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RESUMO

Esta revisao tem por objetivo apresentar os dados sobre a imunidade inespecifica de metazoarios
pecilotérmicos antarticos obtidos por nosso grupo de pesquisa com animais antarticos. Trataremos em
particular dos processos de fagocitose, inflamagdo e cicatrizagao em peixes antarticos popularmente chamados
“cabecgudas” (Notothenia coriiceps = N. neglecta), em estrelas-do-mar antarticas (Odontaster validus) e em
ouricos-do-mar antarticos (Sterechinus neumayeri).
Palavras-chaves: Fagocitose, inflamacao, cicatrizacdo, resposta imune inespecifica, Antartica.

ABSTRACT

UNSPECIFIC IMMUNE RESPONSE OF ANTARCTIC ECTOTERMIC ANIMALS UNDER
POLAR TEMPERATURES. This review presents data on nonspecific immune system of Antarctic metazoans
poekiloterms. The phagocytosis, inflammation and wound repair were analysed in Antarctic animals, the big
head fish (Notothenia coriiceps = N. neglecta), Antarctic starfish (Odontaster validus) and in Antarctic sea

urchin (Sterechinus neumayeri).
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INTRODUCAO

Adescoberta do significado biologico da fagocitose
por Elie Metchnikoff (1845-1916) esta intimamente
ligada a histdria da nogdo de self no sentido de um
individuo dotado de unidade e identidade biologica.
Metchnikoff também criou a imunologia tal como a
concebemos hoje. Segundo sua biografia, escrita por
Olga, sua segunda esposa (Metchnikoff 1921), tudo
comegou comum experimento com equinodermos. No
final do século passado, este bidlogo (embriologista
e zoologo), interessado no estudo de aspectos da
nutricdo e da embriologia, observou em uma estrela-
do-mar a migragao celular seguida de fagocitose como
um processo ativo em resposta a um estimulo. Assim,
demonstrou o significado biologico da migracdo
de células celomaticas para o foco inflamatorio
(Metchnikoftf 1891, Chernyak & Tauber 1988, Tauber
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& Chernyak 1991, Tauber 1994). A partir de suas
observagodes criou o conceito de fagocitose (do gr.
phagein, comer) como o entendemos atualmente.

A fagocitose ¢ parte integrante e fundamental do
processo inflamatorio, participando na remocgdo do
tecido necrético e de debris celulares e na remodelacdo
tecidual. Durante o processo inflamatorio, o agente
fagocitico é bastante diversificado, podendo apresentar
variagdes morfoldgicas, ontogenéticas e em sua
cinética, como mostraram nossos resultados cientificos.
Na cabecuda (Notothenia coriiceps), os macrofagos
foram as células preponderantes (Silva et al. 1998b,
1999), nos equinodermos (adultos em geral) foram os
amebocitos fagociticos (Mangiaterra & Silva 2001,
Borges et al. 2002, Tajima et al. 2007), no embrido
do ourico-do-mar as células mesenquimatosas, que
assumem a fagocitose de corpos estranhos ja nas fases
iniciais da gastrula (Silva 2000, 2001).



RESPOSTA IMUNE INESPECIFICA DE ANIMAIS ECTOTERMICOS ANTARTICOS 111

No anfioxo, encontramos um problema em relagao
ao paradigma da imunologia celular, pois, como
propds Metchnikoff, se a inflamagdo ¢ a migragao
celular seguida de fagocitose, ndo temos inflamagao
neste animal, uma vez que é desprovido de fagocitos
circulantes. O papel destas ultimas ¢ assumido pelas
células endoteliais locais, que fagocitam os debris
durante a cicatrizagdo (Silva et al. 1995, 1998a).

A cinética do processo inflamatério também ¢
bastante varidvel entre os diferentes modelos animais
estudados, assim como num mesmo animal sob
diferentes estimulos. Por exemplo, os dados obtidos
com diferentes estimulos em peixes antarticos,
mostraram uma diferenga qualitativa dos fagocitos
apos
como fio de sutura categute ¢ parasitas mortos

envolvidos diferentes estimulos irritantes
(Silva et al. 1999). Os prazos de reagdo variaram
bastante conforme a temperatura ambiente, sendo
bastante evidentes quando se comparam os dados
das cabecgudas (antarticas) com os dados obtidos
para peixes tropicais: as fases agudas sao muito mais
longas nos animais antarticos. Outro dado interessante
foi a diferenca obtida entre os indices fagociticos
de estrelas-do-mar antarticas (Odontaster validus)
realizados em animais em meses diferentes, e sendo
um dos grupos animais mantidos em cativeiro por
alguns meses (Silva & Peck 2000, Silva et al. 2001).

A inflamagdo ou processo inflamatério (do grego
phlogosis, calor, e do latim flamma, fogo), reveste-se
de grande importancia médica por ser um substrato
morfo-fisiologico de mais de 70% das patologias que
ocorrem no homem e nos animais domésticos. Papiros
egipcios de 2.000a.C. ja se referem a inflamacao
ao relatarem a formagdo de pus. Esse fenomeno ¢é
caracterizado pelos classicos sinais de rubor, tumor,
calor e dolor (dor), descritos por Cornelius Celsus no
primeiro século depois de Cristo e pela functio laesa,
(perda de fungao) adicionado por Virchow no final do
século XIX (Tauber & Chernyak 1991). Manifesta-se
sempre que agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos
alteram a homeostase do tecido conjuntivo. Os
mecanismos que regem o processo inflamatdrio
continuaram desconhecidos ¢ o fendmeno foi mal
interpretado por séculos apos as observagdes de Celsus.
Ainda no século XVIII, boa parte dos naturalistas
acreditava que a inflamagao fosse uma doenca ou
uma conseqiiéncia desta. Foi somente em 1739 que
o famoso cirurgido inglés John Hunter postulou

que a inflamacdo era uma resposta ndo especifica e
salutar para o hospedeiro. Somente no século XIX,
alguns aspectos fundamentais da fisiopatologia da
inflamagdo foram estabelecidos. Julius Cohnheim
foi o primeiro a trazer inquestionaveis evidéncias
de que os vasos sangiiineos desempenham um papel
central na dinamica inflamatéria. Outra contribui¢ao
fundamental para a compreensdo do processo foi
dada, em 1875, por Arnold, ao mostrar que num tecido
lesado, as células sangiiineas migravam por entre as
células endoteliais atingindo o local estimulado. A
presenca de células sangiiineas no foco inflamatério foi
claramente estabelecida por Almroth Wigert em 1889.
Mesmo as células presentes no exudato inflamatorio
sendo caracterizadas como oriundas do sangue, o
significado biologico da migragdo celular para a
fisiologia da inflamag@o permaneceu desconhecido
até os trabalhos de Metchnikoff, que permitiram a
inversdo do paradigma: de uma imunidade passiva
do hospedeiro, passou-se a considerar o processo
ativo, ou seja, a imunidade como conhecemos hoje,
desencadeadas pela migracdo de células sangliineas
para o foco inflamatoério.

Ap6s ter observado que algumas células presentes
na cavidade celomatica e tecido mesenquimal de
invertebrados tinham capacidade para movimentar-se
e para, freqlientemente, internalizar particulas inertes
ou mesmo vivas, Metcnhikoff suspeitou que esse
fenomeno poderia estar relacionado com a eliminagao
de antigenos dos tecidos. O inicio da comprovacao
de sua hipotese deu-se em 1882 com experimentos
simples, porém contundentes. Imaginou que, inserindo
um corpo estranho num animal, aquelas células moveis
que havia observado no mesénquima migrariam em
diregdo ao agente “agressor” na tentativa de engloba-
lo e “destrui-lo”. Como primeiro experimento para
demonstrar essa hipotese inseriu a pontinha de um
actleo de roseira em uma larva de estrela-do-mar e
observou que, passadas aproximadamente 12 horas,
os amebocitos haviam migrado em dire¢ao ao corpo
estranho tentando ingeri-lo. Com esse simples
experimento criou o conceito de fagocitose. Nomeou
as c€lulas pequenas que participavam do processo
como micréfagos (do grego mikros, pequeno) e as
grandes como macrofagos (do grego makros, largo):
“Eu fiz o uso do termo fagocitose para designar
células amebdides capazes de capturar e digerir
microorganismos ¢ outros elementos. A teoria
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baseada nessa propriedade das células defensivas, eu
dei o nome de Teoria da Fagocitose” (Metchnikoff
1891). A relevancia de seus trabalhos para a medicina
deu ao bidlogo russo o premio Nobel de Medicina e
Fisiologia em 1908, juntamente com Paul Ehrlich,
0 pai da teoria humoral dos mecanismos de defesa
do organismo contra infecgdes. Com a Teoria da
Fagocitose nasceu a imunologia celular (Metchnikoff
1891, 1921, Tauber & Chernyak 1991).

Atualmente, a fagocitose € considerada a resposta
celular na qual os fagocitos, através de movimentos
ameboides, ingerem particulas maiores que 0,5um
utilizando mecanismos que envolvem a polimerizagao
de filamentos de actina (Rabinovitch 1995). E
observada nos metazoarios e € um dos mecanismos
responsaveis pela degrada¢do de microorganismos,
assim como de particulas poluentes e irritantes. E
considerado um mecanismo chave para o sistema
de defesa dos organismos, bem como no processo
inflamatorio em resposta a estimulo irritante, para a
remodelacdo tecidual (Metchinikoff 1891, Silva et al.
1995, 1998b) e para a reinternalizagdo da membrana
citoplasmatica (Rabinovitch 1995).

Os cem anos que se seguiram a descoberta da fa-
gocitose trouxeram um volume inestimavel de infor-
magdes sobre as fungdes dos macrofagos e microfa-
gos (neutrdfilos, eosinofilos e basofilos) na fisiologia
e na patologia, principalmente do homem e de outros
vertebrados. Assim, esta hoje estabelecido o papel
central que os macrofagos desempenham na inflama-
¢do, na resisténcia natural as infecgoes, na eliminagao
de substancias e células alteradas como lipoproteinas,
hemacias e células neoplasicas, na embriogénese e no
envelhecimento para citar apenas alguns exemplos
(Clem et al. 1985, Donaldson & Mahan 1988),

Em invertebrados, o volume de dados sobre a
fagocitose ¢ infimo, quando comparado com as
publica¢desdedadosparaosmamiferos. Recentemente
encontramos boas revisdes comparativas das células
circulantes (incluindo fagocitos) (Ratcliffe & Rowley
1981, Rowley & Ratcliffe 1988), que compara a
estrutura com a fun¢do das mesmas. Os trabalhos
pioneiros de Metchnikoff demonstraram a ingestao
de diversos tipos de particulas pelos celomocitos
(leucoécitos) de diferentes espécies de equinodermos.
As particulas capturadas incluem bactérias, particulas
inertes, corpos estranhos e células senescentes
(Boolootian & Giese 1958, Johnson 1969a, b, Ellis
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1977, Bertheussen & Seljelid 1978, Hobaus 1978,
Isaeva & Korenbaum 1990, Blazer 1991, Secombes
& Fletcher 1992, Stein & Keshav 1992, Suzuki &
lida 1992, Zapata et al. 1992, Edds 1993, Chia &
Xing 1996, Silva & Peck 2000, Silva et al. 2002).
Para demonstrar que a fogocitose ¢ a inflamagao a
ela associada seriam, como um todo, um fenémeno
universal, Metchnikoff (1891) pesquisou a existéncia
desses fendmenos em metazodarios representantes de
diversos filos.

Renomados autores (Tauber & Cherniak
1991) defendem Metchnikoff como o primeiro
imunologista de fato, cujo trabalho original torna-o
fundador da imunologia moderna. Metchnikoff foi o
criador da teoria fagocitica através da qual as células
defendem ativamente o corpo do hospedeiro contra
patogenos e células degeneradas, tendo sido também
o seu principal defensor. Seu programa de trabalho
partiu de estudos de embriologia comparada que
permitiram estabelecer relagdes genealdgicas entre
diferentes espécies dentro do novo paradigma
darwiniano.

O conceito de imunologia criado por Metchnikof,
apesar de ndo ser reconhecido unanimemente por
muitos autores como contribuigdo original, foi incor-
porado por seus opositores nas décadas subseqiientes,
ironicamente para combaté-lo, mas sempre utilizando
a metafora do self e do mecanismo de defesa ativo por
parte do hospedeiro.

Devido a grande oposi¢do que as idéias de
Metchnikoff obtiveram,
um grande opositor da teoria humoral que, de certa

ele acabou tornando-se

forma, procurava substituir sua teoria celular. Como,
no final do século XIX e inicio do século XX, ambas
as teorias apresentavam resultados experimentais
consistentes, Elie Metchnikoff e Paul Ehrlich foram
premiados com o Nobel em 1908 por suas descobertas
e trabalhos. As duas teorias tiveram que esperar mais
algumas décadas para, somente na década de 50 do
século XX, serem unificadas.

E interessante notar que os atuais livros de
texto relegam Metchnikoff a um plano secundario
na imunologia, talvez por sua oposi¢do a teoria
humoral e a sua crenca de que os fagocitos sdo os
unicos elementos do sistema imune (posi¢do somente
assumida apos as intensas criticas que recebeu). A
imunologia moderna estd intimamente associada ao
estudo dos anticorpos do sistema complemento e dos
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linfocitos e seus produtos e, talvez pela associacdo do
nome de Metchnikoff a fagocitose, tenham ofuscado
a sua fundamental contribuicdo na construcdo do
paradigma que € o pilar da imunologia moderna.

O trabalho de filosofos da ciéncia como Alfred
Tauber procura entender de forma clara e concisa
como as principais correntes filosoficas e cientificas
do final do século XIX chegaram até os tempos
modernos através de uma genealogia das idéias de
tolerancia imune (Tauber & Cherniak 1991).

INFLAMACAO

O processo inflamatorio foi tomado como ponto
de partida, com os trabalhos com o anfioxo, que ¢
uma excegao ao paradigma da Teoria Fagocitica: um
animal que ndo inflama. Metchnikoff ndo foi capaz de
induzir o processo inflamatorio no anfioxo, conforme
sua revisdo publicada “Lectures of Comparative
Pathology of Inflammation” (Metchnikoff 1891), 0 que
foi confirmado em nossos estudos (Silva et al. 1995).
Neste contexto, elegemos a definicao de inflamagao
proposta por Metchnikoff, migracao celular seguida
de fagocitose, como a mais adequada para o estudo
dos metazoarios, uma vez que as definigdes que
incluem o sistema vascular ndo se aplicam a muitos
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filos de invertebrados que possuem circulagdo aberta
e cavidades celomaticas.

Por estes motivos, elegemos o peixe antartico
Nothotenia coriiceps (= N. neglecta) para estudar
a inflamacdo pela primeira vez, sob temperaturas
polares (Silva et al. 1998a, Silva et al. 1999).

FAGOCITOSE

Dado o vinculo entre inflamagdo e o conceito de
fagocitose que adotamos, passamos a investigar o
segundo processo em si em diferentes modelos de
animais deuterostomios ectotérmicos polares, mais
especificamente em peixes (Notothenia coriiceps)
(Silva et al. 1999, 2000, 2002), estrelas-do-mar
(Odontaster validus) (Silva & Peck 2000, Silva et
al. 2001) e ourigos do mar (Sterechinus nemuayeri)
(Borges et al. 2002).

CICATRIZACAO

A capacidade dos seres vivos em manter sua
integridade fisica ¢ considerada um fenomeno
essencial para a manutengdo da vida, mas tal
propriedade se expressa de modo filogeneticamente
variavel. A fagocitose estd diretamente envolvida nos

== O.validus
C— S neumayeri
W |y ariegatus

+  O.validus

m S neumayeri

« | variegatus
----- Linear (O.validus)
—— Linear (S.neumayeri)
— — Linear (L variegatus)

y=0.788x + 16,22
R#=0,911

Horas

Figura 1. Dados comparativos sobre a capacidade fagocitica de peixes antarticos (Notothenia coriiceps) e tropicais (Prochilodus scrofa), assim como

ouri¢o do mar antartico (Sterechinus nemuayeri) e tropical (Lytechinus variegatus) e a estrela do mar antartica (Odontaster validus) ao longo do tempo

em horas.
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processos decorrentes da capacidade que os animais
possuem de manter a integridade do tegumento apods
uma lesdo. A maneira pela qual estes animais realizam
os processos de cicatrizacdo e regeneracdo para
manterem sua integridade entre o ambiente interno
(animal) e o externo (meio) também foi objeto de
nossos estudos (Silva et al. 2002, Silva et al. 2004).

O processo inflamatorio pode ser considerado
como uma fase inicial da restituicdo tecidual, mais
especificamente, da cicatrizagdo. A importancia da
resposta inflamatodria reside em muitos aspectos, tais
como a provisao de células importantes para a remogao
de debris celulares, a preparag@o para responder a uma
possivel infecgdo bacteriana, a secregao de substancias
necessarias para estimular a migrag@o de fibroblastos
(necessarios para sintese de matriz extracelular) e
proliferagdo de outras células (como as epiteliais, a
partir das suas precursoras na camada basal); enfim,
de quase todas as fases subseqiientes da reparagdo
das lesdes (Silva et al. 2004). A restitui¢ao tecidual
sempre visa o fechamento da area lesada, selando-a,
se necessario, com uma cicatriz, e retomando sempre
que possivel, sua fungao original (Silva 1998a).

No entanto, apesar de organizada e, até certo
ponto, estereotipada, a restituicao tecidual depende de
inimeros outros fatores, tanto locais (como volume de
tecido lesado ou perdido, presenca de contaminagéo
bacteriana, forcas mecanicas, presenga de corpo
estranho), quanto sistémicos (perfusdo sangiiinea
adequada, nutricdo equilibrada, inervacao existente
na area, doengas intercorrentes). Todos esses fatores
determinardo em conjunto a maneira pela qual uma
area ou estrutura lesada sera restituida.

Adescricdodomodocomoocorreodesenvolvimento
do processo inflamatorio inicial durante a evolugdo
da restitui¢do tecidual ¢ a descricdo da mesma em
modelos experimentais sdo de extrema importancia.
Nesse contexto, encontramos na literatura trabalhos
que se concentram na restituigdo de lesdes apds
pequenas incisdes na pele e nas reacdes de defesa
(sistema imune) contra patdogenos ou trabalhos que
estudam o substrato de migracdo das células da
epiderme, utilizando espécies e técnicas variadas para
o melhor entendimento do processo cicatricial da pele
e da regeneragdo de animais ectotérmicos.

Alguns autores afirmam que a intensidade e a
velocidade de recuperagdo de lesdes em vertebrados
pecilotérmicos (ectotérmicos) varia conforme a
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temperatura ambiente que atua como um fator
regulador do processo inflamatorio (Finn & Nielsen
1971, Grout & Morris 1987, Silva et al. 2002).

Foi realizado um estudo da cicatrizagdo em
N. coriiceps pela primeira vez (Silva et al. 2004,
2005), sendo o primeiro estudo de cicatrizagdo sob
temperaturas polares em ectotérmicos.

No ambiente marinho antartico, a temperatura da
agua é, em geral, proxima de 0°C, indo predominante-
mente de —1,9°C a +2,0°C (Clarke & Leakey 1996). A
maioria dos processos fisioldgicos sdo muito reduzi-
dos ou modificados nestas condi¢oes (Grout & Mor-
ris 1987, MacDonald et al. 1987, Hernadez-Blazquez
& Silva 1998).

PORQUE ESTUDAR A IMUNIDADE INESPE-
CIFICA EM ANIMAIS ANTARTICOS

A Antartica ¢ um dos ambientes extremos de
temperatura do planeta. Ao falarmos da temperatura
em ectotérmicos, este efeito pode ser dramatico, uma
vez que as reagdes enzimaticas possuem um 6timo de
temperatura que pode variar dentro de certos limites
biologicos (Finn & Nielsen 1971). Assim, elegemos
espécies de metazoarios que ocorrem em ambientes
tropical e polar, regides em que o limite biologico da
vida varia segundo a maior latitude possivel; também
escolhemos as espécies pela relativa facilidade de
coleta e manutenc¢do em laboratdrio dos exemplares.
Por circunstancias diversas e pelas adaptagdes que
os animais que la vivem apresentam, escolhemos a
Antartica. Procurando espécies que tivessem uma
distribuicdo nas grandes latitudes, podendo assim
comparar animais colhidos numa regido sub-antartica
(ITha Rei George), com fauna antartica (Fischer &
Hureau 1985, Gon & Heemstra 1990).

METODOLOGIAS UTILIZADAS
DETERMINACAO DA CAPACIDADE FAGOCITICA
(CF) E INDICE FAGOCITICO (IF) E CAPACIDADE
GERMICIDA (CG)

Estes indices foram calculados utilizando-se mi-
croscopia de contraste de fase ou Nomarsky (D.I.C.),
que permitiram visualizar quando as leveduras encon-
travam-se fagocitadas ou simplesmente aderidas aos
macrofagos ou amebocitos fagociticos distribuidos
nas laminulas ou diretamente sobre laminas de vidro.



RESPOSTA IMUNE INESPECIFICA DE ANIMAIS ECTOTERMICOS ANTARTICOS 115

Nos peixes foi utilizado o meio de cultura DEMEN
como meio e para os celomocitos agua do mar.

Capacidade Fagocitica (CF), porcentagem dos ma-
crofagos que estao fagocitando.

n° de células fagocitando

CF =
100 fagocitos

ndice Fagocitico (IF), ¢ nimero médio de leveduras
no interior dos células fagocitando (contagem de 100
células)

n° de leveduras no interior dos fagdcitos

IF =
n° de células fagocitando

Capacidade Germicida

n° de leveduras mortas x 100

CG=
25 leveduras fagocitadas

CICATRIZACAO

Para o estudo da cicatriza¢do cutdnea nas cabe-
cudas (Notothenia coriiceps), foram realizadas, apos
anestesia, incisdes padronizadas para remocdo de
uma area de 4 cm? na regido dorso lateral anterior e
apos diferentes prazos a lesdo foi fotografada e amos-
tras colhidas para histologia sob microscopia de luz e
para estudos ultraestruturais.

39 9

indice Fagocitico

RESULTADOS OBTIDOS COM AS RESPECTI-
VAS PUBLICACOES

PROCESSO INFLAMATORIO INDUZIDO
HISTOFISIOLOGIA DA  RESPOSTA  INFLA-
MATORIA EM PEIXES ANTARTICOS (Silva et al.
1998a)

Foi estudado o processo inflamatoério induzido no
peixe antartico cabeguda (Notothenia neglecta = N.
coriiceps) a 0°C. Tinta da china foi injetada e um fio
de sutura de algoddo transpassado na musculatura
apos anestesia de diferentes grupos de peixes. Apos
1-2 dias da injecdo da tinta da china, a tinta estava di-
fusa no perimisio do musculo e também foi observada
hemorragia e um infiltrado inflamatorio, constituido
principalmente por macrofagos do tipo A (com pou-
cos e pequenos lisossomos) e neutrdfilos, apds 7-15
dias observamos macrofagos tipo A e macrofagos do
tipo B (citoplasma claro, sistema lamelar formando
interdigitagdes); apds 30 dias , ndo havia mais tinta da
china no interior de macréfagos do tipo A. O processo
inflamatorio induzido pelo fio de sutura ocorreu em
duas fases. A primeira (até 7 dias) com a predominan-
cia de macrofagos do tipo A. e poucos neutrdfilos, e
a Segunda fase (15-30 dias) com a predominancia de
macroéfagos do tipo B Podemos concluir que as ca-
becudas responde a estimulos irritantes com um pro-
cesso inflamatorio, demonstrando a adaptacao destes
peixes ao ambiente antartico.

== O.validus
1.8 neumayeri
W | yariegatus
+  O.validus
B S.neumayeri
4 | variegatus
----- Linear (O.validus)
Linear (8.neumayeri)

— = Linear (L variegatus)

Horas

Figura 2. Dados comparativos sobre o indice fagocitico de peixes antarticos (Notothenia coriiceps) e tropicais (Prochilodus scrofa), assim como ourigo do

mar antartico (Sterechinus nemuayeri) e tropical (Lytechinus variegatus) ¢ a estrela do mar antartica (Odontaster validus) ao longo do tempo em horas.
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HISTOFISIOLOGIADARESPOSTAINFLAMATORIA
HEPATICA NO PEIXE ANTARTICO Notothenia
neglecta (Silva et al. 2007)

O presente projeto teve como objetivo estudar a
capacidade hepatica de peixes antarticos Notothenia
neglecta em responder ao fio de sutura “categute” e
a parasitas mortos reimplantados neste tecido, ob-
servando e descrendo as alteragdes ocorridas a nivel
tecidual. O material foi fixado e examinado em mi-
croscopico de luz sob diferentes técnicas de colora-
cdo. A resposta inflamatdria induzida pelo parasito
morto reimplantado e pelo fio de sutura implantado
no parénquima hepatico ocorreu com diferentes in-
tensidades, sendo a resposta mais intensa para o fio
categute e, em ambos 0s casos, verifica-se uma ten-
tativa de encapsulamento do agente irritante através
de células pavimentosas se sobrepondo. A resposta
inflamatoéria induzida pelo fio de sutura categute no
figado e no tecido muscular sdo diferentes, sendo
a primeira com predominancia de granuldcitos eo-
sinofilos de 2 tipos e macrofagos, enquanto a se-
gunda composta essencialmente por macrofagos e
nao apresentando uma tendéncia nitida ao encap-
sulamento nos prazos maximos observados. O apa-
recimento de plasmoécitos foi bastante tardio, pro-
vavelmente em func¢do das temperaturas Antarticas
e se deu mais evidente nos animais que receberam

50 4

Capacidade Germicida (%)
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parasita morto intramuscular e categute no figado,
sugerindo uma resposta secundaria mediada por
anticorpos. Assim como a presenca de eosinofilos
principalmente no parénquima hepatico apos 7 dias,
sugere a agdo destes na eliminacdo de complexos
Ag-Ac. Os nossos resultados mostram de forma
clara e evidente que o peixe antartico Notothenia
neglecta responde com migracao celular as injlrias
induzidas pelo fio de sutura categute e pelo parasi-
to morto reimplantado, apesar da baixa temperatura
(1 £ 2°C), caracterizando assim a capacidade da N.
neglecta reconhecer os estimulos irritantes como
material estranho, e estabelecer um processo infla-
matorio induzido por estes agentes. Numa intensi-
dade superior do que seria esperado para um peixe
de clima temperado mantido a esta temperatura. O
processo inflamatorio claramente esta adaptado ao
frio dos mares antarticos em N. neglecta.

FAGOCITOSE

FAGOCITOSE E FORMACAO DE CELULAS
GIGANTES A 0°C DO PEIXE ANTARTICO
Notothenia coriiceps (Silva et al. 2002)

Macrofagos aderentes a laminulas circulares de
vidro que foram implantadas na cavidade abdominal de
Notothenia coriiceps, pescadas na baia do Almirantado,
Ilha do Rei George, removidas e incubadas in vitro

y=2998x + 1352
R*=10.999

== O.validus
1 S.neumayeri
-7 y=12889x +2 066
e R*=0,999

- *

| ariegatus
O .validus

u S.neumayeri

& | variegatus
----- Linear (O.validus)
—— Linear (S.neumayeri)
——--Linear (L.variegatus)

Horas

Figura 3. Dados comparativos sobre a capacidade germicida de peixes antarticos (Notothenia coriiceps) e tropicais (Prochilodus scrofa), assim como

ouri¢o do mar antartico (Sterechinus nemuayeri) e tropical (Lytechinus variegatus) e a estrela do mar antartica (Odontaster validus) ao longo do tempo

em horas.
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por 4h at 0°C em varios intervalos de tempo. Os
macrofagos fagocitaram leveduras Saccharomyces
cerevisiae suspensas em salina. Macrofagos bi
nucleares foram primeiramente observados apds 6h. A
formagao de células gigantes e sua atividade fagocitica
foi observada em peixes que tiveram injetados com
1 ml de suspensao de Bacilo de Calmette ¢ Guerin
(BCG) - 24 horas antes da implantagdo das laminulas
que foram removidas apos 15 dias de implantagdo. A
fagocitose e a formagdo de células gigantes foi descrita
pela primeira vez a 0°C num peixe antartico.

FAGOCITOSE E CAPACIDADE GERMICIDA
DOS MACROFAGOS (M) IN VITRO DO PEIXE
ANTARTICO Notothenia coriiceps A 0°C (Silva et al.
2005)

Exemplares de Notothenia coriiceps foram
capturados na Baia do Almirantado na Ilha do Rei
George. Os peixes foram anestesiados e laminulas
circulares de vidro foram implantadas na cavidade
abdominal. Em um outro grupo 1 ml de Glicogénio
de ostra foi injetado na cavidade abdominal 24 horas
do implante das laminulas. Apos diferentes prazos
de incubagdo (1, 2, 7 e 15 dias) as laminulas foram
removidas e incubadas durante 4 horas in vitro a 0°C
com uma suspensdo de leveduras (Saccharomyces
cerevisiae). As leveduras foram observadas sob
microscopia de fluorescéncia e contraste de fase e
contraste interferencial para o calculo da capacidade
fagocitica (CF), indice fagocitico (IF) e capacidade
germicida (CG) dos M.

Os macréfagos fagocitaram em todos os prazos de
incubagdo e nao foram observadas diferencas signi-
ficativas para a CF e para o IF, quando comparados
os dois grupos experimentais. Apenas o0 grupo com
glicogénio de ostra apresentou uma CG maior. Este
estudo mostra pela primeira vez a capacidade germi-
cida dos macrofagos de peixes antarticos, apesar da
baixa temperatura em que vivem (0°C).

FAGOCITOSE INDUZIDA IN VITRO NA ESTRELA
DO MAR ANTARTICA Odontaster validus A 0°C
(Silva & Peck 1999)

Foi estudada a fagocitose utilizando o celoma pe-
rivisceral de estrelas do mar Antarticas Odontaster
validus at 0°C. O numero total de celomocitos foi

contado e a atividade fagocitica dos amebocitos fa-
gociticos (AF) quantificada apds 1 e 2 horas de in-
cubacdo in vitro utilizando-se leveduras de cerveja
como estimulo. A porcentagem de AF fagocitando
aumentou significativamente (teste de Wilcoxon)
de 42,29% + 10,50 (SD) ap6s 1 hora para 52,57% +
13,96 apods 2 horas. O numero de leveduras por AF
também aumentou significativamente (teste de Wil-
coxon) de 2,27 para 2,45 leveduras por AF, indican-
do que a atividade fagocitica foi mantida por algum
tempo, possivelmente até o estimulo do corpo estra-
nho ser removido. A ocorréncia da fagocitose de um
invertebrado Antartico foi mostrada por nosso gru-
po pela primeira vez e os tipos celulares envolvidos
identificados. As taxas de fagocitose foram seme-
lhantes ou supriores do que as previamente relatadas
para estrelas do mar de climas temperados. Todavia
esta conclusdo deve ser cautelosa, uma vez que sdo
raros os dados disponiveis para animais antarticos,
além das diferentes metodologias utilizadas. Toda-
via os dados sugerem que o principal mecanismo
de resisténcia natural a infeccdo destes animais (O.
validus) esta bem adaptado as baixas temperaturas.
(Este trabalho foi realizado durante estagio de pos-
doutoramento no BAS (Brithsh Antarctic Survey),
na Inglaterra, com animais em cativeiro durante os
meses de junho-julho).

ESTUDO COMPARATIVO DA FAGOCITOSE IN
VIVO E IN VITRO, INCLUINDO A CAPACIDADE
GERMICIDA EM Odontaster validus A 0°C (Silva et
al. 2001)

A fagocitose e a capacidade germicida dos ame-
boécitos fagociticos (AF) da estrela do mar antartica
Odontaster validus frente a leveduras Saccharomyces
cerevisiae foram estudadas in vivo (ap6s periodos de
incubacao de 1, 2 e 4 horas) e in vitro (ap6s perio-
dos de incubacao de 1, 2, 4, 8 e 12 horas) a 0°C. O
trabalho foi desenvolvido na Estacdo Antartica Co-
mandante Ferraz. O nimero total de AF, assim como
a capacidade fagocitica (CF), indice fagocitico (IF) e
a capacidade germicida (CG) foram calculados. Os
resultados mostram uma variagdo significativa (teste
de Wilcoxon) do niumero de AF nos diferentes ani-
mais. Ndo ocorreu um aumento significativo da CF
assim como da IF e CF entre os diferentes prazos de
incubacdo. Os experimentos /n vivo ndo mostraram
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diferenca significativa entre CF e IF, mas ocorreu um
aumento significativo da CG com o aumento do pe-
riodo de incubacao. Comparagdes entre os resultados
in vitro e in vivo revelaram que a IF foi significati-
vamente (teste de Wilcoxon) maior in vitro € que a
CG foi significativamente maior in vivo. Este estudo
mostrou pela primeira vez a fagocitose e a CG de um
invertebrado Antartico in vivo sob temperaturas po-
lares (0°C), discutindo os dados e comparando com a
literatura disponivel para equinodermos.

FAGOCITOSE IN VITRO E IN VIVO NO OURICO
DO MAR ANTARTICO Sterechinus neumayeri A 0°C
(Borges et al. 2002)

A fagocitose de leveduras por amebocitos fago-
citicos (AF) do ourico do mar antartico Sterechinus
neumayeri ¢ sua capacidade germicida foi estudada
in vitro (1, 2 ¢ 4 horas de incubag@o) e in vivo (1, 2,
4, 8 ¢ 12 horas de incubagdo) a 0°C. A capacidade
fagocitica (CF), indica fagocitico (IF) e capacidade
germicida (CG) dos AF foi calculada. O nimero total
de celomocitos variou entre os animais e /n vitro, foi
observado um aumento significativo na CF em todos
os periodos e nao houve uma diferenca significativa
da CF em todos os periodos. Ocorreu uma diferenca
significativa (teste de Wilcoxon) entre a IF e a CF ape-
nas entre 1 e 2 horas de incubagao. /n vivo, nao houve
diferenca significativa entre a CF e o IF, mas ocorreu
um aumento significativo na CG nos diferentes pe-
riodos. CF e IF foram significativamente maiores in
vitro que in vivo para todos os periodos estudados, ¢
a CG apenas entre 1 ¢ 2 horas. A CF ¢ o IF compara-
do com os ouricos tropicais (Lytechinus variegatus)
utilizando-se a mesma metodologia foram menores
apesar do mesmo padrao, sugerindo o efeito da baixa
temperatura nos fagécitos como um todo.

CICATRIZACAO

CICATRIZACAO A 0°C NO PEIXE ANTARTICO
Notothenia coriiceps (Silva et al. 2004, Silva et al.
2005)

O objetivo do presente projeto foi caracterizar
histologicamente a cicatrizacdo cutdnea do peixe
antartico Notothenia coriiceps, mantido a 0 a 2°C.

Apos a anestesia foram realizadas incisdes pa-
dronizadas para remog¢do de uma éarea de 4 cm? na
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regido dorso lateral anterior. Verificamos um desli-
zamento do epitélio a partir das bordas da ferida e
apos 23 dias a lesao se fecha por completo, havendo
uma concomitante retragao dos bordos da ferida apos
10 dias e continuando até o prazo maximo estudado.
As escamas ndo se regeneraram até o prazo maximo
estudado. Sob microscopia de luz, verificamos que
uma “lingua” de tecido epitelial progride a partir das
bordas da ferida centripetamente fechando a mesma
como um diafragma. Este epitélio estd aderido na sua
parte mais distal, ficando a ponta da “lingua” livre.
Verificamos a predominancia de neutrofilos até 7
dias sendo substituidos por macrofagos e nos prazos
mais longos (acima de 30 dias) ja sdo caracterizados
linfocitos e plasmocitos. Sob o epitélio regenerado
encontramos intenso infiltrado inflamatdrio e hemor-
ragia. O epitélio regenerado apresenta-se edemacia-
do e sob microscopia eletronica de transmissao o es-
pago inter celular aumenta sobremaneira até o fecha-
mento completo da lesdo. Apods 23 dias o epitélio vai
retornando sua morfologia original lentamente com
um aumento gradativo do numero de melandcitos e
células de muco e a diminui¢do do edema intercelu-
lar. Sob microscopia eletronica de varredura (relato-
rio anterior) é possivel verificar que o fechamento
da ferida somente se da apos 23 dias. Os resultados
obtidos sdo discutidos comparativamente com a lite-
ratura disponivel e este estudo mostra pela primei-
ra vez a cicatrizacdo do tegumento de um peixe sob
temperaturas polares.

DISCUSSAO

Podemos concluir que os mecanismos de resis-
téncia natural a infecgdo estudados por nosso grupo
sdo essenciais para a vida destes metazoarios e es-
tao adaptados ao ambiente polar. Entretanto, quando
comparados com animais de clima tropical como o
peixe Curimbaté (Prochilodus scrofa) e o ourigo-do-
mar roxo (Lytechinus variegatus) verificamos os indi-
ces sdo bem inferiores (Figuras 1, 2, 3 e 4).

Também fica evidente a superior resposta de
fagocitose dos invertebrados comparativamente aos
peixes. Isto provavelmente ocorre devido a maior
importancia da fagocitose nos mecanismos de
resisténcia natural a infecgdo neste grupo, uma vez que
0s peixes também apresentam uma reposta especifica
de anticorpos (O'Neill 1981). Os invertebrados em
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geral também apresentam respostas humorais, mas
nao tao eficientes quanto os sistemas de anticorpos
dos vertebrados.

Fica em aberto se, por suas peculiaridades
geograficas, os animais estdo no ambiente antartico
menos sujeitos a agdo de bactérias potencialmente
patogénicas, ou se ocorreu uma co-evolugdo dos
mecanismos de resisténcia natural a infeccdo com
os mecanismos de infestacdo/invasdo parasitarias na
Antartica. Mais estudos serdo necessarios paraelucidar
estas e tantas outras questdes sobre os mecanismos de
resisténcia natural a infec¢@o destes animais.
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