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RESUMO

Peixes antarticos sdo espécies adaptadas ao frio, consideradas
estenotérmicas, sendo seu metabolismo eficiente em baixas temperaturas.
Estudos recentes sobre alteracdes climaticas relatam que a Peninsula Antartica
apresenta aquecimento acelerado, é extremamente importante entender a
plasticidade metabdlica e 0s mecanismos bioquimicos envolvidos na
aclimatacdo a altas temperaturas de peixes antarticos para a conservacao
destas espécies e do ecossistema Antartico. O presente trabalho teve o
objetivo de analisar o efeito do estresse térmico sobre a morfologia e o0 sistema
de defesa antioxidante em eritrocitos de Notothenia rossii e Notothenia
coriiceps, expostos durante 1, 3 e 6 dias a 8+0.5°C e a 0+0.5°C. VariagOes
morfolégicas nos eritrocitos e nos niveis de atividade de alguns constituintes
enzimaticos como a glutationa peroxidase (GPx); superoxido dismutase (SOD);
glutationa S-transferase (GST); catalase (CAT); glutationa redutase (GR) e
guantificacdo do constituinte ndo enzimatico, glutationa reduzida (GSH) e
lipoperoxidagéo lipidica (LPO), por dosagem de malonaldeido (MDA) foram
analisados. Em N. coriiceps 0 aumento da temperatura a 8°C n&do modulou os
niveis de SOD e GPx. Mas modulou negativamente os niveis de CAT em 1
(87% menor em 8°C quando comparado a 0°C) e 3 dias (90% menor em 8°C
guando comparado a 0°C). A GST foi modulada positivamente em 3 dias
(57,9% maior em 8°C quando comparado a 0°C) e negativamente em 6 dias
(81,9% menor em 8°C quando comparados a 0°C). A GR foi modulada
positivamente em 1 dia ( 69,9% maior em 8°C quando comparado a 0°C) e 3
dias (81% maior em 8°C quando comparado a 0°C). Em Notothenia rossii 0
aumento da temperatura ndo modulou os niveis de GPx e GR. Mas, a SOD foi
modulada positivamente em 6 dias (68% maiores em 8°C quando comparados
a 0°C) e a CAT foi modulada positivamente em 3 dias (97% maiores em 8°C
quando comparados a 0°C) e negativamente em 6 dias (86% menores em 8°C
guando comparados a 0°C). A GST também foi modulada negativamente em 6
dias (81,9% menor em 8°C quando comparados a 0°C). Os niveis de GSH né&o
foram modulados pela temperatura em ambas as espécies. O niveis de MDA
foram modulado negativamente em 3 dias a 8°C em ambas as espécies e
houve modulagdo positiva em 1 dia para N. coriiceps pelo aumento da
temperatura. Andlises morfologicas dos eritrocitos indicaram que em N.
coriiceps 0 aquecimento a 8°C determinou o aumento da frequéncia de
alteracGes no formato celular, presenca de vesiculas na membrana plasmatica,
nucleo em Blebbed e fissura nuclear. Em N. rossii 0 estresse térmico
influenciou o aumento da frequéncia de alteracdes no formato celular e a
presenca de nucleos em Blebbed. A propor¢cdo de eritrocitos maduros e
imaturos, a frequéncia de micronucleo, o deslocamento celular, volume celular
e nuclear ndo foram influenciados pelo estresse térmico em ambas as
espécies. Foi possivel concluir que, nos nototenideos antarticos, N. rossii e N.



coriiceps, espécies filogeneticamente muito préximas, os padrdes de resposta
frente ao aumento da temperatura ambiental foram diferentes.

Palavras-chaves: eritrocitos, temperatura, estresse oxidativo, anormalidades
celulares.



ABSTRACT

Antarctic fish are cold-adapted species, considered stenothermal; the
metabolism of this fishes is very efficient at low temperatures. Recent studies
about climatic changes report accelerated warming in the Antartic Peninsula.
For the conservation of Antartic ecosystem and species is extremely important
to understand the metabolic plasticity and biochemical mechanisms involved in
high temperatures acclimation of Antartic fishes. This study aimed to verify the
effect of heat stress on the morphology and the antioxidant defense system in
erythrocytes of Notothenia coriiceps and Notothenia rossii, exposed for 1, 3 and
6 days to 8 +0.5 +0.5 ° C and 0 ° C. Morphological changes in erythrocytes and
activity levels of some enzymatic constituents like glutathione peroxidase ( GPx
), superoxide dismutase ( SOD ), glutathione S - transferase ( GST ), catalase (
CAT ), glutathione reductase ( GR ) and quantification of non-enzymatic
constituent, reduced glutathione ( GSH ) and lipid peroxidation ( LPO ), by
measurement of malondialdehyde (MDA) were analyzed. The temperature
increase to 8°C in N.coriiceps do not modulated levels of SOD and GPx,
although, negatively modulates the levels of CAT 1 (87 % less than 8 ° C as
compared to 0 ° C) and 3 days (90 % less than 8 ° C as compared to 0 ° C).
GST was positively modulated in 3 days (57.9% 8 ° C higher in comparison to 0
° C) and negatively within 6 days (81.9 % less than 8 ° C as compared to 0 ° C).
The GR was positively modulated at 1 day ( 69.9% 8 ° C higher in comparison
to 0 ° C) and 3 days (81 % increase at 8 ° C as compared to 0 ° C). The
temperature increase in N. rossii do not modulate GPx levels of GR . However,
SOD was positively modulated in 6 days (68 % higher when compared to 8C 0 °
C) and CAT was positively modulated in 3 days (97% at 8 ° C higher in
comparison to 0 ° C) and negatively 6 days (86 % lower at 8 ° C as compared to
0 ° C). GST was also negatively modulated in 6 days (81.9 % less than 8 ° C as
compared to 0 ° C). Morphological analysis of erythrocytes indicated that in N.
coriiceps heating at 8 °C determined the increase frequency of changes in cell
format, presence of vesicles in plasma membrane and Blebbed nucleus. Heat
stress at 6 days in N. rossii influenced an increase frequency of changes in cell
shape and presence of Blebbed nucleus. The proportion of mature and
immature erythrocytes, frequency of micronucleus and cell displacement, cell
and nuclear volume were not affected by heat stress in both species. In
conclusion, N. rossii and N. coriiceps, phylogenetically close Antarctic
nototenideos, have different patterns of response due to increased
environmental temperature.

Keywords: erythrocytes, temperature, oxidative stress, cellular abnormalities.
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1. INTRODUCAO

O ambiente marinho antartico, representado pelo Oceano Austral ou
Oceano Antartico (SIDELL, 2000), ocupa aproximadamente 35 milhdes de Km?
e apresenta uma variedade de caracteristicas fisicas e flutuacbes sazonais
relativas a sua posicdo geografica (CLARK, 1983; EASTMAN, 1993). E
constituido pela porcéo sul dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico, com 3.000
a 5.000 metros de profundidade (EKAU, 1991) (Figura 1). Possui como
caracteristica um sistema circumpolar de correntes e frentes hidrograficas,
incluindo a Convergéncia Antartica, uma das maiores e mais velozes correntes
maritimas, que isola e separa o Oceano Austral dos oceanos que o formam e
afeta diretamente as condi¢cbes locais de clima (DI PRISCO et al.,, 1991;
FELICIO, 2007).

Projeto de Matnoakogha Artitica - CPTECANPE

e e Ty b st aacs [ =

L} -0 How 1M by
Carograte: Aitert, 5. Aqueo, FE., 2008 [Py Esiercagrtticn faler- WGS B4

Figura 1- Contimente Antartico e Oceano Austral. Fonte: Modificado de Ahlert; Aquino, 2009.
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O estabelecimento da Convergéncia Antartica tornou o ambiente
antartico isolado climatica e biologicamente (JOHNSTON et al., 1991), assim
0S animais que vivem nesta regido sofreram pressbes adaptativas, que
selecionaram caracteristica singulares para a vida (KAWALL e SOMERO 1996;
KAWALL, 1998; SOMERO et al. 1998; SOMERO, 2004) em um ambiente
extremamente frio e estavel (SIDELL, 2000). A temperatura da agua do mar
permanece estavel em torno de -1,9°C nas regides nordeste e em areas
proximas a Peninsula e ilhas pode variar de +1,5°C (no verdo) a -1,8°C (no
inverno) (SIDELL, 2000). O regime de luz na Antartica € bem caracteristico de
regides polares. No inverno ha longos periodos sem luz enquanto que no verao
a luz é praticamente constante. Ja, na primavera e no outono as condi¢cdes séao
intermediéarias (RIVKIN e PUTT, 1987).

A ictiofauna antartica concentra apenas 1,9% das espécies de peixes,
exclusivamente marinhos, do planeta, algo em torno de 322 espécies
distribuidas em 50 familias (EASTMAN, 2005). A Subordem Notothenoidei, da
ordem Perciformes, predominante na regido, esta representada por 8 familias,
44 géneros e 129 espécies, destas, 101 sdo exclusivamente antarticas, sendo
a familia Notothenidae a mais abundante (EASTMAN, 2005). Estudos sugerem
gue esse grupo € monofilético, surgindo de um “vacuo ecoldgico”, e que a
fauna anterior teria sido totalmente extinta (EASTMAN, 1993). A grande maioria
das espécies da familia Notothenidae é sedentaria demersal, mas algumas
espécies teriam se adaptado a viver no ambiente pelagico, e outras associadas
ao gelo na superficie (EASTMAN, 1989; EKAU, 1991).

As espécies analisadas neste trabalho, Notothenia coriiceps e
Notothenia rossii, pertencem a familia Notothenidae. Ambas as espécies sédo
endémicas e representam duas das quatro espécies mais abundantes na Baia
do Almirantado (CASAUX et al., 1990; BARNES et al., 2006), sendo
encontradas normalmente em profundidades em torno de 200 metros
(FISHBASE, 2013), nas regides Antarticas e Subantarticas, assim como nas
aguas costeiras da Nova Zelandia e América do Sul (EASTMAN, 1993).

A coloracéo do corpo de adultos de N. coriiceps aproxima-se do marrom
escuro e pode apresentar manchas marrom claras, pretas ou esverdeadas

enquanto que o abdome pode variar de amarelo claro a amarelo—esverdeado,
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dependendo da idade (FISHER e HUREAU, 1985). O corpo é largo com
cabeca grande levemente deprimida (Figura 2A). A espécie é caracteriza como
onivora, e sua dieta pode variar de acordo com disponibilidade de alimento
(CASAUX et al, 2003) e com a profundidade (KNOX, 1994). A ingestéo
consiste de animais bentbnicos como anfipodas, gastropodes e bivalves
(principalmente em profundidades de até 20 metros) (KNOX, 1994), e animais
pelagicos como pequenos peixes e krill antartico (principalmente em
profundidades superiores a 170 metros) (PERMITIN e TARDIYERA, 1978;
KNOX, 1994).

A coloracao do corpo de N. rossii pode variar de acordo com a idade. Os
juvenis podem variar de amarelo a marrom ou laranja, e os adultos marrom
clara com o dorso mais escuro apresentando pontos negros ao longo do corpo.
A cabeca e o0 corpo séo levemente comprimidos com a boca disposta de forma
obliqua (FISHER e HUREAU, 1985) (Figura 2B). A dieta de N. rossii é
classificada como ontogenética, sdo classificados como carnivoros e a ingestéo
pode ser de anfipodas, gastropodes, decapodes, organismos bentdnicos e krill
antartico (HUREAU, 1970; TARVERDIYEVA, 1972; KNOX, 1994).
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Figura 2: Espécies estudadas. Individuo adulto de Notothenia coriiceps (A). Individuo adulto
de Notothenia rossii (B). Fonte: Beatriz Bouchinhas.
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As baixas temperaturas dos mares antarticos ndo foram o Unico fator
seletivo e determinante da biodiversidade, mas o confinamento ecoldgico e a
oscilagdo sazonal do suprimento alimentar também sdo apontados como
fatores importantes para explicar a baixa diversidade de peixes antarticos
(EASTMAN, 1993). Outro aspecto importante reside na estabilidade térmica do
meio, em especial das zonas de gelo marinho permanente, a qual pode ter sido
de extrema importancia para o processo de selecéo e adaptacdo molecular dos
organismos antarticos (EASTMAN, 1991; HUBOLD, 1991; MONTGOMERY e
CLEMENTS, 2000).

Entre as adaptacdes conhecidas, 0s peixes antarticos possuem um
comportamento conhecido como adaptacdo metabdlica ao frio (JOHNSTON et
al., 1991), isto é, apresentam metabolismo relativamente baixo, mas as taxas
metabdlicas sdo mais altas do que o esperado caso fosse feita uma projecao
do metabolismo de peixes temperados em temperaturas proximas a 0°C
(JOHNSTON et al., 1991). Estudos indicam que algumas enzimas de peixes
antarticos sdo mais ativas em temperaturas baixas quando comparadas as
enzimas de peixes de aguas mais quentes (MACDONALD et al., 1987). Outro
exemplo da influéncia das baixas temperaturas foi o surgimento, no sangue dos
nototenideos antarticos, de proteinas anticongelantes (AFGPs- AntiFreeze
GlicoProteins) (CHEN et al., 1997; CHENG et al., 2003; HARDING et al., 2003;
JIN e DEVRIES, 2006; CHENG e DETRICH, 2007; CULLINS et al., 2011) e a
escassez de hemoglobina, sendo que em algumas espécies ela ndo é
expressa (DI PRISCO et al.,, 2007). JIN e DEVRIES (2006) aclimataram o
nototenideo antartico, Pagothenia borchgrevinki, coletados na regido de
McMurdo, a temperatura de 4°C durante 4 a 16 semanas. Foi observado que
apo6s 16 semanas os niveis de AFGP no plasma diminuiram 60% na
concentracdo de pequenas AFGP e 20% na concentracdo de grandes AFGP.

Nos ultimos 60 anos a temperatura da agua do Oceano Austral
aumentou cerca de 0.2°C em profundidades entre 700 a 1100 metros (entre 35
e 65°S), e recentemente este aumento esta sendo registrado em &aguas
superficiais (RENWICK, 2002; TURNER et al., 2005). A agua dos lagos da
regido esta aquecendo mais rapidamente do que o ar, em consequéncia da
diminuicdo da camada de gelo (KING, 1994; KING e HARANGOZO, 1998;
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QUAYALE et al.; 2002, 2003), causada pelas pressdes ambientais sobre o
continente antartico (CLARKE et al., 2007, HELLMER et al., 2012, ROSS et al.,
2012).

A Peninsula Antartica, onde se localiza a Estacdo Antartica Brasileira
Comandante Ferraz (EACF) - Baia do Almirantado, ilha Rei George,
arquipélago das Shetlands do Sul, local onde o presente estudo foi realizado, é
uma das trés regides do planeta, que apresenta aquecimento acelerado
(CLARKE et al., 2007; TURNER, 2007) (Figura 3). O aquecimento da
Peninsula Antértica, tem provocando degelo intenso tanto de geleiras, como de
neve acumulada durante o inverno e do gelo marinho, acarretando alteracfes
na salinidade e na densidade da agua do mar, diminuindo a salinidade do mar
em regides costeiras (DI PRISCO, 2000; CLARKE et al., 2007).

KING GEORGE ISLAND

BELLINGSHAUSEN
A isea |

Figura 3: Local de estudo. Na Peninsula Antartica (A) encontra-se a llha Rei George (B), onde
localiza-se a Baia do Almirantado(C), local onde o presente estudo foi realizado. Fonte:
Modificado de Simdes et al., (2004).
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A temperatura € um fator abiético que influencia diretamente a fisiologia
e a taxa metabdlica de organismos ectotérmicos, pois limita reacdes
enzimaticas e afeta a estabilidade de macromoléculas (WEDEMEYER et al.,
1990; WEINSTEIN e SOMERO, 1998). No caso de ectotérmicos antarticos,
devido a estabilidade térmica do ambiente, essas variacdes podem ser letais
(WEINSTEIN e SOMERO, 1998).

Organismos antarticos possuem menor tolerancia aguda ao calor,
guando comparados a espécies tropicais, mas podem suportar 0 aumento de
temperatura se aclimatados a temperaturas superiores, como por exemplo,
Trematomus bernacchii e Trematomus pennellii que apds aclimatacdo a 4°C,
suportaram até 14°C (PODRABSKY e SOMERO, 2006). BILYK e DEVRIES
(2011) determinaram a temperatura critica méxima (CTMax ambiental) de 11
espécies de peixes antarticos, dentre eles N. coriiceps e N. rossii, e para
ambas a CTMax encontrada foi em torno de 16.2°C (SEEBACHER et al.,
2005; PODRABSKI e SOMERO, 2006; HUDSON et al., 2008). PORTNER
(2002) verificou que a fase inicial de aclimatacéo ao calor em peixes antarticos
pode prejudicar o aporte de oxigénio aos 6rgao centrais. LOWE e DAVISON
(2005) ao submeter os nototenideos Pagothenia borchgrevinki e T. bernacchii a
estresse térmico obseravaram que hove hiperglicemia associada a lenta
liberacdo de cortisol no plasma, e aumento do hematécrito em P.
Borchgrevinki, devido ao aumento da temperatura. Acredita-se que ha aumento
no hematdcrito, no inicio da aclimatacdo ao calor, para melhorar a capacidade
respiratoria (HEISE e ABELE, 2008). O estresse térmico analisado em figado e
musculo do peixe antartico Pachycara brachycephalum, causou diminuicdo do
conteudo lipidico, reducéo de carboidratos e alteracdo nos niveis de proteinos
dos dois tecidos (BRODTE et al., 2006). THORNE et al. (2010), expuseram o
nototenideo Harpagifer antarcticus a estresse térmico agudo (6°C por 48 horas)
e como resposta registaram repostas inflamatorias no tecido hepatico.

Organismos vivos devem possuir sistemas que regulem e mantenham a
homeostase, j& que estdo sujeitos a mudancas rapidas nas condi¢des bidticas
e abidticas do meio em que habitam que podem ou nao ser estressoras
(MARIANO et al., 2009; COGO et al., 2009). Sao exemplos dessas alteracdes,

além da temperatura, as mudancas de pH e salinidade, poluentes orgéanicos e
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inorganicos, aumento na concentracdo de amonia e nitrito e reducao de O
dissolvido (COGO et al., 2009).

Ao longo do processo evolutivo a sobrevivéncia dos organismos esteve
relacionada a capacidade de se ajustar aos agentes estressores e recuperar a
homeostase. A tolerancia térmica, por exemplo, esta estritamente relacionada a
capacidade do organismo em metabolizar o oxigénio, ja que o equilibrio de O,
nos tecidos pode ser alterado com o aumento ou o declinio da temperatura do
ambiente, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) (ABELE et al., 1998).

A partir do momento que o gas oxigénio passou a ser incorporado no
processo de respiracdo celular as EROs fazem parte do metabolismo dos
organismos aerébicos (STADTMAN e LEVINE, 2000). As EROS sao moléculas
ou inos provenientes das reacbes de ativagcdo ou reducdo do oxigénio
molecular, ou produtos da reacéo de reducdo do O, (MONTEIRO et al., 2006).
A producao destes compostos na célula é natural e pode ter origens diferentes,
dentre elas, a utilizacdo de 0, na cadeia respiratéria pela mitocondria a fim
obter enegia através de reacbes de oxidacdo, em processos de defesa
antimicrobiana por células fagocitarias em reacdes de auto-oxidacao de 0, e
por microssomos do reticulo endoplasmatico (HALLIWELL e GUTTERIGGE,
2000). Sao exemplos de EROs, o anion radical superoxido (O2), o peroxido de
hidrogénio (H.O,), o radical hidroxila (OH) e o oxigénio livre (O) (STADTMAN e
LEVINE, 2000; MONTEIRO et al., 2006). Entretanto caso haja um desequilibrio
, esses radicais podem ser prejudiciais e/ou letais as células pois reagem com
lipideos, proteinas e acidos nucleicos (STADTMAN e LEVINE, 2000) (Figura 4).
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Figura 4: Geragdo de EROs e danos celularesO metabolismo aerdbico pode resultar em
espécies reativas de oxigénio (EROs) (A). A agédo dos radicais livres sobre estruturas celulares
pode causar danos a célula (B). Fonte: Modificado de http://medicinanaturale.pro/antiossidanti-
vitamine-minerali-alimentazione-spor/-(A); http://pierre.senellart.com/travaux/divers/freer.gif (B).

A fim de proteger a célula dos danos causados pelas EROs, houve a
selecdo de um sistema de defesa antioxidante (DROGE, 2002; HALLIWELL,
2007), formado por enzimas capazes de anular os radicais resultantes do
metabolismo aerdbico (Figura 5), dentre elas, catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD), glutationa-S-trasferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) (LEHNINGER, et al.,, 2007). Ja os compostos
antioxidantes ndo enzimaticos atuam impedindo reac6es de auto-oxidacdo e
podem reduzir radicais livres (SAYEED et al., 2003), sendo representados pelo
acido ascorbico e tiés ndo proteicos, dentre eles a glutationa reduzida (GSH)
(AHMAD et al., 2000; ORUC et al., 2004).


http://pierre.senellart.com/travaux/divers/freer.gif
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GSH Peroxidase

Somiquinone

Figura 5: Representacdo esquematica dos sistemas de defesa antioxidantes. Enzimas, SOD,
CAT, GPx e GR e suas vias de acdo. Fonte: Modificado de http://www.sigmaaldrich.com/life-
science/metabolomics/enzyme-explorer/cell-signaling-enzymes/superoxide-dismutase.html

O estresse oxidativo se da quando o sistema de defesa antioxidante nao
€ capaz de remover as EROs o que causara danos as moléculas organicas
(HAGERMAN, 2006). O estresse oxidativo pode ser desencadeado por
temperaturas extremas. Com o choque térmico ha alteracdo no transporte de
elétrons e pode haver a formacdo de EROs, ocasionando modificacdes na
estrutura de moléculas importantes para a célula (COGO et al., 2009).

Os eritrocitos de peixes diferem dos mamiferos pois sdo células
nucleadas, ovais ou elipticas (CAMPBELL, 1991; DE CARVALHO et al., 2009),
entretanto sua origem € similar pois acredita-se que derivam de uma célula
fonte, que ao proliferar-se gera outras células, séo classificados de acordo com
0 grau de maturacdo, entretanto sdo considerados eritrécitos maduros as
células que apds a diferenciacdo sdo capazes de desempenharem suas
funcdes especificas (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Embora o tecido da
origem hematopoiética possa variar de entre as diferentes familias de peixes
(FORERO, 1995; PIMPAO, 2006), os principais tecidos que d&o origem aos
eritrocitos e outras células sanguineas sé@o o baco e o rim cefalico, sendo que,

nestes tecidos a atividade eritropoiética pode sofrer influéncia de fatores
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ambientais como aumento da temperatura e estresse (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004).

Estudos indicam que o0 nimero e o tamanho dos eritrécitos na circulagdo
estdo relacionados a posicdo na escala evolutiva, habilidade natatoria,
demanda respiratdria e taxa metabdlica das espécies, ou seja, maior niumero
de eritrocitos € encontrado em espécies mais ativas, eritrocitos de menor
tamanho e em menor nimero sao encontrados em espécies mais sedentarias
(TANDON e JOSHI, 1976; RAMBHASKAR e SRINIVASA-RAO, 1987).

Os eritrécitos desempenham a funcéo de transporte dos gases oxigénio
e carbbnico (FRIEDMAN et al.,2004) e séo células com alto teor de acidos
graxos poli-insaturados em suas membranas (CLEMENS e WALLER,1987).
Assim os eritrécitos estdo expostos ao ataque de EROs e por esse motivo
devem possuir multiplos sistemas antioxidantes, para defender-se das EROs
(TIANO et al., 2000; 2003; FRIEDMAN et al., 2004). O estresse oxidativo em
eritrocitos pode ser avaliado por diversas abordagens experimentais e ha
diferentes maneiras da célula responder a este estresse, seja por aumento nas
concentragbes de antioxidantes ndo enziméticos, alteracdo na atividade das
enzimas de defesa, e em casos mais graves a lise celular (BAINNY et al.,
1996), que pode ser causada por peroxidacéo lipidica (LPO) (GUTTERIDGE,
1995; LACKNER, 1998; DUTRA et al., 2008). Morfologicamente o estresse
oxidativo em eritrécitos pode causar acumulo de danos e lesbes celulares
(NAGASAKA, 2004), como perda de formato e até lise celular (BAINNY et al.,
1996).

Ha pouca literatura sobre a aclimatacdo de peixes antarticos em
temperaturas diferentes da subzero (-1,96 a 0°C) (SOMERO e DEVRIES, 1967;
LOWE e DAVISON, 2005; JIN e DEVRIES 2006; CLARKE et al., 2007; CLARK
e PECK, 2009; BILYK e DEVRIES, 2011). Neste contexto, entender o
metabolismo oxidativo e suas defesas em eritrocitos, € importante, ja que pode
fornecer informacdes basicas sobre aspectos fisiolégicos e ecoldgicos de duas
espécies de peixes predominantes na Baia do Almirantado, Ilha Rei George,
Peninsula Antartica. Os dados gerados neste trabalho podem servir de
subsidios para a tomada de decisdo visando a conservacdo destas espécies

frente as mudancas climaticas globais.
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2- OBJETIVOS

2. 1 - Objetivo Geral

Avaliar comparativamente aspectos do metabolismo oxidativo e suas
defesas antioxidantes, bem como as alteracdes morfolégicas, em eritrécitos
dos peixes antarticos Notothenia rossii e Notothenia coriiceps frente ao

aumento da temperatura (8°C).

2. 2 - Objetivos especificos

e Investigar as possiveis variacées na atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-tranferase (GST) e glutationa redutase (GR),
influenciado pelo estresse térmico, nos eritrocitos dos peixes antaricos
N. rossii e N. coriiceps.

e |Investigar as possiveis variagbes nas concentracdes de glutationa
reduzida (GSH) influenciado pelo estresse térmico, nos eritrécitos dos
peixes antaricos N. rossii e N. coriiceps.

e Avaliar a peroxidacdo lipidica (LPO) frente ao estresse térmico nos
eritrocitos dos peixes antaricos N. rossii e N. coriiceps.

e Avaliar as possiveis alteracbes morfoldgicas causadas pelo estresse
térmico nos eritrocitos dos peixes antaricos N. rossii e N. coriiceps.

e Comparar a atividade das enzimas antioxidantes, a concentracdo de
GSH e a LPO, bem como as altera¢cdes morfoldgicas, frente ao estresse

térmico nos eritrocitos dos peixes antaricos N. rossii e N. coriiceps.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coletas

Na Baia do Almirantado, llha Rei George, as coletas foram realizadas
em Ponta Plaza (PP - 62° 05’ 64,5” S; 58° 24’ 31.7” W) e Arctowski, em frente
ao glaciar Ecology (AR - 62°10°.65” S; 58°26.5’ W), locais de maior abundancia
de N. rossii e N. coriiceps na Baia do Almirantado (Figura 6).
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Figura 6: Locais de coleta na Baia do Almirantado — llha Rei George. Os espécimes de
Nothenia coriiceps e Notothenia rossii foram coletados na Punta Plaza (PP) e no Glaciar
Ecology (AR). A EACF esta representada no mapa como CF (62°05°0”S/ 58°23'28"W). (Fonte:
Edson Rodrigues Junior)

Exemplares de N. rossii (n= 60) e de N. coriiceps (n=60), foram
capturados com linha e anzol. A profundidade de coleta variou entre 10 a 25
metros e a pesca foi realizada com o auxilio de botes pneumaticos do tipo
“Zodiac” ou a bordo da lancha oceanografica “Skua” (Figura 7). Os peixes
foram transportados dos locais de coleta para os modulos de aquérios
(laboratorios) da Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF)
(62°05’07S/58°23'28"W) e mantidos sob condigdes controladas de temperatura
(0-C + 0.5°C), salinidade (35 + 1,0 psu), fotoperiodo (12 horas luz/12 horas

escuro) e aeragdo durante 3 dias (Figura 8).
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Figura 7: Coleta dos exemplares de N. coriiceps e N. rossii. Utilizando-se vara e anzol (A) a
bordo de botes pneumaticos (B) ou a bordo da lancha oceanografica "Skua’(C). (Fotos: Beatriz
Bove da Costa Boucinhas (A e C); O autor (B).

Figura 8: Médulo de aquario da Estacdo Antartica Comandante Ferraz.Preparo dos tanques
com termostato (A). Espécimes de N. coriiceps acondicionados em tanque (B). (Fotos: O autor
(A); Edson Rodrigues Junior (B)).
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3.2 - Protocolo experimental

N. rossii e N. coriiceps foram randomicamente selecionadas e
transferidas para tanques de 1000 L contendo agua do mar a temperatura de 8
+ 0,5°C, durante 24 horas (1 dia), 72 horas (3 dias) e 144 horas (6 dias),
caracterizando os animais experimentais (Figura 9 A). Os animais controles
foram mantidos nas mesmas condicbes e tempos dos experimentais, com
excecao da temperatura que foi de 0 = 0,5°C (Figura 9 B). A salinidade foi de
35 psu + 1,0 e o fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro. O niamero de

peixes para cada situacao experimental foi de 10 individuos.

A
8°C
1DIA 3 DIAS 6 DIAS
B
0°C
1 DIA 3 DIAS 6 DIAS

Figura 9: Desenho esquemético do protocolo experimental. (A) Grupo experimental, animais
submetidos a temperatura de 8°C. (B) Grupo controle, animais mantidos a temperatura de 0°C.
Fonte: O autor, 2013.
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A temperatura da agua dos tanques foi rigorosamente mantida com
termostatos Aquaterm 09-01T-11457 (Full Cauge) acoplados a aquecedores
(Altman). A 4gua do mar foi captada a uma profundidade de 4 metros, em
frente da EACF, e bombeada para os tanques. Os tanques foram limpos a cada
dois dias e 50% da agua trocada.

A alimentacdo foi a base de musculo epaxial de peixes Antarticos,
oferecida a cada dois dias na quantidade correspondente a 1% da sua massa
corporea.

Apos a realizagéo dos bioensaios, os animais foram anestesiados com
benzocaina 1% (p v''), o sangue coletado com seringa heparinizada mediante
puncdo da veia caudal (Figura 10). Em seguida os animais foram mortos via

seccao medular e medidas biométricas (comprimento e peso) foram realizadas.

Figura 10: Coleta de sangue. Obtencé@o de sangue por meio da puncéo da veia caudal (A).
Coleta de sangue realizada com seringa heparinizada (B). Fotos: Gabriela Raga.
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Os eritrocitos foram obtidos mediante centrifugacdo do sangue total a
2000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apbs a retirada do plasma, parte dos
eritrécitos foi fixada em fixador Karnovsky com adaptacdes (paraformaldeido
2%, glutaraldeido 2,5% em tampap cacodilato 0,1IM pH 7.2 a 4°C)
(KARNOVSKY, 1965) durante 2 horas e posteriormente transferida para
tamp&o cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C para as analises morfologicas. Parte dos
eritrécitos foi lavada em NaCl 0,9%, centrifugada a 5000 x g durante 10 min a
4°C e em seguida foi adicionado tamp&o Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 (3:1 v/v) para
obtencdo do hemolizado que foi centrifugado a 12000 x g durante 15 min a 4°C
e 0 sobrenadante congelado em nitrogénio liquido visando as analises
enzimaticas.

O material foi transportado da EACF para o Laboratério de Biologia
Adaptativa do Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do

Parand, onde foram realizadas as analises enzimaticas e morfoldgicas.

3. 3 Procedimentos Analiticos

Maiores detalhes das metodologias utilizadas neste trabalho constam no
Anexo |I.

3.3.1 Determinagao da atividade das enzimas do estresse oxidativo

Os hemolizados das amostras foram tratados com cloroférmio e etanol
na proporcao de 1:2 (ROCHE e BOGE, 1993), e centrifugados a 5000 x g por
15 minutos. O sobrenadante foi separado para as analises bioguimicas.

As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de
microplacas Epoch (Bio-Tech) com excecdo da CAT que foi lida no
espectrofotometro Shimadzu UV-2600 em cubeta de quartzo.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976), utilizando-se soro de albumina bovina (BSA) para o
estabelecimento da curva padrao e a absorbancia das amostras foi verificada a

595nm. As amostras ndo foram normalizadas, pois continham concentragao de
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proteinas inferior a 1mg/mL. Os valores obtidos com a dosagem de proteinas
totais foram diretamente utilizados no célculo das enzimas.

Os niveis de atividade da superéxido dismutase (SOD) foram avaliados
pela inibicdo da redugcdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) para azul formazan
pelo O, gerado pela hidroxilamina em soluc¢éo alcalina (CROUCH et al., 1981).
A leitura foi realizada em 560nm.

Os niveis de atividade da catalase (CAT) foram avaliados pelo consumo
de peroxido de hidrogénio (H,O,) espectrofotometricamente a 240nm. O meio
de reacdo conteve tampéo fosfato de potassio (50mM, pH 7,0) e peroxido de
hidrogénio 10mM (BEUTLER, 1975).

Os niveis de atividade da glutationa peroxidase (GPx) foram
determinados através da oxidacdo de NADPH a 340nm. A enzima utiliza
glutationa reduzida (GSH) para reduzir peréxido organico originando glutationa
dissulfidica (GSSG). Esta ultima € reduzida pela enzima glutationa redutase
(GR) utilizando elétrons doados pelo NADPH (WENDEL, 1981).

Os niveis de atividade da glutationa-S-tranferase (GST) foram
determinados de acordo com a metolologia de KEEN et al. (1976) utilizando o
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A glutationacdo do CDNB
foi medida espectrofotometricamente em 340nm.

Os niveis de atividade da glutationa redutase (GR) foram avaliados
espectrofotometricamente através da oxidacdo do NADPH com a concomitante
reducdo da GSSG com absorbancia em 340nm. O meio de reagdo conteve
tampéo fosfato de potassio (100mM, pH 7,0), EDTA 1mM, NADPH 0,1MmM e
glutationa oxidada 1mM (CARLBERG e MANNERVIK, 1985).

O valores da atividade das enzimas antioxidantes foram expressos em
U/mg de proteina. Uma unidade de actividade de SOD é definida como a
guantidade de enzima que inibe a reacdo de oxidacdo de NBT em 50% da
inibicdo maxima. Uma unidade de atividade de CAT, GPx, GST e GR é definida
como a quantidade de enzima que consome 1 mmol de substrato ou a geracéo

de um pumol de produto por minuto.
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3.3.2 Determinacéao da concentracéo de Glutationa Reduzida

A concentracdo de glutationa (GSH) e outros tidis foram determinados
através do método descrito por SEDILAK e LINDSAY (1968). Foi adicionado ao
material 200 uL de TCA a 30% a 50 uL de amostra, centrifugado a 9000
rpm/10min/4°C. Ao sobrenadante foi acrescentado 0,25 mM DTNB. O método
baseia-se na precipitacao de proteinas e posterior reacdo de tidis ndo proteicos
com o DTNB gerando produto que absorve luz a 415 nm. Os Valores de GSH

foram expressos em nmols de tidis por mg de proteinas.

3.3.3 Determinacao do indice da Peroxidacéo Lipidica (LPO)

O indice de peroxidacado lipidica (LPO) foi avaliado pelos niveis dos
produtos finais da peroxidacao lipidica, o malonaldeido (MDA), pela reacdo de
TBARS. Os niveis de MDA foram determinados espectrofotometricamente em
535 nm, utilizando MDA (Merck, Darmstadt, Germany) como padréo
(UCHIYAMA e MIHARA, 1978). Os valores de TBARS foram expressos em

nmols de MDA por grama de massa Umida.

3.3.4 Andlises morfolégicas

Para as analises de microscopia de luz (ML) apos a fixacédo, realizou-se
o esfregaco das amostras em laminas de vidro que foram coradas com May-
Grunwald (RIOS, 2010). As imagens foram obtidas utilizando o microscopio
com scanner Zeiss - Imager.Z2, através do programa MetaSystems/VSViewer.
Para as analises das alteracdes celulares, 1000 eritrécitos foram tipificados por
individuo em: eritrocitos maduros (EM), eritrécitos imaturos ou eritroblastos
(EI); eritrocito com alteracdo de formato celular (EFC); eritrécito com formacéao
de vesiculas na membrana plasmatica (EVM); eritrécito com deslocamento de

nucleo (EDN); eritrécito com presenca de micronucleo (Ep); eritrocito com
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bolha nuclear ou “Blebbed” (EBN) e eritrécito com fissura nuclear ou “Notched”-
(EFN), conforme metodologia adaptada de GRISOLIA et al. (2009) e SOUZA e
FONTANETTI (2006). Para as andlises de volume celular, 250 eritrcitos foram
mensurados por individuo, onde obteve-se 0 eixo maior (um) e 0 eixo menor
(um) da célula e do ndcleo. Em seguida aplicou-se a formula V=4/3m(a/2)(b%/2)
para calculo dos volumes celular e nuclear, onde V = volume; 1m=3,14; a=eixo
maior; b= eixo menor (FELIP et al., 2009). Dados de volume foram expressos
em pm?.

Para as analises em microscopia eletronica de transmissdo (MET), apés
fixacdo, os eritrocitos foram poés-fixados em tetroxido de 6smio a 2% em
tampé&o cacodilato 0,1M pH 7.2 por 1 hora. A contrastacdo em blocos foi feita
com acetato de uranila 2% durante 2 horas. O material foi desidratado em série
alcodlica crescente e em seguida colocado em acetona. A impregnagdo e
inclusdo ocorreram em resina Epon-812 (LUFT, 1961). Os cortes foram obtidos
em ultramicrétomo Sorval Porter Blum MT-2 com utilizacdo de navalhas de
vidro e de diamante. Os cortes ultra-finos foram contrastados em solucéo
aguosa de acetato de uranila 2% (WATSON, 1958) e nitrato de chumbo
(REYNOLDS, 1963). A visualizagcdo e documentacdo do material foram
realizadas em microscépio eletrénico de transmissdo JEOL 1200EX Il do
Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana (C.M.E.-
UFPR).

Nas andlises em microscopia eletronica de varredura (MEV) apés
fixacdo, os eritrocitos foram submetidos ao ponto critico, obtido em um Bal-Tec
CPD - 030 com gas carbbnico e em seguida metalizados em ouro em um
Balzers SCD — 030. As andlises e a documentacdo do material foram
realizadas no microscopio eletrébnico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do
C.M.E — UFPR.
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3.4 Andlises estatisticas

Para a analise dos niveis das enzimas do estresse oxidativo (SOD, CAT,
GPX, GST e GR) e dos parametros ndao enzimaticos (GSH e MDA) os dados
foram tratados estatisticamente através da andlise de variancia bi — fatorial
(ANOVA bi-fatorial) visando verificar o efeito das duas variaveis independentes
(temperatura e tempo de exposicdo) e a possivel interacdo entre ambos. Em
caso significativo foi realizado o pos-teste de Tukey para a comparagdo das
médias. A homogeneidade das variancias foi testada a priori pelo teste de
Levene e em caso significativo os dados foram log-transformados.

Os dados morfométricos referente as alteracdes morfologicas, foram
previamente testados para a normalidade através do teste Kolmogorov-
Smirnov e homogeneidade das variancias através do teste de Levene. Caso 0s
dados fossem homogéneos eram submetidos a analise de variancia bi-fatorial
(ANOVA duas-vias) (F), no qual o tempo de exposicdo (1, 3 e 6 dias) e a
temperatura (0 e 8°C) foram as variaveis categoricas. Em caso dos dados
serem nado-paramétricos foi utilizada a andlise ndo-paramétrica de Kruskal-
Wallis (H), através do software R 251. Em caso de
variacao significativa (p<0,05) foram submetidos ao pos teste de Tukey e

comparacdes multiplas respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade das enzimas antioxidantes

Em N. coriiceps os niveis de SOD nao foram modulados pelo aumento
da temperatura a 8°C e ao longo do tempo (Figura 11A). J& em N. rossii, 0
aquecimento em 8°C modulou positivamente os niveis de SOD em relacdo a
0°C, em 6 dias de exposi¢do, sendo que a 8°C os niveis de SOD foram 68%
maiores quando comparados a 0°C. Ao longo dos tempos de exposi¢cdo em
0°C os niveis de SOD em N. rossii aumentaram em 3 dias quando comparados
a 1l e 6 dias. Ja em 8°C houve aumento nos niveis de SOD em 3 e 6 dias
guando comparados a 1 dia (Figura 11 B).

O aquecimento em 8°C modulou os niveis de CAT em relacédo a 0°C nas
duas espécies analisadas (Figuras 11 C - D). Em N. coriiceps os niveis de CAT
em 1 dia a 0°C foram 87% maiores quando comparados a 8°C, e em 3 dias a
0°C foram 90% maiores quando comparados a 8°C. Em N. rossii 0
aguecimento em 8°C modulou os niveis de CAT em relacdo a 0°C em 3 e 6
dias. Em 3 dias os niveis de CAT em 8°C foram 97% maiores quando
comparados a 0°C e em 6 dias foram 86% menores em 8°C quando
comparados a 0°C. Ao longo do tempo, em N. coriiceps o tempo de exposi¢céo
nao influenciou os niveis de CAT em 8°C, ja em 0°C houve diminuicdo de 51%
entre 1 e 3 dias, e de 91% entre 3 e 6 dias (Figura 11 C) . Em N. rossii a 8°C
houve aumento de 88% nos niveis de CAT em 3 dias de exposicdo quando
comparado a 1 e 6 dias enquanto que em 0°C os niveis de CAT foram 86%
maiores em 1 dia quando comparado a 3 dias, e 79% maiores em 3 dias

guando comparado a 6 dias (Figura 11 D).
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Figura 11: Niveis de Atividade da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Eritrécitos de
Notothenia coriiceps (A e C) e Notothenia rossii (B e D), expostos a 0°C e 8°C (circulo vazio e
guadrado cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. As linhas verticais indicam médias +
EP. As letras mindsculas diferentes indicam que ha diferencas entre os tempos de exposicao
em cada temperatura (0°C e 8°C). Asteriscos indicam diferencgas significativas (P < 0,05) entre
as temperaturas (0°C e 8°C).

O aquecimento em 8°C ndo modulou os niveis de GPx em relacédo a 0°C
em ambas as espécies analisadas (Figura 12 A-B). Em N. coriiceps ao longo
do tempo, os niveis de GPx apresentaram varia¢des, sendo que em 0°C foram
51% e 66% maiores em 1 dia quando comparados a 3 e 6 dias
respectivamente. Em 8°C os niveis de GPx foram 56% menores em 6 dias
guando comparados aos niveis de 1 dia. Em N. rossii, em 0°C os niveis de GPx
diminuiram 50% em 3 dias em relagdo a 1 dia e estes niveis mantiveram-se
constantes em 6 dias quando comparamos com 1 dia. Ja, em 8°C houve
diminuicdo dos niveis de GPx entre 1 e 3 dias, sendo 46,4% menor em 3 dias.

O aquecimento em 8°C modulou os niveis de GST em relagao a 0-C em
ambas as espécies analisadas. Em N. coriiceps a modulacdo positiva dos
niveis de GST ocorreu em 3 dias, sendo 57,9% maior em 8°C quando

comparada a 0°C (Figura 12 C), enquanto que em N. rossii a modulagéo
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negativa ocorreu em 6 dias, sendo 81,9% menor em 8°C quando comparada a
0°C (Figura 12 D). Em ambas as espécies analisadas houve diferenca nos
niveis de GST ao longo dos tempos de exposicdo. Em N.coriiceps, a 0°C, em 1
e 3 dias os niveis de GST foram 66% menores quando comparados a 6 dias
enquanto que em 8°C foram 52% e 57% menores em 1 dia quando
comparados a 3 e 6 dias respectivamente. J& em N. rossii a 8°C os niveis de
GST foram 85% menores em 6 dias quando comparados a 1 e 3 dias enquanto

que a 0-C os niveis de GST n&o foram alterados ao longo do tempo.

O aquecimento em 8°C modulou os niveis de GR em relagdo a 0°C em
N. coriiceps enquanto que em N.rossii ndo foi observado esta modulacdo
(Figuras 12 E-F). Em N. coriiceps em 8°C houve modulacdo positiva nos niveis
de GR em 1 e 3 dias quando comparados a 0°C, sendo respectivamente 69,9%
e 81% maiores em 8°C. Ao longo do tempo em N. coriiceps em 8°C 0s niveis
de GR foram 68% e 76% maiores em 1 dia quando comparados a 3 e 6 dias
respectivamente. J4& em 0°C os niveis de GR em 3 dias foram 80% menores,
gquando comparados a 1 dia e 70% menor quando comparado a 6 dias (Figura
12E). Ao longo do tempo em N. rossii a 0°C houve aumento de 79% e 73%,
nos niveis de GR respectivamente em 3 e 6 dias quando comparados a 1 dia.
Em 8°C houve aumento de 48% e 55% nos niveis GR respectivamente em 3 e

6 dias quando comparados a 1 dia (Figura 12F).
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Figura 12: Niveis de Atividade da glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx). Eritrocitos de Notothenia coriiceps (A, C e E) e Notothenia rossii
(B, D e F), expostos a 0°C e 8°C (circulo vazio e quadrado cheio respectivamente) durante 1, 3
e 6 dias. As linhas verticais indicam médias +EP. As letras minUsculas diferentes indicam que
ha diferencas entre os tempos de exposicdo em cada temperatura (0°C e 8°C). Asteriscos
indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre as temperaturas (0°C e 8°C).
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4.2 Determinacao de GSHe LPO

O aquecimento em 8°C n&o modulou a concentracdo de GSH em
relacdo a 0°C em ambas as espécies analisadas (Figuras 13 A-B). Em N.
coriiceps ao longo do tempo os niveis de GSH em 0°C em 3 e 6 dias foram
respectivamente 59,38% e 56,66% menores quando comparados a 1 dia. Em
8°C a concentracdo de GSH em 6 dias foi 53,68% menor quando comparado a
1 dia (Figura 13 A). Em N. rossii ndo houve diferenca significativa o longo dos
tempos de exposicao (Figura 13 B).

O aquecimento em 8°C modulou o conteddo de MDA em relacdo a 0°C
em ambas as espécies analisadas (Figuras 13 C-D). Em N. coriiceps ocorreu
modulagcdo negativa em 3 dias, sendo 44, 3% menor em 8°C quando
comparado a 0°C (Figura 13 C). Em N. rossii ocorreu modulagao positiva em 1
dia, sendo 54,47% maior em 8°C quando comparado a 0°C, em 3 dias foi
observada modulacdo negativa, sendo 61,94% menor em 8°C quando
comparado a 0°C (Figura 13 C). Houve diferencas no conteiddo de MDA ao
longo dos tempos de exposicdo em ambas as espécies. Em N. coriiceps a 0°C
o contetudo de MDA em 1 dia foi 62,34% e 54,44% menor quando comparado a
3 e 6 dias, respectivamente. Em 8°C o conteudo de MDA em 6 dias foi 52,6% e
22,7% maior quando comparado a 1 e 3 dias, respectivamente. Em N. rossii a
0°C houve aumento de 49,39% e 67,75% no conteudo de MDA
respectivamente em 3 e 6 dias quando comparados a 1 dia, e em 3 dias a 8°C
houve diminuicdo de 65,77% e 83,18% no conteudo de MDA respectivamente

guando comparado a 1 e 6 dias. (Figura 13 C-D)



41

Notothenia coriiceps Notothenia rossii
A 6007 -e- 0°C B 2001 -e- 0°C
o - 8°C
& 8°C
g 2 1804
2 2
2 & 4004 a 2 5 160
gz g g
c Qo cQ i
7 O a ab 75 %
5 8 b S 8
S, 200 3 2, 1204
T b T —=a I
0 @ 1004
o b o
O T T T T T T 80 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Tempo (dias) Tempo (dias)
Cc 101 D 50- -6 0°C
& 8°C
£ B
(=]
3 61 3 301
< ©
£ E
£ 44 £ 204
<
g S
> 21 S 104

o
o

Tempo exposi¢ao Tempo exposi¢&o

Figura 13: Concentracdo de Glutationa reduzida (GSH) e (MDA). Eritrécitos de Notothenia
coriiceps (A e C) e Notothenia rossii (B e D), expostos a 0°C e 8°C (circulo vazio e quadrado
cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. As linhas verticais indicam médias + EP. As letras
mindsculas diferentes indicam que ha diferencas entre os tempos de exposi¢cdo em cada
temperatura (0°C e 8°C).

Os valores médio + erro padrao (EP) da determinacdo da atividade das
enzimas antioxidantes (SOD, GST, GPx, GR e CAT) e da concentragdo do
antioxidante ndo enzimatico da GSH e da LPO estdo apresentados nas

tabelas 1, 2 e 3 respectivamente:



Tabela 1: Efeito da temperatura na atividade das enzimas antioxidantes nos eritrécitos de Notothenia coriiceps. Valores médios + EP. da
atividade da superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) nos eritrocitos de Notothenia coriiceps, expostos as temperaturas de 0°C e 8°C por 1,3 e 6 dias. O nimero de amostras

para cada analise esta indicado entre parénteses. Valores expressos em U/mg proteina.

CAT

GST

SOD GPX GR
0°C — 1 dia 154,59 + 17,27 (9) 3,41 + 0,31 (10) 0,33 + 0,03 (9) 0,08 + 0,01 (8) 0,0031 + 0,0006 (8)
0°C — 3 dias 191,65 + 13,06 (10) 1,67 + 0,20 (10) 0,16 + 0,02 (9) 0,08 + 0,01 (10) 0,0006 + 0,0001 (9)
0°C — 6 dias 239,15 + 51,18 (8) 0,15 + 0,02 (10) 0,11 + 0,01 (9) 0,24 + 0,03 (9) 0,0020 + 0,0003 (8)
8°C — 1 dia 208,83 + 26,05 (9) 0,42 + 0,13 (9) 0,25 + 0,03 (10) 0,09 + 0,01 (9) 0,0103 + 0,0020 (10)
8°C — 3 dias 296,76 + 24,12 (8) 0,16 + 0,02 (9) 0,19 + 0,02 (10) 0,19 + 0,00 (9) 0,0032 + 0,0002 (10)
8°C — 6 dias 216,24 + 17,74 (10) 0,15 + 0,02 (9) 0,11 + 0,01 (10) 0,21 + 0,03 (9) 0,0024 + 0,0002 (9)

Tabela 2: Efeito da temperatura na atividade das enzimas antioxidantes nos eritrocitos de Notothenia rossii. Valores médios + EP da atividade
da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) nos
eritrocitos de Notothenia rossii, expostos as temperaturas de 0°C e 8°C por 1,3 e 6dias. O nimero de amostras para cada analise esta indicado
entre parénteses. Valores expressos em U/mg proteina.

SOD CAT GPX GST GR
0°C — 1 dia 113,05 + 9,15 (8) 0,14 + 0,01 (8) 0,36 + 0,02 (9) 0,12 + 0,01 (9) 0,0016 + 0,0002 (8)
0°C - 3 dias 495,30 + 76,58 (8) 1,00 + 0,12 (8) 0,18 + 0,03 (7) 0,10 + 0,02 (9) 0,0078 + 0,0005 (8)
0°C - 6 dias 126,58 + 18,52 (8) 1,79 + 0,18 (9) 0,18 + 0,02 (8) 0,11 + 0,01 (8) 0,0061 + 0,0006 (8)
8°C — 1 dia 110,97 + 13,61 (8) 0,21 + 0,02 (9) 0,28 + 0,03 (8) 0,14 + 0,02 (9) 0,0026 + 0,0002 (8)
8°C - 3 dias 422,68 + 69,31 (7) 1,97 + 0,31 (8) 0,15 + 0,03 (8) 0,14 + 0,02 (10) 0,0050 + 0,0002 (8)

8°C — 6 dias

406,00 + 43,00 (9)

0,25 + 0,03 (8)

0,20 + 0,01 (9)

0,02 + 0,00 (7)

0,0058 + 0,0010 (9)




43

Tabela 3: Efeito da temperatura nos niveis de glutationa reduzida (GSH) e malonaldeido
(MDA). Valores médios + EP da atividade da enzima glutationa reduzida (U/mg proteina ou
[tiois] nmoles. mg proteina'l) e malonaldeido ([MDA] umols . gwm'l) nos eritrécitos de
Notothenia coriiceps (NC) Notothenia rossii (NR) expostos as temperaturas de 0°C e 8°C por
1,3 e 6 dias.

N. coriiceps N. rossii

GSH MDA GSH MDA

0°C - 1 dia 408,15 + 86,37 (8) 3,28 + 0,26 (10) 108,59 + 6,65 (10) 9,11 + 1,13 (9)

0°C -3 dias 165,78 + 17,91 (10) 8,71+0,40 (8) | 144,6508 + 29,42 (10) 18,00 + 1,60 (10)

0°C — 6 dias 176,87 + 28,83 (9) 7,20 + 0,64 (10) 133,26 + 24,10 (10) 28,25 + 2,85 (8)

8°C - 1dia 290,78 + 42,40 (10) 3,75+ 0,33 (5) 134,53 + 15,17 (10) 20,01 + 3,08 (8)

8°C - 3 dias 219,00 + 37,37 (9) 4,85+ 0,33 (7) 116,20 + 17,79 (10) 6,85 + 1,08 (10)

8°C - 6 dias 134,67 + 6,20 (10) 7,91 + 0,86 (10) 99,23 + 13,85 (10) 40,74 + 3,21 (8)

4.3 Alteracdes Morfolégicas

As alteracdes morfolégicas encontradas em eritrécitos de N.coriiceps e
N.rossii podem ser visualizadas nas figuras 14 (ML), 15 (ML), 16 (MEV) e 17
(MET).

Em ambas as espécies, eritrécitos normais considerados como controle,
possuem formato oval a elipsoidal com nucleo central acompanhando o
formato da célula e elétron denso devido ao predominio de heterocromatina
(Figuras 14A-B e 16A-B). O citoplasma € homogéneo em ML (Figuras 14A-B),
mas, contendo compartimentos limitados por membranas quando visualizados
em MET (Figura 17C). Eritr6citos maduros (Figura 14A-B) e eritrOcitos imaturos
ou eritroblastos com formatos celular e nuclear arredondados e cromatina
menos densa (Figura 14C) foram observados tanto em N. coriiceps quanto em
N.rossii, sendo que a proporcdo entre células maduras e eritroblastos estao
representadas respectivamente nas tabelas 4 e 5.

Qualitativamente, as analises de ML, MET e MEV para ambas as
espécies, tanto para os animais controle (0°C) quanto para 0s experimentais
(8°C) indicaram a presenca de alteracbes na morfologia celular, onde os

eritrocitos perderam a forma oval original adquirindo formato irregular (Figuras
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14D; 16E-F; 17D-E-F). Lise celular foi observada, havendo rompimento de
membranas e extravasamento do citoplasma celular (Figuras 16G-H).
Membranas plasmaticas foram alteradas, com ondulacdes ou saliéncias
(Figuras 16C; 17G), havendo formacgéo de vesiculas (Figuras 14D; 16D; 17H-1)
e deslocamento nuclear para a periferia da célula (Figuras 15A; 17J).
Alteracdes nucleares, como a presenca de micronuleos (Figura 15B), bolhas
nucleares ou “Blebbed”, caracterizado pela perda no formato elipsoidal da
membrana do nucleo, podendo apresentar protuberancias no nicleo contendo
cromatina (Figura 15C) e nucleo com fissura ou “Notched”, caracterizado por
corte ou invaginacdo do envelope nuclear (Figuras 15D; 17K) foram
observadas.

Os valores médios e o erro padrdo (EP) das alteracdes morfolégicas
observadas neste trabalho estdo representados na Tabela 4 para N. coriiceps e
Tabela 5 para N. rossii.

O aquecimento em 8°C nao influenciou na proporcdo de células
maduras e eritroblastos, em ambas as espécies analisadas, mas ao longo do
tempo esta proporcdo variou somente em N. rossii a 0°C. (Tabelas 4 e 5). A
frequéncia de eritrocitos apresentando alterac6es de formato celular (EFC) foi
influenciada pelo aumento da temperatura (8°C) em ambas as espécies
analisadas (Tabelas 4 e 5). Em N. coriiceps em 1 dia a 8°C (16, 30 + 4,63) a
frequéncia de EFC foi 9,3 vezes maior quando comparada a 0°C (1,75 + 0,94)
enguanto que em 3 dias a 8°C (14,56 + 2,01) a frequéncia de EFC foi 2,4 vezes
maior quando comparada a 0°C (6,11 + 1,55) (Tabela 4). Em N. rossii em 6
dias a 8°C (3,11 + 0,68) houve aumento de 9,4 vezes na frequéncia de EFC
guando comparados a 0°C (0,33 + 0,24). Ao longo dos tempos, apenas em N.
rossii a 0°C foi observada diferengca na frequéncia de EFC entre 1 e 6 dias
(Tabela 5).

O aquecimento em 8°C influenciou na frequéncia de eritrécitos com
formacdo de vesiculas na membrana plasmatica (EVM) somente em N.
coriiceps (Tabelas 4 e 5). Em 1 dia a 8°C (63,20 + 7,38) a frequéncia de EVM
foi 3,3 vezes maior comparado a 1 dia a 0°C (19,38 + 3,35). Em ambas as
espécies, ao longo dos tempos de exposicdo ndo foram observadas diferencas

nas frequéncias de EVM (Tabelas 4 e 5).
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Em N.coriiceps e N. rossii a frequéncia de deslocamento nuclear (EDN)
e micronucleo (Ep) nédo foram influenciados pelo aumento da temperatura nem
ao longo do tempo (Tabelas 4 e 5).

A frequéncia de altera¢cdes na morfologia nuclear com bolhas nucleares
ou Blebbed (EBN) foram influenciadas pelo aguecimento em 8°C em ambas as
espécies analisadas (Tabelas 4 e 5). Em N. coriiceps em 3 dias a 8°C (27, 78 +
5,49) a frequéncia (EBN) foi 3,8 vezes maior quando comparada a 0°C (7,22 +
1,27) enquanto que em 6 dias a 8°C (29,78 + 5,02) a frequéncia de EBN foi 3
vezes maior quando comparada a 0°C (9,90 + 1,79) (Tabela 4). Em N. rossii a
frequéncia de EBN em 6 dias a 8°C (27,22 + 1,85) foi 2,2 vezes maior quando
comparada a 0°C (12,33 + 1,55) (Tabela 5). Em ambas as espécies, ao longo
dos tempos de exposi¢cdo nao foram observadas diferencas nas frequéncias de
EBN (Tabelas 4 e 5).

A frequéncia de alteracdes na morfologia nuclear do tipo fissura nuclear
ou “Notched” (EFN) foi influenciada pelo aguecimento em 8°C somente em N.
coriiceps (Tabelas 4 e 5). Em 6 dias a 8°C ( 8,78 + 1,66) a frequéncia de EFN
foi 3,6 vezes maior quando comparada a 0°C (2,40 + 0,62). Em ambas as
espécies, ao longo dos tempos de exposicdo ndo foram observadas diferencas
nas frequéncias de EFN (Tabelas 4 e 5).

Para ambas as espécies obtiveram-se as medidas do maior eixo celular
e nuclear (um), menor eixo celular e nuclear (um) e volume celular e nuclear
(um3). Em ambas as espécies N. coriiceps (Tabela 6) e N. rossii (Tabela 7) o
aumento da temperatura ndo influenciou na medida dos eixos e volume celular
e nuclear dos eritrocitos e ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais
(8°C) e os grupos controles (0°C). Em N. coriiceps 0°C em 1 dia registrou-se
gue o menor eixo do eritrocito foi em média 12, 53% e 11,47% maior quando
comparado a 3 e 6 dias, respectivamente. E o volume do eritrocito em 1 dia
0°C foi 25,3% e 19,35% maior quando comparado a 3 e 6 dias,
respectivamente. Em N.rossii 0 tempo ndo influenciou na alteracdo dos

parametros analisados.
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Figura 14: Morfologia de eritrocitos maduros e alteragcbes morfoldégicas observadas em N.
coriiceps e N. rossii em microscopia de luz. A e B Eritrocitos de N. coriiceps e N. rossii,
respectivamente, a 0°C - 6 dias (considerados controle) (barra = 10 pm). C: Eritroblasto de N.
rossii a 8°C — 1 dia (seta larga preta)(barra = 5 um). D: Eritrécitos de N. rossii a 8°C - 6 dias
com alteracdo na morfologia celular (asteristo) e formacdo de vesiculas de membrana.
Vesiculas em formagéo (seta estreita preta) (barra = 10 um).




Figura 15: Alteracdes morfologicas em eritrocitos de N. coriiceps e N. rossii observadas em
microscopia de luz. A: Eritrdcito de N. coriiceps a 0°C — 6 dias com deslocamento de nucleo
(seta vermelha) (barra = 5 pm) B: Eritrécito de N. coriiceps a 8°C - 3 dias com presenca de
micronucleo (seta preta fina) (barra = 5 pm). C: Eritrocito de N. coriiceps a 8°C - 3 dias
apresentando alteracdo na morfologia nuclear, em bledd (seta larga). (barra = 10 um) D:
Eritrocito de N. coriiceps a 8°C - 3 dias com fissura nuclear (seta vazada) (barra = 5 pm).



Figura 16: Alteracdes morfologicas em eritrcitos de N. coriiceps e N. rossii observadas em
microscopia eletrbnica de varredura. A e B- Eritrocitos de N. coriiceps e N. rossii,
respectivamente, a 0°C por 6 dias (considerados controle). C- Notothenia rossii 0°C — 6 dias:
Eritrocito com ondulagdes ou saliéncias na membrana (setas finas pretas). D- N. coriiceps 8°C
— 6 dias: Eritrécito com formacéo de vesicula de membrana. Vesiculas em formacéo (seta fina
preta). E- N. rossii 8°C — 1 dia e F- N. coriiceps 8°C — 3 dias: Eritrocitos com alteragdo na
morfologia celular (asteristo), com perda do formato elipsoidal. G- N. rossii 8°C — 6 dias e H- N.
coriiceps 8°C — 6 dias: Eritrécitos com extravazamento citoplasmatico (setas vazadas).
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Figura 17: Alteracdes morfologicas em eritrcitos de N. coriiceps e N. rossii observadas em
microscopia eletronica de transmisséo. A- N. coriiceps 0°C — 6 dias e B- N. rossii 0°C — 3 dias:
Eritrécitos com morfologia celular e nuclear regulares, considerados controle (barra = 2 um). C-
N. coriiceps 0°C — 1 dia: Citoplasma de eritrécito apresentando compartimentos limitados por
membrana (seta vazada) (barra = 0,5 um). D- N. coriiceps 8°C — 3 dias (barra = 5 um). E- N.
rossii 8°C — 3 dias (barra = 2 um) e F- N. rossii 8°C — 6 dias (barra = 2 um): Eritrocito com
alteracdes na morfologia celular (asterisco). G- N. rossii 0°C — 1 dia: Eritrocito com ondulacdes
ou saliéncias na membrana (seta fina) (barra = 0,5 um). H- N. rossii 8°C — 3 dias e |- N. rossii
8°C — 6 dias: Eritrécito com formacéo de vesiculas na membrana celular. sendo Vesiculas em
formacao ou sendo liberadas (seta fina) (barra = 0,5 um). J- N. coriiceps 8°C — 1 dia: Eritrécito
apresentando deslocamento nuclear (seta entalhada) (barra = 5 pm).. K- N. coriiceps 8°C — 6
dias: Eritrocito com fissura nuclear (seta entalhada) (barra = 2 um). L- N. coriiceps 8°C 1 dia:
Eritrocito com ndcleo apresentando intensa heterocromatinizacao (seta entalhada) (barra = 2

pm).



Tabela 4: Frequéncia das alterac6es morfoldgicas nos eritrocitos de Notothenia coriiceps, submetidos as
temperaturas de 0° e 8°C por 1,3 e 6 dias. Média (+ EP) da propor¢cdo entre células maduras e
eritroblastos, no ndmero de células maduras, numero de células com alteracdo na forma celular e da
membrana plasmética e altera¢bes nucleares (nucleo deslocado, microntcleo alterado, em forma de fenda
ou disforme) observados em 1000 eritrocitos. O resultado da ANOVA ndo paramétrica comparando os
grupos experimentais € apresentado, os asteriscos sobre o p indicam interacdes significativas. As letras
sobrescritas indicam os resultados do pds-teste entre os tempos para cada temperatura investigada e os
asteriscos indicam a diferenca entre as temperaturas para cada um dos tempos.

Kruskal- p

0°C 8°C Wallis

1 dia 3dias 6 dias 1 dia 3dias 6 dias

Proporcéo células maduras 322+ 245+ 3,12+ 411+ 324+ 3,07+ 5,72 0,33

(EM) /eritroblastos (EB) 0,30 0,24 0,28 0,64 0,66 0,25
31,13 23,89 30,20+ 39,20 31,11 29,78 5,83 0,32
Células em maturacéo (EB) +281 +226 2,62 +590 +6,03 +2,32
Formato 1,75+ 6,11+ 4,90+ 16,30 1456 5,89 + 28,02 <0,001
(EFC) 0,94* 1,55 0,57 +463 +201 0,56 *
Alteracéo Formacdo de 19,38 1456 27,80+ 63,20 28,44 25,56 30,89 <0,001
celular vesiculas +3,35* +2,05 3,14 +738 +531 +1,93 *
(EVM)
Deslocamento 7,13+ 9,00+ 12,70+ 5,20+ 544+ 7,44+ 4,97 0,42
(EDN) 1,73 2,07 3,79 0,70 1,92 1,96
Micronucleo 1,00+ 0,67+ 0,20+ 1,10+ 0,75+ 0,63+ 4,51 0,48
(Ep) 0,38 0,29 0,13 0,43 0,30 0,35
Alterac&o Bolha nuclear 20,63 722+ 990+ 21,70 27,78 29,78 27,36 <0,001
Nuclear ou Blebbed +285 1,27 1,79* +244 +549 +502 *
(EBN)
Fissura 538+ 267+ 240+ 580+ 7,67+ 8,78+ 17,10 <0,001

nuclear (EFN) 053 0,87 062* 112 1,86 1,66 *




Tabela 5: Frequéncia das alteragbes morfolégicas de eritrécitos de Notothenia rossii, submetidos as
temperaturas de 0° e 8°C por 1, 3 e 6 dias. Média (+ EP) da proporcao entre células maduras e eritroblastos,
no namero de células maduras, numero de células com alteracéo na forma celular e da membrana plasmética
e alteracdes nucleares (nucleo deslocado, microndcleo alterado, em forma de fenda ou disforme) observados
em 1000 eritrécitos. O resultado da ANOVA nado paramétrica comparando 0s grupos experimentais é
apresentado, os asteriscos sobre o p indicam interacBes significativas. As letras sobrescritas indicam os
resultados do pés-teste entre os tempos para cada temperatura investigada e os asteriscos indicam a
diferenca entre as temperaturas para cada um dos tempos.

o o Kruskal p
oc 8c Wallis
1 dia 3 dias 6 dias 1 dia 3dias 6 dias
Proporgéo células maduras 3,55 2,09 1,74 3,19 2,79 2,75

*
(EM)/eritroblastos(EB) +040° +019° +012° +040 4013 4038 24 <0001

34,17 2044+ 17,11 30,78 27,10 26,67

*
+3,74% 177" 1117° +372 4124 4358 249 <0001

Células em maturacéo

Formato(EFC) 4,17 0,89 0,33 511 3,40 3,11

*
+048° +020% +024°* +165 +0,79 +068 2062 <0,001

AEZE%?O Formacdode 28,83 22,56+ 1889 3578 26,10 43,33
vesiculas +396 276 +1,79  +3,90 +0,98 +411 26,71  <0,001*
(EVM)
Deslocamento 6,00 4,44 5,00 7,33 5,80 2,78 6.79 0.24
+297  +128  +219 +212 +0,94 +055 ’
Microndcleo 0,33 0,00 0,22 122 040 144 N
+0,21 +022 +043 +0,16 +0,85 1298 002
Ateraggo  BoNanuclear 1317 1067 1233 1833 1540 27,22
ou Blebbed +3,66 +124 +155* +240 +184 +.85 2366 <0,001*
Nuclear
(EBN)
Fissura 2,83 2,44 2,67 722 400 244

nuclear (EFN) +0,95 +0,77 +0,83 +2,40 +0,67 +1,43 13,12 0,02




Tabela 6: Medida de maior eixo, menor eixo e volume celular e nuclear de eritrécitos de Notothenia coriiceps, submetidos as temperaturas de 0° e
8°c por 1,3 e 6 dias. Sdo apresentados a média + EP (minimo-maximo) e nimero de individuos dos eixos maior e menor da célula e do nicleo do
eritrocito e volume celular e nuclear. O resultado da ANOVA duas vias (co-fatores utilizados tempo (t) e temperatura (te)) comparando 0s grupos
experimentais sdo apresentados, os asteriscos indicam interacfes significativas e as letras sobrescritas indicam os resultados do pds-teste Tukey
entre os tempos para cada temperatura e os asterisco indicam a diferenca entre as temperaturas para cada um dos tempos investigados.

0°C 8°C ANOVA
1 dia 3 dias 6 dias 1 dia 3 dias 6 dias F P
Maior eixo 12,42 +0,04 12,11 +0,03 12,84+0,03 12,82+0,03 12,40+0,03 12,14 +0,03 T:0,00 0.98
(8,01-19,05)  (6,96-17,56)  (6,52-18,20)  (7,19-19,30)  (7,54-17,94)  (7,12-19,06) ~ TE:1,10 .,
1785 2482 2239 2250 2233 2225 TXTE: ’
280 0,07
Menor eixo 9,41 + 0,03 8,23+0,02° 8,33+0,02° 8,72 + 0,02 8,64 + 0,02 8,21 + 0,03 T:0,52 0.47
Eritrécito (6.06-1352)  (4,30-11,75)  (4,45-11,78)  (548-1240)  (4,23-1216)  (4,08-11,97)  TE:656 ',
1785 2500 2250 2250 2250 2250 TXTE: ’
2.89 0,06
Volume 589,4 +4,1" 440,2+29° 4754+3,0" 521,0+33 490,6 + 2,7 438,1 + 3,0 T:0,56 0.46
(168,7- (99,2- (110,0- (169,7- (116,2- (97,7-1021,7)  TE: 664
1307,2) 1120,0) 1106,0) 1391,4) 1074,8) 2225 TXTE: 011
1777 2482 2239 2250 2233 2,28 :
Maior eixo 5,88 + 0,02 5,48 + 0,02 5,90 + 0,02 5,93 + 0,02 5,83 + 0,02 5,46 + 0,02 T:0,00 0.95
(3,48-12,87)  (2,73-10,95)  (3,40-8,88) (2,27-8,98) (3,34-13,53) (3,02-9,23) TE: 211 '3
1793 2500 2250 2250 2248 2250 TXTE: e
5.00 0,01
Menor eixo 3,43 + 0,02 3,07 + 0,01 3,17 + 0,02 3,37 +0,01 3,30 + 0,02 3,08 + 0,02 T:0,19 0.67
Nucleo do (1,09-11,41) (1,00-5,87) (0,91-6,06) (0,98-5,83) (1,37-8,91) (1,00-6,08) TE: 479 SO
eritrocito 1790 2495 2245 2250 2250 2248 TXTE: !
201 0,14
Volume 38,62+054 2905+031 3360+040 37,45+0,37 34,67+0,35 29,03 +0,33 T:0,00 0.98
(6,16-378,83)  (3,26-97,43)  (396-141,25)  (4,63-114,87) (4,73-217,99) (255-116,85) TE:443 O,
1785 2488 2239 2243 2245 2246 TXTE: 0.10

2,44




Tabela 7: Medida de maior eixo, menor eixo e volume celular e nuclear de eritrécitos de Notothenia rossii, submetidos as temperaturas de 0° e 8°c por
1,3 e 6 dias. Sé@o apresentados a média + ep (minimo-maximo) e ndmero de individuos dos eixos maior e menor da célula e do nudcleo do eritrécito e
volume celular e nuclear. O resultado da ANOVA ndo paramétrica comparando 0s grupos experimentais sdo apresentados, os asteriscos indicam
interag@es significativas e as letras sobrescritas indicam os resultados do pds-teste entre os tempos para cada temperatura e os asteriscos indicam a
diferenca entre as temperaturas para cada um dos tempos investigados.

o o Kruskal P
0°C 8°C “Wallis
1 dia 3 dias 6 dias 1 dia 3 dias 6 dias
Maior eixo 14,72 + 0,04 15,14 + 0,13 14,06 + 0,03 13,96 + 0,07 13,75+ 0,03 13,00 + 0,06
(10,67-21,79) (1,83-72,33)  (9,18-18,54) (1,20-20,30) (8,57-18,63) (8,43-20,39) 21,80 <0,001*
1363 2095 2398 991 2250 1065
Menor eixo 9,66 + 0,04 9,18 + 0,03 9,43 + 0,02 9,16 + 0,05 8,71 + 0,02 9,40 + 0,05
Eritrécito (4,11-13,26) (1,31-14,39)  (1,96-13,47) (4,48-13,28) (5,28-12,85) (5,12-13,77) 12,29 0,03*
1357 2100 2396 990 2247 1069
Volume 734,1+5,9 688,2 + 8,3 670,0 + 3,9 640,53 + 8,3 554,7 + 3,3 630,6 + 8,2
(121,3-1833,9) (19,5- (35,4-1480,5) (190,3- (172,4- (115,6- 13.57 0.02*
1357 5074,7) 2393 1465,1) 1276,3) 1846,7) ' '
2094 989 2247 1064
Maior eixo 5,75+ 0,03 5,78 + 0,02 5,72+ 0,02 5,96 + 0,03 5,83+ 0,02 5,40 + 0,04
(2,01-8,88) (1,01-13,02) (3,25-8,66) (3,13-9,27) (3,18-10,02) (2,86-12,13) 3,28 0,66
1363 2099 2400 991 2249 1070
Menor eixo 3,18 + 0,02 3,08 + 0,02 3,12+0,01 3,18 + 0,02 3,37+ 0,02 3,22 +0,03
Nucleo do (0,93-6,38) (0,91-5,67) (0,92-5,40) (1,46-5,66) (0,81-8,96) (1,5-11,2) 7,38 0,19
eritrocito 1363 2100 2400 991 2249 1070
Volume 32,10+ 0,41 30,38+0,34 30,70+0,28 3390+0,56 38,47 +0,62 33,06+0,75
(3,05-107,97) (2,41- (1,99-85,24) (6,72-116,31) (1,94-333,17) (4,97-204,85) 753 018
1363 114,57) 2399 991 2248 1069 ' '

2099
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5. DISCUSSAO

Os eritrocitos sao células sensiveis ao estresse oxidativo (CIMEM, 2008;
HUA-TAO LI el al, 2013), por desempenharem papel central no transporte de
0O, e CO,. O citoplasma dos eritrocitos apresenta concentracoes elevadas de
ferro e oxigénio, que em combinacdo podem gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) (HUA-TAO LI el al., 2013). Estudos indicam que os eritrocitos
possuem mecanismos responsaveis pela defesa frente a formacao de anion
superoxido, em consequéncia das altas concentracbes de oxigénio que €
transportado por essas células (HOLETON, 1970; CASSINI et al. 1993).
Embora a geracdo de EROs seja parte integrante do metabolismo, pois atuam
em varias vias de sinalizacao celular (IMAI e NAKAGAWA, 2002, GRIM et al.,
2013), fatores abidticos externos podem alterar a homeostase redox do
organismo gerando o estresse oxidativo (BAGNYUKOVA, 2006), que pode
ocasionar danos as moléculas biologicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007;
GRIM et al, 2013). Estudos com peixes e invertebrados marinhos
demonstraram que a aclimatagdo a temperaturas mais elevadas,
principalmente de maneira aguda, resulta em danos oxidativos (PARIHA e
DUBEY, 1995; ESTEVEZ et al., 2002;. LUSHCHAK e BAGNYUJOVA, 2006,
MUELLER et al., 2012; GRIM et al., 2013). Quando isso acontece, € necessaria
a rapida remocdo das EROs, pelos componentes enzimaticos e nao
enzimaticos do sistema de defesa antioxidante (JOS et al., 2005; HUA-TAO LI
el al., 2013).

Neste trabalho, investigamos se eritrécitos de N. coriiceps e N. rossii,
duas espécies endémicas da Antértica, sofrem alteragdes na morfologia celular
e possuem a capacidade de passar por ajustes no metabolismo oxidativo e de
defesas antioxidantes frente ao aumento da temperatura ambiental. A
temperatura de 0°C foi escolhida como controle por estar dentro da faixa média
de variacdo térmica do Oceano Austral (SIDELL, 2000) e da Baia do
Almirantado, local de coletas das espécies utilizados neste trabalho. A

temperatura de 8°C é uma condi¢cdo proxima a maxima térmica tolerada pelos
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peixes antarticos (SOMERO e DEVRIES, 1967; PORTNER et al. 2004; LOWE
e DAVISON, 2005).

Os padrdes de resposta e os perfis ao longo do tempo dos niveis de
atividade das enzimas antioxidantes de eritrécitos ao aumento da temperatura
ambiental foram diferentes entre N. coriiceps e N. rossii. Isto pode ser
explicado por diferencas fenotipicas espécie — especificas descritas para
peixes teledsteos, (MARTINEZ- ALVAREZ et al, 2005; GRIM et al., 2011;
VINAGRE et al , 2012; GRIM et al., 2013; MADEIRA et al., 2013). AKSNES e
LEIF (1981), ao analizarem, nove espécies de peixes da costa norueguesa,
verificaram que a atividade de SOD, CAT e GPx pode variar de acordo com a
espécie e o tecido analisado, sendo que os niveis de CAT variaram até quatro
vezes na mesma familia de peixes. WDZIECZAK et al.(1981), obtiveram
valores significativamente diferentes das atividades de SOD e CAT em
eritrocitos de sete espécies de peixes de agua doce e quatro marinhas
coletados diretamente da natureza.

Ha poucos estudos avaliando o efeito da temperatura no sistema de
defesa antioxidante de organismos marinhos, sendo que as informacdes
disponiveis envolvem geralmente invertebrados (WISTON et al., 1990; ABELE
et al., 2002; PARK et al., 2008; KELLER et al., 2004; BROUWER et al., 2003).
Para peixes ainda sdo excassas as referéncias disponiveis (VINAGRE et al.,
2012), e ndo ha relato do comportamento do metabolismo oxidativo e seus
marcadores, analisados neste trabalho, frente ao aumento da temperatura em
eritrocitos de peixes antarticos. No entanto, outros marcadores foram utilizados
e a aclimatacao e a tolerancia térmica de organismos antarticos a temperaturas
elevadas tém sido estudadas (SOMERO e DEVRIES, 1967; BRAUER et al.,
2005; LOWE et al., 2005; LANNIG et al., 2005; BRODTE et al., 2006; JIN e
DEVRIES 2006; CLARKE et al., 2007; FRANKLIN et al., 2007; CLARK e PECK,
2009; BILYK e DEVRIES, 2011; WINDISCH et al.,, 2011, JAYASUNDARA,
2013).

SOD e CAT sdo enzimas importantes no combate a EROs em
organismos aquaticos (WINSTON e GIULIOZ, 1991; HUA-TAO Ll el al., 2013).
A SOD catalisa a dismutagéo de O,* em H,0,, sendo este ultimo decomposto
pela CAT em O, e H,0O, (VASCONCELOS et al., 2007), assim as duas enzimas
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atuam associadas metabolicamente (AEBI, 1984). A SOD é uma metaloenzima
e algumas isoformas estdo bem estabelecidas em peixes antarticos (CASSINI
et al., 1997; KEN et al., 2002; SANTOVITO et al., 2006). Acredita-se que essa
familia de metaloenzimas evoluiu para manter-se cataliticamente ativa, mesmo
frente aos desafios de pressao térmica (CASSINI et al.,, 1997; ABELE e
PUNTARULO, 2004; LESSER, 2006).

Os niveis de SOD em eritrocitos de N. rossii, coletados da natureza, sao
aproximadamente de 240 U/mg proteina (ANSALDO et al., 2000) enquanto que
no presente estudo variaram de 113,05 + 9,15 a 495,30 + 76,58 U/mg
proteinas, ndo possibilitando comparacédo devido as condigcdes experimentais
envolvidas. Para N. coriiceps os niveis basais encontrados na natureza néo
sdo documentados. O aquecimento em 8°C nao alterou os niveis de atividade
da SOD em eritrocitos de N. coriiceps enquanto que em N. rossii modulou
positivamente. Apesar, de trabalharem com outros tipos celulares e tecidos,
MULLER et al. (2012) ao analisarem tecidos cardiaco e muscular de N.
coriiceps e outras espécies de peixes antarticos também nao encontraram
alteracdo nos niveis de SOD ao expor 0s animais a sua temperatura critica
maxima (CTMax). Em peixes ndo antéarticos, a ndo modulacdo da SOD foi
observada por BAGNYKOVA (2007) em cérebro, figado e rins do peixe de
agua doce Carassius auratus transferidos de 3°C para 23°C por até 5 dias e
por GRIM et al. (2010) no musculo cardiaco das espécies marinhas Fundulus
heteroclitus macrolepidotus e Lepomis macrochirus mantidos em 25°C durante
dois meses. A modulacdo positiva da SOD em peixes de agua doce foi
verificada por PARIHAR et al. (1997) nas branquias de Heteropneustes fossilis
transferidos de 25°C para 32°C ou 37°C por até 4 horas e por LUSHCHAK
(2006) nos rins, cérebro e musculo de C. auratus, exposto a 35°C durante 1-12
horas. Estes estudos, como os resultados encontrados por nds, sugerem que
a modulacdo da SOD frente ao aumento da temperatura pode estar
relacionada ao tempo de exposicao. Neste trabalho, ndo analisamos os niveis
de SOD nas horas iniciais do aquecimento a 8°C, isto é, antes de 24 horas, no
entanto, nossos resultados indicam que, para N.rossii seis dias é tempo
suficiente para que ocorra a modulacao positiva da SOD frente ao aguecimento

a 8°C enquanto que para N.coriiceps ndo, o que pode indicar que os eritrocitos
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desta espécie ndo foram capazes de aumentar a expressdo de SOD frente ao
desafio térmico, ou que o aumento da temperatura pode ter prejudicado a
atividade da enzima, levando ao maior acumulo de radicais O* na célula.

Os niveis de CAT em N. coriiceps foram modulados negativamente
frente ao estresse térmico, enquanto que em N. rossii houve inicialmente
aumento (modulacdo positiva) seguido de queda (modulacdo negativa) nha
atividade da CAT. Resultados semelhantes foram encontrados por VINAGRE et
al. (2012) em musculo do peixe marinho Dicentrarchus labrax exposto a 18°C
(controle), 24°C e 28°C (experimentais) por até 30 dias. A resposta ao
estresse oxidativo, para a CAT pode ser dependente do tempo de exposicao a
temperaturas elevadas, sendo menor fora do 6timo de temperatura para a
espécie (VINAGRE et al. 2012), como o observado neste trabalho para N.
coriiceps em todos os tempos analisados. Estes dados sugerem que N.
coriiceps € mais suceptivel ao aumento da temperatura quando comparado a
N. rossii que apresentou niveis menores de CAT somente em 6 dias. Ja,
trabalhos com peixes aclimatados a altas temperaturas e a curto periodo de
tempo (inferior a 24 horas) os resultados encontrados sao diferentes.
MUELLER et al. (2012), ndo verificaram modulagdo dos niveis de CAT no
coracdo e musculo em N. coriiceps exposta a sua CTMax que foi de 17,1 £ 0,2
°C durante 4,5 horas e por LUSHCHAK (2006) em figado de C. auratus, onde
houve diminuicdo de 40% nos niveis de CAT ap06s 1 hora de choque térmico
retornando ao nivies iniciais apos 6 horas. BAGNYKOVA (2006) verificou em C.
auratus, coletados na natureza, que a atividade da CAT nao foi alterada ao
longo do inverno e verao, sugerindo que talvez as EROs geradas pelo aumento
da temperatura possam ter sido neutralizadas pelas defesas antioxidantes néo
enzimaticas e que a ndo modulagcédo da CAT esteja associada a sua localizacéo
intracelular em peroxissomas. BENEDETTI (2010) analisou o efeito da
sazonalidade sobre os niveis da CAT no figado de trés nototenideos antarticos
do género Trematomus e verificou que a atividade da CAT nos peixes
antarticos € menor do que em peixes de clima temperado e que a capacidade
de decompor peréxido de hidrogénio via CAT nao € reforcada em peixes

antarticos. FRIDOVICH (1974), sugeriu que a CAT néo é regulada de acordo
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com a necessidade da célula, ou seja, ndo haveria aumento na expressao da
enzima, mesmo com o aumento intracelular de peréxidos.

GPx, GST e GR sao enzimas antioxidantes dependentes de GSH e
estdo relacionadas principalmente a biomarcadores para poluicdo ambiental,
exposicao a xenobiontes e metais pesados em peixes tropicais (BAINY et al.,
1996; STEGEMAN et al., 1992, LACKNER, 1998) e antarticos (BENETTI et al.
2007; GHOSH et al. 2013). Porém esses marcadores ja foram utilizados para
avaliar estresse oxidativo induzido pelo estresse térmico em peixes tropicais e
temperados (HEISE at al., 2006; BAGNYUKOVA et al., 2007; LEGGATT et al.,
2007; GRIM et al., 2013).

A GPx é uma selenoproteina que reduz hidroperoxidos (H.O,) a agua
(H20) e oxigénio (O,) convertendo GSH em GSSG (BRIGELIUS-FLOHE,
1999). A GST catalisa a conjugacdo de GSH a metabdlitos téxicos facilitando a
excrecdo destas substancias (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999), além de
serem importantes para a desintoxicacdo dos peroxidos lipidicos (RUDNEVA et
al.,, 2010). A GR é uma flavoproteina dependente de NADPH, importante no
metabolismo oxidativo pois recupera glutationa oxidada para a forma reduzida
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999), sendo esta recuperacdo importante pois
mantém ativo e integro o sistema celular de protecdo antioxidante
(VASCONCELOS et al., 2007).

Em N. coriiceps e N. rossii, 0 aquecimento em 8°C nao influenciou a
atividade de GPx. Resultados semelhantes foram obtidos por GRIM et al.
(2013) em musculos cardiaco e esquelético de robalo (Morone saxatilis)
aclimatados a 25°C por seis semanas. LEGGATT (2007) submeteu linhagens
de células hepaticas (RTH-149) do peixe de adgua doce Oncorhynchus mykiss a
alteracdes de temperatura e verificou que a atividade da GPx ndo é modulada
pela temperatura. Branquias e glandula digestiva do molusco antartico
Lanternula elliptica aumentaram sua atividade de GPx apds doze horas de
estresse térmico (PARK et al., 2008). Estudos indicam que peixes antarticos
apresentam niveis mais elevados de defesas antioxidantes quando
comparados a peixes tropicais (GRIM et al., 2013) e andlises de microarranjo
revelaram que a GPx é up-regulada em tecidos de notothenideos antarticos

guando comparados a peixes de clima temperado (CHEN et al., 2008). O que
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pode explicar a ndo modulcdo da enzima sob estresse oxidativo, em N.
coriiceps e N. rossii, no presente estudo.

Nos eritrocitos de N. coriiceps a temperatura de 8°C modulou
positivamente a atividade de GST em 3 dias enquanto que em N. rossii
modulou negativamente em 6 dias. RUDNEVA et al. (2010), ao analisarem
espécies de peixes teledsteos e elasmobranquios descreveram que a atividade
de GST em eritrGcitos é inferior aos valores encontrados no figado e que ha
diferencas interespecificas na atividade da GST nos eritrécitos. Ao induzirem o
estresse térmico, em peixes marinhos, MADEIRA et al. (2013) verificaram
aumento na atividade de GST muscular, apos exposicdo a sua CTMax e
concluiram que embora o aumento tenha sido registrado, € possivel observar a
deplecdo da atividade do antioxidante devido a desnaturacdo da proteina,
sendo a hipertermia capaz de reduzir as defesas antioxidantes. O aumento leve
de estresse oxidativo é capaz de induzir o aumento da atividade de GST, mas
em casos de forte estresse oxidativo a enzima pode ter sua atividade suprimida
(LI el al., 2010), o que pode ter ocorrido em N.rossii especificamente neste
caso, onde houve reducdo da GST frente ao estresse térmico quando
comparada ao controle.

O aumento da temperatura (8°C) modulou positivamente os niveis de
GR somente em N. coriiceps em 1 e 3 dias. Estes resultados podem estar
diretamente ligados a ndo modulacdo de GSH, em N. coriiceps, pois 0 aumento
da atividade da GR seria capaz de manter os niveis de GSH. Entretanto, séo
necessarios estudos complementares, pois mesmo sem a modulacdo da GR
em N. rossii ndo se observou queda nos niveis de GSH. Estes resultados
podem estar relacionados a acdo de mdultiplos sistemas alternativos presentes
no citosol do eritrécito capazes de reduzir GSSG e manter os niveis de GSH
suficientemente altos frente ao estresse oxidativo (MORGAN et al., 2012). A
GSH é um antioxidante ndo enzimatico de baixo peso molecular, importante
por neutralizar EROs e servir de cofator para varias enzimas GSH -
dependentes (HALLIWELL e GUTTERIGDE, 2007; GRIM et al., 2013). Assim a
GSH ¢é utllizada como biomarcador para estresse oxidativo induzido
principalmente por contaminacao ambiental (ATLI e CANLI, 2008; ZANG et al.,

2008), sendo que a diminuicdo na concentragdo de GSH indicaria estresse
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agudo e o aumento da adaptacdo a detoxificacdo (VAN DER OOST et al.,
2003). Em eritrocitos uma das fungcbes de GSH é proteger a célula contra a
formacédo espontanea de metahemoglobina (CIMEN, 2008). Se esgotados de
GSH os eritrécitos tornam-se muito sensiveis ao estresse oxidativo (LI et al.,
2006).

Os eritrocitos de peixes, assim como de outros vertebrados, sdo células
suceptiveis a peroxidacéo lipidica (LPO), pois apresentam alto conteudo de
acidos graxos polinsaturados em sua membrana e a presenca de hemoglobina.
Acredita-se que a maior causa de hemdlise seja a desnaturacdo oxidativa da
membrana de eritrécitos por LPO (LACKNER, 1998). A LPO pode ser explicada
como uma reacdo em cadeia iniciada pela reacdo de um radical livre (um
oxigénio molecular) com um acido graxo insaturado, resultando em radicais
peroxilas (BENZIE, 1996; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; LIMA e
ABDALLA, 2001), que podem reagir com o DNA, e outras moléculas bioldgicas
(GUTTERIDGE, 1995). A LPO pode ainda afetar membranas bioldgicas,
diminuindo a fluidez, alterando potencial de membrana e permeabilidade,
ocasionando eventualmente a ruptura da estrutura (GUTTERIDGE, 1995;
DUTRA et al.,, 2008). O presente estudo avaliou através dos niveis de
malonaldeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidacao lipidica, os
indicies de LPO. O aumento dos niveis de MDA foi detectado nos peixe
antartico Pleuragrama antarcticum, no inicio da primavera austral, quando as
condi¢cdes pré-oxidativas aumentam (REGOLI et al., 2005). Em um estudo
comparativo entre icefishes e notothenideos submetidos a CTMax, o aumento
nos niveis de MDA no musculo cardiaco, s6 foi verificado no primeiro grupo
(MUELLER et al., 2012). Em ambas as espécies deste trabalho, houve
modulagdo negativa dos niveis de MDA em 8°C a 3 dias, e em N. coriiceps
este resultado pode estar associado, de forma positiva com os niveis de GST,
ja que esta enzima é responsavel pela remocdo dos produtos da
lipoperoxidacdo (HERMES-LIMA, 2004; BAGNYUKOVA et al. 2006), assim o
aumento nos niveis de GST a 8°C em 3 dias pode ter influenciado na
modulacdo negativa de MDA. Ja em N. rossii a modulacdo positiva dos niveis
de MDA a 8°C em 1 dia, pode indicar estado de estresse oxidativo devido ao

aumento da temperatura por choque térmico. Pode haver associacdo entre os
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niveis de MDA e GST ao longo dos tempos de exposicdo em 8°C, jA que 0s
niveis de MDA aumentaram quando comparamos 3 e 6 dias, e 0s niveis de
GST diminuiram quando comparamos 0s mesmos tempos, 0 que pode indicar
que sob a temperatura de 8°C a enzima nao foi capaz de metabolizar o
excesso de MDA.

Alteracbes na morfologia celular e nuclear dos eritrocitos estéo
relacionadas a disturbios que alteram sua homeostase (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004). Os radicais livres em excesso sao capazes de promover, nos
eritrécitos de peixes, degradacdes no DNA e LPO que danificam membranas
celulares, causando danos irreversiveis que podem levar a apoptose (CIMEN,
2008).

Alteracdes nos parametros hematoldgicos podem variar de acordo com
a capacidade que a espécie possui de enfrentar os desafios térmicos (QIANG
et al., 2013). Estudos indicam que a elevacdo da temperatura é capaz de
aumentar o numero de eritrocitos na circulacdo de peixes (GUIJARRO et ai.,
2003; DE PEDRO et ai., 2005). O aumento do numero de eritroblastos
(eritrécitos imaturos) na circulagdo indica maior atividade eritropoiética que
pode ser estimulada diretamente pela caréncia de oxigénio (HOUSTON e
MURRAD, 1992). O aumento da temperatura diminui a concentracao de O, na
agua e causa hipdxia, e consequentemente ocorre aumento da atividade
eritropoiética em peixes visando melhorar o aporte de oxigénio aos tecidos
(HOUSTON e MURRAD, 1992; VALENZUELA et al.,, 2002; WELLS et al.,
2005). HOUSTON e MURAD (1991) verificaram que o estresse térmico por
aclimatacdo lenta ou choque térmico em C. auratus aumentou 0 numero de
eritroblastos na circulagédo, indicando maturacdo acelerada. Neste trabalho, o
aguecimento em 8°C, em ambas as espécies ndo alterou a frequéncia de
eritroblastos e a proporcédo de células maduras e eritroblastos, indicando que
N. coriiceps e N. rossii, foram capazes de enfrentar o estresse térmico sem
aumento da atividade eritropoiética.

A alteracdo de forma dos eritrocitos foi influenciada pelo aumento da
temperatura (8°C) em ambas as espécies, ocorrendo alteracbes do formato
celular com maior frequéncia nos tempos iniciais (1 e 3 dias) em N. coriiceps e

em 6 dias em N. rosii. Alterac6es no formato de eritrocitos estéo relacionadas a
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macromoléculas celulares constituintes do citoesqueleto, dentre elas,
filamentos de actina, abundantes nestas células (CIMA e BALLARIN, 1999,
OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006). ANBUMANI e MOHANKUMAR (2012)
sugerem que essas alteracdes no formato celular acarretam perda de contetdo
citoplasmatico e antecedem eventos apoptoticos.

A frequéncia de eritrécitos com formacdo de vesiculas na membrana
plasmatica (EVM) foi influenciada pelo aumento da temperatura (8°C) e foi
observada somente em N. coriiceps. A formacgdo de vesiculas na membrana
plasmética de eritrécitos € muito estudada em humanos (GREENWALT, 2006).
Em peixes WONG et al. (2012) foram os primeiros a descrever essa alteracao
em eritrécitos de Sparus sarba, e embora os marcadores de fragmentacéo
nuclear e ativacao de caspases tenham indicado processos de morte celular,
corpos apoptoticos ndo foram visualizados. A formacao de vesiculas ocorreria
pelo enfraguecimento do citoesqueleto em determinadas areas (WONG et al.,
2012), e o fluxo citoplasmatico nestas regifes formaria as saliéncias (TAYLOR
et al., 2008) vistas em microscopia, como o0 observado neste trabalho.

As andlises do volume celular tém por objetivo avaliar a perda de
conteudo citoplasmatico ou nuclear. O aumento do volume celular pode sugerir
a perda de hemoglobina, ou alteracbes do grupo heme, assim o aumento da
area de trocas gasosas, ocasionada pelo aumento do volume, compensaria
essa perda (CIMA e BALLARIN, 1999; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006). Em
mamiferos ha estudos que relacionam a alteracdo de volume celular com
hipertermia, ja que o aumento da temperatura estimularia a entrada de Ca** e o
aumento deste ion no citosol, induz a formacéo de vesiculas (FOLLER et al. ,
2010). A entrada de Ca*", provoca ainda a perda citosélica de K* e Cl o que
leva a célula a perder agua e diminuir seu volume (FOLLER et al. , 2010;
MOORE et al., 2013). Mas, em peixes, estudos indicam que alteracdes de
volume podem estar relacionadas a contaminantes, como por exemplo, 0s
metais pesados (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2006). Para as espécies
analisadas o aumento da temperatura ndo acarretou em alteragbes nos
volumes celular e nuclear. Entretanto estudos complementares sé&o

necessarios, para melhor compreender as alteracbes de volume e suas
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relacbes com formacdo de vesiculas, observadas neste trabalho, frente ao
estresse térmico.

As alteracbes na morfologia nuclear de eritrécitos podem indicar
impactos ambientais sobre os organismos (CARRASCO et al, 1990;
TALYKINA et al., 2003; SOUZA e FONTANETTI, 2006; DA SILVA et al.,2012).
O deslocamento de nucleo para a periferia da célula (EDN), por exemplo, € um
tipo de alteracdo citoplasmatica, que estd envolvida com o processo de
denucleacdo e consequentemente a formagdo de células anucleadas
(ANBUMANI e MOHANKUMAR, 2012). Embora essa alteragdo tenha sido
registrada no presente estudo, ndo houve diferencas nas frequéncias de EDN
por influéncia do aumento da temperatura em N. coriiceps e N. rossii.

Estudos recentes ressaltam a importancia da andlise de outras
alteracdes nucleares além da presenca de micronucleo (BOLOGNESI et al.,
2006; OSMAN et al., 2011; ANBUMANI e MOHANKUMAR, 2012), indicando
correlacdo entre elas (OSMAN e HARABAWY , 2010). Embora os processos
gue levam a formacdo de tais alteracbes ndo estejam bem estabelecidos
(ANBUMANI e MOHANKUMAR, 2012), acredita-se que mutacdes na lamina
nuclear (filamento intermediario, constituinte estrutural do envoltério nuclear)
sejam responsaveis pela perda do formato oval e estabilidade do envelope
nuclear (ALBERTS et al., 1997; STRUNJAK-PEROVIC et al., 2009; ANBUMANI
e MOHANKUMAR, 2012). Os processos celulares intrinsecos que levam a
formacdo de micronucleos sdo conhecidos e resultam da fragmentacdo do
material genético (efeito clastogénico) ou de falhas na formacdo do fuso
mitético levando a eliminacdo de cromossomos inteiros (efeito aneugénico)
(LAU et al., 2007). Agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos induzem a formacao
de microndcleos (SOUZA e FONTANETTI, 2006; DA SILVA et al.,2012).
Estudos indicam que as demais alteracdes nucleares registradas no presente
estudo possuem origem semelhante ao micronucleo (FENECH et al.,, 1999;
FENECH, 2000; SERRANO e GARCIA, 2001; CAVAS e ERGENE-
GOZUKARA, 2003), e a formacao destas alteragbes nucleares possibilitariam a
eliminacdo e inativacdo do material genético danificado da célula (SOUZA e
FONTANETTI, 2006). A temperatura de 8°C nao influenciou a presenca de

micronucleos, mas aumentou a frequéncia de bolhas nucleares ou Blebbed
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(EBN) em N. coriiceps (3 e 6 dias) e N. rossii (6 dias). NORMANN et al., (2010)
verificaram maior frequéncia de alteragbes nucleares, como bolhas e fissuras,
do que presenca de micronucleo, em eritrécitos de peixes de agua doce e
sugeriram que tais resultados estariam relacionados a exposicdo aguda ao
contaminante. Assim, o aumento na frequéncia de alteragdes nucleares estaria
relacionado a exposicdo aguda ao agente estressor, indicando células
apoptoticas (ANBUMANI e MOHANKUMAR, 2012). Exposicdes prolongadas ao
agente estressor permitiriam substituicbes celulares (MURANLI e GUNER,
2011) ou reparos aos danos celulares (ANBUMANI e MOHANKUMAR, 2012).
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6. CONCLUSAO

o Em ambas as espécies N. rossii e N. coriiceps, espécies
filogeneticamente muito proximas (NEAR e CHENG, 2008), os padrbes
de resposta frente ao aumento da temperatura ambiental foram
diferentes;

o Em N. coriiceps o aumento da temperatura a 8°C modulou
a atividade de CAT, GST, GR e LPO;

o Em N. rossii o aumento da temperatura a 8°C modulou a
atividade de SOD, CAT, GST e LPO;

o Para N. coriiceps os marcadores: SOD, GPX e GSH podem
nao ser indicados para avaliar estresse oxidativo por aumento da
temperatura;

o Para N. rossii os marcadores: GPX, GR e GSH podem né&o
ser indicados para avaliar estresse oxidativo por aumento da
temperatura;

o Em N. coriiceps o aumento da temperatura a 8°C
influenciou na frequéncia das seguintes alteracdes celulares: alteracdo
de formato celular, formacdo de vesiculas, bolha nuclear e fissura

nuclear;

o Em N. rossii o aumento da temperatura a 8°C influenciou
na frequéncia das seguintes alteracdes celulares: alteracdo de formato

celular e bolha nuclear;

o Embora sejam necesséarios estudos complementares, 0s
eritrécitos podem fornecer material para monitoramento do impacto do
aguecimento global, sem que haja prejuizo para a espécie estudada,

visto que ndo ha necessidade de sacrificio do animal,
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Anexo 1 — Processamento Enzimético

1.1 Superdxido dismutase (SOD) (CROUCH et al., 1981)

MEIO DE REACAO

1. Solucéao de NBT (7,5 ml)

Preparar solugéo de EDTA 1,0 mM (10 ml) - dissolver 0,0037 g de EDTA sal
dissédico (MM = 372,24 g.mol-1) em 10 ml de agua desionizada.

Em outro recipiente, adicionar 375 pl da solucdo de EDTA a 1,0 mM em 7,125
ml de agua desionizada e dissolver 0,0018 g de NBT (MM = 817.64 g.mol-1;
[NBT] final na microplaca = 100 uM) nesta solu¢géo de EDTA ([final] = 0,05 mM.
2. Solucao de hidroxilamina (12 ml) Dissolver 0,0615 g de cloreto de
hidroxilamina (MM = 69.49 g.mol-1) em 12 ml de tampé&o carbonato de sédio a
182 mM, pH 10,2 ([hidroxilamina] final na microplaca = 36,85 mM)

MONTAR A PLACA

- Pipetar em triplicata 30 yl do sobrenadante da amostra;

- Pipetar branco - 30 ul de etanol a 25% em PBS (branco, em triplicata) em
microplaca de 96 pocos;

- Pipetar 70 ul da amostra de solucdo de NBT

- Pipetar 100 pl de solugao de hidroxilamina para iniciar a reagao

- Leitura em: 560 nm (tempo zero) e apos 4 h de incubacédo. Proteger da luz
durante a incubacgéo.

PARA CALCULO DA ATIVIDADE: [(ABS/h do branco / ABS/h da amostra) -1] x
20/3. Os resultados serédo expressos em: Unidades x mg proteina-1 (1 unidade
de SOD equivale a atividade capaz de inibir a redugdo do NBT em 50%).

REAGENTES:

- PBS, pH 7,2; Agua desionizada; Tamp&o carbonato de sodio (182 mM, pH
10,2); Solugédo de EDTA (0,05 mM); etanol; Azul de nitrotetrazolio (NBT);
Cloreto ou sulfato de hidroxilamina;30 ul de amostra tratada com etanol e
clorofémio;
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1.2 Catalase (CAT) (baseado em AEBI, 1984)

MEIO DE REACAO (50 ml)

- 2,5 ml de Tampéo Tris-HCI 1,0 M, EDTA 5,0 mM, pH 8,0 (pode ser estocado)
47,32 ml de agua desionizada

-180 pl de H202 (30%, d=1,1 g.ml-1, MM = 34 g.mol-1; concentracéo final no
ensaio = 30 mM)

CUBETA:

— Pipetar 990 pl de meio de reagdo em cubeta de quartzo;

- Pipetar 10 pl da amostra

— Misturar por inversao

— Leitura em 240 nm (tempo total = 60 s, intervalos = 1 s) em espectrofotdmetro
de cubeta.

PARA CALCULO DA ATIVIDADE:

Selecionar o primeiro intervalo de 30 s cujo r2 > 0,99 e calcular delta ABS no
intervalo de 1 min ((ABS inicial — ABS final) x2).

REAGENTES:

- Peréxido de hidrogénio; Agua ultrapura;Tamp&o Tris-EDTA; PBS, pH 7,2;

- Utilizar cubeta de quartzo.
- 10 yl da amostra
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1.3 Glutationa S-Transferase (GST) (KEEN et al., 1976 modificado)

MEIO DE REACAO (20 ml)

- 0,0093 g de GSH ([GSH] final = 1,5 mM)

- 0,0122 g de CDNB ([CDNB] final = 2 mM; diluir inicialmente em 1 ml de etanol
PA)19 ml de tampé&o fosfato de potassio (0,1 M, pH 6,5)

MONTAR A PLACA

— Branco: 20 pl de tampao fosfato de potassio;

- 20 yl da amostra em microplaca de 96 pogos (em triplicata)
- 180 pl de meio de reagao (com micropipeta multicanal)

- Leitura em: 340 nm (tempo total = 300 s, intervalos = 20-50 s)
PARA CALCULO DA ATIVIDADE:
Para calcular a atividade da GST empregar a férmula: (AABS/min x 10)/5,76.

Os resultados serao expressos em: pmoles de tioéter formado x min-1 x mg de
proteina-1.

REAGENTES:
- Tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,5; PBS, pH 7,2; Glutationa (GSH); 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB);
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1. 4 Glutationa Peroxidase (GPx)

MEIO DE REACAO (para 100 pocos)

- 0,0027 g de azida sodica (MM = 65,01 g.mol-1; [azida] final na microplaca = 2
mM)

- 0,0035 g de NADPH (MM = 833,4 g.mol-1; [NADPH] final na microplaca = 0,2

mM)

- 0,0127 g de GSH (MM = 307,32 g.mol-1; [GSH] final na microplaca = 2 mM)

- 45 pl de glutationa redutase (GR, 2,7 mg prot.ml-1, 168 U.mg prot-1; [GR] final
na microplaca = 1 U.ml-1)

- 14,45 ml de tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0).

SOLUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (10 ml)

Preparar uma solugao contendo 26 pl de H202 (~30%, d=1,1 g.ml-1, MM = 34
g.mol-1) em 10 ml de tampéo fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0). Entdo, pipetar 1
ml desta solugdo + 9 ml de tampéo fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0) ([H202]

final na microplaca = 0,5 mM).

MONTAR A PLACA:

- 20 pl do sobrenadante da amostra (em triplicata) em microplaca de 96 pogos
- Branco: 20 ul de PBS;

- 140 pl de meio de reagao 1 (com micropipeta multicanal) e aguardar 2 min
—40 pl de solugado com peroéxido de hidrogénio (com micropipeta multicanal)

- Leitura em: 340 nm (tempo total = 180 s, intervalos = 10-20 s);

CALCULO DA ATIVIDADE;

Para calcular a atividade da GPx empregar a formula: (AABS/min x 10)/3,732.
Os resultados serédo expressos em: ymoles de NADPH oxidado x min-1 x mg

de proteina-1.

REAGENTES:

- Tampéao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0); Solucdo de H202 (5 mM); PBS, pH
7,2; Glutationa reduzida (GSH); Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido (NADPH); Glutationa redutase (GR).
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1.5 Glutationa Redutase (GR) (SIES et al., 1979)

MEIO DE REACAO (16 ml)

- 0,0089 g de NADPH (MM = 833,4 g.mol-1; [NADPH] final na microplaca = 0,5
mM)

- 0,0653 g de GSSG (MM = 612,63 g.mol-1; [GSSG] final na microplaca = 5,0
mM)

- 16 ml de tampéo fosfato de potassio 0,1 M, EDTA 5,0 mM, pH 7,6

MONTAR A PLACA:

50 ul do sobrenadante da amostra (em triplicata) em microplaca de 96 pogos
50 ul de PBS (branco, em ftriplicata) em microplaca de 96 pogos

150 ul de meio de reagdo (com micropipeta multicanal) 7

Leitura em 340 nm (tempo total = 10 min, intervalos = 40 s)

CALCULO DA ATIVIDADE
Para calcular a atividade da GPx empregar a formula: (AABS/min x 3)/14,928.
Os resultados serdo expressos em: ymoles de NADPH oxidado x min-1 x mg

de proteina-1.

REAGENTES:

- Tampao fosfato de potassio 0,1 M, EDTA 5,0 mM, pH 7,6; PBS, pH 7,2;
Glutationa dissulfeto (GSS); Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido (NADPH);
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ANEXO 2 - Processamento — Defesa antioxidante

2.1 Glutationa Reduzida (GSH) e outros tidis (baseado em SEDLAK e
LINDSAY, 1968)

Solucdes:

1. Solucao de acido tricloroacético a 50% (10 ml)

Dissolver 5 g de &cido tricloroacético em 10 ml de dgua desionizada

2. Solucdo de DTNB (8 ml)

Dissolver 0,0079 g de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB, MM=396,3
g.mol-1) em 500 ul de metanol PA. Entédo, adicionar 7,5 ml de tampéao Tris-base
a 0,4 M, pH 8,9 ([DTNB] = 2,5 mM).

3. Curva-padréao de GSH (fazer uma curva para cada analise realizada)
Dissolver 0,0012 g GSH (MM = 307,32 g.mol-1) em 976 pl de tampao tris-base
a 0,4 M, pH 8,9 ([GSH] = 4 mM).

PREPARAR AMOSTRA:

- Adicionar 50 pl da solugao de acido tricloroacético a 50% aos 200 ul do
sobrenadante ainda congelado do tecido ([proteinas] > 5 mg.ml-1).

- Branco: 50 ul da solucéo de acido tricloroacético a 50% em 200 ul de PBS
- Misturar bem

- Centrifugar a 5000 g por 10 mine 4 °C

MONTAR PLACA:

— Pipetar 50 yl do branco;

— Pipetar 50 pl da curva-padrao;

— Pipetar 50 ul do sobrenadante das amostras;

— 230 pl do tampéo Tris-base 0,4 M, pH 8,9 — em todos 0s po¢os;

— Adicionar em todos os pocos utilizados 20 ul de solugcdo de DTNB
— encubar por 5-10 min a temperatura ambiente

- Leitura em 415 nm;

PARA CALCULO DA CONCETRACAO DE GSH:

Com a curva padréo encontrar a equacao da reta (y= a x + b), calcular a
concentracdo de tidis através da formula [Tiois] =((Média ABS - branco) x 1,25)
/ (a x [proteinas]). A concentracdo de tidis sera expressa em nanomoles de tidis
X mg de proteinas-1

REAGENTES: )
- Agua desionizada; PBS, pH 7,2; Tampao tris-base a 0,4 M, pH 8,9; Acido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB); Acido tricloroacético (TCA); Metanol.
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2.2 Determinacédo da concentracdo de Malonaldeido (MDA)

QuantiChromTM TBARS Assay Kit (DTBA-100)

CONTEUDO DO KIT:

TBA Reagente : 25 ml de padrédo: MDA 50 ul de 15 mM
10 % de &cido tricloroacético ( TCA) a 25 mL.

PREPARACAO DA AMOSTRA:

1 . Para soro e plasma , transferir 100 ul de cada amostra para um tubo de 1,5
ml marcado. Para as amostras de tecido , pesar ~ 20 mg em 200 ul de fosfato
arrefecida com gelo de solugao salina tamponada ( PBS ) . Homogeneizar o
tecido por breve sonicacédo ( por exemplo, 20 segundos) sobre o gelo . Se
desejado , remover 20 mL aliquota para andlise de proteinas . Colocar 100 mL
de lisado de tecido num tubo rotulado 1,5 mL de micro - centrifuga . Para as
células , de colheita 5 x 10 6 células em 200 ul de PBS gelado e sonicado a
romper as células . Se desejado , remover 20 mL aliquota para analise de
proteinas . Colocar 100 mL de lisado celular num tubo de 1,5 mL de micro -
centrifuga rotulado

2 . Adicionar 200 mL de 10 % de TCA a 100 uL de cada amostra . Incubar por 5
minutos em gelo.

3 . Centrifugar 5 min a 14.000 rpm em centrifuga de microtubos (Centrifugador
Eppendorf). Transferir 200 mL de cada sobrenadante limpido para um novo
tubo marcado . Factor de diluicdo para estas amostras pré-tratadas € n = 3.

PROCEDIMENTO ensaio colorimétrico:

Configure banho-maria ou bloco de aquecimento e ajustar a temperatura para
100 ° C. Equilibrar todos os componentes a temperatura ambiente. Adicionar
450 mL dH20 a 15 mm tubo padréao e misture (MDA final de 1,5 mM).

1. Padrdes . Misturar 15 uL de MDA a 1,5 mM, com 735 mL dH 20 ( final de 30
iM MDA ) . Dilui-se os padrdes , como mostrado na Tabela .

No | 30puM MDA + H,0O Vol (ul) MDA (uM)
1 300ul + OpL 300 30.0
2 180pL + 120pL 300 18.0
3 90uL + 210uL 300 9.0
4 OpL + 300pL 300 0.0

Amostras. Transferir 200 uL de cada amostra para tubos separados
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2 . Reacdo de cor . Para cada um dos padrdes e amostras , adicionar 200 mL
de reagente TBA . Tubos Vortex para misturar e incubar a 100 ° C durante 60
min . Esfriar os tubos a temperatura ambiente. Vortex e brevemente centrifuga
tubos.

3 . Pipetar 100 ul em duplicata a partir de cada tubo para pogos de uma placa
de 96 pocos de fundo plano clara . Ler em 535nm ( 525 a 545nm ) .

CALCULO.

Para calcular a concentracdo de TBARS da amostra, aplica-se a formula:

R - R
[TBARS] = = R n (uM MDA equivalents)

Slope (uM1)

n é o factor de diluicdo da amostra (n = 3 para amostras desproteinizadas).



