado, de modo que, ao
desafio hipertbnico, o consumo de O,, 0 crescimento e metabolismo da glicose
permanecem inalteradas, mas ndo sobre choque hiposmotico.

3 MATERIAIS E METODOS (ou PROCEDIMENTO METODOLOGICO)
Os procedimentos dos testes sdo feitos apds 0s animais serem anestesiados com
200mM de Cloreto de Magnésio. Foi utilizada a técnica de explante, com pedacos de
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tecido das anémonas para o preparo da cultura primaria. Na preparacdo dos
experimentos, 0 meio de cultura foi usado para manter as células até o0 momento do
experimento e agua artificial do mar (ASW) para a realizacdo dos experimentos.
Depois das células permanecerem 24 horas no meio de cultura, eram retirados os
tecidos e 0 meio era trocado pela ASW. Entdo, logo apés foi feito o registro de
fotografias das células expostas aos metais estudados no microscopio de luz
invertido, nos seguintes tempos: de 1 em 1 minuto até 3 minutos, de 30 em 30
segundos até 5 minutos e de 5 em 5 minutos até 25 minutos. Depois as células
foram medidas no programa ImageJ, e as medidas de volume celular eram
avaliadas.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Nos experimentos isosmoticos, com e sem a presenca de metais, ndo foi observado
efeito, ou seja, as células conseguiram manter o seu volume. Nos experimentos
hiposmoticos, sem a presenca de metais, as células incharam de forma significativa.
Em 6 minutos de experimento hiposmético, as células apresentaram um inchaco de
11%, em 10 minutos apresentaram também 11% de inchaco e em 14 minutos
apresentaram 12%. Enquanto, os experimentos hiposméticos com metais (zinco,
cobre e mistura) ndo incharam, ou seja, o metal interferiu na entrada de agua nas
células, interferindo o funcionamento celular normal.Foram realizados experimentos
na presenca de HgCl, (300uM), um bloqueador seletivo de aquaporinas, e o
resultado foi semelhante ao do zinco e cobre.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho mostra que mesmo os metais sendo analisados com concentracdes
consideradas seguras pelo CONAMA, apresentaram efeitos prejudiciais as células
em condicdo hiposmotica. Os nossos resultados também mostram que o ensaio in
vitro € um modelo bom para analisar o efeito de metais em niveis ambientais.
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