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1. INTRODUGAO

O Peixe Mosquito (Gambusia affinis), foi introduzido mundialmente a partir
do leste da América do Norte, sendo um dos peixes de agua doce mais
abundantes e difundidos no mundo, pois apresentam uma extrema tolerancia a
baixas e altas temperaturas e ao baixo oxigénio dissolvido das condi¢des
climaticas (PYKE, 2008). O nome, se da pela espécie ser predadora natural de
larvas e pupas de mosquitos, servindo como uma das alternativas
ambientalmente corretas para o controle de mosquitos, sendo introduzida em todo
o mundo, se espalhando com sucesso e com rapidez por mais de 40 paises.
(WELCOMME, 1988).

O sangue é constituido por plasma que é responsavel por conduzir trés
células distintas quanto suas fungdes, originando-se principalmente no timo, no
figado, no bago e no intestino que é responsavel por levar os tecidos os nutrientes
que sao importantes nas atividades metabdlicas e hormonais, também sao
responsaveis por retirar dos tecidos o que nao é util (SATAKE et al.,2009).

Nos peixes, a temperatura apresenta um papel crucial na regulacéo de seu
ciclo de vida, afetando uma série de processos reprodutivos, como: o
desenvolvimento e maturagdo de gametas, a ovulagdo, a desova, a
embriogénese, a eclosdo, o desenvolvimento e a sobrevivéncia (PANKHURST et
al., 2011). Os eritrocitos sdo células em maior quantidade na circulagéo
sanguinea, s&o nucleados nos peixes e sdo responsaveis por transportar oxigénio
e gas carbonico, ja os leucécitos sao células de defesa, podendo ser utilizados
para avaliar o sistema imunolégico. Chamados de panoramas hematoldgicos, sao
utilizados como uma forma de indicacdo ambiental e saude confiavel de
organismos (SERANI et al., 2013)

Estudar a composicao e a fungcédo das células sanguineas dos peixes € de
extrema importancia, visto que a condicdo de estresse, pode promover disturbios
homeostaticos, seguido de resposta compensatéria fisiolégica chamada de
resposta integrada ao estresse e também entender como os organismos
respondem e podem se adaptar a mudancgas climaticas atuais e futuras. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos em amostras de sangue do
Peixe Mosquito, diante da variagao de temperatura.

2. METODOLOGIA
Neste experimento, foram utilizados (n=10) exemplares de Peixe Mosquito

(Gambusia affinis), sendo 5 mantidos em um tanque externo (Tratamento 1) e os
outros 5 mantidos em aquario no laboratério de Ictiologia localizado na
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Universidade Federal de Pelotas, com condigdes controladas e temperatura de
27°C (Tratamento 2) por um periodo de 30 dias.

Para a coleta das amostras sanguineas, cada animal foi retirado do
aquario/tanque e foram contidos e anestesiados na bancada. A coleta foi
realizada através punc¢do branquial utilizando uma seringa com agulha de
12,7x0,33mm a fim de retirar 2ul de sangue de cada animal. As amostras foram
armazenadas em um eppendorf com soro fetal bovino (SFB), para n&do haver
coagulagao sanguinea.

A andlise por citometria de fluxo foi realizada usando Attune® Acoustic
Focusing Flow Cytometer (Applied Biosystems, EUA) equipado com laser violeta
(UV 405 nm-450/40, VL-1) para avaliar efeitos no sangue da exposi¢ao crbnica a
diferentes temperaturas da espécie. Os eritrocitos foram analisados quanto a
ruptura celular, peroxidagéo lipidica, espécies reativas de oxigénio, fluidez da
membrana, fragmentacdo do DNA e necrose.

A Ruptura Celular foi avaliada usando uma combinagdo de duas sondas
fluorescentes, conjugado Anexina V-FITC (AnV, Sigma A9210) e iodeto de
propidio, sendo classificadas como rompidas quando o interior da célula for
corado.

Peroxidacdo Lipidica eritrocitaria (LPO) foi quantificada utilizando a sonda
bodipy em 100 pL da amostra, que foi incubada por 1 hora em temperatura
ambiente (20°C). A taxa de lipoperoxidagao foi calculada como a intensidade
média da fluorescéncia verde (ndo rompida) e vermelha média (rompida).

Na necrose, foram utilizadas as sondas iodeto de propidio (IP) e YoPro, os
quais somente penetram nas células com membrana plasmatica danificada e por
possuirem afinidade ao DNA, ligam-se a este com emisséo das fluorescéncia na
cor vermelha (SILVA et al., 2009).

Para a avaliagdo das Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) produzidas
pelas células do sangue, foram utilizadas as sondas 2',7'-diclorofluoresceina
diacetato e 5 yM de iodeto de propidio (Pl). As amostras foram analisadas apods
incubacado de 1 hora em temperatura ambiente (20°C). Apenas células vivas (PI
negativo) foram selecionadas e medidas para produgao de ROS pela intensidade
mediana da fluorescéncia verde emitida.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Com os resultados obtidos pela citometria de fluxo, foram realizadas as
analises estatisticas no software Statistix 10TM. Utilizando o Teste U de
Mann-Whitney e as médias foram comparadas por meio de Analise de Variancia,
e Tukey, com intervalo de confianga de 95%.

Tabela 1. Comparacgao entre as variaveis em condi¢coes de temperatura

diferentes
Variaveis Tratamento 1 (22°C) Tratamento 2 (27°C)
DNA 0,443 + 0,0274" 0,4610 + 0,016
Fluidez 90,008 + 0,915" 89,2890 + 1,187

LPO 72,348 + 0, 143" 72,4370 £ O, 433"
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ROS 6200 + 407,530" 112965 + 3724"

Necrose 67,300 + 1,539" 67,0320 + 1,894"
* A letra que se difere na linha, significa que houve uma diferenga significativa
entre os dois tratamentos.

Em resposta as mudangas ambientais, os organismos podem mediar sua
fisiologia e histéria de vida modulando as respostas hormonais (ROMERO, 2002).
O estresse térmico causado pela conversdo do uso da terra e pelas mudangas
climaticas, podendo assim facilitar respostas fisioloégicas adaptativas que alteram
a reprodugdo, o comportamento e as habilidades cognitivas dos peixes
(POLVERINO et al., 2018, JACQUIN et al., 2020, BURT et al., 2011).

A exposicao a temperatura de 27°C demonstrou uma diferenca significativa
do tratamento 1 para o tratamento 2, apenas na avaliacao de Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS).

4. CONCLUSOES

Com isso, concluimos que a exposicao a temperatura de 27°C por 30 dias,
apresentou diferenga significativa apenas na variavel referente a Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS). Uma segunda andlise deveria ser realizada,
deixando expostos por menos tempo, por conta da capacidade de adaptacao a
condicdes climaticas adversas que essa espécie possui.
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