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RESUMO 



 xx 

 
As ascídias são invertebrados pertencentes ao filo Chordata, subfilo Urochordata, 

classe Ascidiacea, e que devido a sua posição filogenética são utilizadas como 

excelentes modelos para estudos comparativos. A hemolinfa (“sangue”) das ascídias 

apresenta diversos tipos celulares incluídos no plasma. Essas células 

desempenham papel fundamental no sistema imunológico deste grupo. Entretanto, 

existe uma grande confusão a respeito da sua classificação e das suas funções 

desempenhadas neste sistema. Portanto, no presente trabalho, foi estudada a 

morfologia das células sangüíneas da ascídia Styela plicata, procurando 

correlacionar a presença de heparina, histamina e óxido nítrico (encontrados em 

determinados tipos celulares do sistema imunológico dos mamíferos) com a função 

desempenhada em cada tipo celular no qual estas moléculas foram encontradas. 

Neste sentido, foram realizadas várias técnicas: imunoeletromicroscopia utilizando-

se anticorpos contra óxido nítrico sintase induzível, heparina e histamina; ensaios 

bioquímicos de caracterização da heparina; dosagem de histamina e sub-produtos 

do óxido nítrico. Os resultados indicaram que na hemolinfa da ascídia Styela plicata, 

cinco tipos principais de hemócitos foram encontrados: hemoblasto, célula do tipo 

linfócito, granulócito, célula do tipo mórula e célula pigmentar. Também foi 

observado que somente o granulócito apresenta morfologia e conteúdos de heparina 

e histamina semelhantes aos basófilos de mamíferos. Além disso, todos os 

hemócitos produzem óxido nítrico e o hemócito do tipo linfócito o produz em maiores 

quantidades, porém, quando os hemócitos são estimulados por lipopolissacarídeo 

de Escherichia coli nenhum aumento na produção de óxido nítrico foi observado, 

portanto diferente do que ocorre nos macrófagos de mamíferos. 
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ABSTRACT 
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Ascidians are invertebrates that belong to the phylum Chordata, subphylum 

Urochordata and Class Ascidiacea, which, due to their phylogenetic position, are 

considered excellent models for comparative studies. The ascidian hemolymph 

(“blood”) contains different cell types embedded in liquid plasma. Theses cells play 

an essential role in the immune system of this group. However, there is some 

controversy about the classification of the blood cells, and their functions in the 

immune system are still under investigation. Thus, in this work we studied the 

morphology of the Styela plicata blood cells in order to correlate the presence of 

heparin, histamine and nitric oxide with their function in each cell where these 

molecules were found. Therefore, we used techniques such as: 

immunoelectronmicroscopy with antibodies against inducible nitric oxide, heparin and 

histamine; biochemical assays for characterizing heparin; dosage of histamine and 

nitric oxide sub products. Five types of blood cells were recognized and classified as: 

hemoblast, lymphocyte-like cell, granulocyte, morulla cell and pigment cell. The 

results also showed that the granulocyte is the only cell type whose morphology and 

contents of heparin and histamine are similar to the mammalian basophils.  

Moreover, all the hemocytes studied produce nitric oxide, yet the lymphocyte-like 

cells produce it more than the others.  However, when the hemocytes were 

stimulated with lipopolisaccharide from Escherichia coli no increase was observed  in 

the nitric oxide production, therefore, different from the response of mammalian 

macrophage. 
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1. As ascídias  

As ascídias são invertebrados marinhos sésseis de ampla distribuição 

geográfica. Elas pertencem à classe Ascidiacea, subfilo Tunicata ou Urochordata do 

filo Chordata. A maioria dos animais são filtradores, entretanto, existem poucas 

espécies abissais pertencentes à família Octacnemidae que capturam e se 

alimentam de pequenos invertebrados (Burighel e Cloney, 1997). 

 As ascídias foram descobertas por Aristóteles. Sua relação com outros 

animais foi enigmática e elas foram classificadas como lamelibrânquios. Sua 

classificação sistemática atual é atribuída aos incisivos estudos de A.O. Kowalewsky 

em 1866 (Burighel e Cloney, 1997). 

As ascídias são os tunicados mais estudados. Elas representam cerca 

de 3.000 espécies amplamente distribuídas, habitam do litoral à parte das regiões 

abissais do oceano, incluindo regiões quentes e geladas do equador às regiões 

polares. São encontradas em águas com luminosidade, porém, elas evitam a 

luminosidade direta e muitas vivem na obscuridade (Burighel e Cloney, 1997). 

As ascídias se encrustam em objetos flutuantes e submersos. Elas são 

sempre epibióticas com algas, moluscos, esponjas e outras ascídias. Muitas 

espécies vivem em simbiose com copépodes e algas unicelulares que habitam a 

superfície das colônias, cavidades, matriz da túnica entre outros (Burighel e Cloney, 

1997).  

Existem espécies solitárias, coloniais e sociais (Figura 1), porém esta 

condição tem pouca significância sistemática. Sua dimensão varia de 0,5 mm nos 

zoóides da ascídia colonial de Trididemnum miniatum à 1 m na solitária ascídia 

Pyura pachydermatina (Burighel e Cloney, 1997). 
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O corpo das ascídias é recoberto por uma camada de células 

epidérmicas responsáveis pela secreção de uma túnica, fina ou espessa, que 

envolve todo o corpo do animal. As colônias são homomórficas com diferentes graus 

de interdependência dos zoóides. Em alguns casos, os zoóides estão 

completamente embebidos numa túnica comum e a colônia atua como um sistema 

altamente regulado. Em outros casos, os zoóides são parcialmente cobertos por 

uma túnica comum e eles se desenvolvem mais ou menos independentes dos outros 

zoóides, essas são as ascídias sociais (Barnes, 1977; Burighel e Cloney, 1997). 

Ao final do estágio larval, um extremo do corpo da ascídia se fixa ao 

substrato e inicia a metamorfose para o estágio adulto. Na extremidade oposta 

desenvolvem-se os sifões bucal ou branquial e cloacal ou atrial. Os sifões permitem 

FIGURA 1:  FOTOS DOS DIFERENTES TIPOS DE ASCÍDIAS. A) ASCÍDIA SOLITÁRIA Styela 

plicata. B) ASCÍDIA COLONIAL Botryllus scholosseri. C) ASCÍDIA SOCIAL Perophora japonica 

(Adaptado de Monniot et al., 1991). 

 

b 

 

 

a b 

c 
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a filtração da água do mar através de uma corrente hídrica produzida pelo batimento 

dos cílios nas fendas branquiais. O material filtrado é encaminhado ao aparelho 

digestório constituído de esôfago, estômago e intestino, desembocando no átrio 

onde é excretado (Figura 2) (Thoney, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      FIGURA 2: ESQUEMA GERAL DE ASCÍDIAS SOLITÁRIA S (Adaptado de Thoney et al., 2004). 

 

Os tunicados têm um sistema sangüíneo-vascular bem desenvolvido, 

incluindo um coração. Os vasos, geralmente bem definidos, não têm endotélio 

característico e são canais simples no tecido conjuntivo. Embora o sangue seja 

freqüentemente pigmentado, nenhum dos pigmentos tem natureza respiratória e os 

gases são transportados no plasma (Ichikawa, 1966; Barnes, 1977; Shigei et al., 

2001). 
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1.1 Túnica 

As túnicas nas espécies do subfilo Tunicata são suficientemente 

peculiares para distingui-los dos outros invertebrados. A túnica é externa à epiderme 

e contem células livres, fibras, polissacarídeos sulfatados, entre outros e é 

principalmente produto da epiderme. A túnica cobre completamente a superfície 

externa das ascídias solitárias e forma uma matriz comum onde os zoóides das 

espécies coloniais estão embebidos. Ela possui papel de ancoramento dos adultos 

ao substrato sólido, e atua principalmente como barreira contra outros organismos, e 

participa em funções imunológicas, incluindo o reconhecimento do que lhe é próprio 

e do não próprio. Em algumas espécies ela contém organismos simbióticos e em 

outras, serve de câmara para abrigar os embriões em desenvolvimento (Burighel e 

Cloney, 1997). 

 A túnica é altamente variável na cor, textura, espessura e tipos 

de inclusões que possui (Goodbody, 1974). Em muitas espécies ela é percorrida por 

vasos sangüíneos, e geralmente encontra-se grande quantidade de células livres na 

túnica além da matriz fibrosa. A túnica é dividida em cutícula e matriz: a cutícula é a 

parte mais externa, fina, acelular e compacta; abaixo encontramos a matriz que 

contem celulose, polissacarídeos sulfatados, proteínas, entre outros componentes 

(Burighel e Cloney, 1997).  

 

1.2 Brânquia 

 A brânquia é um dos maiores órgãos das ascídias e tem sido 

intensivamente estudada, principalmente em sistemática. A maioria dos autores 

concorda que a subdivisão das ordens das ascídias (Figura 3) (Aplousobrânquia, 

Phlebobrânquia e Stolidobrânquia) reflete os três níveis de evolução da brânquia 
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que pode ser correlacionado com o aumento da complexidade e eficiência do órgão 

(Fiala-Medioni e Pequignat, 1980). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: ESQUEMA DA ORGANIZAÇÃO DA BRÂNQUIA EM TRÊ S ORDENS. Aplousobrânquia 

– brânquia sem dobras e sem vasos sangüíneos; Phlebobrânquia – brânquia sem dobras e com 

vasos sangüíneos incompletos ou completos; Stolidobrânquia – brânquia com dobras e vasos 

sangüíneos completos (Adaptado de Monniot et al., 1991). 

 

 A brânquia está principalmente envolvida na respiração e 

captura de alimentos, além de outras funções como: captação de metais pesados 

(Kalk, 1963), digestão e absorção de material orgânico dissolvido (Fiala-Medione e 

Pequignat, 1980). Além do mais, ela é responsável pela geração de um movimento 

hídrico que transporta as fezes, catabólitos e gametas para o exterior do sifão atrial 

(Buriguel e Cloney, 1997). 

Aplousobrânquia Phlebobrânquia 

Stolidobrânquia 
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Brien, em 1948, fez a revisão da estrutura geral da brânquia e sua 

organização específica foi descrita por Millar (1953), em Ciona intestinalis. Os 

principais constituintes da brânquia são: as paredes laterais, perfuradas pelos 

estigmatas, o endóstio médio-ventral, a lâmina dorsal e a papila. 

A estrutura da parede lateral é formada pela fusão do epitélio da 

brânquia (de origem endodérmica) com o epitélio atrial (de origem ectodérmica) 

durante o desenvolvimento. Os compartimentos subepiteliais contêm tecido 

conjuntivo, músculo, nervos e lacunas sangüíneas (Pestarino, 1988). Todas as 

ascídias estudadas apresentam um padrão comum de organização do estigmata. 

Elas são constituídas por dois tipos celulares principais: as células estigmatais e as 

células parietais.  

As células estigmatais são laminares e apresentam longos cílios. Elas 

se encontram sempre agrupadas em sete fileiras de células paralelas formando um 

tipo de anel inserido numa camada da brânquia e são envolvidas por finas células 

parietais (Buriguel e Cloney, 1997).  

 

1.3 Hemolinfa 

A hemolinfa das ascídias é caracterizada pela presença de células 

sangüíneas, chamadas hemócitos e pelo plasma. Apesar da hemolinfa das ascídias 

possuir hemócitos pigmentados, os gases são transportados em solução no plasma 

(Barnes, 1977). 

 

1.3.1 Plasma 

 Fienze, em 1911, foi um dos primeiros cientistas a analisar o plasma 

da ascídia Phallusia mammilata. Ele relatou que o plasma desta ascídia é isotônico 
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com a água do mar e apresenta baixas concentrações de sulfato e de dióxido de 

carbono (Goodbody, 1974). Algumas outras substâncias já foram relatadas no 

plasma das ascídias; dentre elas podemos citar: hemaglutininas, serino-proteases, 

lectinas entre outras. 

As ascídias Styela plicata, Phallusia mamillata e Ascidia malaca foram 

estudadas e descobriu-se que elas possuem atividade de hemaglutinina no plasma. 

Através de tratamentos físicos e químicos do plasma, evidenciou-se que a 

hemaglutinina presente no plasma da ascídia S. plicata é de natureza 

polissacarídica, enquanto que nas outras duas espécies é de natureza protéica 

(Parrinello e Patricolo, 1975). 

Mais recentemente, purificou-se e identificou-se uma serino-protease 

no plasma da ascídia Halocynthia roretzi. A purificação foi obtida através de uma 

cromatografia de troca iônica e outra de afinidade. A sua caracterização foi realizada 

utilizando-se inibidores de serino-proteases e também foram realizados 

experimentos de coagulação utilizando-se fibrinogênio bovino e coagulogênio de 

Limulus (Shishikura et al., 1997).  

Trabalhos mais recentes têm relatado em ascídias solitárias, a 

presença de lectinas no plasma. Em Halocynthia roretzi, isolou-se uma lectina do 

tipo ligante de manose (MBL) (Sekine, 2001). 

 

1.3.2 Células sagüíneas (hemócitos) 

Os hemócitos participam de diversas funções. Dentre elas podemos 

destacar o estoque e o transporte de nutrientes, a excreção, regeneração, formação 

da túnica, reações de defesa e acúmulo de metais pesados. A bioquímica dos 

hemócitos e a ultraestrutura têm sido estudados, porém, a identificação das células 
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sangüíneas é sempre equívoca e não há uma terminologia comum para classificá-

las (De Leo, 1992). 

Os problemas na identificação das células sangüíneas ocorrem porque 

existe uma grande diversidade de espécies e uma dificuldade de se correlacionar 

observações dos hemócitos vivos com estudos ultraestruturais (Buriguel e Cloney, 

1997). Porém, a análise dos hemócitos de diferentes espécies pôde ser separada 

em 3 categorias principais: células indiferenciadas, amebócitos e células 

vacuoladas. Os principais tipos já descritos nas diferentes espécies com suas 

possíveis funções estão sumarizados na Tabela 1. 

Existe uma quantidade considerável de pesquisas sobre a 

classificação morfológica dos hemócitos. Entretanto, a  maioria dos trabalhos utiliza 

a microscopia de luz, e, de fato, poucos estudos ultraestruturais têm sido realizados 

para definir com clareza os tipos celulares existentes e, assim, poder correlacionar 

melhor cada tipo celular com sua função específica (Fuke e Fukumoto, 1993). 

Os principais estudos ultraestruturais dos hemócitos foram realizados 

com as espécies Halocynthia roretzi (Fuke e Fukumoto, 1993), Ciona intestinalis (De 

Leo et al., 1981) e com várias espécies do gênero Botryllidae (Hirose et al., 2003), 

sendo o trabalho de Hirose e colaboradores (2003) com 9 ascídias do gênero 

Botryllidae, o mais recente. Em Halocynthia roretzi, os hemócitos foram classificados 

em 9 tipos principais: célula vacuolada, amebócitos hialinos, pequenos amebócitos, 

amebócitos granulares, célula macrogranular, célula globular, célula semelhante aos 

linfócitos, célula basofílica grande e célula granular. Observou-se que as células 

vacuoladas estão envolvidas com processos de fagocitose, encapsulação, 

reconhecimento de moléculas próprias e não–próprias e também desempenham 

papel na formação da túnica. Os amebócitos granulares agregam-se rapidamente in 
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vitro e podem estar envolvidos na homeostase. Já, a célula granular possui papel 

importante na formação da túnica. Com exceção da célula globular, quase todos os 

tipos celulares apresentam movimentos amebóides em proporções diferentes (Fuke 

e Fukumoto, 1993). 

Os hemócitos de Ciona intestinalis foram classificados em 4 tipos 

principais: célula granular, célula morular, fagócito e granulócito. Todos os tipos 

celulares desta espécie são capazes de se movimentar, encapsular e destruir 

resíduos. No entanto, somente as células morulares e os granulócitos participam da 

formação da túnica (De Leo et al., 1981). 

No trabalho ultraestrutural mais recentemente publicado, realizado com 

as espécies do Gênero Botryllidae, os hemócitos foram classificados em 5 tipos 

principais: hemoblasto, fagócito, granulócito, célula morular e célula pigmentar. A 

presença de um grande nucléolo e muitos ribossomos nos hemoblastos sugere  

atividade de síntese. Este tipo celular pode ser considerado pela sua morfologia 

como uma célula indiferenciada que, provavelmente, dará origem a todas as outras. 

As células morulares neste gênero são relacionadas com a secreção de peptídeos 

bactericidas e atividade de fenoloxidase. Especula-se que as células pigmentares 

tenham função excretora por terem derivados nitrogenados armazenados em seus 

vacúolos (Hirose et al., 2003).  
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TABELA 1: CLASSIFICAÇÃO, MORFOLOGIA E FUNÇÃO DOS HEMÓCITOS DAS ASCÍDIAS 
(Adaptado de Buriguel e Cloney, 1997). 

 

 

Designação proposta 

Por Buriguel e Cloney, 
1997. 

Características 
principais 

Outras designações 
propostas 

Funções 

Células indiferenciadas    
Hemoblasto 4-5 µm; esférica 

com nucléolo 
Hemocitoblasto, célula 

progenitora 
Hemopoiese 

Célula do tipo linfócito Similar, porém sem 
nucléolo 

 Reações de rejeição; 
resposta imune 

Amebócito    
Amebócito hialino 5-10 µm; 

pseudópodos 
Microgranular 

amebócito; leucócito 
hialino; amebócito 

hialino não-vacuolar; 
célula hemostática 

Fagocitose; precursor 
da célula do tipo 

mórula; regeneração 
da túnica; estoque de 
metais; hemóstase; 

reações inflamatórias 
Amebócito granular Grânulos redondos 

evidentes de vários 
conteúdos e 
tamanhos 

Macrófago; leucócito 
granular; amebócito 
macrogranular;célula 

fagocítica; 
microgranulócito e 

célula granular 

Fagocitose; estoque de 
metais; regeneração 
da túnica; reações 

inflamatórias 

Macrófago 10-15 µm; forma e 
tamanho variável; 
vacúolos sempre 
com figuras de 

mielina 

Amebócito hialino 
vacuolar; fagócito; 

amebócito vacuolado; 
granulócito vesicular 

claro 

Fagocitose; reações 
inflamatórias 

Células vacuoladas    
Célula “ signet-ring “  8-10 µm; único 

grande vacúolo 
Macrófago; granulócito 

unilocular 
Progenitor da célula do 

tipo mórula; 
regeneração da 

cutícula da túnica; 
estoque de metal 

Célula compartimentar 8-12 µm; esférica 
semelhante a uma 

amora 

 Estoque de vanádio; 
progenitor da célula do 

tipo mórula 
Célula do tipo mórula 10-15 µm; grandes 

vacúolos contendo 
um material 

fortemente elétron-
denso 

Vanadócito; ferrócito; 
célula compartimentar; 

granulócito globular; 
célula laranja 

Estoque de metal; 
construção e 

regeneração da túnica; 
reação de rejeição; 

encapsulação; 
hemostase 

Célula pigmentar 30-40 µm;  Granulócito globular Estoque de catabólitos; 
pigmentação; proteção 

UV 
Nefrócito Não em todas as 

espécies; 15-40 
µm; vacúolo 

gigante contendo 
numerosos 

pequenos grânulos 
de forma cristalina 

Célula pigmentar 
purínica; célula 

purínica; granulócito 
globular 

Excreção de nitrogênio 
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2. O sistema imunológico  

2.1 O sistema imunológico dos verterados 

Nós, da espécie humana,estamos sujeitos a nos deparar com 

bactérias, vírus e outros patógenos todos os dias. A pele e as mucosas atuam como 

uma primeira barreira, porém, muitos patógenos ainda penetram no nosso corpo. 

Entretanto, a maioria das infecções nos indivíduos normais é transitória e provocam 

pouco ou nenhum dano. Isto se dá devido ao nosso sistema imunológico que 

combate os agentes infecciosos. Toda resposta imunológica envolve, primeiramente, 

o reconhecimento do patógeno e, secundariamente, gera uma reação contra para 

eliminá-lo. Existem dois tipos de resposta imunológica: inata e adaptativa. A 

resposta adaptativa é altamente específica para um patógeno específico e melhora a 

cada encontro com o mesmo, enquanto que a resposta imunológica inata não se 

altera mesmo com repetitivas exposições ao mesmo agente patogênico (Sharon, 

2000).  

A imunidade às infecções é mediada geralmente, portanto, por dois 

sistemas imunológicos, inato (ou natural) e o adquirido (ou adaptativo). O sistema 

imunológico inato é uma forma ancestral e crucial para a primeira linha de defesa e 

começa a desempenhar seu papel antes do sistema imunológico adaptativo (Du 

Pasquier e Smith, 2003).  

 

2.1.1 Principais células do sistema imunológico dos  mamíferos 

Há várias células e mediadores liberados por elas que estão 

envolvidos na resposta imunológica. Os leucócitos são o principal grupo de células 

imunológicas dos mamíferos, consistindo de células fagocíticas (monócitos, 
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macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e basófilos) e os linfócitos (linfócitos T e B). Os 

fagócitos possuem um sistema de reconhecimento não específico e representam a 

primeira linha de defesa na resposta inata. Por outro lado, os linfócitos reconhecem 

especificamente patógenos individuais que estão envolvidos na resposta adaptativa. 

Um número de outras células medeia a inflamação, e o principal propósito é a 

migração destas para o tecido conjuntivo através de mediadores solúveis que guiam 

estas células até o sítio da infecção. Estas células incluem mastócitos, basófilos, 

monócitos, entre outras (Kierszenbaum, 2004).  

Os monócitos possuem o núcleo oval ou reniforme e possuem grânulos 

citoplasmáticos pequenos. Eles circulam no sangue durante 12 a 100 horas e após 

adentram o tecido conjuntivo onde se diferenciam em macrófagos especializados na 

fagocitose das bactérias, na apresentação de antígenos e na remoção de restos 

celulares (Junqueira e Carneiro, 2004). 

 Os linfócitos possuem núcleo redondo e seu citoplasma possui 

poucos grânulos primários, podem viver por poucos dias ou por vários anos. Podem 

ser subdividdidos em linfócitos B e T. Os linfócitos B são produzidos e amadurecem 

na medula óssea. As células B estimuladas por antígenos se diferenciam em 

plasmócitos secretores de anticorpos. Os linfócitos T são produzidos na medula 

óssea, mas completam sua maturação no timo (Junqueira e Carneiro, 2004). 

 Os neutrófilos são células que possuem o núcleo lobulado e seu 

citoplasma possui grânulos primários e secundários, constituem cerca de 60 a 70% 

dos leucócitos circulantes, têm uma vida média de 6 a 7 horas e podem viver até 

quatro dias no tecido conjuntivo. Após deixar a circulação os neutrófilos eliminam as 

bactérias opsonizadas ou limitam a extensão de uma reação inflamatória no tecido 
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conjuntivo. As enzimas contidas nos seus grânulos e os seus receptores específicos 

permitem a sua função antibacteriana e migratória (Kierszenbaum, 2004). 

Como os neutrófilos, os eosinófilos possuem um núcleo bilobulado 

característico. Seu citoplasma contém grânulos volumosos e refráteis, e constituem 

de 2 a 4 % dos leucócitos circulantes. Essas células combatem parasitas e 

participam de processos alérgicos (Kierszenbaum, 2004).  

 

2.1.1.1 Os basófilos e os mastócitos  

A primeira descrição dos mastócitos foi feita em 1877 quando Paul 

Ehrlich observou que algumas células no tecido conjuntivo dos animais continham 

grânulos que se coravam com cor diferente da do corante utilizado (metacromasia) 

como o azul de toluidina e alguns outros corantes. Dois anos mais tarde, Ehrlich 

descobriu células similares no sangue e as chamou de basófilos. A similaridade 

destes dois tipos celulares está na presença de grânulos citoplasmáticos que têm 

forte afinidade por corantes básicos e apresentam metacromasia quando por estes 

corados (Mota, 1995). 

Jorpes e  colaboradores, em 1946, realizaram um longo trabalho sobre 

o poder anticoagulante de um material isolado de fígado de cachorros que foi 

chamado de heparina. Nesses estudos, foi observado que a heparina, quando 

corada com azul de toluidina, apresentava metacromasia. Dessa forma, foi 

demonstrada uma correlação direta entre mastócitos, presentes neste tecido 

específico, e a heparina dele extraída (Mota, 1995).  

Mastócitos e basófilos são tipos celulares que se originam do mesmo 

precursor celular pluripotente. Seu desenvolvimento subseqüente é controlado por 

citocinas distintas. Considerando-se que basófilos e mastócitos foram preservados 
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ao longo da evolução, provavelmente eles devem desempenhar uma importante 

função no corpo. Mastócitos são encontrados, preferencialmente, na pele, 

superfícies mucosas e ao redor dos vasos sangüíneos. Os basófilos, por outro lado, 

são encontrados no sistema circulatório (Figura 4) (West, 1990; Abraham e Arock, 

1998).  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4:  ELETROMICROGRAFIA DE BASÓFILO DE MAMÍFERO , mostrando seus grânulos e 

núcleo. (Kierszenbaum, 2004). 

 

Ambos os tipos celulares possuem receptores de alta afinidade para 

imunoglobulina IgE e contêm grânulos com histamina e proteoglicano de serglicina. 

Porém, os mastócitos possuem heparina como glicosaminoglicano (GAG), 

diferentemente dos basófilos onde o “core” protéico de serglicina é substituído 

exclusivamente por cadeias de condroitim sulfato (Iozzo,1999). Entretanto, elas são 

morfologicamente distintas, têm características diferentes quando coradas e 

respondem diferentemente a vários estímulos e drogas (Tabela 2). 

Além da heparina ou condroitim sulfato e da histamina, os mastócitos e 

basófilos apresentam diversos tipos de mediadores inflamatórios e podem ser 

sensibilizados para liberar o conteúdo dos seus grânulos com IgE e as anafilotoxinas 
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C3a e C5a, entre outros estímulos. O complexo mecanismo envolvido na liberação 

dos grânulos ainda não é totalmente compreendido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1.1.1 Mediadores inflamatórios 

Após a ativação, um grande número de mediadores é liberado por 

mastócitos e basófilos no tecido conjuntivo. Uma vasta quantidade deles é

 

 
Propriedades 
 

 
Mastócitos 

 
Basófilos 

 
Heterogeneidade da população celular 

 
Sim 

 
Não 

Distribuição normal Pele e mucosa 
epitelial de vários 
órgãos e tecidos 

Circulação e no 
tecido durante a 

infecção 

Potencial para proliferar no sítio da 
inflamação 

Sim Não 

Período de vida Meses a anos Horas 

Receptores para várias opsoninas 
CR3 (complemento) 
FcγR (IgG) 
Fc∈RI (IgE) 

 
Sim 
Sim 
Sim 

 
Sim 
Sim 
Sim 

Capacidade de mediar a ligação aos 
micróbios independente de opsonina 

Sim Sim 

Capacidade de fagocitar e matar 
micróbios 

Sim ? 

Capacidade de processar e apresentar 
antígenos dos micróbios as células 
imunológicas 

Sim Não 

Resposta à quimiotaxinas Sim Sim 
Capacidade de liberar mediadores 
proinflamatórios 

 

Sim Sim 

 

Tabela 2:  CARACTERÍSTICAS IMUNOLÓGICAS DOS MASTÓCITOS E 
BASÓFILOS (Adaptado de Abraham e Arock, 1998) 
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estocada pré-formada em seus grânulos na forma ativa, porém, alguns como as 

citocinas e mediadores lipídicos são sintetizados no momento da ativação. 

 

 Mediadores pré-formados   

Heparina 

A heparina é um GAG sulfatado, composto por unidades dissacarídicas 

de ácido hexurônico (ácido α-L-idurônico ou β-D-glucurônico) unido por ligação 

glicosídica do tipo 1→4 à α-D-glicosamina. A molécula de heparina, isolada de 

tecidos altamente vascularizados como intestino e pulmão de bovinos e suínos é 

composta por uma mistura heterogênea de polímeros com uma cadeia semelhante. 

A heterogeneidade resulta de variações de sulfatação na D-glicosamina (N-

acetilação, N-sulfatação, O-sulfatação no carbono 3 ou/e 6) e no resíduo de ácido 

hexurônico (O-sulfatação no carbono 2) (Iozzo, 1999). 

Em vertebrados, as cadeias de heparina (normalmente 7 cadeias de ~ 

100KDa) estão covalentemente ligadas a uma cadeia protéica de <20 KDa, 

enriquecida por aminoácidos de serina e glicina, formando o proteoglicano chamado  

"ser-glicina", com ~ 750 KDa (Iozzo, 1999). As cadeias de heparina encontram-se O-

ligadas a resíduos de serina na região "ser-gli" da molécula, que é altamente 

resistente à ação de enzimas proteolíticas, como tripsina, pepsina, protease V8 e 

outras (Selden et al., 1985). Os proteoglicanos "ser-glicina", ricos em heparina, são 

encontrados somente em mastócitos, onde possuem função fundamental no 

empacotamento e regulação de proteases (quinases, triptases e carboxipeptidades 

A) e outros compostos biologicamente ativos no interior de grânulos secretores (Day 

et al., 1987; Tasheva et al., 1998). Publicações recentes indicam que a falta de 

heparina causa um defeito severo no empacotamento e expressão de proteases no 
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interior dos grânulos de mastócitos de camundongo (Humphries et al.,1999; 

Forsberg et al., 1999). Além disso, foi demonstrado em dois estudos separados com 

camundongos “knockout” para a enzima N-Deacetilase, responsável pela N-

deacetilação da cadeia de heparina durante a sua síntese, e para ser-glicina, que os 

mastócitos apresentavam defeito na morfologia e no estoque e retenção de 

mediadores pré-formados (Henningsson et al., 2002; 2003; 2006). 

 

Histamina 

A histamina é um dos mediadores da inflamação mais bem estudados 

em mastócitos e basófilos. Ela é estocada em seus grânulos e é reconhecida como 

mediador central de doenças alérgicas. Entretanto, mastócitos são as principais 

células produtoras de histamina, embora outros tipos celulares também a produzam 

como basófilos, célula gástrica enterocromafim, nervos e células histaminérgicas. 

Além destes tipos celulares, linfócitos e monócitos podem produzir histamina em 

mínimas quantidades (Macglashan, 2003). Os principais efeitos fisiológicos são o 

aumento da permeabilidade vascular, broncocronstricção, contração do músculo liso 

e aumento da secreção mucosa. 

A histamina medeia suas funções através da sua ligação, como se 

sabe até o momento, a 4 receptores (H1-H4). H1 e H2 são altamente distribuídos, 

H3 é restrito ao cérebro, enquanto que H4 é encontrado no intestino e tecidos 

hematopoiéticos. Por causa da expressão dos receptores H em quase todos os tipos 

celulares, o papel da histamina no nível celular é extremamente complicado 

(Bachert, 2002).  

A histamina é uma amina vasoativa, 2-(4-imidazolil)-etilamina, formada 

a partir da histidina pela histidina-descarboxilase (Rang e Dale, 1993). Nos 
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mastócitos e basófilos, a histamina é mantida em grânulos intracelulares formando 

um complexo com uma proteína ácida e um GAG. A proteína ácida e o GAG 

constituem a matriz do grânulo na qual a molécula básica de histamina é retida por 

forças iônicas e da qual pode ser liberada na troca por íons de sódio, quando o 

grânulo é exposto ao meio extracelular. A razão molar para histamina, heparina e 

proteína nos mastócitos é de 1:3:6 e o conteúdo de histamina é de 

aproximadamente 0,1 a 0,2 pmol/mastócito e 0,01 pmol/basófilo (Rang e Dale, 

1993). 

 

2.1.1.1.2 Os basófilos e mastócitos em invertebrado s 

Os basófilos foram descritos em anfíbios, principalmente em algumas 

espécies de anuros como o Bufo marinus, Rana pipens e Rana esculenta. Foram 

realizados estudos dos grânulos dessas células sangüíneas e observou-se que, na 

maioria das espécies analisadas, a morfologia dos grânulos não era semelhante 

àquela encontrada nos mamíferos, indicando ser uma forma mais primitiva de 

basófilo (Frank, 1989). Em invertebrados não há nenhum relato na literatura de 

células com morfologia ou função semelhante aos mastócitos e basófilos de 

vertebrados (Reite, 1973). Porém, existem relatos dos componentes como heparina 

e histamina, que são encontrados nos grânulos como componentes pré-formados 

em invertebrados. 

 

Heparina 

Em invertebrados a heparina ocorre em diferentes espécies de 

moluscos, crustáceos e ascídias. Foi isolada, na espécie de molusco Katelysia 

opima, uma heparina com alto peso molecular e excelente atividade anticoagulante 
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(Vijayabaskar et al., 2008). Também já foi relatada a presença de uma heparina em 

camarões que possui atividade farmacológica semelhante as das heparinas de baixo 

peso molecular que são extraídas de mamíferos (Nader et al., 2001). Porém, não foi 

relatada a presença de heparina em células imunológicas desses invertebrados.  

 

Histamina 

Em invertebrados marinhos, a histamina foi detectada em algumas 

espécies de anêmonas como a Anemonia sulcata e a Actinia equina, provavelmente 

associada com os tentáculos (Matuszek, 1992). Outras aminas como a serotonina  

foram identificadas na espécie Hydra oligactis.  Outros autores têm demonstrado 

que algumas espécies de ouriço-do-mar possuem histamina nas toxinas produzidas 

por eles (Castano et al., 1978; Mathias et al., 1960). Em alguns moluscos, a 

histamina também foi mapeada e verificou-se que, na espécie Macoma balthica está 

localizada majoritariamente nos principais gânglios do sistema nervoso (Karhumen e 

Panula, 1991). Crustáceos também utilizam histamina como neurotransmissor nos 

seus fotorreceptores (Stuart, 1999). Assim, a não ser no sistema nervoso e em 

poucos relatos no sistema imunológico, nos invertebrados marinhos não há muita 

informação disponível a respeito da presença desta amina. 

 

 

2.1.2 O óxido nítrico (ON) 

O ON é uma pequena e simples molécula, talvez a menor molécula 

produzida pelos mamíferos, que tem efeitos fascinantes desde a manutenção inicial 

da vida, através do controle da circulação placentária e, durante toda a vida, como 

neurotransmissor com capacidade potencializadora, atuando na memória e no 
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aprendizado, e como mensageiro molecular com numerosas funções. Dentre estas, 

podemos destacar sua função na imuno-regulação atuando no combate aos 

patógenos numa resposta imunológica não específica ou inata (Conte e Ottaviane, 

1995; Flora Filho e Zilperstein, 2000). 

A evidência inicial de óxidos de nitrogênio no metabolismo veio de 

experimentos que demonstraram a produção de nitratos em camundongos “germ-

free” no início da década de 80 (Green et al., 1981). Em 1985 demonstrou-se que 

macrófagos ativados por lipopolissacarídeos (LPS) bacterianos eram capazes de 

levar a produção de nitritos e nitratos (Stuehr e Marletta, 1985). Na seqüência, 

evidenciou-se que a L-arginina era o substrato e a L-citrulina era formada como co-

produto (Hibbs et al., 1987). Em 1988, Marletta identificou o ON como o produto da 

reação de oxiredução da L-arginina (Marletta et al., 1988). 

Quase simultanemanete, Furchgott investigava um fator vasodilatador 

associado ao endotélio vascular e poucos anos mais tarde concluiu-se ser o ON o 

responsável por esta atividade biológica (Ignarro et al., 1987). Durante o final da 

década de 80 e início de 90, a comunidade científica aprofundou sua pesquisas 

adicionando importantes conhecimentos sobre o ON como mensageiro e como 

toxina, atuando em inúmeros processos patológicos (Flora Filho e Zilperstein, 2000). 

No sistema circulatório dos mamíferos o ON inibe a proliferação do 

músculo liso vascular e regula as interações entre os leucócitos e os vasos 

sangüíneos. Esses achados estabeleceram o ON como um regulador homeostático 

em vasos, em que a sua ausência ou produção basal reduzida promove várias 

condições e estados patológicos como: vasoconstricção, elevação da pressão 

sangüínea e formação de trombos. Em contraste, a produção exacerbada de ON 
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leva à vasodilatação, hipotensão e disfunção do metabolismo celular (Moncada e 

Higgs, 2006). 

Conhecimentos atuais apontam o ON como um gás de radical livre 

inorgânico que é sintetizado através da oxidação da L-arginina à L-citrulina mediada 

pela enzima óxido nítrico sintase (ONS). Ele é um radical altamente instável que 

rapidamente reage com outras espécies de oxigênio para formar produtos estáveis 

como nitritos (NO2
-), nitratos (NO3

-) e alguns radicais altamente tóxicos como o 

peroxinitrito (OONO-). Por outro lado, arginases competem pelo mesmo substrato 

com a ONS. Como resultado, elas produzem L-ornitina, que pode ser descarboxilada 

pela ornitina descarboxilase (ODC) para produzir poliaminas (Figura 5) (Rivero, 

2006).  

 

 

 

 

 

 

 

  

FIGURA 5: A VIA DA SÍNTESE DO ÓXIDO NÍTRICO (ON)  (Adaptado de Rivero, 2006). O ON é 

sintetizado a partir da oxidação da L-arginina pela óxido nítrico sintase (ONS).  

  

Em vertebrados, dois tipos principais de óxido nítrico sintase (NOS) 

têm sido encontrados: a ONS constitutiva (cONS) e a ONS induzível (iONS). A 

cONS faz parte do metabolismo basal das células e foram descritas duas isoformas: 

a neuronal (nONS) e a endotelial (eONS). A rápida ativação e inativação da nONS e 
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eONS através de mudanças nos níveis de cálcio intracelular e a facilidade com que 

o ON atravessa a membrana celular produz uma resposta muito eficiente que é ideal 

para a transmissão dos sinais celulares. Em contrate, a isoforma iONS é sintetizada 

rapidamente por uma variedade de células e tecidos em resposta a citocinas pró-

inflamatórias em doenças infecciosas agudas (Knowles e Moncada, 1994; Alderton 

et al., 2001). 

A iONS sintetiza 100-1000 vezes mais ON do que as isoenzimas cONS 

(nONS e eONS). A alta toxicidade do ON produzido via iONS se deve a quantidade 

elevada de ON gerada que reage com oxigênio e com intermediários reativos de 

oxigênio, que têm propriedades enzimáticas e danosas ao ácido desoxirribonucléico 

(DNA) (Colasanti et al., 2001). 

 

2.1.2.1  O óxido nítrico e imuno-regulação 

Além de todas as funções descritas acima, o ON serve como um 

potente fator imuno-regulatório. Porém, o papel exato do ON na regulação do 

sistema imunológico ainda permanece duvidoso. Ainda assim, suas principais 

funções podem ser destacadas como a inibição de genes envolvidos na proliferação 

e no crescimento celular (Guzik et al., 2003), e a inibição da proliferação de linfócitos 

T pelo ON produzido por monócitos e células apresentadoras de antígeno (Van der 

Veen, 2001; Guzik et al., 2003). O ON também pode regular a função de mastócitos, 

e acredita-se que esta molécula seja inibidora da ativação de mastócitos em 

processos alérgicos através da inibição da liberação de histamina por estas células 

(Guzik et al., 2003). 

Baixos níveis de ON atuam interagindo diretamente com íons metais 

carregados positivamente de guanilato ciclase, citocromo P450 e ONS. A ativação 
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da guanilato ciclase leva à ativação de outros mensageiros que possuem ação final 

de vaso-relaxamento, aumento da permeabilidade vascular, inibição da proliferação 

celular, inibição da agregação plaquetária e ação anti-oxidante.  Porém, em grandes 

quantidades, o ON pode matar microorganismos e nitrosilar macromoléculas, causar 

danos ao DNA, oxidação de LDL, formação de isoprostano e inibição da respiração 

mitocondrial (Guzik et al., 2003). 

O ON também pode ativar outros mensageiros intracelulares levando à 

ativação do fator de transcrição nuclear−κΒ (NFκB) em murinos e, 

conseqüentemente, aumentar a produção indireta de citocinas pró-inflamatórias 

como a interleucina 6, caso seja produzido em grandes quantidades. Se produzido 

em pequenas quantidades, ele pode inibir o NFκB e diminuir o processo inflamatório 

(Connelly et al., 2003). 

Sumarizando, o papel do ON na regulação da resposta imunológica 

permanece obscuro, principalmente devido ao fato de que é produzido por diversas 

células que participam em todos os estágios do processo inflamatório. Parece que 

sua ação na regulação imunológica é dependente de sua concentração, do ambiente 

celular e das células que sofrem seus efeitos (Guzik et al., 2003; Moncada e Higgs, 

2006). 

 

2.1.2.2 O óxido nítrico em invertebrados 

Nos últimos anos, houve um evidente aumento de citações implicando 

a sinalização de ON em vários organismos ao longo da escala filogenética, incluindo 

notavelmente os invertebrados, tendo-se mostrado uma grande variedade de 

funções (Palumbo, 2005). 
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Estudos recentes da presença de ON em invertebrados utilizaram a 

marcação da NADPH diaforase, uma técnica comumente utilizada para detectar 

ONS em mamíferos baseada na formação de formazana (Vicent, 1986). Esta técnica 

tem revelado a presença de ONS no sistema nervoso central e no sistema nervoso 

periférico de uma variedade de animais marinhos, animais de água doce e moluscos 

terrrestres (Moroz e Gillette, 1996).  

Em Aplysia, uma marcação positiva da NADPH diaforase é exibida 

pelos neurônios histaminérgicos (Jacklet, 1995). Em Sepia NADPH diaforase é 

evidenciada no cérebro, numa estrutura análoga ao cerebelo (Chichery e Chichery, 

1995). No molusco Mytilus edulis o ON está envolvido em mecanismos de defesa 

(Ottaviani et al., 1993). Este animal elimina as bactérias através de dois processos: 

fagocitose e formação de agregados de bactérias. O primeiro mecanismo é ativado 

e, então, quando a fagocitose está ainda ativa, os agregados de bactérias se 

formam através da ação citotóxica do ON produzido pelos imunócitos (Palumbo, 

2005).  

É interessante notar que a marcação positiva para NADPH diaforase 

tem sido reportada também em alguns invertebrados marinhos primitivos como: no 

sistema neuroendócrino da estrela-do-mar Marthasterias glacialis (Martinez, 1994); e 

em uma variedade de estruturas larvais no pepino-do-mar Lytechinus pictus (Bishop 

e Brandhorst, 2001). 

Os papéis biológicos do ON nos invertebrados marinhos são múltiplos 

e estão relacionados à alimentação, defesa, estresse ambiental, aprendizagem, 

metamorfose, simbiose, agregação dos hemócitos e regulação da pressão 

sangüínea (Palumbo, 2005). Algumas das funções biológicas do ON nos 

invertebrados marinhos são similares àquelas encontradas nos mamíferos, o que 
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nos indica que a sinalização do ON é evolucionária e funcionalmente conservada, 

estando distribuída ao longo dos vários filos dos invertebrados marinhos (Palumbo, 

2005). 

 Os principais indutores à produção de ON nos invertebrados são o 

lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli, zimosan, extraído de fungos, e os ésteres de 

forbol. Porém, em alguns invertebrados como o molusco Mytilus galloprovincialis o 

LPS de E.coli não estimula o aumento da produção de ON.  

 

2.3 A evolução do sistema imunológico 

Durante a evolução, muitas estratégias de defesa foram desenvolvidas 

para eliminar patógenos e parasitas, e uma grande variedade de mecanismos inatos 

de defesa é encontrada por todo o reino animal. Em contraste, o acúmulo de 

evidências sugere que os componentes-chave da imunidade adaptativa, como o 

rearranjo de genes de receptores e o complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC), são únicos em vertebrados mandibulados (Figura 6)(Kasahara et al.,2004). 
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FIGURA 6: FILOGENIA E EVOLUÇÃO DO SISTEMA IMUNOLÓGI CO. (Adaptado de Khalturin et al., 

2004). O sistema imunológico adaptativo surgiu com os condrictes (peixes mandibulados). Antes 

deles apenas o sistema imunológico inato está presente. 

 

Existe um grande número de células e mediadores liberados pelas 

células, que estão envolvidos na resposta imunológica. Os leucócitos são o principal 

grupo de células imunológicas de vertebrados, que consistem, como foi descrito 

anteriormente, de células fagocíticas (monócitos, macrófagos e neutrófilos, entre 

outros) e os linfócitos (T e B). Os fagócitos apresentam um sistema de 

reconhecimento não-específico e constituem a primeira linha de defesa no sistema 

imunológico inato. Os linfócitos, por outro lado, reconhecem especificamente 

patógenos individuais e estão então, envolvidos na resposta imunológica adaptativa 

(Iwanaga e Lee, 2005).  

Durante duas décadas, as estruturas e funções moleculares de vários 

componentes de defesa, que participam do sistema imunológico inato têm sido 

estabelecidas com pesquisas em animais como: insetos, límulo, camarões de água 

doce, moluscos e ascídias. Essas moléculas de defesa incluem fenoloxidases, 

fatores de coagulação, lectinas, ON, inibidores de proteases, peptídeos 

antimicrobianos, receptores Toll, e outros fatores humorais encontrados 

principalmente na hemolinfa (plasma e hemócitos) (Iwanaga e Lee, 2005). 

O sistema imunológico inato foi considerado formalmente como um 

sistema imunológico não-específico, caracterizado pela fagocitose. Entretanto, a 

imunidade inata tem considerável especificidade e possui receptores que são 

capazes de discriminar entre patógenos e componentes próprios. Esses receptores 

reconhecem padrões moleculares conservados associados aos patógenos (PAMPs), 
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comuns a um grande grupo de microorganismos, defendendo com sucesso 

invertebrados e vertebrados contra a infecção (Fujita et al., 2004).  

Já, a imunidade adaptativa é caracterizada pela presença de 

imunoglobulinas (Ig), receptores do linfócito T (TCR) com uma parte variável de 

receptores gerados por recombinação somática de elementos dispersos no genoma, 

e por MHC, que estão presentes apenas em vertebrados mandibulados. Assim, os 

elementos essenciais da resposta imunológica adaptativa estão agrupados num co-

envolvimento de unidades Ig-TCR-MHC. Este complexo sistema foi acrescentado 

aos sistemas inatos herdados dos invertebrados onde somente alguns elementos 

são conservados, como o sistema complemento, e outros, como a cascata do 

receptor do tipo Toll, que são ainda requeridos para o início da resposta imunológica 

adaptativa (Du Pasquier, 2004). 

Como e por que este sistema imunológico adaptativo surgiu é uma 

fascinante questão evolucionária que talvez possa ser revelada com a investigação 

do sistema imunológico dos cordados que não são vertebrados (Du Pasquier, 2001; 

2004). A figura 7 mostra a escala filogenética onde estão representados os 

componentes do sistema imunológico que já foram caracterizados nos metazoários 

apresentando uma idéia mais concreta do aumento de complexidade do sistema 

imunológico dos animais mais primitivos até os mais complexos. 
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FIGURA 7: ELEMENTOS DO SISTEMA IMUNOLÓGICO. Adaptado de Du Pasquier, 2001). (C’) 
Complemento. C1, C2, V, I-set, tipos de domínios Ig. (Dig) Membros da superfamília de Ig. (E) 
Células efetoras de origem mesodérmica. (H) Reação de histocompatibilidade sobre controle 
genético. (IL) Homólogos ou análogos da interleucina. (M) Memória específica. (MHC I, II, III) 
Complexo Principal de Histocompatibilidade componentes da classe I, II e III. (NK) Células natural 
Killer. (Reg) Conservação da via de transdução de sinal dos linfócitos. 
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3. O sistema imunológico das ascídias 

Nos últimos 20 anos, várias pesquisas têm-se concentrado no estudo 

do sistema imunológico dos invertebrados, com o objetivo de melhor entender o 

sistema imunológico dos mamíferos. Comentaremos abaixo estes estudos. 

Urocordados e vertebrados divergem em aproximadamente 570 

milhões de anos na evolução, porém, suas origens morfofilogenéticas sugerem a 

presença de mecanismos imunológicos comuns. Urocordados são particularmente 

interessantes devido a sua posição filogenética. Estudos comparativos do sistema 

imunológico de urocordados e vertebrados podem dar uma luz à evolução do 

sistema imunológico inato, a origem do sistema imunológico adaptativo e os 

mecanismos de alo-reconhecimento (Khalturin et al., 2004).  

Sendo assim, existem várias razões para se analisar o sistema 

imunológico dos tunicados. Os tunicados são cruciais para nos ajudar na 

compreensão de detalhes intrincados do sistema imunológico dos mamíferos. 

Provavelmante, o complexo sistema imunológico dos humanos não surgiu de novo. 

Ao invés disso, ele evoluiu a partir do sistema imunológico inato presente nos 

protocordados. Os tunicados são excelentes modelos: eles não são caros para 

serem obtidos, não-controversos socialmente e têm características únicas. 

Tunicados, como humanos, pertencem à linha dos protocordados que incluem todos 

os vertebrados.  

Assim, a descoberta de mecanismos imunológicos em tunicados 

poderia prover uma alternativa ao uso tradicional de mamíferos (camundongos, 

ratos) emergindo como modelo para se responder questões básicas a respeito da 

imunidade e de doenças em Urocordados, os ancestrais dos vertebrados (Cooper e 

Parrinello, 2001). 
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Para alguns autores é controversa a evolução do sistema imunológico 

ao longo do Filo. Sendo assim, é necessário que sejam realizadas mais pesquisas 

com tunicados para a identificação de mecanismos moleculares do sistema 

imunológico destes animais, o que ajudaria na confirmação de homologias 

evolucionárias e justificaria a completa extrapolação para o sistema imunológico dos 

mamíferos (Cooper e Parrinello, 2001). 

Várias espécies de ascídias já foram estudadas, e observou-se que 

seu sistema imunológico está principalmente relacionado com as células presentes 

na hemolinfa, os hemócitos, e com fatores humorais encontrados no plasma. 

Também, um número de possíveis genes do sistema complemento foi recentemente 

identificado em Ciona intestinalis (Azumi et al., 2003). Em vertebrados superiores, 

cerca de 35 proteínas são conhecidas por ter função nas três vias de ativação do 

sistema complemento, clássica, alternativa e da lectina (Fujita, 2002). E, 

surpreendentemente, quase os mesmos números de componentes do sistema 

complemento estão presentes nas ascídias (Nonaka, 2001). Em H.roretzi, clones do 

cDNA do terceiro componente do sistema complemento (C3), lectinas ligantes de 

manose associadas com serino proteases (MASP) e fator B  (Bf) foram isolados do 

hepatopâncreas na biblioteca de cDNA (Nonaka e Azumi, 1999). 

Além dos genes para o sistema complemento, muitos outros genes 

envolvidos no sistema imunológico inato de cordados invertebrados, como a Ciona 

intestinalis, têm sido identificados, incluindo três receptores do tipo Toll e os genes 

envolvidos na transdução de sinal intracelular da resposta imunológica, como o fator 

de diferenciação mielóide 88 (MyD88), o receptor associado a quinase IL-1 (IRAK), o 

fator associado ao receptor TNF (TRAF), o NFκB, e o inibidor kappa B (IκB) (Azumi 
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et al., 2003). A análise genômica dos genes da ascídia Ciona intestinalis revelou a 

presença do NFkB com domínios altamente conservados (Yagi et al., 2003). 

 
3.1 Os hemócitos e suas funções imunológicas nas as cídias 

 

 Os hemócitos podem atuar como mediadores de fagocitose discernindo 

moléculas próprias e não-próprias, expressando citotoxicidade, encapsulando 

antígenos, reparando tecidos danificados e induzindo a coagulação, em possíveis 

respostas imunológicas inatas (Arizza et al., 1995). Já foi descrita a produção de 

vários peptídeos microbicidas (Cooper e Parrinelo, 2001), lectinas (Sekine et al., 

2001), fatores humorais (Fujita et al., 2004), espécies reativas de oxigênio (Cooper e 

Parrinelo, 2001), ON (Cima et al., 2004), entre outros.  

Na Halocynthia roretzi, os hemócitos apresentam várias reações 

imunológicas. Nos seus hemócitos, encontramos a fenoloxidase, o principal 

componente derivado da hemolinfa que está envolvido na defesa do hospedeiro. 

Esse componente está contido nos hemócitos e é liberado quando estes são 

tratados com zimosan ou LPS, mas não com (1→3)-β-D-glicana (Hata et al., 1998; 

Iwanaga e Lee, 2005). 

Com respeito às moléculas de proteínas envolvidas na fagocitose e no 

reconhecimento de patógenos, o genoma da Ciona contém várias integrinas α e β, 

lectinas do tipo C, proteínas ligadoras de bactérias Gram-negativas e proteínas 

ligadoras de LPS. Entretanto, ainda não foi reportado nenhum sistema de 

coagulação nas ascídias (Iwanaga e Lee, 2005). 

Em Ciona intestinalis, vários tipos de hemócitos já foram descritos e 

observou-se que somente alguns tipos celulares são capazes de realizar fagocitose 

(Rowley,1981). Porém, quase todos os tipos celulares desta espécie são capazes de 
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migrar da hemolinfa para o local da injúria, indicando que estas células estão 

envolvidas em mecanismos das respostas imunológicas e inflamatórias (De Leo, 

1997; Di Bella e De Leo, 2000). Porém, ainda existem poucos estudos que tentam 

correlacionar a morfologia dos hemócitos a sua função. 

 

3.1.1 Células do tipo mastócito nas ascídias 
   

Há escassa literatura a respeito dos basófilos nas diferentes espécies 

de animais ao longo da evolução. Sabe-se que os basófilos ou células granulares, 

como são também designados, são encontrados em basicamente todos os 

mamíferos. Porém, em aves, répteis e anfíbios pouquíssimos estudos foram 

realizados. 

Em trabalhos mais recentes do nosso grupo com a ascídia S. plicata 

observou-se a presença de uma célula localizada na membrana perivitelínica dos 

ovócitos, a célula teste, onde se identificou a presença de heparina, um 

glicosaminoglicano relatado apenas em mastócitos de mamíferos (Figura 8) 

(Cavalcante et al., 2000). 

Cavalcante e colaboradores observaram que esta heparina presente 

na ascídia S. plicata, apresenta exogenamente atividade anticoagulante e estrutura 

similar à heparina de mamíferos encontrada nos seus mastócitos. E que, quando a 

célula teste é estimulada com 48/80, um composto conhecido por estimular a 

desgranulação de mastócitos e basófilos de mamíferos, a célula teste libera o 

conteúdo dos seus grânulos, indicando ser suscetível ao mesmo estímulo 

(Cavalcante et al., 2000). 

Posteriormente, Cavalcante e colaboradores detectaram a presença de 

histamina nos grânulos da célula teste (Figura 9), como ocorre em mastócitos de 
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mamíferos e, pela primeira vez na literatura correlacionou-se a morfologia das 

células teste a uma função no sistema imunológico que seria de proteção aos 

ovócitos, indicando provavelmente que esta célula seria uma célula evolutivamente 

precursora dos mastócitos de mamíferos (Cavalcante et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8: LOCALIZAÇÃO DE HEPARINA NOS ÓVULOS DA ASC ÍDIA S. plicata . 

(Adaptado de Cavalcante et al., 2000). a) coloração metacromática dos grânulos citoplasmáticos dos 

óvulos da ascídia com 1,9- azul de metileno. c e e) imunofluorescência das células teste com 

anticorpos anti-heparina. b e d) controle sem o anticorpo primário. Barras de escala: 50 um.  
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FIGURA 9: IMUNOLOCALIZAÇÃO DE HISTAMINA E HEPARINA NOS GRÂNULOS NO 

INTERIOR DAS CÉLULAS TESTE DA ASCÍDIA S. plicata. (Cavalcante et al., 2002). a,b) 

Imunoeletromicrografia com anticorpo primário anti-heparina  c e d) Imunoeltromicrografia com 

anticorpo primário anti-histamina. Barras de escala: a) 150 nm; b) 60 nm; c) 200 nm; d) 70 nm. 

 

 
3.2 O óxido nítrico nas ascídias 
 

 Nas ascídias, o ON também apresenta diversas e importantes funções. 

Entre essas funções, destacamos seu papel na fertilização, no desenvolvimento e na 

defesa. No cordado Ascidiella aspersa o ON não tem papel na fertilização, sugerindo 

que os cordados apresentam um mecanismo diferente de ativação dos ovócitos em 

comparação com os ouriços-do-mar (Hyslop et al., 2001). Porém, sabe-se que em 

Ciona intestinalis, o ON ativa os canais de íons nos ovócitos. O tratamento de 

ovócitos não fertilizados com doadores de ON resulta na geração de uma corrente 

de fora para dentro, similar à corrente gerada na fertilização pelo espermatozóide 

(Grumetto et al., 1997).  
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O ON atua também em estágios posteriores do desenvolvimento: é um 

inibidor endógeno da metamorfose nas ascídias Boltenia villosa e Cnemidocarpa 

finmarkiensis (Bishop et al., 2001). Em Ciona intestinalis Comes e colaboradores 

investigaram a expressão espacial e temporal da ONS bem como a sua localização 

e o seu possível papel durante o desenvolvimento e a metamorfose da larva desta 

ascídia. Eles puderam observar que o ON tem papel como regulador endógeno da 

regressão da cauda atuando como mediador da ativação de caspases na apoptose 

(Comes et al., 2007). 

Neste mesmo trabalho Comes e colaboradores identificaram a 

presença de um único gene para ONS que possui homologia com os três genes da 

mesma enzima nos mamíferos, 53% com a isoforma neuronal, 50% com a isoforma 

endotelial e 47% com a isoforma induzível (Comes et al., 2007). 

Em Botryllus schlosseri, um estudo dos aspectos celulares no alo-

reconhecimento destas ascídias coloniais, identificou a presença de ON nos 

estágios iniciais da reação de rejeição. Nestes experimentos, Cima e colaboradores 

(2004) mostraram um significante aumento dos íons nitrito, quando os hemócitos 

eram incubados com plasma sangüíneo heterólogo, indicando uma produção de ON 

pelos hemócitos, o que pode contribuir para a indução da citotoxicidade gerada pela 

atividade de fenoloxidase nos hemócitos do tipo mórula.  

Pelo exposto nota-se que é preciso se caracterizar com detalhes a 

estrutura dos hemócitos das ascídias, para que se possa correlacionar os seus 

diferentes tipos com as funções desempenhadas. Foi nesse sentido que esta tese se 

concentrou tendo já sido publicado um trabalho (De Barros et al., 2007) que relata a 

presença de uma galactoglucana no plasma e uma célula semelhante aos basófilos 

de mamíferos que possui heparina e histamina nos seus grânulos, além de uma 
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caracterização morfológica geral não detalhada dos hemócitos presentes na 

hemolinfa da ascídia S. plicata. E, o outro trabalho que foi submetido pela segunda 

vez para a revista “Developmental and Comparative Immunology”, as respostas já 

foram enviadas aos revisores do trabalho que está apresentado na seção de 

Resultados. Neste trabalho apresentamos uma classificação morfológica dos 

diferentes tipos de hemócitos presentes na hemolinfa da S. plicata com mais 

detalhes e, também relatamos a presença de ON nos seus hemócitos. 



 38

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS 



 39

1. Objetivos gerais 

Neste trabalho, tivemos como objetivo principal realizar um estudo 

ultraestrutural dos hemócitos na hemolinfa da ascídia S. plicata, correlacionando a 

forma desses hemócitos com a sua função desempenhada no contexto do sistema 

imunológico deste animal. Para isto, caracterizamos bioquimicamente moléculas 

presentes nos hemócitos, realizamos ensaios in vitro e in vivo, utilizamos técnicas de 

microscopia entre outros. Todas essas técnicas foram utilizadas com o objetivo de 

melhor entender a relação entre a morfologia e a fisiologia. 

O primeiro ponto que foi analisado nesta tese foi a morfologia dos 

hemócitos, de modo a poder correlacioná-las com as suas funções na ascídia S. 

plicata. Posteriormente, com base nos estudos de Cavalcante e colaboradores 

(2002), que demonstrou a presença de heparina e histamina co-localizadas nas 

células teste dos ovócitos da ascídia S. plicata, nós nos questionamos se haveria 

uma célula sangüínea semelhante a esta e aos basófilos de mamíferos na sua 

circulação.  

Dando continuidade ao estudo do sistema imunológico deste animal, 

nos questionamos a respeito de outra molécula, o ON, que é produzida pelos 

hemócitos de outros invertebrados, funcionando como principal molécula efetora do 

sistema imunológico. Em ascídias, há na literatura um relato de que um tipo de 

hemócito produz ON (Cima et al., 2004). Para isso, realizamos inúmeros ensaios, 

inclusive ensaios de inflamação in vivo, além de utilizar técnicas já conceituadas de 

detecção como o método da NADPH diaforase. 
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2. Objetivos específicos  

 

 Foram os seguintes: 

• Caracterizar morfologicamente os tipos de hemócitos utilizando MET; 

• Verificar se existe algum hemócito na hemolinfa que apresente morfologia 

semelhante aos basófilos de mamíferos e às células teste de ascídias; 

• Isolar e caracterizar bioquimicamente os polissacarídeos do plasma e dos 

hemócitos; 

• Avaliar a atividade biológica da heparina dos hemócitos; 

• Realizar ensaio para medir a atividade enzimática da histamina-N-metil-

transferase dos hemócitos; 

• Localizar por imunocitoquímica a heparina e a histamina nos hemócitos; 

• Identificar quais hemócitos produzem ON através de imunoeletromicrografia; 

• Identificar a expressão de iONS pelos hemócitos, através de técnicas de 

imunocitoquímica , NADPH diaforase e western blotting; 

• Verificar se os hemócitos respondem à produção de ON como os macrófagos 

de mamíferos, através de estímulos com LPS de E.coli; 

• Observar se os hemócitos produzem ON em resposta a uma inflamação 

induzida na sua túnica através da injeção de E.coli. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
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1. Coleta de ascídias  

As ascídias foram coletadas na Praia da Urca (RJ) e mantidas em 

aquário sob aeração à 20º C. A hemolinfa, contendo os hemócitos, foi obtida através 

de punção na cavidade celômica próxima ao coração com uma seringa, e mantida 

em tubos contendo uma solução de anticoagulante marinho (MAC-26,3 g de cloreto 

de sódio, 18 g de glicose, 4,41 g de citrato de trissódico, 2,73 g de ácido cítrico, 

3,72g de EDTA em 1000 mL de água destilada, pH 7,0) com igual proporção de 

hemolinfa. Em seguida, a solução foi centrifugada a 130 x g por 10 min à 

temperatura ambiente para separação dos hemócitos (Peddie e Smith, 1994). O 

pellet, contendo os hemócitos, foi fixado para microscopia eletrônica de transmissão 

ou para microscopia de luz ou ainda, processado para os procedimentos 

bioquímicos. 

 

2. Ultraestrutura dos hemócitos 

Os hemócitos isolados da hemolinfa foram fixados com glutaraldeído a 

2,5% em água do mar, em forno de microondas por 20 seg., pós-fixados em OsO4 a 

1%, desidratados em série crescente de acetona até 100% e infiltrados com resina 

Epon. Cortes ultrafinos (60 nm) foram obtidos em ultramicrótomo (modelo RMC 

6000), depositados em grades de cobre (300 mesh) e contrastados com acetato de 

uranila (2 %) por 30 minutos e citrato de chumbo (1%) por 5 min. Os cortes foram 

observados ao microscópio eletrônico de transmissão (MET) Zeiss 900, operado em 

80 kV.  
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3. A extração de GAGs 

O pellet contendo os hemócitos foram imersos em acetona por 24h à 40 

C e seco em estufa a 60oC. O material seco foi ressuspendido em tampão acetato 

de sódio pH 5,5, contendo 14 g de papaína e incubado à 600 C durante 24 h. Após 

extração proteolítica, o sobrenadante foi separado por centrifugação e os 

polissacarídeos precipitados com etanol 100 % a 4oC. Este processo foi repetido 2 

vezes.  

Para a extração dos polissacarídeos do plasma, após a remoção dos 

hemócitos, o plasma foi dialisado contra água destilada, liofilizado, e o material 

tratado com papaína como descrito acima. Os polissacarídeos foram precipitados 

com 2 volumes de etanol 100%. 

 

4. Purificação dos polissacarídeos 

Os polissacarídeos obtidos do plasma foram purificados numa coluna 

de troca iônica, Q-sepharose, acoplada a um sistema de cromatografia líquida de 

performance rápida (FPLC). A coluna foi equilibrada com 20 mM de tampão Tris/HCl 

pH 8,1 e os polissacarídeos eluídos com um gradiente linear de 0-2,0 M de NaCl, 

utilizando-se um fluxo de 2 mL/min. Frações de 1,5 ml foram coletadas e analisadas 

pela sua reação metacromática, usando-se 1,9-azul de dimetil metileno e 

eletroforese em gel de agarose (Dietrich e Dietrich,1976;Farndale et al.,1986). As 

frações contendo os polissacarídeos foram agrupadas, dialisadas em água destilada 

e liofilizadas. Os GAGs obtidos dos hemócitos foram purificados numa coluna de 

troca iônica Mono Q, equilibrada com 20 mM de tampão Tris/HCl pH 8,1. Os GAGs 

foram eluídos  em gradiente linear de 0-2,0 M de NaCl com um fluxo de 0,5 mL/min. 
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As frações obtidas da coluna foram dialisadas, liofilisadas e analisadas por 

eletroforese em gel de agarose (Dietrich e Dietrich, 1976). 

 

5. Tratamentos enzimático e químico 

Os polissacarídeos obtidos do plasma e dos hemócitos (50 µg) foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose antes e após o tratamento com 0,001 

unidades de heparam sulfato-liase e heparina-liase ou ácido nitroso em 1mL de 

tampão acetato de sódio 100 mM, pH 7,0 contendo 10 mM de acetato de cálcio por 

24 h à 370 C e 0,003 unidades de condroitinase AC e condroitinase ABC em tampão 

acetato de sódio 0,03 M, Tris- HCl 0,1 M, EDTA 0,01 M, pH 6,0 à 370 C por 24 h.  A 

heparam-sulfato-liase é uma enzima que degrada especificamente heparam sulfato. 

Ela foi obtida da bactéria Flavobacterium heparinum e realiza clivagem eliminativa 

da ligação α-N-acetil-D-glucosamina. A heparina-liase é uma enzima que atua sobre 

a heparina e é obtida de Flavobacterium heparinum. Seu mecanismo de ação é 

através da clivagem eliminativa da α-glucosamina ligada à 2-O-sulfo-L-ácido 

idurônico. A condroitinase AC atua sobre condroitim-sulfato e a condroitinase ABC 

atua sobre condroitim sulfato e dermatam sulfato. O ácido nitroso realiza um 

tratamento químico através da clivagem deaminativa da heparina e/ou heparam 

sulfato como descrito anteriormente por Shively e Conrad (1976). As degradações 

foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose. 

 

6. Análise química do polissacarídeo do plasma  

O total de hexose foi medido pelo método do ácido fenol-sulfúrico de 

Du Bois (1956). Após a hidrólise ácida feita com ácido trifluoroacético (TFA) 6,0 N a 
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1000 C por 5 h, o total de sulfato foi determinado pelo método de BaCl2-gelatina 

(Saito et al., 1968). 

A composição monossacarídica do polissacarídeo sulfatado do plasma 

foi determinada por cromatografia em papel em solvente butanol:piridina:água (3:2:1, 

v/v) e ácido isobutírico:amônia (5:3,v/v), após, hidrólise ácida (TFA 98 %, 1000 C por 

6 horas) das frações purificadas obtidas pela Q-Sepharose. Os produtos foram 

revelados no cromatograma através da coloração por nitrato de prata. 

 

7. Análise quantitativa do polissacarídeo do plasma  

A composição percentual da cada monossacarídeo que compõe o 

polissacarídeo do plasma foi estimada através do perfil densitométrico de cada 

banda revelado pelo cromatograma, utilizando-se o software Molecular Analyst, 

versão 1.4.1, 1992/1995, Bio- Rad. 

 

8. Espectroscopia de RMN (Ressonância Magnética Nuc lear) 

O espectro 1H foi realizado utilizando-se um Brucker DRX 600 com um 

“probe” de ressonância tripla. Cerca de 3 mg do polissacarídeo do plasma purificado 

foi dissolvido em 0,5 mL de 99,9% de água deuterada. Todos os espectros foram 

realizados à 600C com supressão de deutério de hidrogênio e oxigênio (HOD) por 

pressurização. O espectro de COSY foi realizado usando estágios de TPPI (states-

time proportion phase incrementation) para detecção da quadratura numa dimensão 

indireta. Todos os deslocamentos químicos foram relativos ao ácido 

trimetilsililproiônico para 1H. 
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9. Determinação de peso molecular 

O peso molecular dos polissacarídeos foi estimado através de gel de 

poliacrilamida 12% (Hilborn et al., 1969). Uma amostra de 50 µg dos polissacarídeos 

do plasma foi aplicada ao gel e a banda formada foi comparada com padrões de 

peso molecular de dextram 500, condroitim-6-sulfato, condroitim-4-sulfato e dextram 

8.000 para uma análise aproximada do peso molecular por comparação. 

 

10. Cromatografia de troca aniônica forte (CTA-SAX)  da heparina após 

tratamento enzimático 

Após exaustiva digestão da heparina (1mg), que foi realizada à 

temperatura ambiente por 48 h com uma mistura de 2,5 mUI de heparinase I, 2,5 

mUI de heparinase II e 2,5 mUI de heparinase III num volume total de 30 µL de  de 

tampão acetato de sódio 100 mM, pH 7,0 contendo  de Ca(OAc)2 2mM e 2 mg/mL 

de BSA, as colunas usadas para a cromatrografia da heparina digerida foram 

equipadas com Cromatografia de troca aniônica (CTA), como descrito recentemente 

(Mourier e Viskov, 2004). O sal eluente foi o sulfonato de metanoamônio, preparado 

através da neutralização sobre pH 2,5 do ácido sulfônico de metano através de 

soluções aquosas de amônia. O solvente B do CTA-SAX foi sulfonato de 

metanoamônia 2M, pH 7,5. O solvente A foi água Milli-Q no pH 7,3 por adição de 

ácido sulfônico de metano. Um gradiente linear começou com 1% de B até 100% de 

B em um fluxo de 0,22 mL/minuto por 74 minutos. 
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11. Cromatografia de afinidade da antitrombina III (ATIII) pela heparina dos 

hemócitos 

A heparina dos hemócitos (1 mg) foi cromatografada numa coluna 

ATIII-sepharose. A coluna foi preparada através da ligação de 100 mg de ATIII 

humana (hyphen biomed) com uma Sepharose 4B (Sigma) com brometo de 

cianogênio. A fração da heparina foi eluída da coluna numa solução de NaCl. A 

fração de baixa afinidade foi eluída da coluna com NaCl 0,25M em tampão Tris-HCl 

10 mM pH 7,4 e dessalinizada em uma Sephadex G10. A fração de alta afinidade foi 

eluída da coluna com de NaCl 3,0 M em de Tris-HCl 10 mM no mesmo pH e 

dessalinizada também em Sephadex G10.  

 

12. Ensaio de inibição da trombina por antitrombina  na presença da heparina 

dos hemócitos 

A atividade de antitrombina dos picos obtidos da coluna de afinidade 

foi avaliada por ensaios da atividade amidolítica da trombina usando-se um 

substrato cromogênico S2228 (Pavão et al.,1998). As reações foram realizadas em 

microcubetas contendo as seguintes concentrações finais dos reagentes: 

antitrombina 50 nM,  trombina 15 nM e 0-10 µg/mL do heparinóide dos hemócitos 

em 100 µl de Tris-HCl 0,02 M de NaCl 0,15 M e 1,0 mg/mL de polietilenoglicol com 

pH 7,4 (Tampão TS/PEG). A trombina foi adicionada por último para iniciar a reação. 

Após 60 seg de incubação à temperatura ambiente, foram adicionados 500 µL de 

substrato cromogênico S-2238 100 µM em tampão TS/PEG e a absorbância foi lida 

à 405 nm. 
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13. Atividade de histamina-N-metil-transferase  

Os tecidos da S. plicata (intestino, brânquia e hemolinfa) foram 

homogenizados em tampão fosfato-salino (PBS) (1% V/V) e submetidos à três ciclos 

consecutivos de congelamento e descongelamento e, então, submetidos a 

centrifugação à 1.500 g por 10 min. Os sobrenadantes foram estocados à – 200C até 

a quantificação do total de histamina e proteína. O conteúdo de proteína total foi 

quantificado espectrofotometricamente (540 nm) através da técnica do biureto 

(Fleury e Eberhard, 1951). O conteúdo de histamina foi estimado no sobrenadante 

pela técnica radioenzimática de Snyder e colaboradores (1966). Os ensaios foram 

realizados num volume final de 60 µL, consistindo de 10 µL de solução padrão de 

histamina ou extrato do tecido em 50 µL de uma mistura de histamina-N-metil-

transferase, 0,125 µCi de S-adenosil metionado (metil-3H) e de tampão fosfato de 

sódio 0,05 M pH 7,9. Após as amostras serem incubadas overnight à 40C, a reação 

enzimática foi parada com a adição de 0,5 mL de de NaOH 1,0 M contendo 10 µL de 

metil-histamina não marcada. O 3H complexado à metil-histamina foi então extraído 

com 3 mL de clorofórmio. Após evaporação da fase orgânica, a radioatividade foi 

contada num cintilador Beckman LS-100. 

 

14. Imunoeletromicroscopia dos hemócitos 

Os hemócitos foram fixados em formaldeído (4 %, preparado a partir 

de paraformaldeído) em água do mar e/ou carbodiimida (1 %) sob microondas por 

20 segundos, desidratados em metanol até 95 % a 4oC, infiltrados em resina LRGold 

à -20º C e finalmente polimerizados sob luz ultravioleta por 4 dias. Os cortes 

ultrafinos obtidos (80 nm) foram coletados em grades de níquel (300 mesh), tratados 

com PBS (0,1 M) e albumina bovina (1 %) por 30 minutos para bloquear os sítios 
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inespecíficos. Os cortes foram incubados com anticorpos primários (todas da Sigma) 

contra heparina (monoclonal feito em camundongo) na diluição de 1:50 ou contra-

histamina (policlonal feito em coelho) na diluição 1:1.000, ou contra iONS 

(monoclonal feito em camundongo). Os anticorpos secundários foram anti-

camundongo e anti-coelho conjugados a ouro coloidal (10 nm ou 5 nm). Os cortes 

foram observados ao MET Zeiss 900, operado em 80 kV. 

 

15. Imunohistoquímica dos hemócitos, brânquia e tún ica 

Pequenos fragmentos da brânquia, túnica e o pellet dos hemócitos 

foram fixados em paraformaldeído 4% dissolvido em PBS pH 7,3 por 4 h à 40C, 

desidratados em concentrações crescentes de etanol e incluídos em parafina. 

Cortes de 10 µm foram obtidos em micrótomo (Sorvall) e corados com hematoxilina 

e eosina. Outros cortes foram incubados com anticorpo primário anti-iONS ou anti-

NFkB (somente hemócitos e túnica), e anticorpo secundário biotinilado anti-

camundongo para iONS e anticorpo secundário Alexa 488 anti-camundongo para o 

anti-NFkB. Os cortes foram observados ao microscópio de luz Zeiss Axioplan 

equipado com uma câmara CCD colorida (MediaCybernetics, modelo EvolutionTM 

MP) com a qual foram obtidas as imagens digitais  de 1024 x 1024 pixels de 

resolução. 

 

16. Reação NADPH diaforase 

Para a detecção da enzima ONS nos hemócitos e na brânquia, as 

células foram obtidas como já descrito acima e colocadas para aderir à lamínulas 

por 30 min em tampão MAC. Foram então fixadas em paraformoldeído 4%, lavadas 

em tampão fosfato e colocadas para reagir para NADPH-diaforase utilizando-se o 
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azul de nitro tetrazolium como cromógeno. Já o tecido da brânquia, dissecado e 

fixado em paraformoldeído 4% como já descrito para as células sangüíneas, 

embebido em OCT (Tissue-tek Sakura, Finetechinical Co., Ltd., Tokyo, Japão) e as 

secções (10 µm) foram obtidas em um criostato Leica. 

 

17. Ensaio para detecção de NO 2
- / NO3

-  

Para a análise da produção de NO2
- / NO3

-, os subprodutos do ON, a 

hemolinfa de três animais foi coletada através de punção na cavidade celômica, 

como já explicado, e misturada em volumes iguais com MAC. Após, a mistura foi 

centrifugada (130 X g, 4º C, 5 min.). O pellet resultante contendo as células 

sangüíneas foi ressuspendido em PBS e a densidade celular foi ajustada para 106 

células/mL. Para se determinar o efeito do LPS de E.coli na atividade de ONS 

nessas células, amostras de 300 µL da suspensão de hemócitos em PBS foram 

incubadas com 50 µg de LPS por até 360 min, ou incubadas com 10, 50 ou 100 µg 

de LPS por 1 h. Ao final do período de incubação, as amostras foram imediatamente 

congeladas à -20º C. Para a análise, o homogenato resultante foi centrifugado (130 

X g, 4º C, 10 min.), as proteínas do sobrenadante  quantificadas pelo método de 

Bradford e a razão de NO2
- / NO3

- foi determinada utilizando-se um kit de ensaio para 

óxido nítrico (Nº 482702, Calbiochem).  O ensaio do kit é baseado no método de 

Griess modificado que quantifica amostras combinadas de nitrito e nitrato, os quais 

são utilizados como indicadores da atividade de ONS (Leone et al.,1995). De acordo 

com o protocolo, o nitrato é enzimaticamente reduzido à nitrito,  seguido da 

degradação do excesso de NADPH diaforase e ocorre então, a adição posterior dos 

reagentes de Griess. A densidade óptica foi medida utilizando-se um 

espectrofotômetro a 540 nm de comprimento de onda. Os níveis de nitrito foram 
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medidos em amostras de 60 µL cada e foram normalizadas as quantidades de 

proteínas do tecido de acordo com Bradford (1976). 

 

18. Teste de viabilidade celular 

Uma alíquota da hemolinfa foi coletada e as incubações com PBS ou 

LPS realizadas como descrito para o ensaio do NO2
- / NO3

- em diferentes períodos 

do tempo e/ou com diferentes concentrações de LPS. Após, a viabilidade celular foi 

avaliada com azul de tripan utilizando-se o ensaio de exclusão como descrito 

anteriormente por Ford e Haskin (1988). 

 

19. Ensaio de inflamação in vivo e avaliação da mig ração celular durante uma 

reação tipo inflamatória 

Uma solução contendo 20 µL de E.coli (107 bactérias suspendidas em 

0,1 mL de PBS) foi injetada na túnica da ascídia S.plicata (De Leo et al., 1997; Di 

Bella et al., 2000). Cinco dias após a injeção, foram isolados fragmentos de 2-5 cm 

da região onde as bactérias foram injetadas e estes foram fixados como descrito, e 

observados ao microscópio de luz. Os espécimes de S.plicata injetados com PBS 

foram utilizados como controle. Para confirmar a reação tecidual, as células 

sangüíneas que migraram para o tecido da túnica foram avaliadas através da 

quantificação do número de células presentes no campo de observação do 

microscópio de 3 espécimes injetados com PBS e de 3 espécimes injetados com as 

bactérias. Cinco campos aleatórios foram selecionados (400 X de aumento) e 

contados, e o número de células foi avaliado. A presença de iONS e NFkB nas 

células sangüíneas que migraram para o tecido da túnica foi analisada por 

imunohistoquímica como descrito anteriomente. 
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20. Análise estatística 

As avaliações estatísticas foram baseadas na análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey usando o programa Statistica 6.0 da Statsoft, 

Inc. (Tulsa, OK, USA). Os valores de p< 0,05 foram considerados de significância.  

 

21. Transferência eletroforética 

21.1 Ensaio de determinação da quantidade de proteí na 

Os hemócitos (3x106) foram obtidos e colocados em tubos de ensaio 

contendo 1 mL de PBS ou 100 µg de LPS de E.coli para estimular a produção de 

iONS por 1 hora. Após, as proteínas foram extraídas utilizando-se o tampão de lise 

(20 mM de Tris-HCl, 0,1% de SDS, 0,1% de Triton X-100, pH 7,6) sobre  estímulo de 

ondas ultrasônicas por 1 hora. O total de proteína obtido foi precipitado com 10% de 

ácido tricloroacético e então solubilizado em tampão de Laemmli (1970): 2% SDS, 

10% de glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 0,002% de azul de bromofenol, 0,62 Tris-HCl, 

pH 6,8. 

A concentração de proteínas foi determinada de acordo com Bradford 

(1976) utilizando-se albumina bovina como padrão. 

21.2 Western blotting 

 50 µg da amostra de proteínas foi utilizada em um gel de SDS-PAGE 

5%. As proteínas separadas eletroforeticamente foram transferidas para a 

membrana de PVDF (polyvinilidene fluoride) utilizando-se o transferidor Bio-Rad 

(100V/40 min.). Os sítios inespecíficos da membrana foram bloqueados com o 

reagente de bloqueio Block Ace (AbD Serotec, Oxford, UK). O anticorpo primário 
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monoclonal anti-iONS foi utilizado na diluição de 1:4.000, e o anticorpo secundário 

conjugado à peroxidase foi um anti-camundongo na diluição de 1:10.000. O iONS foi 

detectado utilizando-se o sistema de  ECL quimiluminescência (Amersham, 

Buckinghamshire, UK) e um filme (Kodak T-MAT G/RA, Manaus, AM, Brasil). O peso 

molecular foi estimado utilizando-se padrão de pesos moleculares pré-corados da 

Bio-Rad Laboratories (Hercules, Calif., USA). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 54

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTADOS  



 55

1. A hemolinfa das ascídias contém diferentes tipos  de hemócitos 

Utilizando-se TEM, nós fomos capazes de distinguir 5 tipos de células 

na hemolinfa da ascídia S. plicata: granulócitos, células do tipo linfócito, 

hemoblastos, células do tipo mórula e células pigmentares. Granulócitos foram os 

hemócitos mais frequentemente observados. Essas células têm um diâmetro que 

varia de 4,2 a 5,2 µm, um núcleo excêntrico e pequeno quando comparado ao 

volume citoplasmático. O citoplasma possui numerosos grânulos de diâmetro que 

variam de 0,26 a 0,51 µm, com diferentes elétron-densidades. Alguns destes 

grânulos apresentam uma interna e regular estrutura elétron-densa similar aos 

cristalóides encontrados em basófilos e mastócitos de vertebrados. 

O tipo celular que lembra morfologicamente um linfócito como descrito 

por Sawada e colaboradores, e Radford e colaboradores, em ascídias foi também 

observado em S. plicata. Essas células não apresentam nucléolo proeminente nas 

secções por nós observadas, como descritas por Wright (1981), Sawada e 

colaboradores (1993) e Radford (1998). Essas células medem de 3,1 a 4,8 µm de 

diâmetro, e possuem pequenas vesículas e mitocôndrias. 

Os hemoblastos apresentaram 6,1 µm de diâmetro e não aparecem 

frequentemente. Sua principal característica é a presença de um nucléolo 

proeminente e um citoplasma homogeneamente granular com pouca ou nenhuma 

organela. 

Nós também observamos um tipo celular com um diâmetro variando de 

8,8 µm a 16,1 µm: a célula do tipo mórula. Os vacúolos estão quase que 

completamente preenchidos com um material não-homogêneo compacto e elétron-

denso. Dentro dos vacúolos também pode ser observado um material fibrilar. 
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O último tipo celular identificado, a célula pigmentar, apresenta formato 

oval ou elíptico com diâmetro de 5,10 a 13,10 µm. Sua típica aparência é por causa 

do grande número de glóbulos que possui com diâmetros de 0,4 a 5,35 µm que 

estão parcialmente ou completamente preenchidos com materiais de elétron-

densidade variáveis. Quando observado em maior aumento, este material apresenta 

linhas paralelas elétron-densas juntamente com corpos elétron-densos. O seu 

citoplasma também apresenta muitas vesículas de diferentes formas e tamanhos. 

 

2. A hemolinfa da ascídia S. plicata contêm heparin a nos grânulos das 

células semelhantes aos basófilos e uma única galac toglucana no plasma 

Neste presente estudo, heparina e um heteropolissacarídeo sulfatado 

foram purificados da hemolinfa da ascídia S. plicata. O heteropolissacarídeo ocorre 

livre no plasma e é composto de glucose (60%) e galactose (40%) e, altamente 

sulfatado. A heparina, por outro lado, ocorre nos hemócitos, e, através de 

cromatografia líquida de alta performance os produtos formados a partir da 

degradação com enzimas específicas revelaram a composição dissacarídica de 

∆UA(2SO4)- 1→4βD-GlcN(SO4) (39,7%) e ∆UA (2SO4)- 1→4β-D-GlcN(SO4)(6SO4) 

(38,2%). E, pequenas quantidades de dissacarídeos 3-O-sulfatados ∆UA(2SO4)-

1→4β-D-GlcN(SO4)(3SO4) (9,8%) e ∆UA(2SO4)-1→4-β-DGlcN(SO4)(3SO4)(6SO4) 

(3,8%) também foram detectados. Esses dissacarídeos 3-O-sulfatados foram 

demonstrados neste trabalho por serem essenciais na ligação da heparina dos 

hemócitos a antitrombina III. Técnicas de imunoeletronmicroscopia foram utilizadas 

para demonstrar a presença de heparina e histamina que estavam co-localizadas 

nos grânulos do hemócito do tipo granulócito. Esses resultados mostraram pela 

primeira vez que em ascídias, uma galactoglucana sulfatada circula livre no plasma 
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e que a heparina ocorre como um produto intracelular de uma célula circulante a 

célula do tipo basófilo.   
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3. Os hemócitos da ascídia S. plicata produzem óxid o nítrico como 

mecanismo de defesa 

Um número de outros estudos tem identificado que os hemócitos das 

ascídias que migram da hemolinfa para os tecidos podem desempenhar inúmeros 

papéis fisiológicos nos tecidos. Na ascídia colonial Botryllus schlosseri, foi reportada 

a presença de ON em um único tipo de célula: a célula do tipo mórula. Além disso, a 

análise genômica da ascídia Ciona intestinalis confirmou a ocorrência do gene da 

NOS. Entretanto, em contraste ao genoma dos mamíferos, em que três distintos 

genes são encontrados, nesta ascídia somente um único gene foi detectado. Então, 

sabendo, que o ON é expresso nas células com funções anti-inflamatórias, reações 

imunocitoquímicas foram realizadas para investigar a presença de NOS e verificar se 

essas células apresentam NOS após estimulação com LPS de E.coli. Nossos 

resultados demonstraram que todos os hemócitos produzem ON, porém o tipo 

celular do tipo linfócito é o que produz em maior quantidade. Entretanto, em 

contraste aos macrófagos de mamíferos, após estimulação com LPS a expressão de 

NOS detectada por imunoeletrotransferência não se alterou bem como a produção 

de nitrito, mesmo variando-se as concentrações de LPS e/ou os períodos do tempo. 
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Esta Tese tem como principal objetivo o estudo do sistema imunológico 

da ascídia S. plicata utilizando sua hemolinfa como instrumento de análise.  

Nosso objetivo principal foi estabelecer uma correlação entre a 

morfologia dos hemócitos com  sua função imunológica desempenhada. Além disso, 

através dessas comparações pudemos reunir dados relevantes sobre a morfologia 

dos hemócitos, constituintes intracelulares, moléculas presentes na hemolinfa e 

moléculas produzidas na defesa deste animal e, então, realizamos uma comparação 

com o sistema imunológico dos vertebrados com o intuito de melhor compreender o 

processo de evolução do sistema imunológico neste filo. 

 

1. Classificação morfológica dos hemócitos 

Através de estudos de MET e de acordo com as nossas observações, 

cinco tipos principais de hemócitos puderam ser identificados: granulócitos, células 

do tipo linfócito, hemoblastos, células do tipo mórula e células pigmentares. 

Diferentemente dos nossos resultados Radford e colaboradores, descreveram oito 

tipos de hemócitos na ascídia S.plicata. Sua análise foi baseada em microscopia de 

campo claro e FACS das células marcadas por imunofluorescência. Em outro estudo 

na ascídia Styela clava, Sawada e colaboradores utilizando microscopia de luz e 

MET descreveram quatro tipos de hemócitos (Sawada et al., 1993; Radford et al., 

1998).  

Granulócitos receberam este nome por causa das suas similaridades 

com os granulócitos encontrados nas ascídias da família Botrylidae, especialmente 

Botryllus primigenus (Hirose et al., 2003). Neste tipo celular é que encontramos 

heparina e histamina co-localizadas em seus grânulos, semelhante aos basófilos de 

mamíferos. 
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Hemoblastos tem características típicas de células indiferenciadas, 

como um nucléolo proeminente, uma alta razão núcleo/citoplasma e poucas 

organelas.  Acredita-se que este tipo celular pode se diferenciar em outros tipos, 

como músculo liso, célula do tecido conjuntivo, e outros hemócitos (Freeman, 1964; 

Mukai e Watanabe, 1976; Ermak, 1982; Cloney, 1995). 

O outro tipo celular observado por MET foi a célula pigmentar que 

também já foi descrita em outras ascídias (Radford et al., 1998; Hirose et al., 2003). 

As linhas paralelas elétron-densas observadas no interior dos seus glóbulos 

citoplasmáticos sugerem autofagia para reciclagem de membrana ou estoque de 

produtos já metabolizados para a excreção (Burighel e Cloney, 1997). 

As células do tipo linfócito estão associadas com a destruição de 

células em aloenxertos como reportado por Radford e colaboradores (1998) e 

Peddie e colaboradores (1995). Foi interessante notar que esta célula foi marcada 

intensamente com o anticorpo para iONS. 

 

2. A caracterização de uma galactoglucana no plasma  e de uma heparina no 

hemócito do tipo granulócito 

Neste presente estudo, nós descrevemos a purificação e a 

caracterização de dois polissacarídeos sulfatados presentes na hemolinfa da ascídia 

S. plicata: uma galactoglucana sulfatada e uma heparina. A hemolinfa das ascídias é 

composta por diferentes tipos celulares presentes no plasma. Várias proteínas já 

foram descritas por ocorrer no plasma como inibidores de serino proteases, serino 

proteases, metaloproteases, fenoloxidases, inibidores de tripsina, tripsina, fator de 

agregação dos hemócitos e diferentes tipos de lectinas. Entretanto, outros 

polissacarídeos sulfatados só foram descritos na túnica de diferentes espécies de 
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ascídias incluindo a S.plicata (Akita e Hoshi, 1995; Yokosawa et al., 1985; Takahashi 

et al., 1995; Azumi e Yokosawa, 1996; Shishikura et al., 1997; Pearce et al., 2001; 

Kenjo et al., 2001; Green et al., 2003). De acordo com nossos conhecimentos a 

ocorrência de um polissacarídeo livre no plasma é reportado pela primeira vez nesta 

tese. É interessante notar que a composição de glicídios sulfatados nas ascídias 

varia de acordo com o tecido e o estágio de desenvolvimento. Por exemplo, na 

túnica do animal adulto o principal polissacarídeo encontrado é uma galactana 

sulfatada com alto peso molecular (Pavão, 1996; Mourão e Assreuy, 1995). Já a 

túnica da larva, por outro lado possui um heteropolissacarídeo composto 

principalmente de glucose e fucose sulfatada (Pavão, 1996).  O polissacarídeo da 

hemolinfa reportado neste trabalho é uma galactoglucana sulfatada de baixo peso 

molecular que tem alto conteúdo de sulfato (1,0 mol de sulfato/hexose) quando 

comparado com os polissacarídeos da túnica do adulto (0,7 mol de sulfato/hexose) e 

da larva (0,4 mol de sulfato/hexose) (Pavão, 1996).  

Glicosaminoglicanos sulfatados não ocorrem na túnica, mas sim nos 

diferentes órgãos das ascídias (Pavão, 1996).  Um dermatam sulfato com baixa 

sulfatação e uma heparina foram reportados no intestino, coração, brânquia e manto 

da ascídia S. plicata. (Pavão et al., 1998; Gandra et al., 2000).  Previamente, nosso 

grupo relatou a ocorrência de heparina nos grânulos das células teste da ascídia 

S.plicata (Cavalcante et al., 2000). Agora nós reportamos nos hemócitos desta 

ascídia uma heparina com uma diferente composição formada por aproximadamente 

quantidades equivalentes de dissacarídeos disulfatados e trisulfatados, além de 

pequenas quantidades de dissacarídeos tetrasulfatados. Nossos resultados sugerem 

ainda que as enzimas que sintetizam a heparina na S.plicata são diferentemente 

reguladas nas células teste e nos hemócitos. A análise da ação anticoagulante 
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dessa heparina dos hemócitos revelou uma atividade de antitrombina 10 vezes 

maior que a heparina das células teste e similar à observada na heparina dos 

mamíferos. Esses resultados estão de acordo com a presença de significativas 

quantidades de resíduos de glucosamina 3-O-sulfatados na heparina dos hemócitos 

e, que não foram detectados na heparina das células teste (Cavalcante et al., 2000). 

E, que podem formar uma seqüência de pentassacarídeo com alta afinidade à 

antitrombina. 

 

3. A hemolinfa da ascídia S. plicata contem heparin a e histamina dentro de 

uma célula semelhante aos basófilos 

A identificação de um granulócito na hemolinfa da ascídia S.plicata que 

morfologicamente foi relatado aos basófilos de vertebrados foi reportado aqui nesta 

tese pela primeira vez. Nos grânulos desta célula pudemos identificar uma região 

central elétron-densa. Grânulos com uma região central elétron-densa estão 

presentes principalmente em granulócitos de invertebrados superiores como répteis 

e mamíferos (Zucker-Franklin e Hirsch, 1964; Martinez-Silvestre et al., 2004; 2005), 

enquanto que grânulos sem uma região central elétron-densa têm sido reportados 

em granulócitos de vertebrados primitivos como peixes e bufonídeos. Além das 

semelhanças morfológicas, granulócitos de S. plicata também contêm características 

bioquímicas comuns aos basófilos de vertebrados, como um GAG intracelular, neste 

caso, heparina e histamina.   

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que o hemócito do 

tipo granular pode ser um basófilo primitivo envolvido em mecanismos imunológicos, 

especialmente quando migra dos vasos sangüíneos para realizar atividades como 

fagocitose, liberação de peptídeos microbicidas e regeneração dos tecidos. 
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4. Os hemócitos da ascídia S. plicata produzem óxid o nítrico como mecanismo 

de defesa 

 O ON é um gás produzido pela oxidação da L-arginina à L-

citrulina mediada pela enzima óxido nítrico sintase (Bredt e Snyder, 1989).  Sabe-se 

que em mamíferos o ON desempenha diversas funções como a sinalização 

intracelular, memória, neurotransmissão, vasodilatação e defesa (Moncada et al., 

1991). Em invertebrados marinhos, o ON está relacionado a diversas funções, 

incluindo a defesa (Stefano e Ottaviani, 2002; Tafalla et al., 2003; Fiori et al., 2004; 

Cima et al., 2004; Palumbo, 2005). Devido ao número de células do tipo linfócito 

aumentarem durante a resposta imunológica induzida e devido a essas células 

estarem envolvidas nas reações citotóxicas inatas na S.plicata (Raftos et al., 1987; 

Radford et al.,1998), nós realizamos uma imunoeletromicroscopia utilizando 

anticorpos anti-iONS. Esta reação foi positiva para as células do tipo linfócito e, pela 

primeira vez, nós demonstramos que este tipo de célula nesta ascídia reage com 

estes anticorpos indicando que o ON pode ser um produto funcional destas células. 

As células do tipo mórula são consideradas por alguns autores como 

células citotóxicas ou células relacionadas com as reações de alorreconhecimento 

entre ascídias coloniais (Hirose et al., 1997; Shirae et al., 2002), sendo capazes de 

ativar o sistema da fenoloxidase (Cammarata et al., 1997).  Entretanto, em Botryllus 

schlosseri foi identificada uma produção de ON por essas células quando estas 

eram estimuladas por citocinas. Além disso, nossos resultados demonstraram que 

as células do tipo mórula também são marcadas com anticorpos anti-iONS, porém 

menos que a marcação observada para as células do tipo linfócito. 
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Em nossos experimentos utilizamos LPS para induzir uma resposta 

imunológica que não apresentou significativo efeito no aumento da produção de ON, 

em contraste aos resultados obtidos por Cima e colaboradores, com soro heterólogo 

nas ascídias Botryllus schlosseri (Cima et al., 2004). Entretanto, a injeção de LPS 

não afetou a produção de ON, em contraste aos macrófagos de mamíferos, este fato 

poderia ser explicado pela possibilidade de o LPS não ser o melhor estímulo para se 

aumentar os níveis de ON, como visto no molusco Mytilus galloprovincialis (Knowles 

e Moncada, 1997; Novas et al., 2004; Arumugam et al., 2000). Nós também não 

podemos excluir a possibilidade de que em S.plicata como em Ciona intestinalis 

somente um único gene para ONS foi encontrado em seu genoma (Comes et al., 

2007). Então, o fato da S.plicata não aumentar sua produção de ON poderia ser 

indicativo de que ela apresenta uma única isoforma constitutiva de ONS. 

Alternativamente a isso, os níveis do controle poderiam ser similares aos dos 

estimulados por LPS devido ao fato de que essas ascídias foram coletadas na Baía 

de Guanabara no Rio de Janeiro, que é uma região eutrofizada, então, esses 

hemócitos poderiam já estar naturalmente estimulados por E.coli presente nas 

águas dessa região. 

O ON pode modular a liberação de uma grande variedade de 

mediadores a partir de células que participam da resposta imunológica. Por 

exemplo, o ON pode modular o fluxo sangüíneo, a adesão dos leucócitos a parede 

do endotélio vascular e a atividade de numerosas enzimas (Wallace, 2005). 

Entretanto, nenhum aumento nos níveis de ON foi detectado após a injeção de E.coli 

na túnica da ascídia S. plicata, nós observamos que muitas células migraram para a 

túnica iniciando uma resposta inflamatória. E, que essas células que migraram para 

a túnica produzem ON. Este gás poderia ter tido função de atrair mais células que, 
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então, poderiam liberar seus mediadores inflamatórios neste microambiente. 

Entretanto, visto que nenhum aumento nos níveis de ON foi detectado após a 

injeção de E.coli, nós nos perguntamos se algum outro mecanismo seria alvo após o 

estímulo com LPS. Em mamíferos, a ativação do NFkB está envolvida em muitas 

vias relacionadas com a imunidade inata como: inflamação, migração celular e 

reparo. Por outro lado, no invertebrado Limulus polyphemus o NFkB está envolvido 

com o reconhecimento de patógenos, atividade bactericida e possível via de 

sinalização do iONS (Wang et al., 2006). É interessante notar que nossos resultados 

sugerem uma ativação do NFkB que possivelmente seria responsável por um sinal 

para a migração dos hemócitos. Entretanto, nós não pudemos demonstrar o 

estímulo da produção de ON pelo NFkB.  

Em conclusão, podemos observar que todos os hemócitos produzem 

ON, porém apenas o hemócito do tipo linfócito o produz em maiores quantidades. 

Também notamos que a geração de ON não é estimulada por LPS de E.coli como 

indicaram os ensaios de dosagem de nitrito, confirmados pela sua expressão no 

ensaio de western blotting. Outro mecanismo de resposta imunológica deve estar 

presente quando injetamos LPS de E.coli, visto que o NFkB está ativo e que várias 

células migraram para o local em resposta ao estímulo. 
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Fundamentados nos resultados apresentados nesta tese, pudemos 

chegar às seguintes conclusões: 

 

1. A classificação morfológica por MET pode nos revelar a presença de 5 tipos 

principais de hemócitos na hemolinfa da ascídia S.plicata: hemoblastos, 

granulócitos, célula do tipo linfócito, célula do tipo mórula e células 

pigmentares; 

2. Na hemolinfa desta ascídia descrevemos pela primeira vez a presença de 

uma galactoglucana livre no plasma; 

3. A galactoglucana do plasma apresenta alto teor de sulfato (1,0 mol de sulfato/ 

mol de hexose); 

4. Na hemolinfa desta ascídia descrevemos a presença de uma heparina com 

diferente composição daquela descrita nos demais órgãos desta ascídia; 

5. A análise dissacarídica desta heparina revelou que ela possui dissacarídeos 

dissulfatados ∆UA(2SO4) – GlcN (SO4) e trissulfatados ∆UA (2SO4) – 

GlcN(SO4)(6SO4), além de pequenas quantidades de dissacarídeos tri e 

tetrassulfatados contendo glucosamina 3-O-sulfatadas que possibilitam a 

ligação desta molécula com a ATIII; 

6. A heparina aqui caracterizada apresenta elevada atividade de ATIII 

(anticoagulante) semelhante à da heparina extraída de tecidos de mamíferos; 

7. Os órgãos como brânquia, intestino e hemolinfa produzem quantidades 

consideráveis de histamina; 

8. A heparina e a histamina identificadas estão co-localizadas nos grânulos dos 

hemócito do tipo granular; 
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9. O hemócito do tipo granular apresenta morfologia semelhante à dos basófilos 

de mamíferos; 

10.  Os hemócitos da ascídia S.plicata produzem ON; 

11.  O hemócito que mais se destacou na produção de ON foi o hemócito do tipo 

linfócito; 

12.  A produção de ON não aumenta em resposta ao LPS de E.coli, como 

demonstrado através de dosagem de nitrito e western blotting; 

13.  As células da hemolinfa migram e aumentam de número em resposta à LPS 

de E.coli produzindo uma resposta inflamatória similar à descrita nos 

mamíferos; 

14.  O NFκB é ativado durante resposta inflamatória com LPS de E.coli. 
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The Hemolymph of the Ascidian Styela plicata
(Chordata-Tunicata) Contains Heparin inside Basophil-like
Cells and a Unique Sulfated Galactoglucan in the Plasma*□S
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The hemolymph of ascidians (Chordata-Tunicata) contains
different types of hemocytes embedded in a liquid plasma. In the
present study, heparin and a sulfatedheteropolysaccharidewere
purified from the hemolymphof the ascidian Styela plicata. The
heteropolysaccharide occurs free in the plasma, is composed of
glucose (�60%) and galactose (�40%), and is highly sulfated.
Heparin, on the other hand, occurs in the hemocytes, and high
performance liquid chromatography of the products formed by
degradation with specific lyases revealed that it is composed
mainly by the disaccharides �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)
(39.7%) and �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4) (38.2%).
Small amounts of the 3-O-sulfated disaccharides �UA(2SO4)-
134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4) (9.8%) and �UA(2SO4)-134-�-D-
GlcN(SO4)(3SO4)(6SO4) (3.8%) were also detected. These 3-O-
sulfated disaccharides were demonstrated to be essential for the
binding of the hemocyte heparin to antithrombin III. Electron
microscopy techniqueswere used to characterize the ultrastruc-
ture of the hemocytes and to localize heparin and histamine in
these cells. At least five cell types were recognized and classified
as univacuolated andmultivacuolated cells, amebocytes, hemo-
blasts, and granulocytes. Immunocytochemistry showed that
heparin and histamine co-localize in intracellular granules of
only one type of hemocyte, the granulocyte. These results show
for the first time that in ascidians, a sulfated galactoglucan cir-
culates free in the plasma, and heparin occurs as an intracellular
product of a circulating basophil-like cell.

Heparin is a highly sulfated glycosaminoglycan (GAG)3
made up of a mixture of polymers with a similar backbone of
repeating hexuronic acid (�-L-iduronic acid or �-D-glucu-
ronic acid) linked 1,4 to �-D-glucosamine units. The heparin
molecules possess a high heterogeneity, which results from
different substitutions on the D-glucosamine (N-acetylated,
N-sulfated, O-sulfated at C6 and/or C3) and on the uronic
(glucuronic or iduronic) acid residue (O-sulfated at C2) (for
reviews, see Refs. 1–4).
In mammals, heparin is synthesized on to a specific protein

core, forming the serglycin proteoglycans (PGs) (5–9). These
PGs occur in secretory granules of some immunologic cells,
such asmast cells and basophils (10–12). In basophils, different
frommast cells, the serglycin core protein is substituted exclu-
sively with oversulfated chondroitin sulfate chains (13).Mature
mast cells are not found in blood but reside in peripheral
mucosa or connective tissue interstice. Basophils, on the other
hand, circulate in the blood (14, 15).
In invertebrates, heparin has been reported to occur in dif-

ferent species of mollusks (16–22), crustaceans (23–27), and
ascidians (28–30). In the ascidian Styela plicata (Chordata-
Tunicata), a heparin composedmainly by the disaccharide �-L-
iduronic acid 2-sulfate-134�-D-GlcN(SO4)(6SO4), with a
minor contribution (�25%) of the disaccharide �-L-iduronic
acid-134�-D-GlcN(SO4)(6SO4) was detected in intracellular
granules of accessory cells, named test cells, that reside in the
periviteline space of oocytes (28). Because of themorphological
and biochemical similarities between ascidian test cells and
mammalian mast cells, we have hypothesized that these cells
could be evolutively related. Other cell types in this ascidian,
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mento Cientifico e Tecnológico (CNPq) and Fundação de Amparo a Pes-
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located at the lumen of pharynx and intestine, have also been
shown to contain intracellular heparin (28).
The hemolymph of ascidians contains different types of cir-

culating blood cells (31–34). Some of these cells migrate from
hemolymph to tissues, where they carry out several immuno-
logic actions, such as phagocytosis of self and non-self mole-
cules, expression of cytotoxic agents, encapsulation of antigens,
and also reparation of damaged tissues (35). In the ascidian S.
plicata, the hemocytes have been classified by light microscopy
by Radford et al. (32). The authors described eight individual
cell types: hemoblast, lymphocyte-like cell, signet ring cell,
refractile vacuolated cell, nonrefractile vacuolated cell, pigment
cell, fried egg cell, and fine granular cell.
As mentioned earlier, in evolved chordates, intracellular

GAGs are restricted to immunologic cells that either reside in
the tissues (mast cells) or circulate in the blood (basophils) (15).
Considering the phylogenetic position of ascidians and taking
into account that a heparin-containing cell, similar to a mam-
malian mast cell, was detected in the tissues of S. plicata, it is
possible that a basophil-like cell containing intracellular GAGs
circulates in the hemolymph of this invertebrate chordate. To
investigate this hypothesis, we submitted the hemolymph of S.
plicata to proteolytic digestion before and after separation of
plasma and hemocytes and analyzed the extracted and purified
sulfated glycans. In addition, ultrastructural and immunocyto-
chemical studies were carried out to characterize and deter-
minewhich hemocytes express these glycans.Our results reveal
the occurrence of two sulfated glycans in the hemolymphof this
ascidian: heparin, which is present in intracellular granules of a
circulating basophil-like cell, and a sulfated galactoglucan,
which occurs free in the plasma. These results show for the first
time the presence of heparin in a circulating basophil-like cell in
an invertebrate chordate andmay contribute toward the under-
standing of the evolution of the immune system in this phylum.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials

Heparan sulfate from human aorta was extracted and
purified as described previously (36). Chondroitin 4-sulfate
from whale cartilage, dermatan sulfate and heparin from
porcine intestinal mucosa (140 units/mg), twice-crystallized
papain (15 units/mg protein), and the standard disacchar-
ides �-�UA-134-GlcN(SO4), �-�UA-134-GlcNAc(6SO4),
�-�UA(2SO4)-134-GlcNAc, �-�UA(2SO4)-134-GlcN-
(SO4), �-�UA(2SO4)-134-GlcNAc(6SO4), �-�UA-134-
GlcN(SO4)(6SO4), and �-�UA(2SO4)-134-GlcN(SO4)(6SO4)
were purchased from Sigma; chondroitin AC lyase (EC 4.2.2.5)
from Arthrobacter aurescens, chondroitin ABC lyase (EC
4.2.2.4) from Proteus vulgaris, and heparan sulfate lyase (EC
4.2.2.8) and heparin lyase (EC 4.2.2.7) from Flavobacterium
heparinumwere from Seikagaku America Inc. (Rockville, MD).
For HPLC-SAX experiments, the enzymes from F. heparinum
heparinase I (EC 4.2.2.7), heparinase II (no EC number), and
heparinase III (EC 4.2.2.8) were obtained from Grampian
Enzymes (Aberdeen). Agarose (standard lowMr) was obtained
from Bio-Rad; toluidine blue was from Fisher; 1,9-dimethyl-
methylene blue was from Serva Feinbiochimica (Heidelberg,

Germany); human antithrombin and thrombin were from
Hematologic Technologies Inc. or from Hyphen Biomed; and
thrombin chromogenic substrate tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitro-
anilide acetate (Chromozyn TH) was from Roche Applied Sci-
ence. Histamine N-methyltransferase was partially purified
from guinea pig brain according to Brown et al. (37), and ali-
quots were stored at �20 °C. S-Adenosyl[methyl-3H]methi-
onine was purchased from PerkinElmer Life Sciences and neu-
tralized with an equal volume of 0.1 M NaOH immediately
before use. Unlabeled telemethylhistamine (Sigma) was diluted
in 1mM acetic acid and stored at 4 °C. Chloroform (Merck) was
used fresh for the organic extraction procedure.

Collection of Tunicates

Adult individuals of S. plicatawere collected at Praia da Urca
(Guanabara Bay), Rio de Janeiro, Brazil, and maintained in an
aerated aquarium containing filtered sea water at 20 °C until
use.

Isolation of the Hemocytes

The hemolymph was harvested from the heart by direct
punction and collected into plastic tubes containing an equal
volume of marine anticoagulant, containing 0.45 M sodium
chloride, 0.1 M glucose, 0.01 M trisodium citrate, 0.01 M citric
acid, and 0.001 M EDTA (pH 7.0) (38). After harvesting, the
hemocytes were separated from plasma by centrifugation
(130 � g for 10 min at room temperature).

Extraction of the Sulfated Polysaccharides

The hemocytes were immersed in acetone and kept for 24 h
at 4 °C. The dried hemocytes (1 g) were suspended in 20 ml of
0.1 M sodium acetate buffer (pH 5.5), containing 100 mg of
papain, 5 mM EDTA, and 5 mM cysteine and incubated at 60 °C
for 24 h. The incubation mixture was then centrifuged (2000 �
g for 10 min at room temperature), the supernatant was sepa-
rated, and the precipitate was incubated with papain two more
times, as described above. The clear supernatants from the
three extractionswere combined, and the polysaccharides were
precipitated with 2 volumes of 95% ethanol and maintained at
4 °C for 24 h. The precipitate formed was collected by centrif-
ugation (2000 � g for 10 min at room temperature) and freeze-
dried. For the extraction of the plasma polysaccharides, after
the removal of the hemocytes, the plasma was dialyzed against
distilled water, lyophilized, and incubated with papain, as
described above.

Purification of the Polysaccharides

The glycans obtained from plasma (�8mg) were applied to a
Q Sepharose-FPLC column, equilibrated with 20 mM Tris/HCl
buffer (pH 8.0). The glycans were eluted by a linear gradient of
0–2.0 MNaCl (150ml) at a flow rate of 2.0 ml/min. Fractions of
1.5 ml were collected and checked by a metachromatic assay
using 1,9-dimethyl-methylene blue (39). Fractions eluted with
different NaCl concentrations were pooled as indicated in Fig.
2A, dialyzed against distilled water, and lyophilized.
The glycans (�2 mg) obtained from hemocytes or porcine

heparin (�1 mg) were applied to a Mono Q-FPLC column,
equilibrated with 20 mM Tris/HCl buffer (pH 8.0). The glycans
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were eluted by a linear gradient of 0–2.0 M NaCl (45 ml) at a
flow rate of 0.5 ml/min. Fractions of 0.5 ml were collected and
checked by metachromatic assay using 1,9-dimethyl-methyl-
ene blue. Fractions eluted with different NaCl concentrations
were pooled as indicated in Fig. 4A, dialyzed against distilled
water, and lyophilized.

Electrophoretic Analysis

Agarose Gel—The crude or purified glycans from plasma
(�10 �g dry weight) or hemocytes (1.5 �g as uronic acid),
before or after incubation with specific GAG lyases or deami-
native cleavage with nitrous acid were analyzed by agarose gel
electrophoresis, as described previously (40). Briefly, the gly-
cans and a mixture of standard GAGs, containing chondroitin
sulfate, dermatan sulfate, and heparan sulfate (1.5 �g as uronic
acid of each), were applied to a 0.5% agarose gel in 0.05 M 1,3-
diaminopropane/acetate (pH 9.0) and run for 1 h at 110 mV.
After electrophoresis, the glycans were fixedwith aqueous 0.1%
cetylmethylammonium bromide solution and stained with
0.1% toluidine blue in acetic acid/ethanol/water (0.1:5:5, v/v/v).
Polyacrylamide Gel—The molecular masses of the purified

glycans from plasma and hemocytes were estimated by polyac-
rylamide gel electrophoresis. Samples (�10�g) were applied to
a 1-mm-thick 6% polyacrylamide slab gel, and after electro-
phoresis at 100 V for �1 h in 0.06 M sodium barbital (pH 8.6),
the gel was stained with 0.1% toluidine blue in 1% acetic acid.
After staining, the gel was washed overnight in 1% acetic acid.
The molecular mass markers used were dextran 500 (average
Mr 500,000), chondroitin 6-sulfate from shark cartilage (aver-
age Mr 60,000), chondroitin 4-sulfate from whale cartilage

(average Mr 40,000), porcine intestinal mucosa heparin (aver-
ageMr 18,000), and dextran 8 (averageMr 8,000).
CTA-SAX Chromatography of Heparin Digests—To prepare

the digests, exhaustive digestion of heparin (0.1 mg) was per-
formed at room temperature for 48 h with amixture of 2.5mIU
of heparinase I, 2.5 mIU of heparinase II, and 2.5 mIU of hepa-
rinase III in a total volume of 30 �l of 100 mM sodium acetate
buffer, pH 7.0, containing 2 mM Ca(OAc)2 and 2 mg/ml bovine
serum albumin. The columns used for the chromatography of
the heparin digests were dynamically coated with CTA, as
described earlier (41). The eluting saltwas ammoniummethane
sulfonate, prepared by neutralization until pH 2.5 of methane
sulfonic acid by aqueous ammonia solutions. The solvent B of
CTA-SAX was 2 M ammonium methane sulfonate at pH 2.5.
The solvent A was water (quality Milli-Q) brought to pH 3 by
the addition ofmethane sulfonic acid. A linear gradient starting
from 1% B to 100% B within 74 min was used at a flow rate of
0.22 ml/min. After 74 min, the percentage of B remained at
100%. After each run, a reconditioning step of 18min was used.
Column temperature was 40 °C.

Enzymatic Treatments

Chondroitin Lyases—The ascidian glycans (�100 �g) were
incubatedwith 0.01 units of chondroitinACorABC lyase in 0.1
ml of 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0), containing 5 mM EDTA
and 15 mM sodium acetate. After incubation at 37 °C for 12 h,
another 0.01 units of enzymewas added to themixture, and the
reaction continued for an additional 12-h period.

FIGURE 1. Agarose gel electrophoresis of the crude glycans isolated from
total hemolymph, plasma, and hemocytes. The hemolymph of S. plicata
was collected and fractionated into plasma and hemocytes by centrifugation,
as described under “Experimental Procedures.” The hemolymph, plasma, or
hemocytes were submitted to proteolytic digestion, and the extracted gly-
cans (�1.5 �g, as uronic acid) were applied to a 0.5% agarose gel in 0.05 M

1,3-diaminopropane/acetate (pH 9.0), along with a mixture of standard (Std)
glycosaminoglycans, containing chondroitin sulfate (CS), dermatan sulfate
(DS), and heparan sulfate (HS).

FIGURE 2. Isolation and characterization of the sulfated polysaccha-
ride from plasma. A, about 8 mg of the sulfated polysaccharide from
plasma were applied to a Q Sepharose-FPLC column as described under
“Experimental Procedures.” Fractions were assayed for metachromasia
(F) and NaCl (- - - - - -) concentration. B, fractions under the peaks denom-
inated P1, P2, and P3 were pooled, dialyzed against distilled water, lyoph-
ilized, and analyzed by agarose gel electrophoresis, as described in the
legend to Fig. 1. C, the purified sulfated polysaccharide from plasma (P2)
(�10 �g dry weight) was analyzed by agarose gel electrophoresis, before (�)
or after (�) incubation with chondroitin AC (Chase AC) or ABC (Chase ABC)
lyases or deaminative cleavage with nitrous acid, as described under “Exper-
imental Procedures.” D, P2 and the molecular weight markers dextran 500,
chondroitin 4-sulfate, chondroitin 6-sulfate, and dextran 8 (�10 �g as dry
weight of each) were applied to a 1-mm-thick 6% polyacrylamide slab gel, as
described under “Experimental Procedures.”
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Heparan Sulfate and Heparin Lyases—About 50 �g (as dry
weight of each) of the glycans extracted from the ascidian tis-
sues were incubated with 0.005 units of either heparan sulfate
lyase or heparin lyase in 100�l of 100mM sodium acetate buffer
(pH 7.0), containing 10mM calcium acetate for 17 h at 37 °C. At
the end of the incubation period, themixtures were analyzed by
agarose gel electrophoresis, as described earlier.
Hexuronic Acid—The hexuronic acid content of the gly-

cans from the various tissues was estimated by the carbazole
reaction (42).
Deaminative Cleavage with Nitrous Acid—Deaminative

cleavage with nitrous acid of the sulfated glycans was per-
formed as described by Shievely and Conrad (43).
Chemical Analyses—Total hexose was measured by the phe-

nol-sulfuric acid method of DuBois et al. (44). After acid
hydrolysis (6.0 N trifluoroacetic acid, 100 °C for 5 h), total sul-
fatewas determined by theBaCl2-gelatinmethod (45). The pro-
portions of the different hexoses in the acid hydrolysates were
determined by paper chromatography in butanol/piridine/
water (3:2:1, v/v/v) for 36 h or in isobutyric acid, 1.0 NH4OH
(5:3, v/v). The sugars were detected on the chromatogram by
silver nitrate staining.
NMR Spectroscopy—1H spectra were recorded using a

Bruker DRX 600 with a triple resonance probe. About 3 mg of
the purified plasma polysaccharide was dissolved in 0.5 ml of
99.9% D2O (CIL). All spectra were recorded at 60 °C with
hydrogen oxygen deuterium suppression by presaturation. The
correlation spectroscopy (COSY) spectrum was recorded
using states-TPPI (states-time proportion phase incremen-
tation) for quadrature detection in the indirect dimension.
All chemical shifts were relative to external trimethylsilyl-
propionic acid for 1H.
Antithrombin III Affinity Chromatography—The polysac-

charide (10 mg) was chromatographed on an ATIII-Sepharose
column (15 � 2.6 cm). The column was prepared by bounding
100 mg of human ATIII (Hyphen Biomed) on cyanogen bro-
mide-activated Sepharose 4B (Sigma). The polysaccharide frac-
tion was eluted by NaCl solution. The low affinity fraction was
eluted out of the column at 0.25 MNaCl solution buffered at pH
7.4 with Tris (10 mM) and desalted on Sephadex G10. The high
affinity fraction was eluted with 3 M NaCl, 10 mM Tris and
desalted on Sephadex G10.
Inhibition of Thrombin by Antithrombin in the Presence of

Mammalian or Hemocyte Heparins—These effects were evalu-
ated by the assay of amydolytic activity of thrombin, using chro-
mogenic substrate, as described (28). Incubations were per-
formed in disposable UV semimicrocuvettes. The final
concentrations of reactants included 50 nM antithrombin, 15
nM thrombin, and 0–10 �g/ml heparin in 100 �l of 0.02 M
Tris/HCl, 0.15 M NaCl, and 1.0 mg/ml polyethylene glycol (pH
7.4) (TS/PEG buffer). Thrombin was added last to initiate the
reaction. After a 60-s incubation at room temperature, 500�l of

100 �M chromogenic substrate Chromogenix TH in TS/PEG
buffer was added, and the absorbance at 405 nm was recorded
for 100 s. The rate of change of absorbance was proportional to
the thrombin activity remaining in the incubation. No inhibi-
tion occurred in control experiments in which thrombin was
incubated with antithrombin in the absence of heparin; nor did
inhibition occur when thrombin was incubated with heparin
alone over the range of concentrations tested.
Conventional Transmission Electron Microscopy—The

hemocytes were fixed in 2.5% glutaraldehyde EM grade, 4%
formaldehyde freshly prepared from paraformaldehyde in
0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) under microwaves
(Laboratory Microwaves Processor, Pelco model RFS59MP;
2.45 GHz) for 10 s twice at 45 °C and rinsed twice in cacody-
late buffer for 15 min at room temperature. The samples
were postfixed in 1% osmium tetroxide in 0.1 M sodium caco-
dylate buffer (pH 7.2) in a microwave oven for 10 s, dehy-
drated through a graded series of acetone, and embedded in
epoxy resin Poly/Bed 812 (Polyscience, Inc.). Ultrathin sec-
tions (80 nm) were obtained (LKB ultramicrotome) and col-
lected on copper grids (300 mesh). The sections were stained
with 2% uranyl acetate for 20 min and 1% lead citrate for 5
min. The samples were observed in a Zeiss 900 EM electron
microscope, operated at 80 kV.
Immunocytochemistry—Circulating hemocytes were slightly

centrifuged from hemolymph and fixed overnight in 4% form-
aldehyde, 0.1% glutaraldehyde in 0.1 M sodium phosphate
buffer (pH 7.2) and 4% 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car-
bodiimide (Sigma) at 4 °C. The samples were washed with
0.05% sodium borohydride in 0.1 M sodium phosphate buffer
(pH 7.2), dehydrated in a graded series of methanol until 95%,
and embedded in LR Gold acrylic resin at room temperature.
Ultrathin sections (90 nm) were obtained and collected on
nickel grids (300 mesh).
The sections were hydrated in phosphate-buffered saline

(PBS) (1%) for 10 min, and nonspecific sites were blocked
with 1% bovine serum albumin in 1% PBS containing 50 mM
ammonium chloride for 10min. The samples were incubated
overnight in a humid chamber with anti-heparin mono-
clonal antibody (46) or anti-histamine polyclonal antibodies
(Chemicon) diluted in 1% PBS. After washing with 1% PBS,
the sections were incubated with secondary goat anti-mouse
or anti-rabbit 10-nm gold-conjugated IgM antibody (Sigma)
for 3 h and washed in 1% PBS containing 1% bovine serum
albumin and finally with distilled water. The sections were
stained with 1% uranyl acetate for 20 min. The controls were
done omitting the incubation with the primary antibody.
Histamine N-Methyltransferase Activity—Tissues of S.

plicata (intestine, hemolymph, and pharynx) as well as a
preparation of rat peritoneal mast cells were homogenized
with PBS (1%, v/v), subjected to three consecutive cycles of
freeze and thaw, and then centrifuged at 1,500 � g for 10

FIGURE 3. Chemical analysis of the sulfated polysaccharide from plasma. A, paper chromatography. The purified sulfated polysaccharide from plasma was
hydrolyzed with 6.0 N trifluoroacetic acid at 100 °C for 5 h. The hexoses formed were spotted on Whatman No. 1 paper and subjected to chromatography in
butanol/piridine/water (3:2:1, v/v/v) or isobutyric acid, 1 N NH4OH (5:3, v/v) for 36 h. The sugars were detected on the chromatogram by silver nitrate staining.
The following monosaccharides were used as standards: GlcA, Glc, Gal, Man, fucose (Fuc), and GlcN. B, NMR spectroscopy. 1H spectra were recorded using a
Bruker DRX 600 with a triple resonance probe. About 3 mg of the purified plasma polysaccharide was dissolved in 0.5 ml of 99.9% D2O (CIL). HOD, hydrogen
oxygen deuterium. The integrals listed under the region of anomeric protons were normalized to the total hexose-H1 intensity.
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min. Supernatants were then stored at �20 °C until total
protein and histamine quantification. Total protein content
was spectrophotometrically quantified (540 nm) in the
supernatant by means of the Biuret technique (47). Hista-
mine content was estimated in the supernatant by the
radioenzymatic technique of Snyder et al. (48), modified by
Côrrea and Saavedra (49). Briefly, the assay was carried out
in a final volume of 60 �l, consisting of 10 �l of standard
histamine solution or tissue extract and 50 �l of a freshly
prepared mixture containing histamine N-methyltrans-
ferase preparation, 0.125 �Ci of S-adenosyl[methyl-3H]me-
thionine, and 0.05 M sodium phosphate buffer, pH 7.9. Meas-
urements were made in duplicate, and the blanks were
prepared by replacing the sample test with 0.05 M sodium
phosphate buffer, pH 7.9. After sample incubation overnight
at 4 °C, the enzymatic reaction was stopped by the addition
of 0.5 ml of 1 M NaOH containing 10 �l of the unlabeled
methylhistamine carrier. The [3H]methylhistamine formed
was then extracted into 3 ml of chloroform. After evapora-
tion of the organic phase, the radioactivity was counted with
a Beckman LS-100 Scintilograph.

RESULTS

The Hemolymph of S. plicata Contains Different Sulfated
Polysaccharides—Ascidian hemolymph contains different
types of cells, named hemocytes, embedded in liquid plasma.
In order to investigate the presence of sulfated polysacchar-
ides, the hemolymph was subjected to proteolytic treatment
with papain, and the extracted material was analyzed by aga-
rose gel electrophoresis (Fig. 1). Two main metachromatic
bands with different electrophoretic motilities, correspond-
ing to two different sulfated polysaccharides, were observed
in the gel. The low mobility band possesses the same migra-
tion as standard heparan sulfate, whereas the band with the
higher electrophoretic mobility migrates as standard chon-
droitin sulfate. To investigate the origin of these sulfated
polysaccharides, the hemolymph was separated into plasma
and hemocytes by centrifugation, and the glycans were
extracted separately by protease digestion and analyzed by
agarose gel electrophoresis. As shown in Fig. 1, the sulfated
polysaccharides from the hemolymph have different origins.
The material migrating as chondroitin sulfate originates
from the plasma, whereas that migrating as heparan sulfate
comes from the hemocytes.
The Polysaccharide from the Plasma Is a Sulfated Gala-

ctoglucan—The sulfated polysaccharide from plasma was frac-
tionated on an ion exchange column, as described under
“Experimental Procedures.” Three peaks, denominated P1, P2,
and P3, were eluted from the column with different NaCl con-
centrations (Fig. 2A). P2, which eluted from the column at�0.8
M NaCl, displayed a homogeneous metachromatic band,
migrating as chondroitin sulfate, when analyzed by agarose gel
electrophoresis (Fig. 2B). P3, which eluted from the column
with �1.2 M NaCl, showed twometachromatic bands (Fig. 2B).
The higher mobility band in P3 represents the chondroitin sul-
fate-migrating material from P2, which is contaminated with a
lower mobility band, corresponding to the heparan sulfate-mi-
grating material from hemocytes.

In order to obtain information about the plasma polysac-
charide, the purified polymer obtained from the ion
exchange column (P2) was incubated with chondroitinase
AC- and ABC-lyase or treated with nitrous acid, and the
products were analyzed by agarose gel electrophoresis (Fig.
2C). The plasma polysaccharide resisted the incubations
with chondroitin sulfate lyases and the nitrous acid treat-
ment, indicating that it is not chondroitin/dermatan sulfate
or heparan sulfate/heparin.
To estimate the size of the plasma polysaccharide, P2 was

analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis, where its
migrationwas comparedwith those of knownmolecularweight
standard glycans. As shown in Fig. 2D, P2 migrated slightly
behind dextran 8,000 (average Mr 8,000), which suggests an
average molecular weight of �10,000.
The chemical analysis of the plasma polysaccharide was car-

ried out by paper chromatography on two different buffer sys-
tems after acid hydrolysis of the purified polymer (P2). As indi-
cated by the chromatographic analysis on butanol/pyridine/
water, the polymer is composed mainly by glucose (60%),
followed by galactose (40%). No amino sugar or hexuronic acid
was detected (Fig. 3, Table 1) as indicated by the chromato-
graphic analysis on isobutyric acid/NH4. High amounts of sul-
fate ester, in equimolecular proportionswith hexoses, were also
detected (Table 1). Structural analysis by one-dimensional (Fig.
3B) and two-dimensional (supplemental Fig. 3C) NMR sup-
ports the chromatographic data. Clearly, the one-dimensional
1H NMR spectrum revealed intensity signals of anomeric pro-
tons in a proportion of 4:6 for�- and�-forms, respectively (Fig.
3B). This proportion is coincident to the galactose/glucose ratio
shown in Table 1 and indicates that the sulfated galactoglucan
is composed mainly by �-galactopyranose and �-glucopyr-
anose residues. The COSY spectrum revealed the presence of
six connected protons through scalar coupling (cross-peaks),
confirming that this compound is a hexose polymer (supple-
mental Fig. 3C). No evidence of amino or other complex sugars
were detected, discarding the possibility of a minor glycosam-
inoglycan contaminant. Both�- and�-H1 revealed cross-peaks
with H2 at �3.8 ppm, suggesting the same assignment (Table
2). This similarity derives from the equal proton chemical shift
of galactose and glucose, which are just C4 epimers. Moreover,
the H2 high field resonance certainly indicates that there is no

TABLE 1
Chemical composition of the sulfated polysaccharide from S. plicata
hemolymph

Fraction
Molar ratio

Glc Gal Sulfate/total sugar
P2 0.61 0.39 1.0

TABLE 2
Proton chemical shifts (ppm) of the sulfated galactoglycan

Proton chemical shiftsa

H1 H2 H3 H4 H5 H6
�-Anomeric 5.31 3.79 3.97/3.56 4.46 3.56/3.97 3.78
�-Anomeric 4.62 3.79 3.97/3.56 4.46 3.56/3.97 3.78

a Data obtained from one- and two-dimensional spectra described in Fig. 3, B andC
(supplemental material).
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2-sulfation in this compound. The low field resonance at 4.45
ppm for H4 suggests 4-sulfated and/or 4-linked units.
The Hemocytes of S. plicata Contain a Heparin-like

Glycosaminoglycan—The sulfated glycans extracted from
hemocytes were fractionated on an ion exchange column, as
described under “Experimental Procedures.” The glycans were
eluted in four metachromatic peaks, denominated H1, H2, H3,

and H4, at different NaCl concen-
trations (Fig. 4A). H1 and H2 con-
tain very little material (Fig. 4B) and
were discarded. H3, eluted at
approximately the same NaCl con-
centration required to elute porcine
intestinal mucosa heparin (�1.5 M)
(Fig. 4A).When analyzed by agarose
gel electrophoresis, H3 shows a sin-
gle metachromatic band migrating
as heparan sulfate standard (Fig.
4B). A small amount of this material
was eluted at a higher NaCl concen-
tration (H4 in Fig. 4, A and B).

An estimate of the molecular
weight of the purified hemocyte gly-
can (H3) was carried out by polyac-
rylamide gel electrophoresis, where
its migration was compared with
those of known molecular weight
standard GAGs. As shown in Fig.
4C, H3 migrated slightly ahead of
porcine intestinal mucosa heparin,
which suggests an average molecu-
lar weight of �12,000 (Fig. 2D).
In order to obtain information

about the nature of the hemocyte
glycan, the purified polymer from
the ion exchange column (H3) was
incubated with condroitinase AC-/
ABC-lyase and heparin-/heparan
sulfate-lyase, and the products were
analyzed by agarose gel electro-
phoresis (Fig. 5A). The hemocyte
glycan was resistant to the action
of chondroitin AC/ABC lyases as
well as heparan sulfate lyase but
was almost totally degraded by
heparin lyase, indicating that this
is a heparin-like GAG. CTA-SAX
HPLC analysis of the products
formed by the action of heparin-
lyase (I, II, and III) on H3 revealed
that the hemocyte heparin is
formed mainly by the disacchar-
ides �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN-
(SO4) (39.7%) and �UA(2SO4)-
134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4) (38.2%).
Smaller amounts of the disaccharides
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)-
(3SO4)(6SO4) (3.8%) and �UA(2SO4)-

134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4) (9.8%) were also present (Fig. 5B,
Table 3).
The disaccharide �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)-

(3SO4)(6SO4) was already identified in depolymerized porcine
mucosa heparin (41). The �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)-
(3SO4) tentative structure was attributed according to several
analytical indications; the UV maximum at 232 nm is charac-

FIGURE 4. Isolation and characterization of the sulfated glycan from hemocytes. A, about 2 mg of the
sulfated glycan from hemocyte (F) or mammalian heparin (E) (�1 mg) were applied to a Mono Q-FPLC column
as described under “Experimental Procedures.” Fractions were assayed for metachromasia and NaCl (- - - - - -)
concentration. B, fractions under the peaks denominated H1, H2, H3, and H4 were pooled, dialyzed against
distilled water, lyophilized, and analyzed by agarose gel electrophoresis, as described in the legend to Fig.
1. C, the purified glycan from hemocyte (Sp Hep (H3); �10 �g dry weight) and the molecular weight
markers dextran 500 (Dx 500), chondroitin 4-sulfate (C4S), chondroitin 6-sulfate (C6S), dextran 8 (Dx 8), and
mammalian heparin (Man Hep) (�10 �g as dry weight of each) were applied to a 1-mm-thick 6% polyac-
rylamide slab gel, as described under “Experimental Procedures.” Std, standard.

FIGURE 5. Characterization of the hemocyte heparin. A, the purified hemocyte heparin (�1.5 �g as
uronic acid) and a mixture of standard (Std) chondroitin sulfate (CS), dermatan sulfate (DS), and heparan
sulfate (HS) were analyzed by agarose gel electrophoresis, before (�) or after (�) incubation with chon-
droitin AC (Chase AC) or ABC (Chase ABC) lyases or heparin or heparan sulfate lyases, as described under
“Experimental Procedures.” B, the disaccharides formed by exhaustive action of heparinase I, II, and III) on
the hemocyte heparin were applied to a CTA-SAX HPLC column. The column was eluted with a gradient of
NaCl as described under “Experimental Procedures.” The eluant was monitored for UV absorbance at 232
(black line) and 202–247 (gray line) nm. The assigned peaks correspond to the disaccharides: �IIIs,
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4); �Is, �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4); �Is �UA(2SO4)-134-�-D-
GlcN(SO4)(3SO4)(6SO4); �IIIs, �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4).
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teristic of the hexuronic acid bearing 2-O-sulfate, and the selec-
tive detection signal at 202–247 nm shows an absence of
N-acetyl and a characteristic minimum of absorbance due to
the presence of 3-O-sulfated moiety (for a complete method
description, see also Ref. 41). The liquid chromatography-mass
spectrometry experiment assigns a molecular mass of 577 Da
(data not shown). Thus, the chromatographic retention is

clearly not compatible with the only other possible alternative
structure, �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4). There-
fore, the disaccharide structure is unequivocally attributed to
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4). The presence of high
levels of 3-O-sulfation on the glucosaminemay explain the par-
tial resistance of the hemocyte heparin to heparinase digestion
observed in Fig. 3A.
The affinity chromatography of the hemocyte glycan dem-

onstrates that both disaccharide �UA(2SO4)-134-�-D-
GlcN(SO4)(3SO4) and �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)-
(3SO4)(6SO4) are responsible for the affinity of the polymer
for ATIII. 10 mg of hemocyte heparin were chromato-
graphed on ATIII-Sepharose (see “Experimental Proce-
dures”), and the low affinity fraction, which represents about
60% of the heparin chains, was eluted out of the column at
0.25 M NaCl and was desalted on Sephadex G10. This
polysaccharide fraction was digested with heparin-lyases (I,
II, and III) and analyzed by CTA-SAX HPLC (Fig. 6B).
The high affinity fraction, which accounts for 40% of the

heparin chains, was eluted out of the ATIII-Sepharose at 3 M
NaCl and was desalted on Sephadex G10. This fraction of the
hemocyte glycan was digested with heparin-lyases (I, II, III)

and analyzed by CTA-SAX HPLC
(Fig. 6C).
In the chromatogram shown in

Fig. 6B, it appears clearly that the
low affinity fraction of the polysac-
charide is basically composed by the
disaccharides �UA(2SO4)-134-�-
D-GlcN(SO4) and �UA(2SO4)-
134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4). The
two 3-O-sulfated disaccharides are
nearly absent in this part of the
hemocyte heparin. On the con-
trary, the presence of the 3-O-sul-
fated disaccharides is greatly
enhanced in the high affinity frac-
tion of the polymer with respect to
hemocyte heparin prior to frac-
tionation (Fig. 6C). Table 4 sum-
marizes these results, and the data
clearly demonstrate the key
involvement of �UA(2SO4)-134-
�-D-GlcN(SO4)(3SO4)(6SO4) and
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)-
(3SO4) in the ATIII affinity of the
polymer. However, the presence of
a high affinity pentasaccharide-
like binding sequence in the
hemocyte heparin remains to be
identified and demonstrated in
further work.
Hemocyte Heparin Contains Anti-

thrombin Activity—Antithrombin-
mediated anticoagulant activity is a
specific pharmacological character-
istic of heparins. In order to investi-
gate if the hemocyte heparin also

FIGURE 6. Antithrombin activity of the hemocyte heparin and disaccharide analysis of low and high
affinity antithrombin fractions. A, antithrombin activity. Shown is inhibition of thrombin activity in the
presence of hemocyte (F) or mammalian (E) heparin. Antithrombin (50 nM) was incubated with thrombin
(15 nM) in the presence of various concentrations of heparins. After 60 s, the remaining thrombin activity
was determined with a chromogenic substrate as described under “Experimental Procedures.” B and C,
disaccharide composition. The purified hemocyte heparin (10 mg) was chromatographed on an ATIII-
Sepharose column (40 � 5 cm). The polysaccharide fraction was eluted by NaCl solution as described
under “Experimental Procedures.” Low affinity (B) and high affinity (C) fractions were eluted with 0.25 and
3 M NaCl, respectively. These fractions were exhaustively digested with a mixture of heparinase I, II, and III
and applied to a CTA-SAX HPLC column as described under “Experimental Procedures.” The eluant was
monitored for UV absorbance at 232 (black line) and 202–247 nm (gray line). �IIIs, �UA(2SO4)-134-�-D-
GlcN(SO4); �Is, �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4) (6SO4); �Is, �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4)(6SO4);
�IIIs, �UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4).

TABLE 3
Disaccharide composition of ascidian and mammalian heparins

Disaccharide

Percentage of the
disaccharides

Test
cella

Granule
cellb PIHa,c

% % %
�UA-134-�-D-GlcN(6SO4) �1 1.4 �5
�UA-134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4) 25 2 9–11
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4) �1 39.7 6–8
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4) 75 38.2 60–70
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4) �1 9.8 �1
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4)(6SO4) �1 3.8 �1

a Cavalcante et al. (28).
b This work.
c Porcine intestinal heparin (C.M. deBarros, L. R.Andrade, S. Allodi, C.Viskov, P.A.
Mourier, M. C. M. Cavalcante, A. H. Straus, H. K. Takahashi, V. H. Pomin, V. F.
Carvalho, M. A. Martins, and M. S. G. Pavão, unpublished data).
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possesses this activity, we measured the inhibition of thrombin
by antithrombin in the presence of increasing concentrations of
invertebrate or mammalian GAG (Fig. 6A). The rate of throm-
bin inhibition by antithrombin induced by the hemocyte hepa-
rin was similar to that induced by porcine intestinal mucosa
heparin, indicating that both mammalian and invertebrate
heparins have the same anticoagulant activity.
S. plicata Hemolymph Contains Different Types of Hemo-

cytes—Different types of cells occur in S. plicatahemocyte pop-
ulation. Transmission electron microscopy observations
revealed that the hemolymph of this ascidian has at least five
recognizable cell types. Fig. 7A shows an univacuolated cell type
(5.5–9.5 �m in diameter) containing a huge vacuole that occu-

pies almost the whole volume of the cytoplasm. Dispersed
fibrilar material and electron-lucent round vesicles are present
within the vacuole. Some of the smaller electron-dense vesicles
are seen close to themembrane that surrounds the vacuolewith
an aspect that suggests a sprouting from the membranes.
A multivacuolated cell type is shown in Fig. 7B. This 6.5–

8.0-�m cell has a spherical shape and contains 2–20 regularly
sized electron-lucent vacuoles close to small vesicles. Its
nucleus is very evident, including the chromatin arrangement.
Another cell type is shown in Fig. 7C. It resembles hemo-

blasts or lymphocyte-like cells described by others in ascidians
(31, 32, 34). This 4.0–5.5-�mcell has small vesicles, sometimes
continuous with the nuclear envelope and mitochondria
profiles.
Fig. 7D shows the smallest cell type (2.5–5.0-�mdiameter). It

has a dense cytoplasm with small vesicles, large mitochondria
profiles, and a nucleus that occupies most of the cell. This cell
has similar characteristics to the cell type named amebocyte by
Fuke and Fukumoto (50).
Finally, Fig. 7E shows the granulocyte cell with a 3.5–6.0-�m

diameter. Many granules or vesicles containing a material with
varying electron densities can be observed intracellularly. The
granules are uniform in the sense that most of them are spher-
ical and with comparable sizes (�0.4 �m).
Heparin Is Restricted to Only One Type of Hemocyte—In

order to identify which cells contain heparin, a preparation of
the hemocytes was immunogold-labeled with anti-heparin
antibody. As shown in Fig. 8, 10-nm gold particles were
observed in only one type of cell, named the granulocyte cell.
The gold particles associated with the anti-heparin (Fig. 8B)
antibody were localized inside electron-dense granules.
In mammals, histamine is associated with heparin in the

granules ofmast cells andbasophils. In the presentwork, 10-nm
gold particles were observed within intracellular granules of
ascidian granulocytes (Fig. 8C) and rat peritoneal mast cells
(Fig. 8,D and E) after immunogold labeling with anti-histamine
antibody. The pattern of gold labeling is very similar to that
observed when anti-heparin antibody was used. No significant
labeling was observed in other regions of the granulocytes or in
other hemocytes or in rat peritoneal mast cell when primary
antibody was omitted.
In a previous study (20), histamine was detected in the intes-

tine and pharynx of S. plicata, using immunolabeling with anti-
histamine antibody. To confirm the presence of histamine in
these tissues and also the results of the immunogold labeling
described in the present work, the activity of the enzyme hista-
mine N-methyltransferase was measured in homogenates of
intestine, pharynx, and hemolymph of S. plicata as well as in

FIGURE 7. Conventional transmission electron micrographs showing the
ultrastructural features of S. plicata hemocytes. A, univacuolated cell (bar,
0.68 �m). B, multivacuolated cell (bar, 0.66 �m). C, hemoblast or lymphocyte-
like cell (bar, 0.66 �m). D, amebocyte (bar, 0.36 �m). E, granulocyte cell (bar,
0.50 �m).

TABLE 4
Disaccharide composition of the low and high antithrombin III affinity fractions of the hemocyte heparin

Disaccharide
Percentage of the disaccharides

Hemocyte heparin Low affinity fraction High affinity fraction
% % %

�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4) 39.7 42.5 33
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(6SO4) 38.2 45.1 33.5
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4)(6SO4) 3.8 0.6 4.2
�UA(2SO4)-134-�-D-GlcN(SO4)(3SO4) 9.8 1.4 21.2
Sum of other minor saccharides 8.5 10.4 9.1
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homogenates of rat peritoneal mast cells. As shown in Table 5,
significant levels of histamine, estimated by the activity of his-
tidine N-methyltransferase, were detected in all of the samples
analyzed. Histamine content was higher in intestine and phar-
ynx. This result provides a biochemical evidence of the pres-
ence of histamine in the granulocyte and in the intestine and
pharynx of the ascidian.

DISCUSSION

In the present paper, we described the purification and char-
acterization of two sulfated glycans from the hemolymph of S.
plicata: a sulfated galactoglucan and a heparin glycosaminogly-
can. In addition, electron microscopy techniques were used to
characterize the ultrastructure of the hemocytes and to localize
heparin and histamine in these cells.
The hemolymph of ascidians is composed of different types

of cells, namedhemocytes, and a liquid plasma. Several proteins
have been described as occurring in the plasma hemolymph,
such as serine protease inhibitors (51), serine proteases (52),
metalloproteinases (53), phenoloxidase (54), trypsin inhibitors
(55), trypsin (56), hemocyte aggregation factor (57), and differ-
ent types of lectins (58–60). Although other sulfated polysac-
charides have been described in the tunic of different species of
ascidians, including S. plicata (61, 62), according to our knowl-
edge, the occurrence of a free sulfated polysaccharide in the
plasma is reported here for the first time.

It is interesting to note that the
chemical composition of the sul-
fated glycans in ascidians varies
according to the tissue and stage of
development. For example, in adult
tunic, the main polysaccharide is a
high molecular weight sulfated
galactan, composed by �-L-galacto-
pyranose residues sulfated at posi-
tion 3 and linked through positions
134 (62, 63). This polymer is syn-
thesized by epidermal cells that
epimerize D-glucose, possibly from
a trehalose precursor, into L-galac-
tose (64, 65). The larval tunic, on the
other hand, possesses a heteropo-
lysaccharide composed mainly of
glucose and sulfated fucose, with
minor amounts of L-galactose (66).
The hemolymph polysaccharide
reported in the present study is a
low molecular weight sulfated

galactoglucan, which has a higher sulfate content (1.0 mol of
sulfate/mol of hexose) when compared with adult (0.7 mol of
sulfate/mol of hexose) (62) and larval (0.4 mol of sulfate/mol
of hexose) tunic (66) glycans. The enantiomeric form of
galactose and the position of sulfation of the hemolymph
polysaccharide are under investigation. Sulfated GAGs do
not occur in the tunic but abound in different organs of
ascidians (64, 67). An oversulfated dermatan sulfate com-
posed of IdoA(2SO4)-GalNAc(4SO4) disaccharide units and
a low sulfated heparin have been reported in the intestine,
heart, pharynx, and mantle of the ascidian S. plicata (68, 69).
Moreover, a dermatan sulfate with the unique disaccharide
unit IdoA(2SO4)-GalNAc(6SO4) was isolated from the body
of the ascidian Phallusia nigra (70, 71).
Previously, we reported the occurrence of heparin, com-

posed of the disaccharides �UA(2SO4)-GlcN(SO4)(6SO4)
(75%) and �UA-4-GlcN(SO4)(6SO4) (25%), in intracellular
granules of test cells of S. plicata (28). Now we report in the
hemolymph of this ascidian a heparin with a different compo-
sition, formed by approximately equal amounts of the disul-
fated disaccharide �UA(2SO4)-GlcN(SO4) and the trisulfated
disaccharide �UA(2SO4)-GlcN(SO4)(6SO4). Smaller quanti-
ties of tri- and tetrasulfated disaccharides, containing 3-O-sul-
fated glucosamine, which is required for binding to antithrom-
bin, were also found (72, 73). Overall, these results suggest that
the enzymes of the synthesis of heparin in S. plicata are either
differently regulated or differ in the test cells and hemocytes.
Because of heparin’s unique binding to antithrombin, involv-

ing the specific pentasaccharide sequence GlcNAc(6SO4)-
GlcA-GlcNS(3SO4)-IdoA(2SO4)-GlcNS(6SO4), which con-
tains a unique 3-O-sulfated glucosamine, mammalian heparin
is endowed with a potent anticoagulant activity (74, 75). Anal-
ysis of the anticoagulant action of the hemocyte heparin
revealed an antithrombin activity 10-fold higher than that of
test cell heparin and similar to that observed in mammalian
heparin (porcine intestinal mucosa). These results are in agree-

FIGURE 8. Immunolocalization of heparin and histamine in the granulocyte cell. Electron micrograph
showing the pattern of gold labeling associated with anti-heparin (mAb ST-1) and anti-histamine antibodies in
the ascidian granulocyte (B and C) and rat peritoneal mast cell (D and E). A, granule cell (bar, 0.50 �m). B, gold
labeling associated with anti-heparin antibody (bar, 0.22 �m). C, gold labeling associated with anti-histamine
antibody (bar, 0.22 �m). D and E, gold labeling associated with anti-histamine antibody. Bar, 0.73 �m (D) and
0.083 �m (E). Arrows, gold particles.

TABLE 5
Histamine content in the hemolymph and in different tissues of
S. plicata

Tissue Histamine contenta

ng/mg protein
Hemolymph 7.18 � 0.75
Pharynx 56.02 � 3.43
Intestine 48.43 � 5.45

a Histamine content was estimated by measuring the activity of the enzyme hista-
mine-N-methyltransferase, as described under “Experimental Procedures.”
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ment with the presence of significant amounts of 3-O-sulfated
glucosamine residues in the hemocyte heparin, not detected in
test cell heparin (28), that could form a pentasaccharide-like
sequence with high affinity to antithrombin.
Important data about the morphology of S. plicata hemo-

cytes were revealed by conventional transmission electron
microscopy. According to our observations, five types of circu-
lating hemocytes were described: univacuolated and multi-
vacuolated cells, amebocytes, hemoblasts, and granulocytes.
Different from our results, Radford et al. (32) described eight
individual hemocyte types in the ascidian S. plicata. This may
be due to the different methodology employed in that work,
which was based mainly on bright field optical microscopy and
cell sorting performed on immunofluorescently stained
hemocytes.
The identification of a granulocyte in the hemolymph of S.

plicata, morphologically related to vertebrate basophils, was
of notice. In the granules of the ascidan granulocyte, a cen-
tral electron-dense region can be observed. Granules with an
electron-dense core are present mainly in granulocytes of
higher vertebrates, such as reptiles and mammals (76–78),
whereas granules with no electron-dense core have been
reported in more primitive vertebrate granulocytes, such as
fish and bufonid.
In addition to morphological similarities, S. plicata granulo-

cyte also contains biochemical characteristics common to ver-
tebrate basophils, such as intracellular GAG, in this case hepa-
rin and histamine. Mammalian heparin is synthesized onto a
specific protein core, forming the serglycin PGs (5–9). These
PGs are resistant to proteolytic degradation (5, 79). In the pres-
ent work, peptide-free heparin chains were obtained after pro-
teolytic degradation of the hemocytes, suggesting that the gran-
ulocyte heparin is probably linked to a core protein different
from that of serglycin PGs.
Histamine was unequivocally detected in the intestine and

pharynx of S. plicata and in the hemolymph by measuring the
activity of the enzyme histidine N-metyltransferase, which is
involved in the catabolism of histamine. We also estimated the
content of histamine in rat peritoneal mast cells using this
method (�13 pg/cell). It should be emphasized that the hista-
mine assay we have employed for tissues from S. plicata is a
sensitive and highly specific method. Its specificity is achieved
by employing an enzyme, histamine N-methyltransferase, iso-
lated from guinea pig brains, whereas the sensitivity is
accounted for by the use of the S-adenosyl[methyl-3H]methi-
onine as the radioactive cofactor. As far as we know, it is quite
unlikely that histidine N-metyltransferase could be using sero-
tonin or dopamine as substrate. The major false positives for
histamine found in mammalian tissue samples, mainly con-
cerning fluorimetric assays, are spermine, spermidine, and
putrescine. Prior studies have demonstrated that the radioen-
zymic method for histamine did not mistake the latter for the
former as reported (80). This is interesting when analyzing
within the context of the ascidian Ciona intestinalis genome,
which does not show the presence of a histidine decarboxylase-
like gene in the organism. The histidine decarboxylase-like
gene codifies an enzyme involved in the biosynthesis of hista-
mine. This raises the possibility that histidine decarboxylase-

like genes reside at nonsequenced sites in the organism’s
genome.
The results presented in the present study suggest that the

hemolymph granulocyte may be a primitive counterpart of
mammalian basophil, involved in immunological mechanisms,
especially when migrating from the blood vessels to perform
activities such as encapsulation, phagocytosis, liberation of
microbial peptides, triggering of the complement system, and
regeneration of tissues.
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Figure 3 C: COSY spectrum of the purified sulfated galactoglucan from plasma. COSY spectrum was recorded 
using states-TPPI (states-time proportion phase incrementation) for quadrature detection in the indirect 
dimension. All chemical shifts were relative to external trimethylsilylpropionic acid for 1H. The correlation 
spectroscopy (COSY) spectrum revealed the presence of 6 connected protons through scalar coupling (cross-
peaks) confirming that this compound is a hexose polymer. No evidence of amino or other complex sugars are 
shown, discarding the possibility of a minor glycosaminoglycan contaminant. 



                             Elsevier Editorial System(tm) for Fish and Shellfish Immunology

                                  Manuscript Draft

Manuscript Number: 

Title: Hemocytes of the ascidian Styela plicata: Immune responses mediated by nitric oxide.

Article Type: Full Length Article

Section/Category: 

Keywords: ascidian; blood cells; electron microscopy; immunoelectronmicroscopy; inducible nitric 

oxide synthase.

Corresponding Author: Dr Silvana Allodi, Ph.D.

Corresponding Author's Institution: Universidade Federal do Rio de Janeiro

First Author: Cintia M de Barros

Order of Authors: Cintia M de Barros; Danielle R de Carvalho; Leonardo R Andrade, PhD; Mauro S 

Pavão, PhD; Silvana Allodi, Ph.D.

Manuscript Region of Origin:

Abstract: The ascidian hemolymph contains different types of circulating cells that are believed to 

be involved, in addition to other functions, in defense and repair mechanisms. Literature analysis 

indicates that there is no consensus concerning the classification and terminology of these cells. In 

order to contribute to the nomenclature of the blood cells and to better understand the relationship 

between morphology and function, we carried out a detailed ultrastructural study of the blood cells 

of Styela plicata. Five types of blood cells could be identified in the hemolymph: granulocytes, 

hemoblasts, lymphocyte-like cells, morula cells, and pigment cells. Because nitric oxide (NO) is 

expressed in cells with anti-inflammatory functions, we carried out cytochemical reactions for NO 

synthase (NOS) to investigate whether blood cells expressed NOS after lipopolysaccharide (LPS) 



stimulation. The results showed that lymphocyte-like cells produce the most NO. However, in 

contrast to vertebrate macrophages, after LPS stimulation, nitrite generation did not differ with 

varying concentrations or time periods.



January 28th, 2009

To:
Dr. A. E. Ellis
Editor 
Fish and Shellfish Immunology

Dear Dr. Ellis,

Please find enclosed the article entitled “Hemocytes of the ascidian Styela plicata: 
Immune responses mediated by nitric oxide” by Cintia Monteiro de Barros, Danielle 
Ronald de Carvalho, Leonardo R. Andrade, Mauro Sérgio Gonçalves Pavão and Silvana 
Allodi. The article deals with the morphological aspects of ascidian hemocytes and the 
possible correlation with functional roles displayed by these cells. This manuscript is 
also related with the one published by us in 2007 (de Barros, C.M., Andrade, L.R., 
Allodi, S., Viskov, C., Mourier, P.A., Cavalcante, M.C.M., Straus, A.H., Takahashi, 
H.K., Pomim, V.H., Carvalho, V.F., Martins, M.A., Pavão, M.S.G. The hemolymph of 
the ascidian Styela plicata (Chordata-Tunicata) contains heparin inside basophil-like 
cells and a unique sulfated galactoglucan in the plasma. Journal of Biological Chemistry 
282: 1615-1626. DOI 10.1074/jbc.M604056200). We consider that the contents of the 
present manuscript are in the scope of Fish and Shellfish Immunology, as it gives 
original information on the ascidian hemocytes, besides evaluating the expression of 
nitric oxide in this system. The results can arouse special interest, since they can lead to 
considerations on the innate immunity in a species of invertebrate which is
phylogenetically close to vertebrates.

I also want to inform that the authors read and approved the manuscript and that the 
English of the manuscript was totally revised on a professional basis by Dr. Janet Reid -
jwrassociates@sitestar.net. 

Yours sincerely, 

Silvana Allodi  
Programa de Pós-Graduação em Ciências Morfológicas
Instituto de Ciências Biomédicas
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Ilha do Fundão
21941-902, Rio de Janeiro, RJ, Brazil
Telephone; 55 21 2562-6431
Fax: 55 21 25626480
E-mail: sallodi@histo.ufrj.br

Cover Letter

mailto:sallodi@ufrj.br


Hemocytes of the ascidian Styela plicata: Immune responses mediated by 

nitric oxide

Cintia Monteiro de Barros,a,b,d , Danielle Ronald de Carvalhod, Leonardo R. 

Andrade,b,c  Mauro Sérgio G. Pavãoa,b and Silvana Allodib,d

aLaboratório de Tecido Conjuntivo, Hospital Universitário Clementino Fraga Filho e 

Instituto de Bioquímica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

RJ, Brazil.

bPrograma de Pós-Graduação em Ciências Morfológicas, Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

cLaboratório de Biomineralização, Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

dLaboratório de Neuro-histologia e Ultraestrutura, Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Corresponding author: Silvana Allodi
Programa de Pós-Graduação em Ciências Morfológicas
Instituto de Ciências Biomédicas
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Ilha do Fundão, 21941-902
Rio de Janeiro, RJ, Brazil.
Telephone: + 55 21 25626431
Fax: +55 21 25626480
E-mail: sallodi@histo.ufrj.br

* Manuscript
Click here to view linked References

http://ees.elsevier.com/fsim/viewRCResults.aspx?pdf=1&docID=1261&rev=0&fileID=31441&msid={B22AB9EA-E4E2-4B47-B21A-070FA1F77AE1}


2

Abstract

The ascidian hemolymph contains different types of circulating cells that are believed to be 

involved, in addition to other functions, in defense and repair mechanisms. Literature 

analysis indicates that there is no consensus concerning the classification and terminology 

of these cells. In order to contribute to the nomenclature of the blood cells and to better 

understand the relationship between morphology and function, we carried out a detailed 

ultrastructural study of the blood cells of Styela plicata. Five types of blood cells could be 

identified in the hemolymph: granulocytes, hemoblasts, lymphocyte-like cells, morula cells,

and pigment cells. Because nitric oxide (NO) is expressed in cells with anti-inflammatory 

functions, we carried out cytochemical reactions for NO synthase (NOS) to investigate 

whether blood cells expressed NOS after lipopolysaccharide (LPS) stimulation. The results 

showed that lymphocyte-like cells produce the most NO. However, in contrast to vertebrate 

macrophages, after LPS stimulation, nitrite generation did not differ with varying 

concentrations or time periods. 

   

Key words: ascidian, blood cells, electron microscopy, immunoelectronmicroscopy, 

inducible nitric oxide synthase.
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Introduction

Ascidians are invertebrates that occupy an interesting phylogenetic position because 

they are considered a sister-group of vertebrates, classified in the phylum Chordata, 

subphylum Urochordata. These primitive chordates have been used as model organisms for 

understanding ancient immunological mechanisms through the study of individual cells, 

such as blood cells [1]. Blood cells are cells that circulate in the hemolymph and perform a 

wide variety of functions, such as phagocytosis and recognition of self and non-self 

molecules, repair of damaged tissues, and induction of blood-cell aggregation to prevent 

blood-fluid loss [2-5].

Hirose et al. [6] advanced the classification of ascidian blood cells by describing the 

ultrastructure of blood cells in nine botryllid ascidians. They reported five types of 

circulating blood cells: hemoblasts, phagocytes, granulocytes, morula cells, and pigment 

cells. Classifying hemocytes of the ascidian Styela plicata by light microscopy, Radford et 

al. [7] defined eight cell types: hemoblasts, lymphocyte-like cells, signet ring cells, 

refractile vacuolated cells, non-refractile vacuolated cells, pigment cells, fried-egg cells,

and fine granular cells. In a recent preliminary study on hemocytes of S. plicata, we 

reported five cell types: univacuolated and multivacuolated cells, amebocytes, hemoblasts, 

and granulocytes [8].

A number of other studies have identified hemocytes that migrate from the 

hemolymph to carry out their physiological role in the tissues [8-11]. In S. plicata, heparin 

and histamine-containing cells were detected in hemolymph, pharynx, and intestinal 

epithelium [8-10]. In addition, in the colonial ascidian Botryllus schlosseri, nitric oxide 

(NO) has been reported to occur in one type of hemocyte, the morula cell [12]. Analysis of 
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the genome of Ciona intestinalis confirmed the occurrence of the NO synthase (NOS) gene 

in ascidians; however, in contrast to the mammalian genome in which three distinct genes 

are present [13,14], in C. intestinalis only one NOS gene was detected [15].

To contribute to the nomenclature of hemocytes and to better understand the 

relationship between morphology and physiology, we carried out a detailed ultrastructural 

study of the hemocytes of S. plicata. We also used cytochemical and immunocytochemical 

techniques to investigate molecular mechanisms involved in the synthesis of NOS in this

ascidian. 

Materials and Methods

1. Collection of tunicates

Adult individuals of S. plicata were collected at Urca Beach in Guanabara Bay, Rio 

de Janeiro, Brazil, transferred in local water in insulated plastic boxes, and maintained in an 

aerated aquarium containing filtered seawater at 20oC until use.

2. Hemocytes

2.1 Isolation of the hemocytes

The hemolymph from three individuals of S. plicata was harvested from the 

coelomic cavity near the heart with a syringe containing the marine anticoagulant (MAC = 

0.45 M NaCl, 100 mM glucose, 1.5 mM trisodium citrate, 13 mM citric acid, 10 mM

EDTA in 1 L distilled water, pH 7.0) [16], after removing a fragment of the tunic and 

exposing the mantle. Then, the hemolymph was transferred to test tubes containing equal 

volumes of MAC, and the hemocytes were separated from the plasma by centrifugation for 
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5 min at 130 X g, at room temperature. The pellets containing the hemocytes were fixed for 

either conventional transmission electron microscopy (TEM) or 

immunoelectronmicroscopy.

3. Light microscopy

To detect the presence of NOS in hemocytes, the cells were harvested as described 

above and adhered to coverslips for 30 min in MAC, fixed with 4% formaldehyde freshly 

prepared from paraformaldehyde powder and diluted in artificial sea water (ASW), 

immersed in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.3) for 4 h at 4oC, and reacted with 

NADPH-diaphorase with nitro blue tetrazolium (NBT) as a chromogen. For comparison, 

hemocytes were also stained with hematoxylin and eosin (H-E). Hemocytes stimulated with 

100 µg of  lipopolysaccharides (LPS) for 1 h were also reacted for NADPH-diaphorase 

with NBT. Hemocytes prepared in the same way were also observed after a reaction using a 

primary antibody against NFB p65 (F-6) (Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

U.S.A.) and as a secondary antibody, an anti-mouse Alexa 488 (Molecular Probes, 

Invitrogen Detection Technologies, Eugene, OR, U.S.A.) used at a 1/600 dilution.

The pharynx and the tunic were dissected from the ascidians and fixed with 4% 

paraformaldehyde in ASW for the same period as described above for hemocytes. The 

pharynx was embedded in OCT (Tissue-Tek, Sakura, Finetechnical Co., Ltd., Tokyo, 

Japan) and sectioned using a Leica cryostat (10 µm thickness). The pharynx and tunic of 

other ascidians were dehydrated in an ethanol graded series until absolute, and embedded in 

paraffin wax. Semithin (5 µm) sections were obtained using a microtome (Sorval) and 

stained with H-E for 5 min. The sections were observed under a Zeiss Axioplan light 
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microscope equipped with a CCD color camera (Media Cybernetics, model Evolution™ 

MP), and digital images were obtained. 

In order to determine whether the hemocytes present in the pharynx and tunic 

expressed NOS, we used the NADPH-diaphorase technique for the pharynx frozen 

sections, and iNOS immunohistochemistry for the pharynx and tunic paraffin sections. The 

primary antibody (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.), developed in rabbit 

against C-terminus of iNOS of mouse macrophage, was used at a dilution of 1/1000. The 

secondary antibody was a biotinylated anti-mouse IgG made in goat (Vector Laboratories,

Burlingame, CA, U.S.A.) used at a dilution of 1/600. The antibody against NFB p65 (F-6) 

(Santa-Cruz), developed in mouse against N-terminus of NFκB p65 of human origin, was 

used in paraffin sections of tunic tissue at a 1/50 dilution. The secondary antibody was anti-

mouse Alexa 488 (Molecular Probes), used at a 1/600 dilution.  

4. Conventional transmission electron microscopy

The pellets containing hemocytes were fixed in 2.5% glutaraldehyde and 4% 

formaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.3) diluted in ASW, under 

microwaves (Laboratory Microwaves Processor, Pelco Model RFS59MP, 2.45 GHz) for 10 

sec twice at 45°C, and rinsed twice in the same buffer for 15 min at room temperature. The 

samples were post-fixed in buffered 1% osmium tetroxide (pH 7.3) in a microwave oven 

for 10 sec, dehydrated through a graded acetone series, and embedded in the epoxy resin 

Poly/Bed 812 (Polyscience, Inc.). After polymerization in pure resin, the resulting blocks 

were cut, using a RMC-MT 6000-XL ultramicrotome. Semithin sections (500 nm) were 

stained with toluidine blue and observed under the light microscope to evaluate fixation. 
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Ultrathin sections (70 nm) were further collected on copper grids (300 mesh). The sections 

were stained with 2% uranyl acetate for 20 min and 1% lead citrate for 3 min. The samples 

were observed under a Jeol 1200 EX transmission electron microscope, operated at 80 kV.

5. Immunoelectronmicroscopy

Circulating hemocytes were fixed in 4% formaldehyde, 0.1 M sodium phosphate 

buffer (pH 7.3) for 2 h at 4°C. The samples were rinsed with 0.1 M sodium phosphate 

buffer (pH 7.3), dehydrated in a graded methanol series to 95% at -20°C, slowly embedded 

in Lowicyll k4M resin, and UV polymerized for 2 days. Ultrathin sections (90 nm) were 

obtained and transferred to nickel grids (300 mesh).

The ultrathin sections were hydrated in 0.1 M phosphate buffered saline with ASW 

(PBS/ASW) for 10 min, and nonspecific sites were blocked with 1% bovine serum albumin 

(BSA) in PBS/ASW containing 50 mM ammonium chloride for 10 min. The samples were 

incubated overnight in a humid chamber with anti-iNOS polyclonal (Sigma) diluted in 

PBS/ASW at 4°C. After washing with PBS/ASW, the sections were incubated with 

secondary goat anti-rabbit 10 nm gold-conjugated IgM antibody (Sigma) for 3 h, washed in 

PBS/ASW containing 1% BSA for 10 min, and finally washed with distilled water for 10 

min. The sections were stained with 2% uranyl acetate for 20 min. For the controls, the 

incubation with the primary antibody was omitted.

6. Assay for NO2
- / NO3

-

For NO2
-/NO3

- analysis, the hemolymph was collected by puncture from the 

coelomic cavity of three naïve animals, as explained above, and mixed with an equal 

volume of MAC. Next, the mixture was centrifuged (130 X g, 4°C, 5 min). The resulting 
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pellet containing the hemocytes was re-suspended in PBS/ASW, and the number of 

hemocytes was adjusted to 106 cells/mL. In order to determine the effect of  LPS (055:B5 

from Escherichia coli) on the NOS activity of hemocytes, each 300 L sample of hemocyte 

suspension in PBS/ASW was incubated with 50 g of LPS up to 360 min, or incubated 

with 10, 50 or 100 g of LPS for 1 h. At the end of the incubation period, the samples were 

immediately frozen and stored at -20°C. Prior to analysis, the stored samples were 

subjected to ultrasonication (20 kHz, 50 W, 2x 15 s). The resulting homogenates were 

centrifuged (1,300 X G, 4°C, 10 min) and the supernatant was used. The amount of protein 

from the supernatants was quantified by the Bradford method [17], and the NO2
-/NO3

- ratio 

was determined using a Nitric Oxide Assay Kit (No. 482702, Calbiochem) as described by 

Lee et al. [18]. The assay kit is based on a modified Griess method that quantifies the 

combined levels of nitrite and nitrate, which is taken as an indicator for NOS activity

according to Leone et al. [19]. According to the manufacturer’s protocol, nitrate in the 

samples was enzymatically reduced to nitrite, followed by degradation of excess -NADPH 

and addition of the Griess reagents. The optical density was measured using a 

spectrophotometer at 540 nm wavelength. The levels of nitrite were measured in samples of

60 L each and normalized to the quantity of tissue protein, according to Bradford [17].

7. Viability test

A hemolymph aliquot was collected and the incubations with PBS/ASW or LPS 

were performed as described for NO2
-/NO3

- assay in different periods of time and/or 

different concentrations of LPS. After this, the cell viability was evaluated with trypan blue 

exclusion assay as described by Ford and Haskin [20]. 
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8. Western blotting

8.1 Protein determination assay

Hemocytes (3x106) were obtained and kept in a glass tube containing a small 

volume of PBS/ASW (1 mL) or 100 µg LPS from E. coli in order to stimulate iNOS, for 1 

hour. Next, the proteins were extracted using the lysis buffer (Tris-HCl 20 mM, 0.1% SDS, 

0.1% Triton X-100, pH 7.6) under ultrasonic waves for 1 hour. The total protein obtained 

was precipitated with 10% trichloroacetic acid and then dissolved in Laemmli buffer (1970)

[21]. The protein concentration was determined according to the Bradford method (1976)

[17] using bovine serum albumin as standard.

8.2 SDS-PAGE and immunoblotting

50 µg of protein from each sample was used for 5% SDS-PAGE. The proteins 

separated were transferred to a PVDF membrane using BIO-RAD transfer (100V/40 min). 

Non-specific sites were blocked by incubation of membranes with the blocking reagent

Block Ace (AbD Serotec, Oxford, U.K.). The monoclonal anti-mouse iNOS primary 

antibody used was diluted to 1:4,000. The secondary antibody was a horseradish 

peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse igG (1:10,000). The iNOS was detected using the 

chemiluminescence ECL system (Amersham, Buckinghamshire, U.K.) and the film Kodak 

T-MAT G/RA film (Manaus, AM, Brazil). The molecular weight was determined by using 

prestained molecular weight standards from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, U.S.A.).

9. “In vivo” assay and evaluation of cell migration during inflammatory-like reaction 

A solution containing 20 L of E. coli (107 bacteria suspended in 0.1 mL 

PBS/ASW) was injected into the ascidian tunic [22,23]. Five days later, the S. plicata 
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specimens were isolated, and 2-5 cm fragments of the injected tunic region were fixed as 

described previously and observed by light microscopy. Specimens of S. plicata injected 

with 20 L of PBS/ASW were used as controls. To confirm the tissue reaction, the 

migration of hemocytes to the tunic tissue was evaluated. The quantification was performed 

through the analysis of 3 specimens injected with E. coli, and 3 specimens injected with 

PBS/ASW were used as controls. Five randomly selected microscope fields (400 X 

magnification) were counted, and the number of hemocytes that migrated under this 

stimulus was evaluated. The presence of iNOS and NFkB in hemocytes that migrated to 

this tissue was analyzed by immunohistochemistry according to the procedures described 

above. Hemocytes which were not stimulated with E. coli were also observed (control) in 

order to confirm that NFkB is only expressed in the nucleus after a stimulus is given.

10. Statistical analysis

Statistical evaluations were based on analyses of variance (ANOVA) followed by Tukey's

test using the program Statistica 6.0 from Statsoft, Inc. (Tulsa, OK, U.S.A.). A value of p < 

0.05 was considered statistically significant.

Results

1. Morphology of hemocytes  

Using TEM, we were able to distinguish five types of cells in the hemolymph of S.

plicata: granulocytes, lymphocyte-like cells, hemoblasts, morula cells, and pigment cells. 

Granulocytes were the most frequent cell type (Fig. 1A). These cells had a diameter from 

4.2 to 5.2 µm, a frequently eccentric nucleus that was small compared to the entire

cytoplasm volume, and cytoplasm containing numerous round granules (from 0.26 to 0.51 
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µm) with different electron densities. Some of these granules had an internal regular 

electron-dense structure similar to the crystalloids found in vertebrate basophils and mast 

cells.  

A cell type that resembles the lymphocyte-like cells described by Sawada et al. [24]

and Radford et al. [7] in ascidians was also observed in S. plicata. The presence of 

lymphocyte-like cells in invertebrates may be doubtful; however, many researchers have 

described cells in the hemolymph of ascidians that are morphologically similar to vertebrate 

lymphocytes [25-27]. These cells in S. plicata did not show a nucleolus in our observed 

sections, as described by Wright [28]. The cells measured from 3.1 to 4.8 µm in diameter;

contained small vesicles resembling rough endoplasmic reticulum, sometimes continuous 

with the nuclear envelope; and mitochondria profiles (Fig. 1B).

Hemoblasts were approximately 6.1 µm in diameter, and did not appear very 

frequently. Their most prominent feature was the presence of a nucleolus, and the

cytoplasm was homogeneously grainy, with few, if any, membranous organelles (Fig. 1C). 

We also observed a cell type with a diameter ranging from 8.8 to 16.1 µm and with 

many small vesicles or small vesicles and medium vacuoles, the morula cell (Fig. 1D).  The 

vacuoles were almost completely filled with a non-homogeneous compact electron-dense 

material, shown in detail in Figure 1E. Inside the vacuole, a fibrillar material could also be 

observed (Fig. 1E).

The last cell type observed, the pigment cells, were roundish or elliptical, with

diameters ranging from 5.10 to 13.10 µm. Their typical appearance was caused by a 

number of globules, with diameters from 0.40 to 5.35 µm, partially or completely filled 

with materials of variable electron densities (Fig. 1F). When observed at a higher 

magnification, this material showed parallel electron-dense lines together with electron-
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dense bodies (Fig. 1G). The cytoplasm of pigment cells also contained many differently 

shaped and sized vesicles.  

2. Hemocytes which express NOS

Since NO plays an important role in mediating many aspects of inflammatory 

responses and is an effector molecule of cellular injury, we carried out a cytochemical 

reaction for NOS with NADPh-diaphorase, to investigate which cells expressed NOS after 

LPS stimulation. We used 100 The results for stimulated and non-stimulated cells were 

similar. Figs. 2A and B illustrate data obtained from non-stimulated cells. Compared to the 

control (Fig. 2B), with no NADPh, we observed two cell types that reacted more than the 

others: the morula cells and the lymphocyte-like cells. The lymphocyte-like cells reacted 

most (Fig. 2A). Immunoelectronmicroscopy with an antibody against iNOS confirmed this 

result, as shown in Figs. 2C and D, at two different magnifications.

3. Since hemocytes produce NO, do hemocytes that migrate to the pharynx also have this 

response?

The pharynx is the first organ to contact foreign particles, substances, or organisms 

in ascidians; therefore we wanted to test if circulating pharynx hemocytes also expressed 

NOS.  Figure 3 shows that hemocytes express NOS in the pharynx. In addition to some 

hemocytes, both the endothelium of the vessels and the pharyngeal epithelium express 

iNOS, as observed in Figure 3A. Figure 3 B shows the iNOS immunolabeling at a higher 

magnification, evidencing the labeled hemocytes and the endothelium. Figure 3 C shows 

the negative control of the reaction. The NADPh-diaphorase histochemistry also 
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demonstrated the presence of NOS in this organ (Fig. 3D). Figure 3E is the negative control 

of the reaction.

4. Do hemocytes produce NO after being stimulated, as macrophages do?

The viability assay showed that in PBS/ASW (control) the percentage of cells that 

remain alive is higher than 95%. When LPS is added to the vials containing hemocytes and 

PBS/ASW, after 120 min incubation, the viability decreases from 95% to 91%. After 240 

min this percentage decreases to 81%, and after 360 min, to 76%. 

The NO2
-/NO3

- - generating activity in the homogenates of hemocytes (NO2
-/NO3

-

are, together with OONO-, the stable products of NO formed by the reaction which converts 

L-arginine into L-citrulline), was evaluated using a technique based on the Griess method 

[21], which indirectly measures NOS activity. After stimuli with 10 - 100 µg LPS, no 

statistically significant differences were observed (Fig. 4A). The nitrite assay performed in 

vitro showed that when the time varied, there was no difference in nitrite production, with 

the exception of the last period of time considered (360 min – 21.417% ± 1.157, p< 0.05 -

Fig. 4B). 

5. LPS in vitro assay did not show any increase of NO production; does an in vivo assay 

show a different response?

When E. coli was injected into the tunic, many hemocytes (a mean of 68.5 

cells/microscope field) migrated to this organ, almost twice as many cells as were present 

in the tunic (a mean of 36.4 cells/microscope field) when only PBS/ASW was injected. 

Figure 5A shows hemocytes that migrated to the tunic after the injection of E. coli. They
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are much more abundant than those shown in Figure 5B, when only PBS/ASW was 

injected.  

Regarding the expression of iNOS, we observed that although there were 

substantially more hemocytes in the tunic vessels after the E. coli injection (Fig. 5C), the 

labeling intensity was similar to the hemocytes in the ascidian tunic that was injected only 

with PBS/ASW (Fig. 5D). Western blotting with monoclonal anti-mouse iNOS of non-

stimulated hemocytes and of hemocytes incubated with LPS for 1 h showed a similar band

pattern (Fig. 6).   

6. Since NOS expression may be regulated by the transcription factor NFB, what is its 

location in the hemocytes of the S. plicata tunic after stimulation with E. coli?

To test whether NOS expression followed the NFB signaling pathway, which is 

known to regulate the expression of iNOS in at least one other invertebrate, Limulus

polyphemus [29], we performed the immunohistochemistry for this transcription factor. 

Figure 7A shows the positive labeling of the hemocytes that migrated to the tunic after 

stimulation with E. coli. Figure 7B shows the nuclei of all cells in the tunic evidenced by 

DAPI staining. Comparing Figure 7A and B to Fig. 7C (merged from Figs. 7A and 7B), we 

observed that NFB was expressed in both the cytoplasm and the nucleus of most 

hemocytes, confirming that NFkB was activated in these hemocytes after E. coli stimulus. 

In D we see the merge of the sections shown in the inserts, which represent the negative 

control of the reaction. This experiment was confirmed by a test using hemolymph that was 

removed from naïve animals (Fig. 8). The results showed that few cells were labeled in the 
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cytoplasm, and none was labeled in the nucleus. Therefore, no cell expresses nuclear 

NFkB, unless it is stimulated.

Discussion

In this study, new data concerning the morphology of hemocytes using conventional 

transmission electron microscopy were revealed. According to our observations, five types 

of circulating hemocytes could be distinguished: granulocytes, lymphocyte-like cells, 

hemoblasts, morula cells, and pigment cells (Table 1). Differently from our results, Radford 

et al. [7] described eight individual hemocyte types in the ascidian S. plicata. Their analysis 

was based on bright-field microscopy and cell sorting performed on immunofluorescently 

stained cells. In another study on the ascidian Styela clava, Sawada et al. [24], using light 

microscopy and TEM, described four types of hemocytes. We note therefore, that the 

classification of hemocytes in Stolidobranchiae is a controversial issue. Nevertheless in this 

study we do not intend to suggest a new classification of Styela hemocytes. Instead, we 

want to contribute to a better understanding of hemocyte morphology, in order to 

characterize the functional roles of the various cell lines observed in the hemolymph.  

Granulocytes received this name because of their morphological similarities to

granulocytes found in ascidians of the family Botryllidae, especially Botryllus primigenus

[6]. Granulocytes of S. plicata showed morphology and granular molecular contents [8]

comparable to some vertebrate basophils, as in tadpoles of Rana esculenta [30]. 

Interestingly, the granules observed in S. plicata have ultrastructural features similar to 

those of higher vertebrates, such as reptiles and mammals, and since heparin and histamine 



16

co-localize in their granules, the granulocyte could be an ancient precursor of basophils 

[8,31-33].

Hemoblasts have typical features of undifferentiated cells, such as a prominent 

nucleolus, a high nucleus/cytoplasm ratio, and few organelles. They are believed to 

differentiate into other cells, such as those of hematogenic nodules, germinal components, 

smooth muscle, and connective tissue [34-37].  

Another cell type observed by TEM was the pigment cell, which has also been

described in other ascidians [6,7]. The parallel electron-dense lines seen within cytoplasmic 

globules suggest autophagy for membrane recycling or storage of metabolic waste products 

[40]. 

Lymphocyte-like cells, which are only described for Styelidae [39], are associated 

with the destruction of cells within allografts, as reported by Raftos and Hutchinson [40] 

and Peddie et al. [27]. Interestingly, however, these cells labeled most intensely for the 

antibody against iNOS, suggesting that they may also mediate an innate response through 

NO. In Figure 5D, for example, the most intensely labeled hemocyte was the lymphocyte-

like cell with a roundish profile, and another hemocyte with a similar appearance, that 

seems to migrate through vessels to the tunic matrix. In this environment, it acquired a 

somewhat spread morphology, suggesting a possible activated state.

NO is a gas produced by the oxidation of L-arginine to citrulline, mediated by the 

enzyme nitric oxide synthase [41]. It is known that in mammals NO is related to multiple 

functions, such as intra- and intercellular signaling, memory, neurotransmission, 

vasodilation, and defense [42,43]. In marine invertebrates, NO is also related to diverse 

functions, including defense [12,44-47]. Because the quantity of lymphocyte-like cells 

significantly increased during induced immune responses, and because these cells are 
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involved in innate cytotoxic reactions in S. plicata [40,48], we performed an 

immunoelectronmicroscopy using the antibody against iNOS. Since the reaction was 

positive in lymphocyte-like cells, we here demonstrated for the first time that Styela

lymphocyte-like cells reacted with the antibody against iNOS, indicating that NO may be a 

functional product of these cells. 

The morula cells contain vacuoles with electron-dense material and clusters of 

particles or filaments. Similar cells were considered as either cytotoxic cells [49] or cells 

related to the allorejection reaction between colonies [50,51], being capable of activating 

the phenoloxidase system [52]. Differently from Styelidae, in Botryllidae no lymphocyte-

like cell has been described so far; however, NO was produced by morula cells after a 

stimulus with cytokines. In addition, our results showed NOS labeling in morula cells, 

although not as intense as observed for lymphocyte-like cells. Our experiments designed to 

induce an immune response with LPS did not show any significant increase of NO 

production, in contrast to the results obtained by Cima et al. [12] with heterologous serum 

in Botryllus schlosseri. Thus, we cannot exclude the possibility that morula cells may be 

related to the induction of lymphocyte-like cells to produce NO in S. plicata.

Nevertheless, the failure of LPS injection to affect NO production, in contrast to

mammalian macrophages [53], may be explained by the possibility that LPS is not the best 

stimulus for increasing NO levels, as it is for the mussel Mytilus galloprovincialis [54,55]. 

In fact, we plan other approaches to assess whether other mechanisms can better activate 

NO production, or if other stimuli are required for increasing NO production. We cannot 

rule out the possibility that in S. plicata, as in C. intestinalis, only one NOS gene is being

expressed [15]. Since in S. plicata there was no increase in NO generation, this could 

indicate that active NOS is in the constitutive isoform. Alternatively, the NO levels of the 
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controls may be similar to those stimulated by LPS, because the ascidians were collected 

from a eutrophic region of Guanabara Bay in Rio de Janeiro, and therefore, they could be 

naturally stimulated by E. coli.

NO can modulate the release of various inflammatory mediators from a wide range 

of cells participating in inflammatory responses. For example, it can modulate blood flow, 

adhesion of leukocytes to the vascular endothelium, and the activity of numerous enzymes 

[56]. Although no increase in the NO level was detected after injection of E. coli in the 

ascidian S. plicata, we observed that many cells migrated to the tunic, starting an 

inflammatory-like reaction. It was observed that the cells that migrated to the tunic 

produced NO. This gas may have had the role of attracting more cells, which in their turn

may have released more inflammatory mediators in the microenvironment.   

However, since no increase in the NO level was detected after injection of E. coli in 

the ascidian S. plicata, we inquired whether another mechanism is triggered after the LPS 

stimulus. In mammals, NFB activation is involved in many pathways related to innate 

immunity, such as inflammation, cell migration, and repair. On the other hand, in an 

invertebrate considered a “living fossil”, the horseshoe crab Limulus polyphemus, NFB is 

involved with pathogen recognition, bactericidal activity, and possibly iNOS signaling [29]. 

Interestingly, our results suggested an activation of NFB, since its presence was 

demonstrated in the nuclei of the hemocytes. NFB activation is possibly triggering a 

signal responsible for the migration of hemocytes. However, we cannot state that NFB 

stimulates iNOS production, since our results did not show any significant increase of NO 

stimulated by LPS. 
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In conclusion, the results obtained by TEM will contribute to the classification of 

ascidian hemocytes, since their detailed structure could be observed. Additionally, the 

experimental approach used here suggests new routes to explore the immune functions 

performed by ascidians.
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Legends to the figures

Figure 1 – Ultrastructure of hemocytes. (A) Granulocyte displaying an eccentric nucleus 

and many granules in the cytoplasm, with different electron densities (arrows). Note that in 

some granules (short arrow within the insert) internal electron-dense crystalloids are 

observed. (B) Lymphocyte-like cells showing small vesicles and mitochondria profiles 

(arrows). (C) Hemoblast with a prominent nucleolus (Nu). (D) Morula cell with small 

vesicles (v) and medium-sized vacuoles, which are almost completely filled with a non-

homogeneous compact electron-dense material. (E) Higher magnification of the electron-

dense material and fibrils observed inside the vacuoles of a morula cell (arrow). (F) 

Pigment cell with many globules of different sizes and with varying electron densities. (G) 

A higher magnification of a globule reveals parallel electron-dense lines together with 

electron-dense bodies. Scale bars, (A) 0.6 m, Insert 0.85 m, (B) 0.62 m, (C) 0.87 m,

(D) 1.4 m, (E) 0.14 m, (F) 1.43 m, (G) 0.014 m.

Figure 2 – Hemocytes of Styela plicata express NOS. (A) NADPh-diaphorase 

histochemistry of hemocytes. Notice two strongly labeled cells (arrows) among other 

stained cells. (B) Negative control of the reaction. (C, D) Immunoelectronmicroscopy with 

an antibody which revealed iNOS (arrows) in the cytoplasm of a lymphocyte-like cell at

two different magnifications. (N) nucleus. Scale bar, (A) 4 m, (B) 10 m, (C) 0.17 m, 

(D) 0.2 m. 
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Figure 3 – Hemocytes expressing NOS in the pharynx of Styela plicata. (A) 

Immunohistochemistry using a primary antibody against iNOS. The long arrow indicates 

the pharynx epithelium, and the short arrow, the vessel endothelium. (B) iNOS 

immunolabeling at a higher magnification, showing the labeled hemocytes (arrowhead) and 

the endothelium. (C) Negative control of the reaction. (D) NADPh-diaphorase 

histochemistry showing NOS in this organ. (E) Negative control of the reaction. Scale bar, 

(A) 9.00 m, (B) 25 m, (C) 33 m, (D) 9.00 m, (E) 9.00 m. 

Figure 4 – Nitrite/nitrate-generating activity in the homogenates of hemocytes of Styela 

plicata. (A) NOS activity according to the different concentrations of LPS after 60 min. 

Data are the mean ± S.E.M. and expressed as a percentage of control enzyme activity (n = 3 

for each treatment). (B) NOS activity after different periods of time following stimulus with 

50 g LPS.* represents significant difference from control at the level of 0.05. 

Figure 5 – Hemocytes of Styela plicata migrate to the tunic after injection of E. coli. (A) 

After injection of E. coli, many hemocytes are seen in the tunic matrix and within a vessel 

at the lower right. (B) After injection of PBS/ASW, only a few hemocytes are seen in the 

tunic matrix and within the vessel at the right. (C) iNOS immunohistochemistry showing 

labeled hemocytes within a vessel (arrows) after the E. coli injection. (D) iNOS 

immunohistochemistry showing labeled hemocytes within a vessel (arrows) after 

PBS/ASW injection. Insert: negative control of the reaction. T: Tunic; BV: Blood Vessel. 

Scale bar, (A) 50 m, (B) 50 m, (C) 20 m, (D) 20 m, Insert 95 m. 
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Figure 6 – Western blotting of iNOS. Immunoblotting of iNOS using anti-mouse iNOS 

antibody. Control: non-stimulated hemocytes. LPS: hemocytes stimulated with 100 µg/mL 

LPS.

Figure 7 – Expression of NFB in hemocytes from the tunic of Styela plicata after 

stimulation with E. coli. (A) mmunohistochemistry for NFB showing labeled 

hemocytes in the tunic after injection of E. coli. B) DAPI nuclear staining in the same 

section as in A. (C) Merge of A and B. Observe that NFB is expressed both in the 

cytoplasm and the nucleus of most hemocytes. (D)  Merge of the sections shown in the 

inserts, which represent the negative control of the reaction (to the left) and the DAPI 

staining (to the right). Scale bar, (A) 50 m, (B) 50 m, (C) 50 m, (D) 50 m, Left insert 

117 m, Right insert 117 m. 

Figure 8 – Expression of NFB in non-stimulation hemocytes of Styela plicata. (A) 

Immunohistochemistry for NFB showing some hemocytes labeled only in their 

cytoplasm. (B) DAPI nuclear staining in the same section as in A. (C) Merge of A and B. 

Observe that NFkB is expressed only in the cytoplasm of some hemocytes, and it is not 

activated in the nucleus. (D)  Merge of sections shown in the inserts, which represent the 

negative control of the reaction (upper insert) and the DAPI staining (lower insert). Scale 

bar, (A) 50 m, (B) 50 m, (C) 50 m, (D) 50 m, Upper insert 50 m, Lower insert 50 

m.



C

Nu

A
a

Nu

B

D E

F G

Figure 1



N

D

N

A

C

B

Figure 2



A

C

B

ED

Figure 3



0 30 60 120 240 360
0

15

30

45

60

75

90

105

115

130

Time

0 30 60 120 240 360
0

*

Time

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 30 60 120 240 360
0

Time

0 30 60 120 240 360
0

Time

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 30 60 120 240 360
0

15

30

45

60

75

90

105

115

130

Time

0 30 60 120 240 360
0

*

Time

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 30 60 120 240 360
0

Time

0 30 60 120 240 360
0

Time

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 10 50 100
0

15

30

45

60

75

90

105

115

130

gLPS

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 10 50 100
0

gLPS

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 10 50 100
0

15

30

45

60

75

90

105

115

130

gLPS

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

0 10 50 100
0

gLPS

N
O

S
 a

ct
iv

it
y

(%
 o

f
co

n
tr

o
l)

B

A

(min)

Figure 4



BA

C D

T

BV

T

BV

T

BV

BV

BV

T

T

Figure 5



     Control                LPS 

130 kDa

Figure 6



C

A B

C D

Figure 7



A B

C D

Figure 8



TABLE 1: Blood cell types

Cell Types Size Content Possible funtion

Granulocytes 4.2 to 5.2 m Heparin and Histamine Basophil-like (De Barros et 
al. 2007)

Lymphocyte-like 3.1 to 4.8 m Nitric Oxide Signaling in defense 
mechaninsms (present 

study)

Hemoblast 6.1 m ___ Hemopoesis (Wright , 1981)

Morula Cell 8.8 to 16.1 m Phenoloxidase Cytotoxity, wound 
repair and coagulation

(Cammarata et al., 1997)

Pigment Cell 5.10 to 13.10 m Nitrogenous compounds Pigmentation ((Wright , 

1981))

Table 1
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Abstract

Decorin is an extracellular matrix dermatan sulfate/chondroitin sulfate proteoglycan found in a variety of vertebrate species. In the extracellular
matrix of mammals, decorin interacts with fibrillar collagen and regulates its morphology. We report here the occurrence and distribution of
collagen type I and the peptide, CEASGIGPEVPDDRD, which is present in the human decorin proteoglycan, in the extracellular matrix of
different tissues of the primitive invertebrate chordate Styela plicata. The content of collagen was estimated by hydroxyproline, and its distribution
in the tissues by histochemistry. Collagen was detected biochemically in intestine, heart, pharynx and mantle, occurring in higher amounts in the
heart, followed by pharynx, mantle and intestine. Histochemical analysis with Sirius red indicates that collagen is present in the extracellular
matrix of intestine and pharynx. Further ultrastructural immuno-gold assays using polyclonal antibodies raised against the decorin-specific peptide
CEASGIGPEVPDDRD and collagen type I showed a co-localization of these molecules. These data suggest the occurrence of a protein
containing a decorin-like peptide sequence, which may be interacting with fibrillar collagen in this primitive chordate.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Ascidian; Primitive chordate; Collagen; Decorin; Dermatan sulfate; Immunolocalization; Proteoglycan; Ultrastructure

1. Introduction

Decorin is a proteoglycan, member of the SLRP (Small
Leucine-Rich Proteoglycans) family of proteins. The protein
cores of the genetically related members of this family share
similar physical and structural features such as molecular
weight (35–43kDa), 6–10 leucine-rich repeat (LRR) in a
central domain, conserved Cys residues in the N- and C-
terminals and substitution with keratan sulfate/dermatan sulfate/
chondroitin sulfate chain(s). Decorin, which has a single
dermatan sulfate/chondroitin sulfate chain in the N-terminal

domain, together with biglycan and asporin, form Class I in this
family, with 10 LRR and a CX3CXCX6C amino terminal
cysteine cluster (Iozzo, 1998; Hocking et al., 1998; Ameye and
Young, 2002).

Maintenance of the extracellular matrix integrity is a well-
known function of some of the SLRP members. Decorin,
biglycan, fibromodulin and lumican have been reported to
interact with matrix components, regulating their arrangement.
Decorin binds to collagen type I and II in vivo and delay/
inhibits collagen fibrillogenesis in vitro (Vogel et al., 1984;
Brown and Vogel, 1989; Schonherr et al., 1995). The
interaction of decorin with fibrillar collagen is mediated by
the protein core and seems not to depend on the glycosami-
noglycan side chain (Hedbom and Heinegard, 1993). The
horseshoe shape of decorin was believed to allow the
proteoglycan to “embrace” the collagen triple helix monomer
(Weber et al., 1996; Keene et al., 2000; Scott, 1996).
However, recent report on the crystal structure of decorin
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indicates that this model has to be re-evaluated (Scott et al.,
2004). Targeted disruption of the genes of several SLRP
members leads to a series of phenotypic changes in
extracellular matrix components. Decorin deficient mice for
example show fragile tensile strength and abnormal collagen
fibril diameter and shape (Danielson et al., 1997).

The biological importance of decorin is not restricted to
the matrix. It is also a key molecule in several cellular events.
Binding of decorin to TGF-β has been shown to happen,
even when the proteoglycan is bound to collagen, regulating
cell growth control in both normal and pathological
conditions. (Markmann et al., 2000 and see Kresse and
Schonherr, 2001 for a review). In fact, several reports showed
that the complex decorin/TGF-β is more efficient than the
cytokine alone in signaling events (Takeushi et al., 1994;
Riquelme et al., 2001). Moreover, it has been demonstrated
that decorin binds and activates EGF1 receptor (EGFR)
triggering intracellular signaling that leads to MAP kinases
activation, mobilization of intracellular calcium and up-
regulation of p21, a potent inhibitor of cyclin-dependent
kinase activity (De Luca et al., 1996; Moscatello et al., 1998;
Iozzo et al., 1999).

Previously we reported the presence of oversulfated
dermatan sulfate polymers in the ascidians Styela plicata and
Ascidia nigra (Pavão et al., 1994, 1995, 1998; Gandra et al.,
2000; and see Pavão, 2002 for a review). Histochemical
analysis of the tissues of S. plicata indicated that dermatan
sulfate is restricted to the extracellular matrix of the ascidian
organs and is absent in the tunic (Gandra et al., 2000). Collagen
was also detected in the tissues of this ascidian, based on the
content of hydroxyproline (Pavão et al., 1994). The type of
collagen was not specified.

The occurrence of extracellular dermatan sulfate and
collagen in the tissues of S. plicata raises interesting
questions: is the oversulfated dermatan sulfate linked to a
decorin-like core protein? Do dermatan sulfate proteoglycans
and collagen co-localize in the ascidian tissues? Here we
show the occurrence of a decorin-specific peptide in this
ascidian, and its co-localization with collagen and dermatan
sulfate.

2. Materials and methods

2.1. Hydroxyproline

The content of hydroxyproline (the hydroxylated form of
the collagen-specific amino acid proline) was estimated as
described previously (Stegemann and Stalder, 1967). Briefly,
intestine, heart, pharynx and mantle were carefully isolated
from S. plicata (the animals were collected at praia da Urca,
Rio de Janeiro, Brazil), immersed in acetone for 8h at 4°C
and dried in an oven at 60°C. About 30 mg of the dried
material was subjected to acid hydrolysis with 6 N HCl at
107°C for 18h. The HCl was removed by evaporation and the
hydrolyzed material was mixed with 200μL of buffer (5%
citric acid, 1.2% acetic acid, 12% sodium acetate and 3.4%
sodium hydroxide, pH 6.0) 1:10 diluted. The mixture was

incubated with 1mL of chloramine-T solution for 20min at
room temperature. After that time, 1mL of aldehyde/perchloric
acid solution was added and incubated for another 15min at
60°C. Absorbance at 570nm was then measured within
20min. The concentration was estimated based on a standard
curve using a pure solution of hydroxyproline (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

3. Histochemistry

For histochemical preparations intestine and pharynx were
carefully isolated from other tissues and fixed in 1%
glutaraldehyde and 5% formaldehyde in cacodylate buffer,
pH 7.4 for 22h at room temperature. After fixation, the
tissues were dehydrated in graded ethanol, cleared in xylol
and embedded in Paraplast plus (m.p. 55.6°C, Oxford,
Sherwood Medical, St. Louis, MO, USA). Four-micrometer
sections from intestine and pharynx were cut longitudinally
on a Leica microtome. Paraffin sections were stained with a
modified Sirius red stain that has affinity to collagen fibers
(Dolber and Spach, 1993). After dewaxing, sections were
hydrated and treated with a 0.2% aqueous phosphomolybdic
acid solution, followed by a 0.1% Sirius red F3 BA (Aldrich)
in a saturated aqueous picric acid solution, pH 2.0, for 90min
and washed with 0.01N HCl for 2min. Sections were then
rinsed in 70% ethanol, dehydrated in absolute ethanol,
cleared in xylol (Dolber and Spach, 1993), mounted in
Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany) and then observed
with a Zeiss LSM 410 confocal laser scanning microscope or
with an optical microscope (Axioplan, Zeiss) under a
polarized light.

3.1. Immunohistochemistry

Paraffin sections from intestine and pharynx were prepared,
as described in the previous paragraph, and collected onto
0.01% poly-L-lysine (Sigma) covering slides. After dewaxing,
sections were hydrated and then carefully washed in 0.1M
phosphate buffered saline (PBS), followed by 50mM NH4Cl
in PBS to avoid unspecific binding of free aldehydes residues.
Endogenous peroxidase was blocked with a 3% H2O2 in
methanol for 15min and incubated with 10% bovine serum
albumin (BSA) in PBS (pH 7.4) for 1h to prevent unspecific
binding of immunoglobulins. Sections were then incubated
with a polyclonal antiserum derived from a rabbit immunized
with the decorin-specific peptide CEASGIGPEVPDDRD
(GIBCO BRL, USA, Cat. 12100-010), overnight at 4°C in a
moist chamber (1:250). After washing with PBS, sections
were incubated for 1h with a horse HRP-conjugated
secondary antibody from the kit Envision TM System
Labelled Polymer, HRP (Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA). Peroxidase was revealed with diaminobenzidyne (DAB
liquid DAB+substrate-chromogen system K3468, Dako
Corporation). Sections were then counterstained with PAS
and hematoxylin, mounted in Entellan® and examined under
an optical microscope (Axioplan, Zeiss). High-resolution
images (1024×1024 pixels) were obtained on a digital camera
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(Zeiss) coupled to an image acquisition program (Axiovision,
Zeiss). Control assays were carried out by omitting the
primary antibody.

3.2. Immuno-gold

The pharynx was carefully isolated from S. plicata and
fixed overnight in 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaral-
dehyde in 0.1M sodium phosphate buffer (pH 7.3) and 4% 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDCDI-
Sigma) at 4°C. The samples were washed with 0.05% sodium
borohydride in 0.1M phosphate buffer (pH 7.3) and seawater
1:1, dehydrated in a graded series of methanol until 95% and
embedded in LR White acrylic resin (Ted Pella, Inc.) at
−20°C. Ultrathin sections (90nm) were obtained (LKB
ultramicrotome) and collected on nickel grids (300mesh),
hydrated in 1% PBS for 10min, and non-specific sites were
blocked with 1% BSA in 1% PBS, containing 50mM
ammonium chloride for 10min. The samples were incubated
overnight in a humid chamber with a rabbit anti-human
decorin polyclonal antibody raised against peptide CEAS-
GIGPEVPDDRD (Gibco, USA) (1:200) or with a rabbit anti-
human collagen type I polyclonal antibody (1:50), raised
against the N-terminal (Novotec, Lyon, France), diluted in 1%
PBS. After washing with 1% PBS, the sections were incubated
with an anti-rabbit immunoglobulin conjugated to 10nm gold
particles for 2h, washed in 1% PBS, containing 1% BSA, and
finally with distilled water. The sections were stained with 1%
uranyl acetate for 20min and observed in a Jeol 1200 EX
electron microscope, operated at 80kV. Controls were
obtained omitting the incubation with the primary antibody.

3.3. Analysis of the material extracted from the ascidian tissues
with guanidine and papain

The viscera of S. plicata were cut in small pieces and
extracted with 4M or 6M guanidine hydrochloride in 50mM
sodium acetate, pH 6.0, containing 1mM phenylmethylsulfo-
nyl fluoride, 10mM EDTA, 5mM benzamidine, 10mM
6-aminocaproic acid, for 48 h at 4°C. The mixture was then
centrifuged, the supernatant dialyzed against distilled water at
4°C, lyophilized and resuspended in distilled water (1mg/mL).
The residue was washed with distilled water, immersed in
acetone and kept for 24h at 4°C. The dried residue (1g) was
suspended in 20mL of 0.1M sodium acetate buffer (pH 5.5),
containing 100mg papain, 5mM EDTA, and 5mM cysteine
and incubated at 60°C during 24h. The incubation mixture
was then centrifuged (5000×g for 10min at room tempera-
ture) and the polysaccharides in the supernatant, precipitated
with 2vol. of 95% ethanol at 4°C for 24h. The precipitate
formed was collected by centrifugation (5000×g for 10min at
room temperature), dried at 60°C and suspended in distilled
water (1.0mg/mL). The material obtained after extraction
with guanidine or papain (∼10μg) was analyzed by agarose
gel electrophoresis before and after incubation with chon-
droitinase ABC, as previously described (Gandra et al.,
2000).

4. Results

4.1. Localization of dermatan sulfate and collagen in the
tissues of S. plicata

Dermatan sulfate was previously reported to be present in the
extracellular matrix of various tissues of the ascidian S. plicata
(Gandra et al., 2000). Collagen was also detected by
determining the content of hydroxyproline in the body of this
ascidian (Pavão et al., 1994). However, no description about the
type and distribution of collagen among different tissues was
reported. To compare the distribution of collagen and dermatan
sulfate in S. plicata, we carefully isolated the intestine, heart,
pharynx and mantle and measured the content of hydroxypro-
line in these tissues (Table 1). Collagen was detected in all
tissues studied, occurring in high amounts in the heart, pharynx
and mantle. In the intestine, it occurs in very low amounts. All
tissues studied contain significant quantities of dermatan
sulfate, which prevails in pharynx and mantle in a concentration
similar to that of collagen (0.6–1.0μg/mg dry mass).

To determine the distribution collagen in the tissues of S.
plicata, sections from intestine and pharynx were stained with
Sirius red and observed with a confocal microscope or with an
optic microscope under a polarized light (Fig. 1). Sirius red in
the presence of picric acid is a selective reaction, namely
picrosirius, which stains collagen producing an intense reddish
color. A diffuse reddish material was detected throughout the
extracellular matrix of pharynx and intestine sections, when
observed by optic microscope under a polarized light (Fig. 1A,
C and E). In the intestine, the reddish material was mostly
detected close to the serosa membrane (Fig. 1E). A tri-
dimensional analysis of pharynx and intestine sections by
confocal microscopy provided the same pattern of distribution
of the reddish material in the extracellular matrix and allowed
the visualization of this material in the basal membrane (Fig.
1B, D and F). The green light represents the autofluorenscence
of the tissues.

4.2. Immunohistochemistry

Decorin is a typical dermatan sulfate/chondroitin sulfate
proteoglycan of the extracellular matrix, which associates with
fibril-like collagens, regulating their morphology. To investigate
whether a decorin-like protein would be present in S. plicata
and to localize it in the tissues of the ascidian, sections from

Table 1
Distribution of collagen and dermatan sulfate in the tissues of S. plicata

Tissues Dermatan sulfate a

(μg/mg dry tissue)
Collagen b

(μg/mg dry tissue)
DS/Collagen

Intestine 0.2 0.1 2.0
Heart 0.1 1.0 0.1
Pharynx 1.0 0.6 1.7
Mantle 0.6 0.6 1.0
a Values obtained from Gandra et al. (2000).
b Collagen was estimated in the tissues by the content of hydroxyproline,

according to Stegemann and Stalder (1967).
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intestine and pharynx were submitted to immunohistochemical
analysis, using a polyclonal antibody raised against the peptide
CEASGIGPEVPDDRD from human decorin. An intense
immunostaining was observed throughout the extracellular
matrix in both pharynx and intestine (Fig. 2B and D). No
positive staining was observed at the tip of epithelial cells or at

the basement membrane (Fig. 2B and D), as well as in control
sections where the primary antibody was omitted (Fig. 2A and
C). These results suggest the presence, in the extracellular
matrix of intestine and pharynx of S. plicata, of a protein
containing a decorin-specific peptide, which colocalizes with
collagen.

Fig. 1. Histochemistry with picrosirius in the tissues of S. plicata. Sections from pharynx (A, B) and intestine (C–F) were treated with Sirius red and analyzed by optic
(A, C, E) or confocal microscope (B, D, F), as described in Materials and methods. Arrows indicate epithelial cell layer, arrowheads indicate the basement membrane,
and crosses the serosa membrane. The reddish material indicates positive reaction for collagen. The green color indicates intrinsic fluorescence. Bar=50μm.
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Fig. 2. Immunohistochemistry for decorin-specific peptide in the tissues of S. plicata. Sections from pharynx (A, B) and intestine (C, D) were treated with rabbit anti-
human decorin-specific peptide antibody, as described in Materials and methods. Control was obtained omitting the primary antibody (A, C). Arrows indicate
epithelial cell layer, arrowheads indicate the basement membrane, and crosses the serosa membrane. Asterisks indicate positive reaction. Bar=50μm.

Fig. 3. Immunolocalization of decorin-specific peptide and collagen in the tissues of S. plicata by electron microscopy. Electron micrograph showing the epithelial
cells (EC) supported by a basement membrane (arrows) and a fibrillar extracellular matrix (⁎) (A). The pattern of gold labeling for collagen type I (arrows in B) and for
decorin-specific peptide (arrows in C) can be observed in the extracellular matrix. The localization of decorin-specific peptide and collagen type I was on the surface of
fibrillar collagen-like material. Bar=150nm.
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4.3. Immunoelectron microscopy

To further investigate the apparent co-localization of the
protein containing the decorin-specific peptide and collagen,
sections from pharynx were processed for electron microscopy.
Polyclonal antibodies raised against collagen type I or against
peptide CEASGIGPEVPDDRD from human decorin were used
followed by a gold-conjugated secondary antibody. Fig. 3A
shows epithelial cells supported by a basement membrane
adjacent to a fibril-rich extracellular matrix. After immuno-gold
labeling with anti-type I collagen, 10-nM gold particles,
representing positive reaction of the antigen–antibody complex,
were detected all over the extracellular matrix on the fibrillar
material (Fig. 3B). Similar results were observed when antibody
against peptide CEASGIGPEVPDDRD from human decorin
was used. The gold particles were dispersed throughout the
extracellular matrix, but only present on the same fibrillar
material where anti-collagen antibodies were detected (Fig. 3C).
No positive reaction was observed on the basement membrane
or when both primary antibodies were omitted.

4.4. Analysis of the material extracted from the ascidian tissues
with guanidine

In previous work (Gandra et al., 2000), dermatan sulfate was
detected in the extracellular matrix of intestine and pharynx of
S. plicata, showing a pattern of distribution similar to that of the
decorin-like peptide observed in the present work (See Fig. 2).
These results raise the possibility that a decorin-like proteogly-
can is present in this ascidian. To further investigate this
hypothesis, the viscera of S. plicata were submitted to
extraction with guanidine hydrochloride and the guanidine
extract was analyzed by Western blot, using the antibody
against the decorin peptide CEASGIGPEVPDDRD. No band
was detected by the antibody in extracts obtained with 4M or
6M guanidine, suggesting that the ascidian decorin-like
proteoglycan is resistant to extraction with chaotropic agents
(data not shown). The same result was observed when the
viscera was extracted with 8M urea.

Dermatan sulfate was the only galactosaminoglycan pre-
visously detected in S. plicata (Pavão et al., 1994, 1995, 1998;

Gandra et al., 2000; see Pavão, 2002, for a review). Therefore,
we assumed that if a decorin-like proteoglycan is present in this
ascidian, it should be glycosylated with dermatan sulfate
chains. To confirm that dermatan sulfate is resistant to
extraction with 4M and 6M guanidine, we analyzed the 4M
and 6M guanidine extracts by agarose gel electrophoresis
before and after incubation with chondroitinase ABC. As
shown in Fig. 4B, no chondroitinase-sensitive metachromatic
band was detected in these extracts, indicating that dermatan
sulfate, probably linked to a protein core, remained in the
residue. To verify that, the residue of the guanidine extracts
were submitted to papain digestion and the material was
analyzed by agarose gel electrophoresis before and after
incubation with chondoritinase ABC. As shown in Fig. 4C, a
chondroitinase-sensitive metachromatic band was detected in
the 4M and 6M guanidine residues, indicating that dermatan
sulfate is only solubilized from the ascidian tissues after
incubation with proteases.

5. Discussion

Collagen was detected and localized in the tissues of the
ascidian S. plicata by the dosage of hydroxyproline, a
modified amino acid present typically in fibrillar collagen
(Veis and George, 1994), and by selective staining with Sirius
red and anti-type I collagen antibody. Collagen is present in
the extracellular matrix of intestine and pharynx. In a
previous work, sections from these organs were metachro-
matically stained with the cationic dye 1,9-dimethylmethylene
blue and the metachromasia was completely removed from
the extracellular matrix after treatment of the sections with
chondroitinase ABC, indicating that galactosaminoglycan-like
polymers were restricted to that location (Gandra et al.,
2000). Since dermatan sulfate is the only galactosaminogly-
can present in S. plicata (Pavão et al., 1994, 1995, 1998;
Gandra et al., 2000; see Pavão, 2002 for a review), we can
assume that the positive staining observed in the extracellular
matrix after treatment with 1,9-dimethylmethylene blue
(Gandra et al., 2000) is due to the occurrence of dermatan
sulfate in the ascidian. According these previous results and
to those of the present work, collagen colocalizes with

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of the guanidine and papain extracts obtained from the visceras of S. plicata. 4M or 6M guanidine extracts (10μg) (B), the papain-
treated residues of the 4M or 6M guanidine extracts (10μg) (C), as well as a mixture of standard glycosaminoglycans (A), containing 10μg each of chondroitin sulfate
(CS), dermatan sulfate (DS) and heparan sulfate (HS), before (−) and after (+) incubation with chondroitinase ABC (Chase ABC) were applied to a 0.5% agarose gel
and run for 1h at 110V in 1,3-diaminopropane/acetate (pH 9.0). The glycosaminoglycans in the gel were fixed with 0.1% N-cetyl-N,N,N-trimethylammonium bromide
solution. After 12h, the gel was dried and stained with 0.1% toluidine blue in acetic acid/ethanol/water (0.1:5:5, v/v).
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dermatan sulfate in the extracellular matrix of intestine and
pharynx of S. plicata.

Decorin is a proteoglycan member of the SLRP family of
proteins. The core protein of decorin contains a single chain of
chondroitin/dermatan sulfate in its N-terminal domain (Iozzo,
1998). The antibody raised against the decorin-specific peptide
CEASGIGPEVPDDRD recognized similar epitopes in the
tissues of S. plicata. The immunolocalization of the peptide
displays a pattern of distribution similar to that of dermatan
sulfate and collagen and is restricted to the extracellular matrix
of intestine and pharynx, indicating that these molecules co-
localize in these tissues. This result raises the possibility that
the oversulfated dermatan sulfate, identified previously in S.
plicata (Gandra et al., 2000), is linked to a protein bearing the
decorin-specific peptide CEASGIGPEVPDDRD, and that, in
the case of this invertebrate, this protein is glycosylated only
with oversulfated dermatan sulfate chains, since this is the
only galactosaminoglycan present in this asicidian. However,
these results do not exclude the existence of other proteogly-
cans with the same type of glycosaminoglycan chains in this
invertebrate.

The resistance of the ascidian dermatan sulfate proteogly-
cans to extraction with chaotropic agents is worth to notice.
Usually, dermatan sulfate proteoglycans such as decorin can be
easily extracted from mammalian tissues with 4M guanidine
(Andrade and Brandan, 1991; Sunwoo et al., 1998). However,
high concentrations of guanidine hydrochloride or urea, that
would normally abolish the interactions among extracellular
matrix components, could not solubilize the dermatan sulfate
proteoglycans from the ascidian tissues. The solubilization only
occurred after the complete disruption of the extracellular
matrix network with proteolytic digestion (Fig. 4), implying that
very strong interactions may be required to maintain the
structural integrity of the tissues. In marine invertebrates, the
tissues are in close contact with the highly ionic strength
environment of the sea water. As a consequence, molecules with
high charge densities are usually found in these organisms, for
example the oversulfated dermatan sulfates from ascidians
(Pavão et al., 1995; Gandra et al., 2000), the fucosylated
chondroitin sulfate from sea cucumbers (Mourão et al., 1986),
and the oversulfated chondroitin sulfates from sea squid
(Karamanos et al., 1992; Kinoshita et al., 2001). As shown by
electron microscopy (Fig. 3), the extracellular matrix of pharynx
is formed by an intricate network of collagen fibrils, which in
addition to the strong negative nature of the dermatan sulfate
chains may contribute for the poor solubilization of dermatan
sulfate proteoglycans.

Similar to bovine fibrocartilage, the ascidian decorin-like
polymer contains glycosaminoglycan chains in which the
majority of the uronate is iduronate (Scott et al., 1989a,b).
However, whereas the sulfation pattern of the glycosaminogly-
can chains of decorin varies in bovine tissues, in the ascidian S.
plicata, the glycosaminoglycan chain is composed by a unique
disaccharide unit, consisting of iduronic acid 2-sulfated, N-
acetylgalactosamine 4-sulfated (Gandra et al., 2000).

Overall, this work describes the distribution of collagen in
the primitive chordate S. plicata and the co-localization of

dermatan sulfate, a decorin-specific peptide and collagen in the
tissues of this invertebrate.
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