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1. INTRODUCAO

Os organismos polares evolutivamente possuem seus ciclos sazonais
ajustados a interface dindmica gelo-dgua, onde estas espécies, geralmente
possuem limites termotolerantes de 2 a 4 vezes mais sensiveis do que as espécies
de latitudes inferiores (PARMESAN et al., 2003; PECK et al., 2004). Portanto, com o
aumento da temperatura da agua, pressupfe-se que 0S animais ectotérmicos e
estenotérmicos endémicos da regido Antartica sejam mais afetados pelo
aguecimento global, devido a sua caracteristica de dependéncia da temperatura
ambiental para seu controle homeostatico (MIRKES, 1997).

Partindo deste contexto, espécies antarticas endémicas como as da familia
dos Notothenidae, evoluiram em ambiente com baixa variacdo térmica,
desenvolvendo assim mecanismos fisioldgicos para impedir o congelamento de seus
fluidos corporais, através das glicoproteinas anticongelantes (JIN et al., 2006).

Segundo NGAN et al. (2007), alguns notothenideos sdo costeiros e
sedentarios, caracterizando-os como sentinelas no biomonitoramento da qualidade
ambiental. Neste contexto, alteracdes nucleares eritrocitarias (ANEs) podem ser
utilizadas como uma das formas de monitorar o efeito das condigcbes ambientais as
quais os individuos estdo submetidos, devido a sua sensibilidade a agentes
estressores bem como tratar-se de uma técnica analitica de facil execugdo e baixo
custo (BARCELLOS et al., 2003; MONSERRAT et al., 2007).

Considerando-se a hipotese de que espécies estenotérmicas endémicas da
Antartica tiveram sua capacidade de aclimatizacdo térmica reduzida, o principal
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo ao aumento de temperatura
sobre processos de estresse celular e organismico através da andlise da frequéncia
de ocorréncia de anormalidades nucleares eritrocitarias no peixe antartico
Notothenia coriiceps.

2. METODOLOGIA

Individuos adultos de N. corriceps foram capturados com anzol e linha na
Baia do Almirantado, proximo a Estacdo Antértica Polonesa Henry Arctowski
(62°10’06,8”S; 58°29°'50,7”W), na isébata de 10 m durante o verdo de 2007. Apds a
coleta, os animais foram transferidos para o Laboratério de Biologia da Estacao
Antartica Brasileira Comandante Ferraz (62°8'S; 58°40' W), onde foram aclimatados.

Apbs o periodo de aclimatacdo, os peixes foram aleatoriamente divididos em
trés grupos e submetidos a duas condi¢cdes de aumento de temperatura, com ajuste
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gradual da temperatura em 0,5°C/h até atingir 2 ou 4°C (n=5 por tratamento), onde
foram mantidos a 0°C (controle), 2 e 4°C por 6 dias (144hs).

Apols exposicdo aos tratamentos experimentais, 0os peixes foram anestesiados
com benzocaina (100 mg/l),e realizada a biometria. A seguir, foram coletadas
amostras de sangue periférico por puncao da artéria branquial para confeccdo das
extensfes sanguineas, as quais foram secas (24 + 2°C) por 24 h, fixadas em
metanol por 15 min e posteriormente coradas com Giemsa (10%).

As extensdes foram avaliadas sob microscopia Optica (aumento de 1000X)
para avaliacdo de ANEs (MN: micronucleo; BL: nacleo bilobado; BRT: nucleo com
brotamento; NC: nucleo com cavidade; BN: célula binucleada; Fig. 1), utilizando-se
os critérios descritos por TITENKO-HOLLAND et al. (1997) e FENECH et al. (2003).
Foram analisadas 5000 células vermelhas, as quais foram classificadas e
quantificadas como eritrécitos e eritroblastos.

A anadlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o pacote estatistico
Statistica 8.0° (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Diferencas entre as freqiiéncias médias
de ANEs foram analisadas por andlise de variancia ndo paramétrica (Kruskall-Wallis
ANOVA; P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise qualitativa das amostras dos diferentes tratamentos foi observada
a ocorréncia das seguintes ANEs: micronucleos (MN), brotamentos (BRT), nlcleos
bilobulados (BL), nucleos com cavidades (NC) e células binucleadas (BN) e a
analise quantitativa demonstrado na Tabela 1.

A andlise da frequéncia de ocorréncia das ANEs em eritrocitos indicou um
aumento significativo para as anormalidade BL e NC (Tabela 1), sendo observada
uma correlacdo positiva significativa (BL = 0,0008 + 0,001* t; r* = 0,45; p = 0,008);
(NC = 0,001 + 0,0005*; r* = 0,31; p = 0,04). Ainda foi observada diferenca
significativa de ocorréncia entre em eritrécitos e eritroblastos para estas mesmas as
anormalidades.

Tabela 1. Freqiiéncia (%) de ocorréncia (x10°%) de alteracées nucleares eritrocitarias
(ANEs) em eritrocitos e eritroblastos (médiaterro padrdo) conforme o aumento de

temperatura.
Temperatura Tipo celular  Micronucleo Nucleo Nucleo com  Nucleo com Binucleada
bilobado brotamento cavidade

0°C Eritrécito 0.00£0.00  1.12+1.24"  2.84+2.89  1.23+0.71" 0.05+0.12
Eritroblasto ~ 0.00+0.00  1.65+2.25” 0.17 +0.35  0.12+0.20°°  0.00+0.00

20C Eritrécito 0.42+0.84 2.07+1.28" 2.64+1.86 2.14+1.17" 0.06x0.12
Eritroblasto ~ 0.39+0.47  0.30+0.59° 0.51+0.58  0.00+0.00°  0.00+0.00

4°C Eritrocito 0.29+0.27 5.30+3.07° 3.38+1.02  3.43+2.22° 0.06+0.13

Eritroblasto 0.24+0.54  0.00+£0.00°  0.87+1.50 0.00+0.00°  0.00+0.00

“Diferentes letras mailisculas e mintsculas representam diferencas significativas entre os tratamentos para eritrécitos e eritroblastos, respectivamente.
* indica diferenca significativa entre os tipos celulares para o mesmo tratamento (Kruskall-Wallis ANOVA; P<0,05).

Para analise de variacdo, na ocorréncia entre eritrocitos e eritroblastos,
devem ser considerados os mecanismos de ocorréncia das ANEs, bem como a
relacdo entre o tempo de maturacao das células da série vermelha e sua liberacéo
na circulacdo periférica. Nos peixes antérticos, a longevidade média dos eritrocitos
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pode alcancar 400 dias (SOLDATOQV, 2003), sendo este dado desconhecido para N.
coriiceps.

ANEs como MN e BN sédo formadas durante o periodo de mitose, quando o
estresse térmico promove inativacdo da enzima de reparagcdo de DNA
(PRABHAKARA e MURTHY, 1995). Segundo AFANASIEVA et al. (2006),
anormalidades como BRT tem sua possivel origem vinculada & amplificagdo génica,
podendo resultar da quebra de pontes nucleoplasmicas durante a citocinese. Logo,
espera-se que a observacéo destas anormalidades deva ocorrer principalmente em
eritroblastos, tendo em vista que foram avaliados efeitos experimentais.

Quanto a frequéncia de ocorréncia de BL, foi observado um aumento desta
ANE com o aumento da temperatura. Segundo TAVARES-DIAS (2004), os nucleos
BL possuem sua frequéncia relacionada a uma resposta imediata a hipdxia,
aumentando a capacidade de transporte do oxigénio na célula. Os resultados
obtidos para BL no presente estudo permitem relacionar sua resposta ao aumento
de temperatura da 4gua, uma vez que 0 estresse térmico provoca o aumento da
taxa metabdlica. Este efeito induz secundariamente a um aumento da frequéncia
cardiorrespiratoria em funcdo da demanda de oxigénio aumentada (ELLIS, 1982;
TAVARES-DIAS et al., 2004).

Na exposicdo em longo prazo, o NC foi umas das anormalidades que
apresentou resposta diferenciada entre os tipos celulares e os tratamentos (0° e
4°C). Este aumento de frequéncia de ocorréncia nos eritrocitos com o aumento de
temperatura (4°C) pode estar relacionado ao processo de senescéncia celular.

Estudos demonstram que as proteinas chaperonas, como as hsp70,
promovem estabilidade estrutural celular (SORENSEN et al., 2003; LIBEREK et al.,
2008). Considerando que alguns peixes antarticos estenotérmicos perderam a
capacidade de aumentar a expressao destas proteinas frente a condi¢des térmicas
desfavoraveis (PLACE et al;, 2008), pode-se inferir que algumas das ANEs
observadas em N. coriiceps podem estar relacionadas a auséncia de expressao
indutiva das chaperonas nessa espécie quando exposta ao aumento de temperatura
da agua.

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, o conjunto de efeitos da exposicdo do peixe antartico N.
coriiceps ao aumento da temperatura da agua, induz a ocorréncia de anormalidades
nucleares eritrocitarias.

Estas respostas foram caracterizadas pelo aumento da frequéncia de células
vermelhas com nucleos bilobados e com cavidade apds exposi¢do dos peixes, por
144 h ao aumento da temperatura. Além disso, conclui-se que o0s eritrécitos e 0s
eritroblastos respondem distintamente ao estresse térmico, indicando, portanto, que
os estudos de anomalias nucleares em sangue periférico devem levar em
consideracao estas respostas diferenciais dos dois tipos celulares.
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