Schalch et al. Principais métodos terapéuticos para peixes...

compounds against Lernaea cyprinacea in vitro. Vet. Parasitol., 118: 143-
149.

UMEDA, N.; NIBE, H.; HARA, T.; HIRAZAWA, N. 2006. Effects of various
treatments on harching of eggs and viability of oncomiracidia of the
monogenean Pseudodactylogyrus anguillae and Pseudodactylogyrus bini.
Aquaculture, 253: 148-153.

VALENTIM-ZABOTT, M.; VARGAS, L.; RIBEIRO, R. P. R.; PIAU JUNIOR, R.;
TORRES, M. B. A.; RONNAU, M.; SOUZA. J. C. 2008. Effects of a
homeopathic complex in Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) on
performance, sexual proportion and histology. Homeopathy, 97:190-195.

VARGAS, L.; POVH, J. A.; RIBEIRO, R. P.; MOREIRA, H. L. M.; LOURES, B. T.
R. R; MARONEZE, M. S. 2003. Efeito do tratamento com cloreto de soédio e
formalina na ocorréncia de ectoparasitas em alevinos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) revertidos sexualmente. Arq. Cién. Vet. Zool., 6:
39-48.

VICENTE, J. J.; PINTO, R. M. 1999. Nematoéides do Brasil. Nematodides de
peixes. Atualiazacdo: 1985-1998. Revta bras. Zool., 16: 561-610.

601



Manejo e Sanidade de Peixes em Cultivo
Tavares-Dias, M. (Organizador)
© 2009 Embrapa Amapa, Macapa.

Capitulo 23

Histologia: ferramenta relevante para
estudos em peixes cultivados

Fabiana Cavichiolo

Resumo

Em sistemas aquicolas as situacfes de estresse sdo bastante comuns,
seja devido as variaveis naturais tais como as condi¢des ambientais e
climaticas, ou mesmo em sistemas controlados. Este fato, em muitos casos,
resulta em consequéncias negativas para a producdo de peixes, tais como:
reducdo no desempenho, aparecimento de doencas e até alteragles
morfolégicas que comprometem estruturas teciduais vitais dos peixes.
Porém, para que estas alteracbes morfologicas sejam refletidas em lesfes
macroscopicas demanda muito tempo. Contudo, se o material for submetido
a estudo microscopico pode se chegar a um diagnéstico prévio. Estas
alteracBes histoldgicas funcionam como mecanismos de defesa. Assim, a
histopatologia pode ser uma excelente ferramenta com o propésito de
monitoramento e diagnhdstico de alteracbes nos tecidos, bem como de suas
possiveis correlagbes com o desempenho dos peixes.

Abstract

In aquaculture systems stress is so common, either must the natural variable
as ambient or weather conditions, as in controlled systems. This fact in most
cases results in clinical consequences such as: low performance, diseases,
and also morphologic changes, which implicates vital tissues for fish.
However to be reflected in macroscopic injuries can take a long time. But if
the material was submit to microscopical studies can be arrived at a previous
diagnosis, these histology alterations functions as defense mechanisms. In
such a way the histopathology starts to be an excellent tool with the
monitoring intention and tissue alterations diagnostic, as well as of its
correlations with the performance of the fish.
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Introducéo

Nos ambientes aquaticos o0s animais pode estar naturalmente
submetidos a algum tipo de estresse causados por variaveis naturais como
condi¢cbes ambientais e climaticas. Porém, isso ocorre com maior frequéncia
nos sistemas aquicolas, mesmo quando controlados, nesse caso o estresse é
em decorréncia de alguma deficiéncia de adaptacdo ou manejo incorreto.
Estes fatores contribuem para uma possivel depressdao do sistema
imunoldgico com consequéncias negativas no desempenho zootécnico como
reducdo no desempenho, bem como alteracdes patoldgicas relacionadas a
doencas e até mesmo alteracdes de ordem morfoldgica. Essa ultima alteracdo
compromete as estruturas funcionais, interferindo em suas fun¢gfes normais,
afetando assim diretamente a salde dos peixes, seja qual for a espécie ou
fase de seu desenvolvimento. Na maioria das vezes, as lesdes macroscopicas
graves nesses 6rgdos demoram a aparecer.

Em geral, as alteracdes patoldgicas podem ser: disturbios circulatorios,
alteracfBes regressivas, alteracbes progressivas, inflamacdes e tumores. Os
disturbios circulatorios s&o alteracbes patolégicas do sangue ou vasos
sanguineos, resultando em sinais de hemorragia, hiperemia, congestao e
extravasamento sanguineo. As alteracdes regressivas sdo demonstradas por
hipofuncdo celular e/ou tecidual, atrofia, degeneracdo e necrose. As
alteracBes progressivas sdo aquelas causadas por hiperplasia e hipertrofia
celular e/ou tecidual. As inflamacdes representam uma reagdo de protecéo e
defesa do organismo das células imunes a um patdégeno e estimulo quimico
ou fisico. Tumores sao alteracgbes originadas por proliferacdo autébnoma de
células e/ou tecidos

Anteriormente, a histologia animal visava, primeiramente,
esclarecimentos sobre a morfologia microscépica do corpo dos animais.
Atualmente, o maior propdsito desta técnica é esclarecer o funcionamento
dos tecidos, quanto as células e suas correlacdes, para que a histopatologia
possa ser usada como uma ferramenta no diagndstico de doencas, através do
uso desses conhecimentos na compreensdo das alteracbes patoldgicas
teciduais, ao longo de suas categorias.

Porém, para que haja uma melhor interpretacdo dos resultados, é
imprescindivel que antes se tenha um bom conhecimento de estruturas
normais, alteracbes que possam ocorrer e variagdes sazonais normalmente
nos mais diversos 6rgdos dos peixes. E uma ferramenta ainda de pouco uso
na aquicultura, devido & escassez de informacdes, pois estas se encontram
dispersas. Assim, o objetivo deste capitulo foi reunir informacgfes, relatos de
caso, experimentos em que tenha sido utilizada esta técnica como ferramenta
avaliativa, para que se possa direcionar e auxiliar estudos futuros. Pois as
estruturas histolégicas dos tecidos e Orgdos dos peixes sao,
fundamentalmente, semelhantes a de outros vertebrados recentes.
Entretanto, por serem vertebrados aquaticos, possuem algumas
caracteristicas morfo e fisiologicamente especificas, ausentes em animais
terrestres, resultando em alguns tecidos diferenciados.
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Caracteristicas histolégicas de 6rgaos
A - Branquias

As branquias sdo 6rgaos de vital importancia para os peixes, assim
ocupa o primeiro lugar entre os 6rgaos envolvidos na manutencdo da saude e
metabolizacdo de nutrientes, pardmetros-chave para o bom desenvolvimento
destes animais. Este é o 6rgao responsavel pelas trocas gasosas, processos
de osmorregulacdo, equilibrio acido bésico, transporte e excre¢do de
compostos nitrogenados e ainda funcdo sensorial na degustacdo. Ou seja, a
sua multifuncionalidade, a vasta area de superficie que ocupa e a sua
localizacdo relativamente ao meio externo fazem das branquias um &rgao-
chave para a acdo dos poluentes existentes no meio aquatico, assim qualquer
alteracédo nesta estrutura causara um desequilibrio organico comprometendo
a sobrevivéncia e desempenho dos peixes (Morgan & Tovell, 1973), na
piscicultura. Assim, as alteracdes histologicas das branquias sdo reconhecidas
como um método rapido e valido para determinar os danos causados pela
exposicao a diferentes irritantes nos peixes (Arellano et al., 1999; Cavichiolo
et al., 2007).

A maior parte dos teledsteos possui cinco pares de arcos branquiais
situados de <cada lado da cavidade bucal conectados pelo septo
interbranquial. Os arcos branquiais possuem suporte de cartilagem hialina e
tecido 6sseo, variando de acordo com a fase de desenvolvimento, associado a
uma camada transversal de tecido muscular liso (Procépio et al., 2008) e
revestido por epitélio mucoso que apresenta-se continuo ao da faringe e
cavidade bucal. Destes arcos partem uma fileira dupla de filamentos
achatados dorso-ventralmente que se subdividem em lamelas branquiais que
se encontram dispostas perpendicularmente, sendo sua organizacdo geral
baseada em um sistema de subdivisbes sucessivas (Figura 1).

Na insercdo dos filamentos hd uma arteriola aferente juntamente a um
feixe nervoso, uma linha de tecido muscular liso e um disco de cartilagem
hialina em forma de meio circulo, emitindo prolongamento ao longo do
filamento. Os filamentos possuem duas regides mais dilatadas onde se
localizam vasos aferentes e eferentes, a parte de inser¢cdo no arco e a regiao
distal. As lamelas se inserem perpendicularmente nos filamentos, sendo
menores nas duas extremidades e maiores na parte média diminuindo
formando uma meia lua (Figura 1).

O epitélio branquial apresenta-se estratificado, sendo constituido por
diversos tipos celulares, em particular, por trés: as pavimentosas que
aparecem em maior frequéncia e possuem funcdo de trocas gasosas; as
células cloreto responsaveis pela regulacdo idnica, equilibrio acido-base e
excrecdo de metabdlitos nitrogenados, e as células mucosas, responsaveis
pela producdo de muco, o qual possui funcdo de lubrificacdo e bactericida
(Evans, 1987; Evans et al., 2005; Monteiro et al., 2004).

As lamelas sdo constituidas centralmente, por um eixo vascular e por
um epitélio composto por células pavimentosas de revestimento e
indiferenciadas. Sdo compartimentalizadas internamente pelas células pilares
que suportam e delimitam o compartimento sanguineo lamelar, onde passa o
sangue, sendo externamente revestidas em sua maioria por células
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pavimentosas e células cloreto. Ja no epitélio do filamento encontram-se
também as células mucosas (Figura 1).

O epitélio da branquia é a principal superficie de contacto com o
ambiente e constitui um importante alvo dos poluentes presentes na agua,
devido a sua extensa area superficial (Wong & Wong, 2000). Um bom
conhecimento basico de sua estrutura histolégica é de extrema importancia
no diagnéstico clinico, uma vez que alteragcfes estruturais em seu epitélio sdo
6timos indicativos antecipados de problemas ocasionados pelo ambiente onde
0 peixe estéa inserido, bem como de instalacdo de processos infecciosos.

As alteracbes mais comuns encontradas nas branquias dos peixes e
previamente descritas sdo: elevacao epitelial, que se trata de uma elevacao
ou destacamento do epitélio lamelar e ocorre como primeiro sinal de
patologia; hiperplasia, proliferacdo de células do epitélio filamentar, a qual
conduz, por vezes, a fusado parcial ou total das lamelas branquiais (Figura 2).
Esse aumento do epitélio pode ser devido a proliferacdo de células de cloreto
e de células indiferenciadas (Halver et al, 1975; Halver, 1979; Lim & Lovell,
1978; Dabrowski et al., 1990; Chaves de Martinez, 1991; Chavez-Sanches,
1994; Pratap & Wendelaar Bonga, 1993; Soliman et al, 1994; Martins, 1994;
Merchie et al., 1997; Phromkunthong et al., 1997; Leonardo, 1999, Dang et
al., 1999; Arellano et al., 2000; leonardo et al, 2000, Cavichiolo, 2001,
Cavichiolo et al., 2000; Thophon et al., 2003; Vargas & Ribeiro, 2009).

Essas alteracdes histolégicas funcionam como mecanismos de defesa,
porque diminuem a area de superficie vulneravel da branquia e/ou aumentam
a barreira de difusdo ao poluente (Karlsson-Norrgren et al., 1985; Erkmen &
Kolankaya, 2000). Essas respostas dificultam o acesso do poluente ao sangue
prejudicando, contudo, a realizacdo de trocas gasosas (Mcdonald & Wood,
1993).

As dificuldades respiratérias podem também ser responsaveis pela
inducdo da vasodilatacdo. Por sua vez, a vasodilatacdo do eixo vascular das
lamelas conduz a ruptura das células pilar com perda da sua capacidade de
suporte, levando ao aparecimento dos aneurismas lamelares, as
telangectasias (Figura 2D), um extravasamento de sangue no interior da
lamela (Halver et al., 1975; Halver, 1979; Lim & Lovell, 1978; Dabrowski et
al., 1990; Chaves de Martinez, 1991; Chavez-Sanches, 1994; Pratap &
Wendelaar Bonga, 1993; Soliman et al., 1994; Martins, 1994; Merchie et al.,
1997; Phromkunthong et al., 1997; Leonardo, 1999, Dang et al., 1999;
Arellano et al., 2000; Leonardo et al., 2000, Cavichiolo, 2001; Thophon et al.,
2003; Cavichiolo et al., 2000; 2008)

Ha relatos também de degeneracdo por necrose e apoptose das células
do epitélio branquial, essencialmente, células de cloro e pavimentosas
(Pratap & Wendelaar Bonga, 1993; Mazon et al., 2002) associados a efeito
direto de poluentes como os metais pesados.

Segundo Mallatt (1985), uma das principais alteracdes estruturais nas
brdnquias causadas pela exposicdo aos metais pesados, consiste no
aparecimento de edema nos epitélios lamelar e filamentar. Estas alteracbes
também foram documentadas por Arellano et al. (2000) em peixes expostos
a diferentes poluentes e por Garcia-Santos et al (2006) e Thophon et al.
(2003), quando estudaram os efeitos do cadmio e observaram também
outras alteracdes, tais como a fusdo parcial ou total das lamelas branquiais.
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Monteiro (2001) e Monteiro et al (2005) ao usar a exposicdo ao cobre
obtiveram resultados similares em tilapia nilética Oreochromis niloticus.

AlteracOfes de degeneracdo por necrose e apoptose das células do
epitélio branquial, essencialmente, células de cloreto e pavimentosas,
também foram mencionadas em estudos de natureza ultraestrutural
realizados em tele6steos submetidos a diferentes poluentes (Pratap &
Wendelaar Bonga, 1993; Mazon et al., 2002).

Estudos desenvolvidos por Cavichiolo et al. (2000), em tilapia do Nilo
O. niloticus, demonstraram que quando foi utilizado suplementacdo de
vitamina C na racdo em concentracdo de 300 mg/kg e, portanto acima dos
niveis das ragbes comerciais, a ocorréncia de alteracbes morfolégicas nas
branquias diminuiu consideravelmente. Isso ocorreu devido a melhora do
sistema imunoldgico nos peixes suplementados com esta vitamina na ragéo
(Moraes & Moraes, 2009).

Assim, recentemente, em estudos de toxicologia, a analise das
alteracBes histologicas branquiais em diferentes teledsteos tem sido
amplamente empregada por diversos pesquisadores (Pratap & Wendelaar
Bonga, 1993; Thophon et al., 2003; Cavichiolo et al., 2007). Porém, ha
tempos estes estudos sdo usados para avaliar os efeitos de parasitos nas
branquias, locais comumente parasitados por protozoarios e metazoarios, tais
como as tricodinas e monogeneas (Figura 3), principalmente em peixes de
cultivo.
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Figura 1. Cortes histolégicos de branquias de tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus. (A) Visdo geral (4X, alcian blue+PAS), onde: l1-rastros branquiais,
2- estrutura cartilaginosa, 3- filamentos branquiais. (B) estrutura normal
(10X HE) e (C) (40X, alcian Blue+PAS). 4- suporte cartilaginoso, 5- epitélio
respiratério, 6- célula mucosa, 7- espaco de passagem da agua e (D) (20X,
HE) 8 — Telangectasia, 9- elevacao epitelial.
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Figura 2. Cortes histolégicos de branquias de tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus. (A) 1- células de muco (20X, alcian blue+PAS). (B) Fusédo lamelar
(30X, HE). (C) 2- elevagéo epitelial (30X, HE). (D) hiperplasia (40X, HE).
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Figura 3. Cortes histolégicos de branquias de tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus evidenciando a presenca de parasitos Trichodina sp. (A) e
Monogenoidea (B) (40X HE).

B - Figado

O figado n&o é somente o maior, mas também o mais versatil dos
6rgaos metabdlicos, podendo ser considerado como ocupante de uma posicdo
central no metabolismo do organismo (Harder, 1975; Junqueira & Carneiro,
1999). Pode desempenhar mais de 100 func¢bes diferentes, sendo a maioria
executada pelos hepatdcitos, tais como: produgdo da bile, sintese de
proteinas (albumina, fibrinogénio, protrombina), metabolismo de lipidios e
carboidratos, metabolizacdo de drogas, armazenamento das vitaminas A, D,
Bi> e K, funcdo imune (Gartner & Hiatt, 2003). Este 6rgdo é um dos locais
mais ativos na metabolizacdo e tentativa de neutralizacdo dos efeitos de
praticamente todos os poluentes quimicos ou metabdlicos.

Tem como responsabilidade, adaptar e preparar substancias nutritivas
que sao ressorvidas pelo intestino as exigéncias do corpo do usuario, e
neutralizar e eliminar substancias téxicas (Harder, 1975; Junqueira &
Carneiro, 1999). Todos o0s componentes prejudiciais devem ser
desintoxificados a fim de prevenir sua penetracdo no corpo. Em todos os
vertebrados, é conduzido entdo o sangue que vem do baco e do intestino, ao
figado. As veias intestinais que correm para o figado, formam o sistema de
porta deste 6rgdo. Nos peixes, o figado tem também outra importante
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funcdo, estocar gordura (Figura 4), substancia Uutil para a reproducgédo
(Harder, 1975; Vargas & Ribeiro, 2009).

Anatomicamente, esta glandula apresenta caracteristicas morfoldgicas
tipicas evidenciadas em diferentes espécies animais. Sua forma ¢é
extremamente variavel, nao soO interespecificamente, mas também em
diferentes individuos de uma mesma espécie. Roux (1922) citado por Harder
(1975) afirmou que ndo ha nenhuma forma especifica pois, o tecido do figado
vem ocupar algum do espaco vazio entre a parede do corpo, o intestino, o
baco, a bexiga e o pancreas; pode ser dito que forma um arranjo no espago
que ocupa. Porém, é verdade que o figado esta prensado entre todos os
outros 6rgdos na parte anterior da cavidade de corpo; sua forma entao,
especialmente em peixes, parece ser determinada pelo menos parcialmente
pelos 6rgaos que o cercam.

Segundo Stoskpof (1993), histologicamente o figado dos peixes é
muito semelhante ao dos outros vertebrados. E uma glandula reticulo-
tubular recoberta por uma membrana serosa. Varias espécies de peixes
possuem uma consideravel quantidade de tecidos de ligacdo que vao formar
a capsula hepatica (Stoskpof, 1993; Takashima & Hibiya, 1995). O
parénquima celular é concentricamente arranjado ao redor dos sinusodides, o
qual pode ser considerado o centro anatdmico por onde passam 0s canais
hepaticos sendo que alguns autores ainda reconhecem principalmente o
canal biliar como o centro dos canais mesmo sem suas consideracoes
funcionais (Takashima & Hibiya, 1995; Junqueira & Carneiro, 1999). Seu
estroma é composto de fibras reticulares e coldgenas que circunda as células
e sinusoides. O teor de colageno aumenta de 0,05% nos animais imaturos,
para 0,7% nos animais maduros (Figura 4).

O principal tipo de célula no figado sdo os hepatécitos, representando
cerca de 80% das células deste 6rgado. Estas sdo parenquimatosas,
poliédricas e grandes, com seis faces e se agrupam em placas orientadas
radialmente anastomam-se entre si, formando unidades morfolégicas
chamadas I6bulos hepéticos (Junqueira & Carneiro, 1999), sendo o espacgo
que fica entre as placas de hepatécitos ocupado por capilares sinusoéides.
Assim, cada I6bulo é uma massa poliédrica de tecido hepatico de mais ou
menos 0,7 por 2 mm de tamanho. Em certos animais, como 0 porco, 0s
I6bulos sdo separados entre si por uma nitida faixa de tecido conjuntivo. Em
algumas regibes, entretanto, estes I6bulos sdo separados por vasos e tecido
conjuntivo chamados de espaco porta, o qual apresenta no seu interior uma
vénula e uma arteriola, que sdo ramos da veia porta e da artéria hepatica,
um ducto biliar e vasos linfaticos envoltos por uma bainha de tecido
conjuntivo (Kessel, 2001; Gartner & Hiatt, 2003). No centro dos l6ébulos,
observa-se uma veia, denominada de veia centrolobular, onde desembocam
os capilares sinus6ides. Como 0 sangue percorre os sinusoides da periferia
para o centro dos l6bulos, as mais periféricas recebem, primeiramente, tanto
0s nutrientes e oxigénio, como eventuais substancias téxicas trazidas pela
veia porta e pela artéria hepéatica. Este fato explica as diferencas de
comportamento entre as células perilobulares e centrolobulares, em
condi¢Bes normais ou patoldgicas.

Estas células podem ainda exibir dois tipos de possibilidades de
superficie, sinusoide ou serosa. A superficie serosa é comum e mostra
especializacbes imperceptiveis como pequenas microvilosidades e raras
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vesiculas pinociticas. Em contraste, as por¢cbes da membrana adjacente das
células endoteliais do sinus6ide exibe numerosas microvilosidades que
formam uma ampla zona intercelular, o espaco de Disse. Fibras de colageno
e outros tipos de celulas revestem a parede dos capilares encontrados no
espaco de Disse, as células endoteliais tipicas, armazenadora de gorduras;
macrofagos que neste 6rgao sdo chamadas de células de Kupffer, as quais
fazem parte do sistema mononuclear fagocitario; células mesoteliais (serosa)
e fibroblastos complementam a arquitetura basica do figado (Takashima &
Hibiya, 1995).

Cada hepatécito apresenta um ou dois nucleos arredondados e
centrais, com um ou mais nucléolos bem evidentes. A organela mais evidente
€ o reticulo endoplasmatico, na forma lisa ou rugosa. Na forma rugosa
aparece como corpusculos baséfilos da microscopia classica. E nessa organela
que ocorre a sintese de varias proteinas plasmaticas produzidas pelo figado,
entre as quais a albumina e o fibrinogénio do sangue. Cada célula abriga
muitos perfis de complexo de Golgi, principalmente nas vizinhancas dos
canaliculos biliares. Por causa da necessidade energética dos hepatocitos
cada célula contém mais de 2.000 mitocbndrias (Kessel, 2001).

A bile, € o mais importante produto secretado pelos hepatdcitos, é
conduzida ao intestino e possui o papel de emulsificar a gordura, e esta
envolvida na digestdo de proteinas causando a precipitacdo de certos
componentes proteicos. A bile foi considerada por muito tempo um “produto-
desperdicio”, antes de que suas funcdes fossem de fato conhecidas (Harder,
1975; Gutierrez et al., 1988).

Em peixes, os hepatdécitos tém ainda outras funcgdes vitais diferentes da
secrecao de bile. Apresentam atividade enziméatica e proporcionam resisténcia
ao animal, em virtude da producdo de glicogénio (Macha et al., 1983).
Convertem proteinas em carboidratos ou gordura, com a liberacdo de
residuos nitrogenados que séo levados as branquias, para serem eliminados
(Hildebrand, 1995). S&o envolvidos na hematopoiese e producédo de anticorpo
durante vida larval. Acima de tudo, eles também servem como locais de
armazenamento para alguns nutrientes (Harder, 1975).

Outro componente importante do hepatécito € o glicogénio, que se
apresenta como granulos grosseiros. A quantidade de glicogénio presente nos
hepatdcitos € muito variavel e funciona como depdsito que a célula hepatica
mobiliza quando ocorre uma queda da glicose no sangue circulante.

O tamanho das células hepaticas em estudos microscopios reflete o
estado funcional fisiolégico do animal, e é notadamente diferente em estados
de hiper e hipo funcdo. Um exemplo bom do aparecimento variavel da célula
hepatica é a hipertrofia de corpo da célula, ndcleo e nucléolo, que ocorrem
no periodo ativo de vitelogénese em fémeas de Oncorhynchus masou e
Plecoglossus altivelis, ou o encolhimento destes elementos durante privacao
alimentar prolongada (Takashima & Hibiya, 1995).

Pela sua grande atividade aliada a toxidez das substancias, efeitos
drasticos podem ser observados nos hepatdcitos, tais como: migracdo dos
nucleos para a periferia, atrofia ou hipertrofia celular, vacuolizacdo intensa e
focos de necrose (Fanta et al., 1991). Takashima & Hibiya (1995), destacam
ainda variacbes nos elementos que envolvem o0s hepatécitos, tais como
infiltracdo de gordura, congestdo de sangue nos sinusoides e fibrose.
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De acordo com Stoskpof (1993), o figado de varios peixes ser
levemente pigmentado. Isto se deve a presenca de melanomacrofagos, os
quais vem a ser indicativos de resposta inflamatoéria. Outras vezes ocorre o
oposto, figado claro e com aspecto esbranquicado, especialmente em animais
de cativeiro, os quais sdo alimentados com dietas artificiais, enquanto que
em animais selvagens este sintoma é raro.

Diversos estudos tém demostrado a ocorréncia de alteragbes
histolégicas de figado, mais precisamente neoplasias hepaticas decorrentes
da ingestdo de alimentos contaminados por aflatoxinas (Bailey et al, 1984;
Alexandrino, 1998; Arana et al., 1996). Em O. niloticus (Chavéz-Sanchez et
al., 1992) e em O. mykiss (Arana, 1996), a primeira indicacdo de intoxicacao
quimica observadas foram altera¢bes nucleares, bem como a presenca de
areas constituidas de hepatdcitos, com citoplasma intensamente vacuolizado.
Porém, Hendricks et al. (1990) relataram que as primeiras indicacbes de
estabelecimento de lesdes sdo a ocorréncia de focos de células basofilas e
frequentes sinais de mitose.

Estudos histoldégicos em peixes expostos a hidrocarbonetos especificos
mostraram que estas substancias provocaram, em alta frequéncia, sinais de
neoplasias no tecido hepatico, indicando que os peixes podem ser suscetiveis
a efeitos carcinogénicos desses agentes, nos niveis que podem ser
encontrados no meio ambiente (Hart et al., 1998). LesBGes histopatoldgicas,
possivelmente causadas pela presenca das substancias téxicas no figado,
com certa desestruturacdo do reticulo endoplasméatico e das mitocéndrias
celulares tém sido relatadas (Ribeiro, 2007), bem como células inchadas e a
presenca de nucleos deformados e perda de nucléolos (Marty et al., 2003).

Peixes expostos ao BTX, por sete dias, apresentaram algumas areas
focais com necrose de hepatdcitos, o que, apds tempos mais prolongados
poderia levar a carcinogénese hepatica (Rodrigues & Fanta, 1998).

Assim como ocorre com analises histopatoldgicas de branquias, esses
estudos das altera¢des no figado também tém sido ferramentas eficientes na
identificacdo de efeitos subletais do 6leo de peixes (Nero et al., 2006), bem
como no biomonitoramento de areas supostamente impactadas (Oliveira
Ribeiro et al., 2005).

Um outro aspecto relevante para a utilizagao desta técnica simples, € o
diagnéstico da presenca de organismos patogénicos e lesbes causadas por
estes no parénguima hepatico (Figura 5). Como foi demonstrado por
Cavichiolo et al. (2008) em tuviras parasitadas e por Campos et al. (2008)
em Piaractus mesopotamicus, Prochilodus lineatus e Pseudoplatystoma
fasciatum apresentando cistos de mixosporideos. Além disso, Campos et al.
(2008) relataram sinais de hepatodistrofia difusa em 50% das amostras de
figado destes peixes estudados, sendo que mais de 80% dos espécimes de P.
fasciatum apresentaram ainda formacdes hialinas concéntricas e com
esteatose (50%).
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Figura 4. (A) Cortes histologicos de figado de tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus evidenciando inclusdo lipidica em laranjado (40X, Sudan). (B)
Parenquima Hepatico normal (10X HE).

Figura 5. Cortes histolégicos do figado de tuvira Gymnotus carapo
evidenciando a presenca de parasitos. (A-B) Parénquima hepéatico
apresentando cistos de nematoides (20X, HE).
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Intestino

Diversos estudos vém sendo direcionados no intuito de relacionar as
caracteristicas estruturais, anatdbmicas e/ou histolégicas do tratato digestorio
dos peixes com seus habitos e comportamentos alimentares (Menin, 1988;
Logato, 1995; Gomide, 1996; Moraes et al., 1997). Estes estudos tém
mostrado que, em geral, devido a enorme diversidade de espécies, ha uma
consequente diferenciacdo morfofisiolégica do sistema digestério e, neste
aspecto, a histologia tem sido uma grande aliada nos estudos referentes a
nutricdo de peixes. Pois estes animais apresentam habitos e comportamentos
alimentares diversos e a nutricdo esta intimamente ligada aos seus aspectos
morfofisiolégicos de sistema digestorio.

O sistema digestério dos peixes é dividido em: intestino cefalico, que
compreende a cavidade bucofaringeana; intestino anterior, que compreende
o0 esdfago e o estbmago; o intestino médio, que compreende o intestino
propriamente dito; e intestino posterior, que € o ultimo segmento do tubo
nos peixes que ndo possuem valva ileorretal, ou reto, que € a denominacao
dada ao ultimo segmento nos peixes que possuem valva ileorretal (Prejs,
1981).

O intestino é um tubo relativamente simples, iniciando na valvula
pilérica e terminando no reto, ndo sendo separado em delgado e grosso,
como nos mamiferos. Possui glandulas digestivas e um suprimento
abundante de vasos sanguineos e linfaticos, onde se completa a digestao
iniciada no estdmago. No intestino € onde ocorre a maior parte da absorcao
dos nutrientes, ions e agua oriundos da dieta, sendo os produtos da digestao
mantidos em solucdo, o que facilita a absor¢cdo. Uma caracteristica béasica do
intestino dos teledGsteos € a presenca de pelo menos dois segmentos
intestinais, mesmo sem a separacdo entre intestino delgado e grosso (Rotta,
2003).

Na primeira porcdo ocorre a absorcdo de nutrientes em suas formas
menores (monossacarideos, aminoacidos e acidos graxos), enquanto a
segunda parte é responsavel pela entrada de macromoléculas por pinocitose
(mecanismo de penetracdo de fluidos na célula através da invaginacdo da
membrana celular, com a formacdo de vesiculas internas). As porcoes
intestinais que apresentam mucosa mais complexa estdo envolvidas, de
modo geral, nos processos absortivos (Figura 6A). Nos peixes, além da
func@o de digestéo e absorcédo, o intestino pode desempenhar outras funcdes,
como auxiliar na osmorregulacdo ou na respiracdo (Rotta, 2003)

O comprimento do intestino varia conforme o habito alimentar (Figura
6B) e as caracteristicas dos alimentos naturalmente ingeridos pelos peixes.
Os carnivoros possuem, basicamente, um intestino curto, reto e espesso, 0s
onivoros um intestino em forma de “N” e os herbivoros possuem um intestino
longo, enovelado e fino. O comprimento do intestino parece estar mais
correlacionado com a quantidade de materiais indigeriveis do que com a
natureza do alimento (vegetal ou animal). Peixes herbivoros e
fitoplanctéfagos consomem alimentos de menor digestibilidade e apresentam,
geralmente, intestinos mais longos se comparados aos peixes carnivoros.

Segundo Seixas Filho et al. (2000) as caracteristicas anatomicas do
aparelho digestério dos peixes acham-se em estreita dependéncia com a
natureza dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e o
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estadio de desenvolvimento do individuo, manifestados, especialmente nesse
aparelho, por adaptac6es e modificacbes. Essas sao variagcfes morfologicas
provocadas pela acdo de fatores do ambiente sobre o organismo, podendo
ser de carater permanente, produzidas na evolucdo filogenética, como no
caso das adaptacbes, ou de carater temporario, produzidas no ciclo
ontogenético do individuo, chamadas de modificacdes (Angelescu & Gneri,
1949).

Varios autores (Angelescu & Gneri, 1949; Al-Hussaini, 1946, 1947,
1949; Hidalgo & Alliot, 1987), ressaltaram a importancia do conhecimento da
morfologia do tubo digestivo dos peixes, uma vez que esta morfologia pode
ser muito variavel, denotando assim a diversidade de seus regimes
alimentares e de seus modos de vida. Hidalgo & Alliot (1987) enfatizaram,
por exemplo, o comprimento do tubo digestivo, que repercute de maneira
importante nos aspectos quantitativos da digestdo e absorcdo de alimento.
Da mesma forma, se considera imprescindivel, antes do aprofundamento no
estudo dos distintos mecanismos de absorc¢éo intestinal, o conhecimento das
caracteristicas anatomo-histolégicas do intestino dos peixes (Gallego & Rus,
1987).

Enguanto alguns autores procuram relacionar o arranjo intestinal com
0s habitos alimentares, outros (Al-Hussaini, 1949; Bértin, 1958; Kapoor et
al., 1975; Khanna, 1961; Sastry, 1973; Menin, 1988; Junger et al., 1989;
Logato, 1995; Gomide, 1996; Moraes et al., 1997), afirmaram que o
comprimento relativo do intestino dos peixes varia conforme o habito
alimentar, sendo que o intestino mais curto é encontrado freqiientemente nos
peixes carnivoros e o mais longo, nos herbivoros e ili6fagos.

Existem duas adaptacdes gerais conforme o habito alimentar. Os
herbivoros apresentam uma grande ingestao e rapido transito de alimento no
intestino, distribuem a superficie absortiva em um longo intestino com
mucosa pouco pregueada, permitindo que o alimento permaneca mais tempo
em contato com as enzimas, de modo a aumentar a eficacia da digestao,
compensando o baixo valor nutritivo do alimento ingerido. Os carnivoros
apresentam um intestino curto, mas como a quantidade de alimento ingerido
€ menor e a qualidade é superior, o transito é mais lento, sendo este aspecto
importante para favorecer a difusdo dos nutrientes para dentro das
numerosas e profundas pregas que existem na mucosa intestinal antes de
serem absorvidos. As pregas da mucosa intestinal mais complexamente
estruturadas estdo relacionadas com o habito alimentar carnivoro, estando
envolvidas nos processos absortivos dado ao aumento da area superficial
dessa estrutura. No caso dos peixes carnivoros com secos piléricos, o transito
alimentar é ainda mais lento, pois o0 alimento que entra nesses sacos de
fundo cego deve retornar novamente a luz do intestino para entdo ser
excretado (Rotta, 2003).

As pregas da mucosa intestinal também estdo relacionadas com o
transporte do material em processamento: pregas longitudinais auxiliam o
transporte desse material, acelerando-o, ao passo que pregas transversais
retardam o seu transito, uma vez que atuam como obstaculos a sua
passagem.

Deve-se destacar que peixes onivoros e herbivoros apresentam a
capacidade de alterar a estrutura e as propriedades absortivas do seu
sistema digestivo em resposta as mudancas na dieta, sendo, portanto
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substratos dependentes. O aumento na quantidade de glicidios na
alimentacdo pode provocar aumento no comprimento do intestino e na
absorcdo de glicose por alguns teledsteos, ndo ocorrendo este fato nos
carnivoros, gque possuem o0 intestino mais curtos, porém com um maior
numero de dobras, melhorando a eficiéncia de absor¢do dos nutrientes
ingeridos, como o pintado e a truta arco-iris. Essas diferencas devem-se,
provavelmente, a adaptacdo das espécies, pois peixes onivoros e herbivoros
estdo sujeitos a grandes variagcfes na composicdo bromatolégica da dieta,
diferentemente do que ocorre na dieta dos carnivoros. Intestinos mais curtos
apresentam maior numero de dobras, melhorando a eficiéncia de absorcao
dos nutrientes ingeridos, como no caso das espécies carnivoras (Seixas Filho,
2000).

As relagbes entre o arranjo das pregas mucosas e a velocidade de
transporte do alimento no intestino médio sugerem que o padrao longitudinal
com numerosas anastomoses retardam o avanco do alimento em sentido
aboral, o que possibilita maior periodo digestivo e, consequentemente, maior
aproveitamento dos nutrientes, em virtude da exposicdo do material
alimentar a mucosa intestinal por maior periodo, além de contribuir para a
preparacéao do bolo fecal.

As pregas longitudinais dispostas auxiliam no direcionamento do
conteudo intestinal e na distensdo das paredes intestinais, adaptando-as a
acomodacao do material que o intestino médio e o reto recebem. As pregas
da mucosa proxima ao anus tém direcdo longitudinal, podendo-se supor que
elas devam auxiliar na expulsdo dos bolos fecais, direcionando-os para o
exterior.

No padrdo da mucosa na porcdo cranial da segunda algca do intestino,
as pregas sdo menos espessas e mais longas, com raras anastomoses. Na
porcdo mediana, as pregas sao ainda menos espessas e mais curtas que a
porcdo anterior e apresentam maior sinuosidade nas bordas livres na sua
porcdo caudal, dispostas, em relacdo a parede intestinal de forma mais
obliqua. Na terceira alca, as pregas apresentam a menor espessura em
relacdo a todas as porcdes das alca anteriores e possuem acentuada
sinuosidade de suas pregas paralelamente dispostas em relacdo a parede
intestinal. Na porcao cranial da quarta alga intestinal, as pregas apresentam a
menor espessura, menor altura e grande sinuosidade em relacdo aos
segmentos intestinais anteriores, podendo ser observada a presenca da valva
ileorretal limitando o intestino médio com o reto (Seixas Filho, 2000).

Outras estruturas que auxiliam na digestdo sdo as dobras e cristas do
epitélio mucoso no intestino médio que aparecem em grande quantidade e
variedade e que servem para aumentar a superficie de secrecao e absorcao.
Nos peixes privados de alimentos, essas estruturas diminuem muito, como
também o didmetro e o comprimento do intestino.

Nas espécies carnivoras, as pregas da mucosa encontram-se mais
complexamente estruturadas (Khanna & Mehrota, 1971). Angelescu & Gneri
(1949) relacionando a estrutura da mucosa intestinal com 0s processos
fisiologicos da digestdo e absorcéo, verificaram que a regido com as pregas
mais complexas estaria mais envolvida com os processos absortivos, dado o
aumento da &rea efetiva para a absorcdo de nutrientes. Observacoes
semelhantes foram feitas por Fugi & Hahn (1991), Logato (1995), Moraes &
Barbola (1995) e Gomide (1996). Essas relagbes podem ser bem
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evidenciadas no estudo feito por Seixas Filho et al. (2000) em surubins onde
em duas diferentes fases de desenvolvimento os dois primeiros tercos
intestinais apresentaram-se com a mucosa extremamente desenvolvida,
estando, provavelmente, mais relacionada com os processos de absor¢cdo dos
nutrientes.

Estudos para estabelecer relagcbes entre o arranjo das pregas na
mucosa e a velocidade de transporte do alimento no intestino médio de
surubins sugerem que um padréo longitudinal com numerosas anastomoses,
retardando o avanco do alimento em sentido aboral, possibilitando um maior
periodo digestivo e, consequentemente, maior aproveitamento dos nutrientes
(Seixas Filho et al., 2000), corroborando os achados de Menin (1988), Logato
(1995) e Gomide (1996). Pode-se ainda supor que, as pregas
longitudinalmente dispostas auxiliam no direcionamento do conteudo
intestinal.

Em estudos realizados por Cavichiolo et al. (2004a, b) com racgles
contendo diferentes niveis e fontes de proteina verificaram que a morfologia
do intestino sofre variacbes quanto a fonte e niveis de proteina na dieta,
aumentando ou diminuindo a altura e parede de suas vilosidades.

Figura 6. (A) Corte histolégico de intestino (30X, HE) de tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus e (B) exemplificando medidas de vilosidade e parede
total (10X, HE).
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Consideracodes finais

Com base nos relatos anteriores, pb6de-se concluir que, além dos
conhecimentos sobre a histologia dos 6rgdos dos peixes, é também
fundamental o conhecimento da biologia de cada espécie. Devido a
diversidade das dietas alimentares usadas na piscicultura e o modo de vida
de cada peixe, a morfologia do tubo digestério dos peixes pode apresentar
variagcdo, assim se deve conhecer e relacionar esses fatores. Pois a correlacao
dos mesmos € que fornece subsidios para melhor compreensdo do
desempenho dos peixes nas piscigranjas.
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Capitulo 24

Nutracéuticos na inflamacao e
cicatrizacao de peixes de Interesse
zootécnico

Flavio Ruas de Moraes & Julieta Rodini Engracia de Moraes

Resumo

Neste capitulo inicialmente estdo apresentados conceitos bdasicos sobre
inflamacéo e cicatrizacdo e alguns modelos experimentais para inducdo e
avaliacdo desses processos. A seguir discutem-se brevemente os resultados
de trabalhos sobre efeitos de alguns nutrientes nos fenbmenos inflamatério e
cicatricial em peixes de exploracdo zootécnica.

Abstract

This chapter describes basic concepts on inflammation and wound healing
reactions, and experimental models for induction and evaluation of these
processes. Soon afterwards, were presented and also shortly discussed the
results some studies on effects of nutrients on the inflammatory and dermal
wound healing processes that were made in cultured fish.

Introducéo

O sistema de criacdo intensiva praticado pelas pisciculturas industriais
caracteriza-se por elevada densidade de estocagem e nivel de arracoamento
(Shoemaker et al., 2000). Em decorréncia, aumentam as situacdes que
prejudicam o equilibrio do sistema ambiente-parasito-hospedeiro, causadas
pela ma qualidade ambiental, deficiéncias nutricionais e enfermidades
infecciosas e parasitarias.

A agua, o muco da superficie corporal e, particularmente, o trato
digestivo dos peixes sdo reservatérios naturais de variada flora bacteriana e
fauna parasitaria. Diversos agentes bioldgicos que convivem com 0s peixes
no sistema aquatico sdo responsaveis por Vvarias doencas de carater
oportunista. Alta densidade populacional, excesso de matéria organica e
outras condi¢cdes que produzam aumento no teor de amdnia, quando em
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temperatura e pH apropriados, favorecem a proliferagdo de agentes com
potencial patogénico no sistema aquatico. Por outro lado, a ma qualidade do
ambiente, associado ao manejo usual de pisciculturas, sdo situacdes capazes
de induzir o estresse e causar imunossupressao nos peixes. Esses fatores
somados produzem o aumento da tensdo ambiental de infeccdo levando aos
surtos de enfermidades comuns na piscicultura.

Os organismos estressados tornam-se mais susceptiveis as infeccdes
diversas e tal susceptibilidade relaciona-se com os altos niveis circulantes de
cortisol (Mazeaud & Mazeaud, 1981; Mazeaud et al., 1977; Wedemeyer,
1970, 1997; Robertson et al., 1987; Barton et al., 1980; Barton & lwama,
1991; Woo & Bruno, 1998; Montero et al., 1999).

O aumento dos niveis plasmaticos de cortisol ocorre em alguns minutos
apo6s procedimentos comuns em piscicultura e volta & condi¢cdo basal em trés
a seis horas (Davis & Parker, 1986; Robertson et al., 1987, 1988; Barry et
al., 1993) ou mais (Noga et al., 1994). Quando a situacdo adversa se
prolonga ocorre o estresse crbnico, em que os teores de cortisol plasmatico
permanecem altos por periodos maiores. Essa situacado ocorre, por exemplo,
quando ha alta densidade de estocagem, que causa prejuizos para a
reproducdo e crescimento e imunossupressao dos peixes (Tort et al., 1996a,
b; Rotlland et al., 1997; Montero et al., 1999; Fujimoto et al., 2005).

Neste dUdltimo caso supramencionado, a resposta inflamatéria esta
inibida facilitando a invaséao, fixacdo, multiplicacdo e disseminacdo de agentes
infecciosos e parasitarios com a instalagdo de doencas. Quanto mais
eficazmente for realizada cada uma destas acdes, mais virulento serd o
patégeno. O poder patogénico e, por consequéncia, o desenvolvimento de
doencas infecciosas depende da viruléncia do agente e da resisténcia do
organismo infectado. Nesse caso, a viruléncia representa o conjunto de
recursos que o0 agente infeccioso dispbde para desenvolver a infeccgao,
enguanto a resisténcia é representada pelos varios mecanismos de que
dispbe o hospedeiro para impedir que a infec¢cdo ocorra, tais como: as
barreiras naturais, respostas inflamatdéria e imune, anticorpos e outros. Essas
duas variaveis embora sejam propriedades intrinsecas do agente patogénico
e do hospedeiro, ndo devem ser vistas como independentes, pois guanto
maior a resisténcia do segundo, menos eficaz a viruléncia do primeiro.
Quando a viruléncia e a resisténcia do hospedeiro variam
independentemente, o efeito resultante sera a patogenicidade, que sera
proporcional a variacdo dessas duas forcas.

Quando a resisténcia do hospedeiro for mantida constante, a viruléncia
do agente patogénico pode ser incrementada por meio de inoculagbes ou
“passagens” sucessivas “in vivo”. Bactérias inicialmente de baixa viruléncia
podem ter essa capacidade extremamente aumentada. O aumento de
viruléncia ocorre mesmo gquando as passagens sao realizadas em organismos
resistentes. O inverso ocorre com as subculturas repetidas em meios
artificiais. A viruléncia pode ser atenuada por exposicdo a condi¢cbes
desfavoraveis como temperatura improépria, envelhecimento das culturas, ou
pela adicdo de ions que modifiquem o cédigo genético do agente, provocando
mutacOes. Essas situagbes sdo comuns em bacteriotecas quando se pretende
manter estoques para estudos experimentais. Assim, a observacdo atenta
dessas questbes é fundamental para o sucesso de modelos experimentais de
estudos de patologia em animais de laboratério, quando 0s processos
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inflamatoério e cicatricial e outros mecanismos de defesa sdao considerados, e
quando se usa técnicas de inducdo de enfermidades infecciosas e
parasitarias.

A luta pela existéncia entre diferentes espécies bioldégicas ¢é
determinada pelo convivio intimo e vizinho em que se encontram, e a
necessidade que tém de aproveitar os mesmos elementos do ambiente para
seu metabolismo. Estes dois fatores sdo em parte responsaveis pelo fato de
que a vida se desenvolva em ambiente de competicdo constante e que
espécies que tenham mecanismos adequados tenham sobrevivido e as menos
dotadas tenham desaparecido ou tendem a desaparecer. Este conceito de
sobrevivéncia do melhor dotado reflete o drama continuo da natureza em que
as diferentes espécies procuram ganhar para si 0s elementos necessarios
para seu crescimento e reproducdo, seja do ambiente ou de outros
organismos. Desse contato continuo surgem diferentes tipos de relacBes
como o comensalismo, a simbiose e o0 parasitismo, e esta Ultima é a que mais
interessa do ponto de vista da patologia (Correa et al., 1975).

Do ponto de vista biolégico, o parasitismo é uma relacdo normal entre
dois ou mais seres vivos. A idéia de que o parasitismo é invariavelmente
patolégico deriva da preocupacdo do homem em preservar seu espaco na
natureza. De fato, somente se fala de parasitismo no homem quando o
membro ndo humano da relacdo produz alteragfes fisiopatolégicas no homem
ou no animal de seu interesse. Porém, em outros casos muito mais
numerosos em que o homem parasita outros homens, animais ou a natureza,
ainda que de alto interesse, ndo desperta a mesma atenc¢ado. A tendéncia de
esquecer que o parasitismo € um fendbmeno bioldgico natural conduz a ideia
de que a relacao seja beligerante. Por exemplo, os processos metabdlicos ou
de outra indole, que, acidentalmente, dificultam ou impedem o
estabelecimento de diferentes parasitos no homem ou nos animais de seu
interesse, sdao conhecidos como mecanismos de defesa. Por outro lado,
aqueles que facilitam a entrada, fixacdo e multiplicacdo de parasitos sao
denominados mecanismos de agressado. Se os parasitos fossem mentores da
medicina entdo essas denominacdes provavelmente fossem invertidas
(Correa et al., 1975).

Importante destacar que os termos supracitados ndo devem mascarar
a verdadeira natureza desses processos. Essas funcbes nao foram
desenvolvidas com o objetivo de impedir a entrada e desenvolvimento de
parasitos no organismo do homem e outros animais, ou para favorecé-la,
mas constituem um efeito colateral de processos fisiolégicos em que a
evolugdo biolégica permitiu a sobrevivéncia do melhor dotado. Nao se deve
esquecer, porém, que esses processos podem ter dois lados, pois basta
lembrar que os anticorpos, ao mesmo tempo que “combatem” agentes
patogénicos, também sdo a razdo de diferentes doencas de carater
autoagressdo, como as alergias, sindromes reumaticas, nefrbticas e tantas
outras (Correa et al., 1975).

A inflamacéao
A inflamacdo aguda é caracterizada por fendbmenos exsudativos, ou

seja, de producdo por fluidos e células que tentam eliminar, isolar ou
circunscrever o agente agressor. Quando o agente causal é eliminado, o
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processo evolui para a cura e o tecido perdido é repopulado por células
semelhantes, fendbmeno denominado regeneragdo ou reparacdo, quando
células de origem conectiva ocupam morfologicamente o lugar das células
lesadas. A evolucdo para um ou outro tipo depende do grau de especializacdo
do tecido envolvido e da massa tecidual danificada. Nos processos gerais,
ambos sdo observados, com excecdo daqueles que ocorrem em tecidos que
ndo sofrem mitoses na propor¢do necessaria, ocorrendo apenas a reparacao,
como no musculo cardiaco ou no corpo de neurbnios (Cotran et al., 2004).

A inflamagédo € a resposta dos tecidos vascularizados a agressédo por
agentes fisicos, quimicos e/ou bioldgicos. A imunidade inata ou ndo especifica
é a inflamacédo dirigida contra agentes antigénicos. A imunidade especifica é
representada por reacdes mediadas pela producdo de imunoglobulinas (1g),
sendo a molécula tetramérica similar a IgM de mamiferos e necessita de
sensibilizacdo prévia (Scapigliati et al., 1999). Nos peixes, alguns relatos
demonstram a existéncia de mais trés imunoglobulinas, sendo elas, a IgD
(Hirono et al., 2003), IgZ (Danilova et al., 2005) e a IgT (Hansen et al.,
2005). A IgM existe sob duas formas alternadas, uma como receptor de
membrana para antigenos de superficie de células B e outra como proteina
soluvel, secretada como componente de fluidos corporais (Litman et al.,
1999).

O acumulo de leucécitos no sitio lesado € um dos principais eventos do
processo inflamatorio. A mobilizacdo adequada e em tempo héabil de
leucécitos da microcirculacdo para o foco inflamado é uma das etapas
fundamentais da reacdo e se traduz na primeira agdo de defesa do organismo
e na principal caracteristica do fenbmeno. A fase aguda é caracterizada por
vasodilatacdo arteriolar, capilar e venular, aumento de permeabilidade
vascular acompanhada de formacdo de edema; aumento da viscosidade
sangliinea e marginacdo leucocitaria; diapedese, quimiotaxia; acumulo de
leucécitos, particularmente neutréfilos, no foco lesado e fagocitose por
células competentes. Nessa fase, o fenbmeno é de carater exsudativo.

Quando o agente agressor persiste nos tecidos, a reagcdo se cronifica e
passa a apresentar carater proliferativo, com o acumulo de leucdcitos
mononucleares, tais como: macrofagos e seus derivados epitelidides e
policariontes, linfocitos, plasmécitos, fibroblastos, fibras colagenas,
angiogénese e, na dependéncia do agente causal, os eosindfilos. Este quadro
pode sofrer pequenas variacdes em funcdo do tipo de tecido afetado, do tipo
e intensidade da agressao e do nivel de especificidade da resposta. Todavia,
o fenbmeno é estereotipado e altamente complexo em funcdo dos seus
mecanismos de regulacdo envolvendo mediadores quimicos autacéides e
moduladores diversos de ag¢do autécrina, paracrina e endocrina. O fenbmeno
tem como finalidade diluir, destruir ou circunscrever e isolar o agente lesivo,
protegendo o organismo contra agressdes (Garcia-Leme, 1989; Harkness,
1981).

A inflamacdo € uma resposta protetora basica do organismo e seu
ponto de inicio determina, em dultima instancia, os limites entre a total
resisténcia a infec¢do ou a instalacdo da injuria (Pradhan et al., 2008). Esta,
apesar de estereotipada, é altamente complexa em funcdo de seus
mecanismos de controle que envolvem substancias farmacologicamente
ativas, como eicosandides derivados do &cido araquidénico, citocinas
autacoides com efeito autdcrino, paracrino e enddécrino, além de hormonios
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importantes como a insulina e os corticosteréides enddgenos (Garcia-Leme,
1989).

Eventos vasculares da inflamacao aguda

Nos peixes, os fendmenos vasculares sao similares aos verificados em
mamiferos. O fendbmeno envolve a microcirculacdo, isto é, arteriolas pré-
capilares, capilares e vénulas pods-capilares, considerando-se sua variacao
nos diferentes tecidos. Para efeitos de estudos experimentais considera-se a
microcirculacédo do tecido conectivo subcutaneo e outros, em que 0s capilares
sejam do tipo continuo, isto é, que nao tenham solucbes de continuidade
entre as células endoteliais e na membrana basal.

Ap6s o estimulo lesivo ocorre vasodilatagcdo arteriolar, capilar e
venular, mediada por substidncias endégenas liberadas, pré-formadas ou
ativadas localmente na zona injuriada. A vasodilatacdo arteriolar aumenta o
aporte sanguineo local. Os esfincteres pré-capilares que, em condi¢cbes
normais se abrem e se fecham ritmicamente, sob os efeitos de agentes
vasodilatadores, interrompem essa atividade e abrem-se todos ao mesmo
tempo, permitindo que o sangue possa fluir por todo o leito capilar. Do
mesmo modo, as vénulas pds-capilares sofrem aumento do calibre para
receber o fluxo sanguineo aumentado. A vasodilatacdo também é dependente
da ativacdo da cascata do acido araquidénico e da sintese local de
prostaglandinas, em particular as prostaglandinas (PG) PGE, e PGl,. A PGE;,
induz vasodilatacéo e sensibiliza as células endoteliais aos efeitos de potentes
fatores de permeabilidade como a histamina e a serotonina. Em outras
palavras, as prostaglandinas sdo as principais substancias a induzir
vasodilatacdo e ainda exercem efeitos regulatorios sobre o aumento de
permeabilidade vascular desencadeado por outros mediadores. Seguindo-se a
vasodilatacdo ocorre aumento de permeabilidade vascular em vénulas de
meédio calibre, que em condicdes normais sdo impermeéaveis a
macromoléculas. As proteinas plasmaticas, em especial a albumina, escapam
dos vasos para o tecido intersticial, promovendo aumento da pressao
osmotica tecidual e reducdo da pressdo osmotica plasmatica, que se somam
ao aumento da pressado hidrostatica dos vasos que estdao com seu calibre
aumentado. Todas essas forcas atuam no sentido de favorecer a saida de
agua e eletrdlitos do plasma para o tecido intersticial, desenvolvendo o
edema. Dentre os fatores de permeabilidade devem ser citadas as aminas
vasoativas (histamina e serotonina), a bradicinina, fracbes C3a e C5a do
sistema complemento, leucotrienos, componentes lisossomais de leucdcitos,
metabdlitos do oxigénio, varias citocinas e outros (Garcia-Leme, 1989). Em
peixes, o modo de acdo desses mediadores farmacoldégicos ndo € bem
caracterizado, havendo duvidas se todos seriam encontrados e, se
encontrados, atuariam da mesma forma.

Eventos celulares na inflamacdo aguda
A perda de liquido rico em proteinas, devido ao aumento de
permeabilidade vascular, resulta em maior concentracdo de eritrocitos no

meio intravascular, aumentando a viscosidade sanguinea, que leva a perda
do fluxo axial chegando até a estase da corrente circulatéria. Aliado a esse
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evento ocorre aumento da adesividade entre os eritrocitos, que comecam a
formar agregados. A perda do fluxo axial e os agregados de eritrécitos, que
passam a ter uma massa maior que a dos leucécitos, empurra-os para a
periferia do fluxo sanguineo, acarretando o fenbmeno da marginacao
leucocitaria. Nos peixes esse efeito, embora ndo seja caracterizado, pode ser
diferente em funcdo do maior tamanho dos eritrocitos em relacdo aos
leucécitos e pelo fato dos eritrécitos serem nucleados, mas isso é preciso ser
investigado.

Os leucdcitos passam entdo a rolar pelo endotélio vascular e vao
gradativamente tornando-se mais aderentes, até que se fixam a ele, através
das chamadas moléculas de adesdo, presentes tanto nas células brancas
como nas endoteliais. Na fase posterior, 0s leucocitos inserem seus
pseudépodos por entre as células endoteliais, e, a seguir, arrastam para fora
do vaso o restante do corpo celular. Esse ultimo fenbmeno é conhecido como
diapedese. Uma vez fora dos vasos o0s leucécitos migram para o foco
inflamado, por meio do mecanismo conhecido como quimiotaxia. Uma vez no
sitio lesado as células competentes procuram remover o agente agressor por
meio da fagocitose e degranulacéo.

Quimiotaxia é definida como a migracdo unidirecional de células,
mediante um gradiente quimico de concentracdo de fatores atratores
denominados quimiotaxinas. Dentre elas, destacam-se a fracdo C5a e C3b do
sistema complemento, o leucotrieno B4 derivado do acido araquiddnico e o
fator ativador de plaquetas entre os mais potentes agentes quimiotaxicos.
Além desses, varias citocinas podem contribuir para a quimiotaxia.

Quimiocinese, ao contrario, indica a migracdo de células ao acaso ou
aleatdria sem direcdo. Entdo, apo6s a diapedese os leucocitos passam a fazer
a quimiotaxia até o foco inflamado, onde se acumulam.

Quando as quimiotaxinas ocupam cerca de 20% dos receptores
presentes na membrana dos leucocitos estimulam a quimiotaxia. A ocupacao
de receptores de membrana ativa a Fosfolipase C, que hidrolisa fosfolipidios
de membrana, resultando na formacdo de inositol. Este por sua vez promove
a liberacdo de calcio (Ca™™) dos reservatérios intracelulares, resultando em
aumento do Ca*" idnico citosdélico, que por sua vez estimula os elementos
contrateis da célula, resultando em quimiotaxia e na emissado de pseuddpodos
na fagocitose (Garcia Leme, 1989).

Do acumulo de leucécitos no foco inflamatdério resulta a fagocitose,
processo pelo qual os micro-organismos invasores sao internalizados, mortos
e digeridos. O fenbmeno envolve trés eventos inter-relacionados:

1) Reconhecimento e fixagdo: a maioria dos micro-organismos somente é
reconhecida quando revestidos de opsoninas, das quais, as principais sao
a fracdo do sistema complemento C3b, a IgG e a proteina C reativa.
Quando opsonizadas as particulas ligam-se a receptores especificos na
superficie do fagoécito (Nakanishi et al., 1991; Matsuyama et al. 1992;
Rose & Levine 1992; Lamas & Ellis, 1994a);

2) Endocitose: é a internalizacdo da particula opsonizada desencadeada
apés o reconhecimento, fixacdo e estimulacdo dos receptores de
membrana. Entdo o fagdcito lanca seus pseuddpodos que irdo circundar a
particula-alvo, de modo que a membrana celular venha a formar uma
saculacdo citoplasmatica, denominada fagossoma (Lamas & Ellis, 1994a).
Apds o processo de internalizacdo da particula, a membrana do fagossoma

630



Moraes & Moraes. Nutracéuticos na inflamacéo e cicatrizagdo de peixes...

une-se a membrana lisossomal, formando o fagolisossoma, onde é
desencadeada a atividade microbicida seguida da digestdo do material
fagocitado, pela descarga do conteudo dos granulos lisossomais. O
processo requer a participacdo ativa de proteinas do citoesqueleto, em
especial a actina (Kodama et al., 1994) e de calcio. Todos esses passos
sdo dependentes de ATP, ou seja, a célula deve estar metabolicamente
ativa. Os neutréfilos produzem ATP a partir da glicdlise e da glicogendlise,
enquanto que os macrofagos o fazem via fosforilacdo oxidativa. Toda essa
movimentacao de pseudoépodos, formacdo de fagossoma e fagolisossoma
requer eventos bioquimicos similares aos descritos para quimiotaxia,
desde a ligacdo do receptor ao elemento reagente até os efeitos do Ca™
ibnico sobre a movimentacao do citoesqueleto.

3) Atividade microbicida e degradacdo: ap6és a formagdo do
fagolisossoma, quando o elemento fagocitado € um micro-organismo, é
necessario que seja morto para em seguida ser digerido. Sado dois os
mecanismos microbicidas mais conhecidos: dependente e independente de
oxigénio.

O mecanismo dependente de oxigénio lanca mé&o do efeito de radicais
toxicos do oxigénio como principal arma mortal contra os micro-organismos.
Esses radicais toxicos sdo formados durante a fagocitose que estimula o surto
oxidativo no fagocito, aumento do consumo de oxigénio, glicogendlise
aumento da oxidagdo da glicose via hexose monofosfato e a producdo dos
chamados metabdlitos ativos do oxigénio. Os ultimos resultam da ativagdo da
NDPH oxidase que oxida o NADPH e, reduz o oxigénio em ion superdoxido, que
a seguir é transformado em H,0, (Segal & Abo, 1993; Secombes & Fletcher,
1992). No sistema H,0O,-mieloperoxidase (MPO) a enzima esta contida nos
granulos azurofilos de neutréfilos e em presenca de CI° converte H,O, em
HOCI", potente agente oxidante e antimicrobiano, o mais eficiente presente
em neutréfilos. No sistema independente de mieloperoxidase os leucdcitos
sdo capazes de matar bactérias, embora o facam de modo mais lento,
necessitando de oxigénio, pois os radicais hidroxila e o ion superéxido estdo
implicados nesse mecanismo. Os dois radicais sdo produzidos pelo aumento
do metabolismo oxidativo durante a fagocitose. Macr6fagos ativados também
produzem H,0, mas ndo contém MPO (Cotran et al., 2004).

O mecanismo independente de oxigénio, como 0 nome sugere,
independe de surto oxidativo e a morte do microrganismo ingerido ocorre
pela acdo de diferentes proteinas, tais como lisozima, lactoferrina e outras
que atuam aumentando a permeabilidade da parede celular das bactérias e
que sado descarregadas do lisossoma para dentro do fagolisossoma, apos a
fusdo das membranas. As hidrolases acidas presentes também nos granulos
azurdéfilos promovem a degradacdo dos microrganismos no interior do
fagolisossoma, cujo pH torna-se acido e ideal para a acdo de tais enzimas
(Cotran et al., 2004). A acdo de citocinas como o fator de necrose tumoral
também esta envolvida nesse mecanismo (Jang et al., 1995, 1996).

Existem algumas evidéncias de que o superéxido produzido pelos
macrofagos de peixes nao sejam particularmente téxicos para bactérias
patogénicas, mas o perdoxido de hidrogénio e seus derivados €& que
exerceriam a atividade microbicida mais importante, mesmo quando a reacao
é extracelular (Hardie et al., 1996).
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Da mesma forma que a fagocitose, a opsoniza¢do de micro-organismos
por anticorpos ou fracbes do sistema complemento, induz ao aumento da
producéo de radicais livres do oxigénio e resposta mais rapida dos fagécitos,
como verificado com neutréfilos de salmdo do Atlantico incubados com
Aeromonas salmonicida (Lamas & Ellis, 1994b).

Atividade microbicida dependente de espécies reativas de nitrogénio

Ha evidéncias de que o0s peixes sejam capazes de gerar espécies
reativas de nitrogénio como o oxido nitrico (ON), pela acdo da arginina
sintetase (AON), sendo demonstrado no sistema nervoso e cérebro do salméo
do Atlantico e truta arco-iris (Schober et al., 1993). Atividade AON foi
demonstrada em leucécitos do rim cefalico do bagre do canal, apdés a
inoculacdo intraperitoneal de Edwardsiella ictaluri, mas ndo foi possivel
identificar a célula responsavel pela atividade AON (Schoor & Plumb, 1994).
Em mamiferos estd demonstrado que o ON, embora participe da destruicdo
de agentes patégenos, apenas inicia acdes deletérias como a peroxidacdo
lipidica. Todavia, este induz formacdo de outros derivados mais potentes
como hidroxilas, diéxido de nitrogénio e outros (Hibbs, 1992).

Vale frisar que nem sempre que uma dada bactéria é fagocitada ela
sera morta e digerida. Ha casos em que o micro-organismo fagocitado néo é
morto, sendo rapidamente expulso da célula por exocitose. Em outros casos,
a bactéria é fagocitada e desenvolve-se o processo de simbiose em que a
célula convive com 0 micro-organismo no seu citoplasma, transportando-o
pelo organismo e disseminando a infeccdo. Este € o caso de micobactérias,
brucelas e outras que passam a viver no interior de macrofagos. E de
conhecimento que a Salmonella typhimurium produz super-oxido-dismutase
que anula o efeito bactericida do ion superéxido. Em outros casos, a célula
fagocita o micro-organismo, ndo consegue mata-lo e este passa a se
multiplicar no citoplasma do fagécito, como é o caso de neutréfilos que
fagocitam micobactérias nos estagios iniciais da enfermidade (Majno & Joris,
1996; Cotran et al., 2004). Deve ser levado em conta que a presenca da
bactéria viva no interior de células brancas (leucécitos) dificulta a cura da
enfermidade, pois ela ndo é atingida por agentes de defesa do hospedeiro ou
por drogas, como os antibiéticos.

A inflamacado em peixes

A fagocitose de eritrécitos de cobaia e de Bacillus anthracis por
mononucleares peritoneais foi o primeiro fenbmeno inflamatério descrito em
peixes (Metchinikoff, 1893, 1905; Mesnil, 1895). Posteriormente, varios
autores tentaram caracterizar as células presentes na inflamacao induzida por
varios tipos de flogégenos, em diversas espécies de peixes, em diferentes
situacbes e tempos de observacao.

LesOes purulentas associadas com o acumulo de neutréfilos, liberacdo
de enzimas liticas e necrose tecidual ndo sdo descritas em peixes (Secombes,
1996).

Matushima & Mariano (1996) verificaram que a injecdo de carragenina
na bexiga natatoria de tilapias Oreochromis niloticus induz reacao
inflamatéria caracterizada por congestdo vascular, acumulo predominante de
trombdcitos e macrofagos, raros granulécitos e edema. Os autores colheram
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de 63% a 90% de trombdcitos, respectivamente, apés trés e 72 horas.
Resultados semelhantes foram encontrados utilizando-se o mesmo modelo
experimental em Piaractus mesopotamicus em que se colheu 53,7% a 83,6%
de trombdcitos seis horas depois da injecdo de carragenina (Martins, 2000;
Martins et al., 2006). Nesse caso, o macré6fago foi o segundo tipo celular
predominante no foco inflamado. Ressalte-se que, em ratos, a injecdo do
referido flogégeno provoca resposta claramente bifasica, ou seja, apés quatro
horas observa-se 90% de neutréfilos, percentual que se reduz para 60%
apos 24 horas e ap6s 48 horas predominam os mononucleares com cerca de
80% do total de leucdcitos acumulados (Moraes et al., 1987).

Em P. mesopotamicus, a injecdo de tioglicolato, LPS e Aeromonas
hydrophila inativada induz ao acumulo predominante de trombdcitos,
seguidos de macréfagos e menor numero de linfocitos. Essas proporc¢des
foram verificadas seis horas ap6s as inje¢des, atingiram o maximo apos 24
horas e ndo mais diferiram entre si apdés 48 horas, como ilustrado nas
Tabelas 1 e 2 e Figuras 1 e 2.

Tabela 1. Valores das médias absolutas e erro padrao das médias da
contagem de células inflamatérias totais (leucécitos e trombdécitos) na bexiga
natatéria de pacu Piaractus mesopotamicus injetados com tioglicolato (Tio);
lipopolissacarideo de Escherichia coli, (LPS); A. hydrophila inativada
(Bactéria).

Varidveis  Tratamentos Tempos
6 horas 24 horas 48 horas
Controle 458+339 Ca 120+387 Cab 242+339 Bb
Células Tio. 3758+339 ABa 2200+339 ABab 717+449 ABDb
Totais
LPS 1525+339 Ba 900+339 BCab 208+339 Bb
Bactéria 2863+339 Aa 3553+339 Aa 1833+339 Aa

Letras mailsculas para comparacdo entre tratamentos e minusculas para comparagao
entre os tempos, dentro do mesmo tratamento. Valores seguidos das mesmas letras néo
diferem do teste de Tukey (P<0,05), (n=96).
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Tabela 2. Valores das médias dos percentuais e das médias absolutas e erro
padrao das médias da contagem do diferencial das células inflamatdérias na
bexiga natatéria de pacu Piaractus mesopotamicus injetados com tioglicolato
(Tio); lipopolissacarideo de Escherichia coli, (LPS), A. hydrophila inativada
(Bactéria).

Vaiavels  Tratamentos Tempos
6 horas 24 horas 48 horas
Granulécitos Controle 148+89 Aa 64+101 Ca 84+89 Aa
Tio. 387+88 Aab 1253+89 Aa 214+117 Ab
LPS 159+89 Aa 159+89 BCa 59+89 Aa
Bactéria 204489 Aa 445+101 ABa 234+89 Aa
Linfécitos  Controle 84+129 Ba 1+48 Bb 98+129 AB
Tio 1109+12 Aa 557+129 Aa 74+171 ABa
LPS 421+129 ABa 203+129 Aa 38+171 Bb
Bactéria 1409+12 Aa 1014+148 Aa 544+171 Aa
Trombdcitos Controle 153+173 Ba 31+198 Bb 32+173 Cab
Tio. 2121417 Aa 254+173 Ab 363+229 ABab
LPS 851+173 ABa 488+173 Aa 74+229 Bbc
Bactéria 853+173 ABa 1141+198 Aa 967+229 Aa
Macrofagos Controle 21+58 Aa 2466 Ba 22+58 Aa
Tio. 60+58 Aa 106+58 Aab 62+77 Aa
LPS 36+58 Aa 19+66 Ba 9+77 Aa
Bactéria 58+58 Aa 955+58 Aa 89+77 Aa

Valores seguidos das mesmas letras ndo diferem do teste de Tukey (p<0,05), (n=96),
Jaboticabal, 2004. Letras mailsculas para comparacdo entre tratamentos e mindsculas
para comparacgao entre os tempos, dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 1. Trombdcitos (A) e macréfagos (B) do exsudato da bexiga natatéria
de pacu Piaractus mesopotamicus, seis horas apds injecao de carragenina.
Giemsa, 1501 x. Para detalhes ver Martins et al. (2009).

Figura 2. Células do exsudato de P.
mesopotamicus. (a) leucdécito granular
PAS-positivo seis horas ap6s tioglicolato,
coloragdo com May Grunwald-Giemsa-
Wright (MGGW). (b) trombdcito seis
horas apds salina (MGGW) 100 x. (c)
linfécitos seis horas apés LPS (MGGW).
(d) macrofago seis horas apés LPS
(MGGW). (e) leucécito granular PAS-
positivo-positivo e trombécito 24 horas
apos tioglicolato, coloracdo PAS. (f)
trombdcitos seis horas apoés tioglicolato.
PAS. (g) leucécito granular PAS-positivo
24 horas ap0s tioglicolato, coloracdo PAS+
amilase salivar. Aumento: 100 x. Para
detalhes ver Bozzo et al. (2007).
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Os pacus que receberam tioglicolato ou A. hydrophila apresentaram
acumulo de exsudato na bexiga natatoria, de aspecto gelatinoso e coloracao
amarelada, que nao foi observado nos peixes injetados com LPS ou controles.
O numero de células totais foi de quatro a sete vezes maior apds 24 horas
nos peixes que receberam tioglicolato ou A. hydrophila. Resultados
semelhantes foram encontrados por outros autores ao estudar 0 mesmo
fendbmeno em outras cavidades de diferentes espécies de peixes (MacArthur
et al., 1984; Jorgensen et al., 1993; Martins et al., 2006, 2008). Esses
resultados demonstram que o acumulo de células no foco inflamado em
peixes é um fenbmeno relevante, embora sua quantidade seja
incomparavelmente menor que o observado em ratos (Moraes & Garcia-
Leme, 1982; Moraes et al., 1987).

O numero de macréfagos no exsudato inflamatério de peixes é baixo
(MacArthur et al., 1984; Suzuki, 1986; Afonso et al., 1997). Por outro lado, a
injecdo de glucano, esqualene glicogénio de ostra ou adjuvante incompleto de
Freund resultou em elevadas contagens de trombdcitos na cavidade
peritoneal (Jorgensen et al., 1993; Vale et al., 2002). Em Oreochromis
niloticus injetadas com carragenina, o componente celular era constituido por
63,0% de trombécitos e 17,0% de macroéfagos, trés dias apds o estimulo
(Matushima & Mariano, 1996). Neste estudo, houve marcada presenca de
trombécitos ao lado de menor numero de linfécitos, macréfagos e
granulécitos. Estudos anteriores sdo controversos nesse aspecto e devem ser
consideradas a espécie de peixe, a técnica e agentes flogégenos utilizados,
assim como os meétodos de colheita, preservacéo, identificacdo e contagem
das células encontradas. Todos os tipos celulares descritos apresentam
funcdes de interesse quando se consideram os mecanismos de defesa dos
peixes (para detalhes ver Bozzo et al., 2007).

Leucotcitos, trombdcitos e suas funcdes

Dentre os leucdcitos que participam mais ativamente do processo
inflamatério em peixes estdo os linfécitos, macréfagos e granulécitos, em
especial o leucécito granular PAS-positivo (LG-PAS) e os neutrofilos. Os
eosindfilos e baséfilos tém participacdo rara e pouco esclarecida. Os
trombdcitos, embora ndo sejam células de linhagem leucocitaria, participam
ativamente do fenédmeno.

A — Linfocitos

Sob microscopia de luz comum, os linfécitos sdo células
predominantemente arredondadas e de tamanho variado, com citoplasma
basofilico e sem granulagfes visiveis. O nucleo possui forma arredondada,
cromatina densa, sendo elevada a sua relacdo com o citoplasma. Apresentam
projecbes citoplamaticas facilitando sua diferenciacdo em relacdo aos
trombdcitos nas extensdes. Tais projecdes foram descritas em estudos de
microscopia de luz (William & Warner, 1976) e de microscopia eletrbnica de
transmissao (Blaxhal, 1983; Tavares-Dias & Moraes, 2006; 2007).

Linfécitos “pequenos” e “grandes” representam estagios funcionais
diferentes da mesma populacdo e nado populacdes distintas (Blaxhall &
Daisley, 1973; Ellis, 1977; Guitang, 1998). Células imunocompetentes com
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funcdo de defesa (Ellis, 1976; 1977; Houston et al., 1996; Yamamoto et al.,
2001), sendo que estudos in vivo e in vitro sugerem a presenca de linfocitos
T citotdoxicos em peixes (Nakanishi et al., 1999; Yamamoto et al., 2001) e
essa habilidade citotéxica foi descrita em Sparus aurata (Meseguer et al.,
1994a,b; Cuesta et al., 1999) e Cyprinus carpio (Meseguer et al., 1994a;
Palikova et al., 1998). Imunoestimuladores como vacinas, leveduras,
lipopolissacarideos e adjuvantes, aumentam a resposta proliferativa de
linfécitos T e B e a atividade citotéxica de linfécitos T (Siwick et al., 1998).

Os linfécitos estdo sempre presentes no foco inflamatério, embora suas
funcdes ainda ndo estejam bem esclarecidas (MacArthur et al., 1984; Lamas
et al., 1994b). Estudos citoquimicos demonstram reacdo positiva a fosfatase
alcalina em linfécitos de Oreochromis mossambicus (Doggett et al., 1987),
Anguilla bicolor (Prasad & Radhakrishnan, 1992), e Oreochromis niloticus
(Witten et al., 1998). As fosfatases sdo enzimas catalizadoras de ésteres de
fosfato presentes nos diversos tecidos. Funcgfes diferentes sdo atribuidas a
essas enzimas, de acordo com sua distribuicdo. Ambas tem papel importante
na sintese de proteinas, sendo que a fosfatase alcalina estd associada a
atividade secretora (Acharya & Panicker, 1998) e a fosfatase acida ao
processo fagocitico (Nakaghi et al., 1995; Acharya & Panicker, 1998).

B - Plasmaocitos

Possuem nucleo esférico e citoplasma abundante (Witten et al., 1998),
de coloracdo azul-escura quando coradas com Giemsa (LOopez-Ruiz et al.,
1992). Ultraestruturalmente apresentam grande quantidade de cisternas de
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi bem desenvolvido. Nessa
populacdo celular sdo observados poucos granulos, ribossomos livres e
mitocréndrias (Lopez-Ruiz et al., 1992). A semelhanca do que ocorre em
mamiferos, os plasmadcitos de peixes desenvolvem-se a partir de linfécitos
(Boomker, 1981), mas raramente sdo observados na circulacdo de peixes.
Em Opisthonema oglinum (Pitombeira et al., 1968), Hoplias malabaricus
(Camargo et al., 1986/1987) e Hypostomus paulinus (Satake et al., 1989) os
plasmécitos do sangue circulante foram denominados de células
plasmocitoides, como sugere Jakowska (1956).

C - Mondcitos e macréfagos

Ultraestruturalmente o citoplasma dos mondcitos contém poucos
pseudépodes e grande quantidade de mitocondrias e de vacuolos, algum
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. O ntcleo ocupa de /3 a '/, da
célula (Doggett & Harris, 1989).

Entre as diferentes espécies das familias Anostomidae, Pimelodidae,
Erythrinidae, Ictaluridae, Characidae, Prochilodontidae, Cichlidae, Mugilidae e
Cyprinidae, ocorre variacdo interespecifica quanto ao percentual desse
agranulécito. Sdo esféricos, basofilicos, com nucleo em geral excéntrico e
alongado ou esférico (Murari et al., 1992; Satake et al., 1994; Tavares-Dias
& Moraes, 2006, 2007).

Os mondécitos tém atividade fagocitaria e a fosfatase acida, enzima
associada a fagocitose, foi citoquimicamente identificada nessas células
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(Alaye-Rahy, 1993; Witten et al., 1998). Além disso, apresentam habilidade
citotoxica ndo-especifica (Meseguer et al., 1994; Cuesta et al., 1999).

Os mondcitos sao considerados células em transito no sangue (Lorenzi,
1999). Na vigéncia do processo inflamatério os monécitos migram do sangue
para o tecido conectivo, transformando-se em macréfago. Em geral, sdo
células grandes, com citoplasma extenso, rico em mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico, sistema de Golgi amplo e lisossomas. Nas inflamacgbes
crbnicas granulomatosas, como nas micobacterioses, novamente sofrem
transformacfes morfofisioldégicas adquirindo aspecto epitelioide ou de células
policariontes (Lorenzi, 1999; Matushima, 1994; Petric et al., 2003a). Sua
atividade fagocitica foi descrita por varios autores, mas exerce também
atividade secretora (Suzuki, 1984; 1986; Lamas et al., 1994). DaMatta et al.
(2009) relatam que no peixe pulmonado da Amazobnia, Lepidosiren paradoxa,
injetado com tioglicotato 3%, apdés 6, 36 e 48 horas, 11%, 15% e 16%,
respectivamente, dos componentes celulares inflamatérios foram constituidos
por essas células mononucleares.

Como células ativamente fagocitarias sdo processadoras de antigenos,
fazendo parte também do sistema imune adquirido, participando do sistema
de cooperacédo com linfécitos na producdo de anticorpos.

D — Granulécitos

Os neutrofilos de teledsteos sdo predominantemente arredondados,
tendo citoplasma com granulagfes acidofilas muito finas. O nucleo apresenta,
na maioria das vezes, forma de bastonete, em geral, é excéntrico e
fusiforme, sendo a cromatina nuclear pouco compacta e sem nucléolo visivel.
Ultraestruturalmente apresentam citoplasma ocupado por extenso reticulo
endoplasmatico granular, com cisternas paralelas entre si e mitocéndrias.
Possui ainda, grande gquantidade de granulos com dimensfes, com ou sem
estrutura cristaloide interna eletrondensa. O nuUcleo é oval, excéntrico,
eventualmente formando lébulos incompletos. (Veiga et al., 2000; Tavares-
Dias & Moraes, 2007).

Estudos citoquimicos demonstraram que os granulos de neutréfilos de
diferentes espécies de peixes apresentam glicogénio, peroxidase, proteinas
basicas e lipidios (Veiga et al., 2000; Ueda et al., 2001), substancias
importantes para a defesa imunoldgica.

Alguns pesquisadores, ao invés de neutrofilos, relatam a ocorréncia de
heterdéfilos em teledsteos de 17 familias (Saunders, 1966), em agnhatas, em
cartilaginosos (Barber & Westermann, 1978), em Ictalurus punctatus
(Cannon et al., 1980), em carpas (Stoskopf, 1993), Carassius auratus
(Stoskopf, 1993; Zinkl et al., 1991), em Oncorhynchus mykiss (Houston et
al., 1996). Porém, no sangue periférico de espécies como Hoplosternum
littorale (Tavares-Dias & Barcellos, 2005), Brycon orbignyanus (Tavares-Dias
& Moraes, 2006) e Brycon amazonicus (Tavares-Dias et al., 2008) ocorre
tanto neutréfilos como heteréfilos. Os heterdfilos apresentam granulos
citoplasmaticos que se coram de modo intermediario entre a coloracdo de
eosindfilo e basdfilo, enquanto que os neutréfilos apresentam granulos de
coloracao tipicamente neutrofilica (Tavares-Dias & Barcellos, 2005; Tavares-
Dias & Moraes, 2006; Tavares-Dias et al., 2008). Contudo, os heterdfilos
possuem funcdes equivalentes aos neutrofilos (Garcia-Navarro & Pachaly,
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1994) e no Carassius auratus apresenta reacdo positiva ao PAS, fosfatase
acida e alcalina, esterases, Sudan black (Zinkl et al., 1991).

O leucdcito granular PAS-positivo, assim denominado por apresentar
forte coloracdo ao acido periédico de Schiff (PAS), foi considerado precursor
de basofilo/mastocito, com possivel presenca heparina (Barber & Westerman,
1978). Porém, leucdcitos com tais caracteristicas citoquimicas tém sido
descritos em outros peixes e recebido outras denominac¢fes. Também foram
referidos como célula reticular (Moura et al., 1994), neutréfilos tipo 1
(Roubal, 1986), células granulociticas especiais ou CGE (Ribeiro, 1978) e
polimorfo-agranulocitico (DaMatta et al., 2009). Todavia, 0 consenso esta
favorecendo a denominacgéo leucécito granular PAS-positivo ou LG-PAS.

Contudo, independente da denominacdo, esses granulocitos séo
descritos como grandes e semelhantes aos neutrofilos, cujo citoplasma se
cora fracamente por corante acido ou basico. O nucleo é pequeno, excéntrico,
contém cromatina densa e ndo se observa nucléolo. De acordo com Ribeiro &
Valeri (1976), o reticulo endoplasmatico granular é bem desenvolvido,
apresentando cisternas longas e curtas, muitos ribossomos livres, poucas
mitocdndrias. No nucleo predomina a heterocromatina e ndo ha nucléolo.
Mas, a sua funcdo ainda nao esta esclarecida. Martins et al. (2006) relatam
elevado percentual dessas células circulantes em P. mesopotamicus injetados
com carragenina, um polissacarideo derivado do musgo irlandés,
classicamente utilizado como agente flogégeno em estudos de inflamacéao.

Os eosindfilos sdo células arredondadas e relativamente pequenas se
comparadas aos neutrofilos. O citoplasma é ocupado por granulos acidofilos
polimdérficos, o ndcleo excéntrico, com cromatina compacta e coloracdo rosa-
alaranjada, evidenciada por corantes acido-basica.

Ultraestruturalmente os eosinéfilos apresentam citoplasma escasso,
superficie irregular, muitas vezes com vesiculas translicidas. Possuem ainda,
projecbes que levam a formacdo de pseudépodos, poucas organelas e muitos
granulos citoplasmaticos, os quais possuem cristaloides em formato esférico
ou em bastdo. O nucleo é eliptico com predominancia de eucromatina e com
heterocromatina colada a membrana nuclear interna (Veiga et al., 2000).

Em peixes, as funcbes dos eosindfilos ainda estdo por ser esclarecidas.
A semelhanca dos mamiferos, ocorrem em elevado percentual em peixes
portadores de parasitoses (Ranzani-Paiva et al., 1987; Ranzani-Paiva et al.,
1998/1999). Em mamiferos os eosindfilos podem exercer funcdo fagocitica,
mas nao o fazem com a mesma avidez dos neutréfilos (Lorenzi, 1999).

No sangue de O. niloticus os eosinéfilos fagocitam particulas de
zimosan e sao as Ultimas a surgir durante o processo inflamatério (Suzuki,
1986). Além disso, nesta espécie de tilapia esses leucécitos apresentaram
proteinas basicas, sudanofilia e peroxidase apds coloragcbes citoquimicas
(Ueda et al., 2001). Estudos ultraestruturais relatam fagocitose de bactérias
por eosindfilos do exsudato peritoneal (Bodammer, 1986) e estudos
citoquimicos demonstram reacdo positiva para peroxidase (Alaye-Rahy,
1993; Meseguer et al., 1994b). Recentemente, DaMatta et al. (2009)
demonstraram que no peixe pulmonado da Amazénia, L. paradoxa, injetado
com tioglicotato 3%, apés 6, 36 e 48 horas, o principal componente celular
inflamatério foi constituido por granuldcitos denominados tipo Il (87%, 85%
e 84%, respectivamente), leucécitos com fortes evidéncias morfoldgicas de
eosindfilos.
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E - Trombodcitos

Ao microscopio de luz comum os trombdcitos tém nudcleo fusiforme e
hipercorado. Algumas vezes o citoplasma é escasso, ndo sendo possivel sua
observacéo, outras vezes pode ser hialino ou ligeiramente aciddfilo, diferente
do observado em pequenos linfécitos. Em geral, os trombdcitos séo
predominantemente elipsoides, ocasionalmente ovais ou fusiformes. Os
trombdcitos coram-se de magenta pelo PAS, indicando o glicogénio no
citoplasma, enquanto linfécitos sdo negativos, comportamento semelhante ao
observado nessas mesmas células do sangue para a mesma espécie
(Tavares-Dias & Moraes, 2007; Tavares-Dias et al., 2007).

Ultraestruturalmente apresentam invaginacfes e prolongamentos
citoplasmaticos digitiformes. Raramente observa-se complexo de Golgi
definido e vacuolizacdo pode ser observada, o que o difere dos linfocitos
(Ribeiro & Valeri, 1976). O citoplasma contém sistema canalicular,
numerosos vacuolos, granulos difusos de glicogénio e restos de material
fagocitado. Na superficie celular, projecdes digitiformes e poucos ribossomos
livres podem ser observados. A cromatina é formada exclusivamente por
heterocromatina tornando dificil a visualizacdo do nucléolo (Tavares-Dias &
Moraes, 2007).

Os trombdcitos sdo células sanguineas encontradas em aves, répteis,
anfibios e peixes cuja funcdo na coagulagdo sanguinea e na homeostasia sao
bem descritas (Roberts, 1981 ; Penha et al., 1996; Beletti et al., 1998).

Devido a elevada ocorréncia de trombdcitos no sangue (Hickey Jr,
1982; Wiik et al., 1989; Wojtaszek, 1991; Penha et al., 1996; Tavares-Dias
et al.,, 1999 a,b,c), a presenca de enzimas envolvidas nos processos
fagociticos (Moura et al.,1997; Tavares-Dias et al., 2007), a aderéncia a A.
hydrophila (Kozinska et al., 1999 a,b,c), presenca marcante na inflamacao
(Matushima & Mariano, 1996; Martins et al., 2006; Bozzo et al., 2007) e sua
atividade fagocitaria (Slierendrecht et al., 1995; Hill & Rowley, 1996;
Burrows et al., 2001; Stosik et al., 2001; Kolman et al., 2003), sugerem sua
funcdo como célula de defesa organica em diferentes espécies de vertebrados
nao mamiferos.

Matushima & Mariano (1996), estudando a cinética celular em exsudato
inflamatério da bexiga natatéria de O. niloticus, induzido pela carragenina,
observaram que a migracdo de células para o 6rgao foi predominantemente
de trombdcitos. Em P. mesopotamicus ocorre o mesmo (Reque, 2005;
Martins et al., 2006; Bozzo et al., 2007). Porém, na cavidade peritoneal de
Oncorhynchus mykiss sem qualquer estimulo os trombdcitos s6é raramente
sao observados (Afonso et al., 1997).

Nakaghi et al. (1995) demonstraram que os trombdcitos de pacu P.
mesopotamicus apresentam reacdo positiva para fosfatase acida, enzima com
atividade digestiva e peroxidase, enzima com atividade oxidativa nos
processos de fagocitose. Concluiram que a presenca dessas enzimas e de
fagolisossomos é sugestiva de que os trombdcitos possivelmente participam
da depuracdo (“clearence”) do sangue através de ingestdo e digestdo de
particulas.

Reacdo positiva para fosfatase acida é observada em trombdcitos de
varias espécies de peixes (Page; Rowley, 1983; Hine et al., 1986; Alaye-
Rahy, 1993). Corroborando essas afirmacbes Tavares-Dias et al. (2007),

640



Moraes & Moraes. Nutracéuticos na inflamacéo e cicatrizagdo de peixes...

demonstraram no sangue de tambaqui Colossoma macropomum a fagocitose
de restos celulares por trombdcitos (Figura 3A-B). Ha evidéncias de que os
trombdcitos contenham substancias importantes para a fagocitose como
glicogénio (Zinkl et al., 1991; Affonso et al., 2000; Ueda et al., 2001;
Passantino et al., 2005; Tavares-Dias & Barcellos, 2005;Tavares-Dias, 2006),
fosfatase acida (Zinkl et al., 1991; Schiitt et al.,1997) e alcalina (Zinkl et al.,
1991; Passantino et al., 2005) e peroxidase (Daimon et al., 1985). Tavares-
Dias et al. (2007) caracterizaram os trombécitos de C. macropomum e
Prochilodus lineatus por técnicas citoquimicas e ultraestruturais e
demonstraram evidéncias de digestdo de residuos celulares por trombdcitos.
Os mecanismos de imunidade especifica em peixes e outros vertebrados
filogeneticamente menos desenvolvidos, a luz dos conhecimentos atuais, séao
pouco eficientes em relacdo ao observado em mamiferos e aves (Stosik et
al., 2001). Entdo, os mecanismos de defesa organica nao especificos tém
papel fundamental e mais relevante na resisténcia contra agressfes de
fatores patogénicos e ambientais (Stosik et al., 2001; Passantino et al.,
2005). Trombdcitos de peixes podem ser o elemento de ligacdo entre os
mecanismos de defesa inato e adaptativo (Passantino et al., 2005), e
expressar moléculas de superficie e intracelulares envolvidas na funcao
imune (Koéllner et al., 2004).

Hill & Rowley (1996) sugerem que os trombécitos de peixes a
semelhanca das células homeostaticas ancestrais em deuterostdmios
superiores, como 0s tunicatas e equinodermatas, possuem func¢éo fagocitica e
homeostatica agregatéria ajudando a manter os peixes livres de patégenos
apo6s dano vascular. Alguns aspectos dessa dualidade funcional podem ter
sido perdidos nos mamiferos, com a evolucdo das plaquetas anucleadas.

Figura 3. Trombdcitos de tambaqui C. macropomum apresentando aglomerados
de glicogénio (A), vaculos (V), sistema canalicular (seta menor), e projecdes (P)
da superficie celular com suas projecfes sobre os restos celulares (seta maior)
contendo o nucleo celular (N). Tavares-Dias et al. (2007).
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Corticosteroides enddgenos na inflamacéao

Os glicocorticoides tém papel relevante na manutencdo da integridade
funcional da microcirculacdo, pois potenciam o desenvolvimento de tenséo
nas células musculares lisas dos vasos induzida por agentes vasoativos ou
inibem a acéo vasoconstrictora de fatores vasoativos endégenos. Controla a
atividade celular na inflamacdo aguda em vérias de suas acdes Assim, 0s
efeitos de aminas vasoativas, eisosanoides e citocinas podem ser suprimidos
quando a concentracdo de corticosteroides plasmaticos estid elevada. Os
glicocorticoides estimulam a producdo de lipocortina que inibe a atividade da
fosfolipase A2, blogueando a sintese de eicosanoides e de FAP (Flower, 1986)
Além disso, os glicocorticoides podem bloquear a liberacdo de citocinas proé-
inflamatérias como o fator de necrose tumoral e a interleucina 1, por
macrofagos (Dinarello, 1984) e a adeséo de leucécitos ao endotélio vascular
inibindo sua migracdo (Flower, 1986). Assim, corticosteroides enddgenos
atuam como homadnios anti-inflamataorios.

O estresse provoca a hipercortisolemia que por sua vez determina a
depressdo dos mecanismos de defesa inflamatérios, linfocitopenia e
neutroflia.

Martins et al. (2006) avaliaram a inflamacdo aguda induzida na bexiga
natatoria de pacu P. mesopotamicus pela injecdo de carragenina (500 pg),
apo6s estimulos consecutivos de captura. Seis horas depois da aplicacdo do
estimulo inflamatdério, nos peixes submetidos aos estimulos consecutivos de
captura injetados com solucdo salina, ndo foram observadas diferencas
significativas. Mas nos estressados que receberam carragenina o acumulo de
células totais foi significativamente maior do que nos ndo estressados
(p>0,05). Dente as células acumuladas esse aumento foi devido ao maior
numero de trombdcitos. Os valores médios de granuldcitos, linfécitos e
macrofagos ndo diferiram entre os tratamentos. Esses valores podem ser
explicados pela menor concentracdo plasmética de cortisol nos peixes
submetidos aos estimulos repetitivos de captura, apds o terceiro estimulo,
bem como aumento na glicemia apds o segundo estimulo (Tabela 3 e Figura
4).
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Tabela 3. Valores médios e analise estatistica das contagens diferenciais de
leucécitos e trombdcitos (%) e de células totais acumuladas (numero/ul) no
exsudato da bexiga natatéria de P. mesopotamicus, seis horas apos injecoes
solucdo salina ou carragenina.

Parameters Treatment Stressed Non-stressed F test for F test for C.V.
Group group group treatment

Granulocytes Control 1.00 aA 2.44 aA 0.30 0.79 66.80
Carrageenin 3.90 A 2.33aA

Lymphocytes Control 0.44 aA 1.00 aA 3,24 2,85%* 58.08
Carrageenin 7.10 A 1.90 aA

Macrophages Control 5.44 aA 2.80 bA 0.00 8.22%* 48.47
Carrageenin 9.50 aA 31.09 aA

Thrombocytes Control 38.33 bA 8.56 bB 7.32%* 60.75** 3291
Carrageenin 79.50 aA 63.86 aA

Total leucocytes Control 281.80 bA 424.00 bA 14.23 23.29** 17.59

Carrageenin 7,745.80 aA 3,767.50 aB
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Figura 4. Valores médios da glicemia (mg/100 ml) e cortisol plasmatico
(Mg/dl) em P. mesopotamicus apoés a injecdo de 0,5 ml solugcédo salina
(Sal) ou 500 ug carragenina (Car) em diferentes tempos. *diferencas
significativas entre os diferentes tempos de amostragem para cada
variavel (p<0.05).
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Esses resultados demonstram que o numero de células presentes no
foco lesado aumentou proporcionalmente a reducdo da concentracdo
plasmética de cortisol. Resultados similares de determinacdes de cortisol
plasmatico foram observados anteriormente na mesma espécie de peixe
(Martins et al., 2006). De acordo com Martins et al. (2000) seis horas ap6s os
estimulos estressante em pacus ocorreu reducdo da concentracdo de cortisol.
Mccormick et al. (1998) também observaram fenbmeno semelhante trés
horas apds o estimulo em salmé&o do Atlantico, ao contrario do verificado por
Fevolden et al. (1992) e Mcdonald & Milligan (1997).

Em ratos, fatores produzidos no sitio inflamado alcancam a corrente
circulatéria e provocam a liberacdo de corticosterona, via eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, inibindo o desenvolvimento da inflamag¢do aguda (Garcia
Leme & Shapoval, 1975; Moraes & Garcia leme, 1982). Nessa situacdo a
aplicacdo de carragenina como estimulo inflamatério induz a elevacdo da
corticosterona plasmatica (Moraes & Garcia Leme, 1982). Nesses animais o
aumento dos teores de corticosterona no sangue reduz a adesao de
leucécitos ao endotélio vascular, a diapedese e a quimiotaxia, limitando o
acumulo de leucdécitos no foco inflamado (Farsky et al., 1995). Assim, esse
mesmo comportamento é possivel em peixes, com menor acumulo de células
no sitio inflamado devido a maior liberacdo de cortisol ou, como verificado
neste trabalho, menor Iberagdo de cortisol permite maior acimulo de células
inflamadas no siitio lesado. Ou seja, os estimulos consecutivos de captura
associados a injecdo de carragenina ndo foram suficientes para elevar a
concentracao plasmatica de cortisol. A razdo dessa falha ndo foi identificada,
mas o incremento da resposta celular no processo inflamatério foi coerente
com a diminui¢cdo dos niveis hormonais observados. Para maior clareza ver
Martins et al. (2006).

O efeito das concentracbes de cortisol sobre o metabolismo de
carboidratos nao foi bem claro, mas foi semelhante ao observado por outros
autores em outras espécies de peixes (Davis et al., 1985; Leatherland, 1987;
Tam et al., 1988; Andersen et al., 1991; Vijayan et al., 1994). De acordo
com Mommsen et al. (1999), as concentra¢gfes plasmaéaticas de glicose estdo
sujeitas a variacbes na dependéncia do padréao fisiolégico do hospedeiro. Em
peixes, quando a concentracdo de cortisol € mais alta que o normal, a
glicemia pode aumentar, diminuir ou permanecer inalterada, sendo
influenciada por varios fatores que podem mascarar alguns efeitos da
variacdo hormonal (Mommsen et al., 1999).

A inflamacéao crdnica

Quando o agente causal persiste ou por qualquer outra razdo o
processo ndo se resolve de forma répida e satisfatéria, ocorre a cronificacdo
da inflamacdo que se caracteriza pela proliferacdo de células mononucleares
(macrofagos, linfocitos e outras), tecido conectivo e vasos neoformados,
estes Ultimos necessarios para irrigar o processo em desenvolvimento. Esse
tipo de reacéo é inespecifico e ocorre nas mais variadas condicdes.

Outra forma de evolucdo é o desenvolvimento da reacédo inflamatéria
cronica granulomatosa, que € reacdo especifica e dependente do sistema
imune. Nesse caso formam-se noédulos que contem tecido conectivo
macrofagos, trombdcitos, eosinodfilos. Esse aspecto é caracteristico da
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tuberculose, nocardiose e varias doencas causadas por fungos que geram
hipersensibilidade.

Nesse ultimo caso, pode se estabelecer no 6rgdo ou tecido afetado, um
processo com determinadas caracteristicas peculiares, que dependem das
propriedades especificas do parasito e do hospedeiro, conhecido como reacao
inflamatéria granulomatosa, descrita ha mais de 100 anos por Virchow.

A inflamacdo granulomatosa € o substrato morfolégico de muitas
doencas infecciosas, sendo que em peixes € descrita na infeccdo por
flavobactérias (Klluge, 1965), na tuberculose em Pleuronectes platessa
(Timur et al., 1977a); na infec¢cdo por Edwardisiella tarda (Miyazaki & Kaige,
1985); no parasitismo por Pseudoterranova decipiens em trutas O. mykiss e
Gadus morhua (Ramakrishna & Burt, 1991); por Mycrosporidium sp na
musculatura esquelética de Trisopterus esmarkii (Puslford & Matheus, 1991);
e pela inoculacdo de BCG em O. niloticus (Matushima, 1994).

Substancias inertes também induzem o desenvolvimento de inflamacgao
cronica, ndo imune, como na injecao de silica no tecido muscular de Gadus
morthua e C. auratus que provoca lesao proliferativa, constituida por
macrofagos, linfécitos e marcada fibroplasia (Jansson & Waaler, 1967), pela
injecdo de carragenina em P. platessa (Timur et al., 1977b), pelo implante de
tecido 6sseo de desmineralizado de Anguilla anguilla em tecido muscular de
Scyliorhinus canicula (Peingnou-Deville et al., 1989); pelo implante de
laminulas de vidro no tecido subcutaneo de P. mesopotamicus (Petric et al.,
2003a).

Em mamiferos o0s granulomas induzidos experimentalmente
desenvolvem-se de forma relativamente padronizada, havendo algumas
poucas variacdes na dependéncia do agente lesivo e do estado geral do
hospedeiro. Assim, o granuloma induzido pelo Micobcaterium tuberculosis é
caracterizado por uma colecéao focal de células mononucleares circundada por
tecido conectivo constituido por fibroblastos, fibras colagenas e vasos
neoformados. Um halo de pequenas células arredondadas, incluindo
mondcitos recém-chegados e pequeno numero de linfocitos, pode ser
observado entre a camada conectiva e o foco da lesdo. Células
mononucleares grandes, com arranjo em palicada ocupando o centro da
lesdo, e que exibem citoplasma grande e nucleo com cromatina dispersa, sao
caracterizadas como células epitelioides. A porcédo central pode ser ocupada
por uma zona de necrose caseosa. A caracteristica morfolégica basica da
inflamac&o granulomatosa € a ocorréncia de células epitelioides e a deposicao
concéntrica da lesdo total (Mariano, 1995).

De acordo com os agentes que os induzem, os granulomas podem ser
divididos em duas grandes categorias: o primeiro tipo é causado por
substancias destituidas de atividade antigénica e incapazes de suscitar
resposta imune. Sao designados como granulomas tipo corpo estranho e,
embora ndo resultem de resposta imune, suas propriedades quimicas sao
capazes de gerar uma reacdo que pouco difere na evolucdo, dinamica,
duracdo, severidade e involugcdo daqueles provocados por agentes
infecciosos. O espectro da resposta varia entre quiescente e discreto, como
os induzidos por bentonita e carragenina, de um lado, e vigoroso a severo,
como os provocados por silica ou parede celular de estreptococos. A segunda
categoria de granulomas sao aqueles produzidos por agentes dotados de
propriedades antigénicas especificas. Entre eles incluem-se bactérias, fungos,
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virus, protozoarios e alguns metais como o zircénio e o berilio. Todos esses
agentes, apesar da sua diversidade, tem uma propriedade em comum que é
o fato de serem de dificil degradacdo (Mariano, 1995).

Examinando lesbes provocadas pela larva encapsulada L3 de
Pseudoterranova decipiens em trutas O. mykiss infectadas
experimentalmente, Ramakrishna & Burt (1991) descreveram inflamacdes
granulomatosas com presenca de células gigantes somente em trutas.
Células gigantes tipo corpo estranho e tipo Langhans surgiram 32 dias p6s-
infeccdo, adjacentes ao parasito, logo acima da camada de células
epitelioides, muitas das quais apresentavam dois ou mais nucleos sugerindo
que a formacdo de células gigantes se inicia com a unido de células
epitelioides.

Matushima (1994) inoculou BCG para estudar o desenvolvimento de
granuloma com propriedades antigénicas em tilapias do Nilo O. niloticus e
verificou, apos trés dias, a presenca de edema intersticial e extenso infiltrado
inflamatério predominantemente mononuclear, constituido por macréfagos,
havendo ainda escassos gigantdcitos do tipo corpo estranho. Trombdcitos
também estavam presentes. Com a evoluc¢éo da lesdo ocorreu diminuicdo dos
fendbmenos vasculares, aumento do infiltrado inflamatério com predominéancia
mononuclear. Os macréfagos e trombdcitos apresentavam distribuicdo
heterogénea. O primeiro aparecia em toda a area lesada como parte do
granuloma e no intersticio, sendo positivos para citoqueratina, fato que os
caracteriza como célula epitelioide. Os trombécitos participavam
exclusivamente do instersticio da lesdo, ndo sendo observados no granuloma.
Grumos de BCG estavam no centro da lesdo, havendo bacilos
intracitoplasmaticos. Em tempos mais tardios, observou-se maior quantidade
de gigantécitos do tipo corpo estranho, eosinéfilos e, distribuidos
aleatoriamente pela lesdo, melanomacréfagos. A capsula dos granulomas era
composta de tecido conectivo contendo fibras colagenas dos tipos | e lll.
Com o tempo os melanomacréfagos circunscreveram a lesdo sendo bem
evidenciados. Externamente a camada de células pigmentares havia
trombdcitos, linfécitos, macrofagos epitelioides, eosindfilos e fibroblastos.
Nao foram observados gigantécitos do tipo Langhans.

Em estudo com Arius sp. inoculados com BCG, Sado & Matushima
(2008) verificaram que a formacao de células gigantes a partir de macrofagos
é tempo dependente, corroborando as observacdes anteriores e que houve
uma resposta inflamatéria difusa, composta predominantemente por células
mononucleares, sem formacdo de granulomas, mas com predominio de
células gigantes.

Petric et al. (2003a) implantaram laminulas de vidro no tecido
subcutédneo de Piaractus mesopotamicus para estudar a cinética do
desenvolvimento de granuloma do tipo corpo estranho. Depois de trés dias
de implante foram colhidas, lavadas para remocdo do material ndo aderente
e coradas com hematoxilina-eosina, o que permitiu a observacdo de muitos
macrofagos aderidos a laminula e raros gigantécitos binucleados. Depois de
sete dias, havia maior niumero de macréfagos isolados e era perceptivel sua
maior organizacdo e havia predominio de células gigantes do tipo corpo
estranho. Estas possuiam o0s seus nucleos distribuidos ao acaso pelo
citoplasma, caracteristico de gigantdcitos do tipo corpo estranho (Figura 5).
Nesse tempo, além dos gigantécitos do tipo corpo estranho, estavam
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presentes outras células cujos nucleos estavam dispostos na periferia do
citoplasma conferindo aspecto de “coroa”. Essas células foram classificadas
como do tipo Langhans (Figura 5). Nas observacdes realizadas apés 14 dias,
0 numero de gigantécitos do tipo Langhans era maior que os do tipo corpo
estranho e a quantidade de macréfagos isolados havia se estabilizado.

Aos 30 dias apd6s o implante, ndo era possivel individualizar as células
gigantes, gragas a intensa proliferagdo fibroblastica formando uma capsula
constituida também por fibrdocitos, coldgeno, mononucleares e neovasos. Aos
45 dias ndo mais se observou a presenc¢a de gigantécitos, mas sim de capsula
conectiva hialina, com predominio colagenoso, reducdo do numero de vasos
neoformados e da celularidade.

A
]

Figura 5. Macroéfagos isolados, gigantocitos do tipo corpo estranho (esq.)
com s nucleos distribuidos aleatoriamente pelo citoplasma e de Langhans
(dir.) com nucleos na periferia do citoplasma formados em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutaneo. HE x1000.

O processo cicatricial

A cura das feridas inicia-se precocemente com o0 processo inflamatério
e, apos diversos fendmenos, resulta na substituicdo das células mortas ou
lesadas por células sadias.

O processo de cura envolve dois fendbmenos basicos, quais sejam o da
regeneracdo, em que as ceélulas lesadas sdo substituidas por outras do
mesmo tipo e adjacentes, e o da reparacdo, em que a substituicdo do tecido
perdido é feita por tecido conectivo, que ira constituir a cicatriz. Na maioria
das lesbes ambos os fendmenos ocorrem concomitantemente pela tentativa
de restaurar, pelo menos em parte, a continuidade morfolégica do 6rgdo ou
tecido afetado.

Quanto a sua capacidade de proliferagdo, as células do organismo séo
classificadas em labeis, estaveis e permanentes.
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As células labeis proliferam-se continuamente para substituir suas
semelhantes perdidas continuamente nos epitélios de revestimento e células
sanguineas. A perda de células epiteliais em consequéncia de lesbes é quase
que perfeitamente reconstituida pela multiplicacdo de células de reserva,
quando em ferimentos superficiais. Lesbes mais profundas como Uulceras, em
que a perda de substancia é mais drastica, requerem o preenchimento das
camadas mais profundas que foram perdidas por tecido conectivo. A medula
0ssea mantém a hematopoiese durante toda a vida e a destruicdo de células
hematopoiéticas é compensada pela producdo de novos elementos.

Apesar do baixo nivel de replicagdo das células estaveis, varios
estimulos podem produzir uma resposta rapida, com elevada taxa de mitose,
para reconstituir a perda de substéncia de um 6rgao ou tecido, com células
do mesmo tipo das que foram perdidas. Praticamente todas as células
parenquimatosas de 6rgaos glandulares como o figado, rins, pancreas, e
derivados mesenquimais e endoteliais vasculares sdo constituidos por células
estaveis.

Apesar da capacidade de regeneracdo das células labeis e estaveis,
quando a perda tecidual é extensa, envolvendo o tecido estromal que da
sustentacdo ao parénquima, ndo ocorre a reconstituicdo da estrutura normal.
Para que a substituicdo ocorra de forma adequada € necessaria a presenca do
estroma para que as células parenguimatosas possam ter uma superficie de
apoio, cujo principal componente é a membrana basal. Na sua perda, a
proliferacdo celular ocorre de forma desordenada, produzindo massas de
células morfologicamente diferentes do arranjo original.

As células do tecido conectivo como fibroblastos, condroécitos e
ostedcitos, que secretam matriz conectiva sdo quiescentes no mamifero
adulto. Entretanto, quando o organismo sofre agressdo, passam a se
proliferar, particularmente os fibroblastos. A esse grupo pertencem também o
endotélio vascular e o mdusculo liso. Quando ocorre destruicdo de um
segmento do endotélio de grandes vasos por estimulos mecanicos ou
quimicos, as células endoteliais migram para o interior da lesdo, sofrem
multiplicacdo e preenchem o defeito. Os capilares, arteriolas e vénulas,
quando danificados, formam brotos preenchendo a zona inflamada com uma
rede de neovasos.

A musculatura lisa, sob influéncia de mediadores e/ou moduladores
também sofre proliferacdo, como resposta a lesdo na parede de grandes
artérias.

O grupo das células permanentes inclui as células nervosas e da
musculatura cardiaca e esquelética estriada, que n&do fazem mitose. Em
lesBes do sistema nervoso central ocorre proliferacdo de células gliais que sao
componentes do estroma. Nos nervos periféricos a situacdo € um pouco
diferente. Quando o corpo neuronal é lesado, a estrutura inteira (neurbnio e
axbnio) sofre degeneracdo. Entretanto, quando apenas o axbnio é
comprometido, outro é formado a partir do corpo neuronal ou do segmento
proximal do préprio axénio perdido (para mais informac¢fes veja Majno &
Joris, 1996; Cotran et al., 2004).

De acordo com Moraes et al. (2003) em feridas cutaneas provocadas
experimentalmente é possivel comprovar que o processo inflamatério € um
fenbmeno sequenciado, com varios eventos, até atingir a completa
regeneracao dos tecidos lesados, quais sejam re-epitelizacdo, migracdo de
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células inflamatdrias, proliferacdo de fibroblastos, angiogénese, sintese de
colageno e remodelagado dos tecidos.

Em peixes, esse processo acontece em duas etapas: a primeira, inicial
e precoce que é a eliminacdo do tecido lesado e a re-epitelizacdo da ferida; e
a segunda, mais tardia, compreende a reorganizacdo do tecido conectivo
dérmico (Bereiter-Hahn et al., 1986). A evolucdo desse processo, todavia,
ocorre de formas distintas nos diferentes géneros de peixes. Assim, em
Cyprinus carpio, a re-epitelizacdo ocorre pela migracdo de células epiteliais,
em blocos compactos, que se movem sem perder o contato celular (lger et
al., 1988), preservando intactas suas ligacdes desmossbmicas, fagocitando
debris celulares (Phromsuthirak, 1977) e demonstrando intensa atividade
peroxidase no interior dos fagossomas (lger & Abraham, 1990). Ao contréario,
na pele de Rita rita as células epiteliais migram isoladamente até o local
lesado, perdendo o contato de seus desmossomos (Mittal & Munshi, 1974).

De acordo com Bereiter-Hahn et al. (1986), o processo de re-
epitelizacdo em teledsteos ocorre em cinco estagios: a) preenchimento da
cavidade por debris celulares e muco; b) destacamento da epiderme da
l[Amina basal, que ocorre poucos minutos apés a injaria; ¢) migracdo das
células epiteliais para a cavidade da ferida com perda do contato celular; d)
migracado convergente, vinda de diversas regides, refazendo a continuidade
celular; e) crescimento, diferenciacdo e remodelamento das células novas até
alguns dias ap6s a injuria.

Mittal & Munshi (1974) acompanharam a migracdo de células epiteliais
em R. rita. Os autores fizeram referéncia a migragcdo celular das bordas da
ferida em dire¢do ao centro recobrindo totalmente a lesdo entre quatro e seis
horas. Esse mesmo tempo de evolugdo, foi observado por Dutta & Ray
(1994), em Clarias batrachus. Em salméao do atlantico Salmo salar, Anderson
& Roberts (1975) descreveram o recobrimento da ferida apds trés horas,
similarmente ao observado por Iger e Abraham (1990), em C. carpio. Por
outro lado, Bullock et al. (1978 a, b) acompanhando a cicatrizacdo de feridas
em Pleuronectes platessa, mantidos em diferentes temperaturas, detectaram
a completa cobertura epitelial em 12 horas, a 5°C. Todos o0s autores
supracitados induziram, nos peixes, ferida cirdrgica linear que variavam de
0,2 a 1,0 cm de comprimento com profundidades de 0,2 a 0,6 cm. Moraes et
al. (2003), embora tenham usado feridas de maiores dimensdes (2,0 x 1,0
cm, representando 3% da area total de pele do peixe) em que toda a pele foi
retirada, os resultados foram semelhantes, ocorrendo em menos de 24 horas
(Moraes et al. , 2003).

Durante os estudos de Mittal & Munshi (1974) e Quilhac & Sire, (1999),
estes observaram que até a completa regeneracdo da lesdo n&o acontecia
meiose das células epiteliais e a cobertura da ferida se fazia pela expansdo do
mesmo tipo celular a partir da epiderme sadia, na area circunvizinha a lesao.
Moraes et al. (2003) confirmaram tais observagfes, pois constataram
diminuicdo da espessura da epiderme que circundava a area lesada e a sua
expansdo linear. A re-epitelizacdo rapida é importante para que ndo aconteca
desequilibrio osmadtico e/ou agressdo por parte de patdogenos oportunistas
presentes no ambiente (Bullock et al., 1978 a, b; Jauncey et al., 1985).

Nos peixes é grande o numero de células mucosas presentes na
epiderme e sua quantidade pode variar em funcdo da espécie ou do local.
Durante o0 processo cicatricial o0 numero dessas células aumenta
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progressivamente (Moraes et al., 2003). As células mucosas sdo produtoras
de muco que é rico em anticorpos, lisozima e acidos graxos de baixo peso
molecular, com atividade antimicrobiana (Noga, 1996).

Macroscopicamente as areas lesadas nao tiveram sua forma e tamanho
modificado até o décimo quarto dia, observando-se congestdo acentuada e o
recobrimento por uma substancia de cor branca, de aspecto fibrinoso (Moraes
et al., 2003). Essa coloracdo esbranquicada foi atribuida as novas células
epidermais que se desenvolveram. Nesse estagio observa-se a presenca de
tecido conectivo frouxo edemaciado, logo abaixo da epiderme e areas difusas
de hemorragia e fibrina em grande quantidade, logo abaixo da linha da
epiderme em regeneracdo (Anderson & Roberts, 1975; Iger & Abraham,
1990; Dutta & Rai, 1994). A camada de fibrina atua como substrato para a
migracao e deposicao epitelial (Dutta & Rai, 1994). Em O. niloticus, logo apés
a inducdo da lesédo, o epitélio em volta da ferida torna-se esponjoso, as
células de Malpighi migram para o foco lesado e produzem uma camada de
fibrina que recobre as miofibrilas (Jauncey et al., 1985).

Na derme de peixes, 0 processo de reparo tem inicio com a ruptura dos
capilares, ocorrendo os eventos da cascata de coagulacdo, como o aumento
da permeabilidade vascular e migracao de células inflamatorias até a regido
central e avascular da ferida. O processo continua com a proliferacdo de
fibroblastos, sintese de colageno e matriz extracelular e de células
endoteliais.

Na primeira hora apés a injuria, diferentes tipos de leucécitos migram
para o foco inflamatério. Os macréfagos sdo os principais responsaveis pelo
debridamento da ferida e chegam ao foco uma hora apds a injdria e seu
numero volta novamente a aumentar apos 48 horas (Iger & Abraham, 1990).
A atividade fagocitaria também foi descrita para eosindfilos (Ellis, 1977;
Suzuki, 1986) e para basoéfilos (Iger & Abraham, 1990). Moraes et al. (2003)
induziram feridas de maiores dimensfes em pacus e observaram o
surgimento de células inflamatérias a partir do terceiro dia, atingindo o
maximo no sétimo dia. Essas células apresentam-se dispostas em forma de
focos ou de modo difuso por toda a area dermal. Nestes infiltrados
inflamatérios predominavam inicialmente polimorfonucleares e mais tarde os
macrofagos, que foram os dois tipos celulares predominantes na leséo.

A angiogénese é maxima no sétimo dia, permanecendo intensa até o
décimo quarto dia, para entdo regredir (Moraes et al., 2003). A proliferacdo
fibroblastica comecou a ser observada no sétimo dia, estando presentes
também fibras colagenas dispostas desorganizadamente ou desalinhadas.
Aos quatorze dias, elas se mostraram em quantidade maior e mais
organizadas ou alinhadas (Moraes et al., 2003).

Gradativamente, a area ao redor da ferida vai se tornando escura pela
deposicdo de melanina, cujos granulos aparecem livres ou no interior de
macrofagos, quando observados a microscopia de luz. A melanina tem
propriedade bactericida (Ellis, 1977) e os melandcitos podem desempenhar
papel preventivo as infecgfes bacterianas apoés a injuria (Moraes et al., 2003;
Iwashita et al., 2009).

Como ultimo evento, no processo de regeneracdo dos tecidos,
constatou-se a formacdo das escamas processando-se da periferia para o
centro da lesao.
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Modelos experimentais de estudo de inflamacéo e cicatrizacao
A - Inflamagédo aguda

Matushima & Mariano (1996) desenvolveram o modelo de estudo da
inflamacdo aguda na bexiga natatoria. Em peixes, esse processo €
tradicionalmente estudado na cavidade celoméatica que apresenta certas
desvantagens como o grande conteddo de visceras do trato digestivo e
génito-urinario, que podem sofrer perfuracdes no momento de injecbes e
inoculagdes, assim como héa dificuldades de colheita de exsudato. A bexiga
natatéria oferece vantagens visto que € um dérgao cavitario, bem delimitado,
de circulacdo terminal, facil acesso para inoculacdes e colheita de exsudato.
Qualquer que seja o agente flogégeno e seu veiculo, a injecdo ou inoculacdo
deve ser aplicada, ap6s anestesia, na regidao anteromediana, um centimetro a
direita do final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha e
seringa de tuberculina esterilizada, de modo a atingir a bexiga natatéria
anterior.

Dentre os agentes utilizados como estimulo inflamatdrio, a carragenina,
um polissacarideo sulfatado extraido do musgo irlandés, € um dos mais
utilizados, particularmente quando a avaliacdo de drogas anti-inflamatérias é
um dos objetivos. A importancia desse agente flogégeno esta no fato de
provocar inflamagdo aguda multimediada, envolvendo varios mediadores
quimicos, ao contrario de quando se usa somente suas fracfes ou agentes
mais especificos. Quando o processo induzido pela carragenina sofre
cronificacdo, ocorre o acumulo de macréfagos, que tem vida média longa,
sem se transformar em outros tipos celulares como o epitelioide e o
policarionte.

Para avaliagdo do componente celular inflamatoério 6, 24 e 48 horas
depois da aplicacdo do estimulo inflamatério, os peixes devem ser
sacrificados com solugcdo de benzocaina, por aprofundamento do plano
anestésico, até perderem completamente os movimentos operculares. Em
seguida, dissecados por um corte longitudinal ventral, do anus ao opérculo;
outro do anus até a cabeca seguindo a linha lateral e um terceiro passando
pela nadadeira peitoral. Essa dissecacdo permitiu ampla visdo de todos os
orgaos. A seguir o interior da bexiga natatéria deve ser lavado com a injecao
de 0,5 mL de solucdo de PBS contendo 0,01 ml de EDTA a 5%. O mesmo
volume injetado deve ser recolhido com pipeta Pasteur e transferido para
tubos de centrifuga mantidos no gelo. Uma aliquota desse volume deve ser
transferida para camara de Newbauer para contagem das células
inflamatérias totais em microscopia de luz. Para a contagem diferencial de
trombdcitos, linfécitos, macréfagos e granuldcitos, centrifuga-se o exsudato a
1000 rpm, por cinco minutos, em centrifuga clinica. O sedimento total deve
ser retirado com pipeta Pasteur e colocado sobre lamina histolégica com uma
gota de soro da mesma espécie de peixe colhido no dia anterior. Apés
homogeneizacado foi feita a extensdo do exsudato. Deixou-se a lamina secar
em temperatura ambiente para posterior fixacdo em alcool metilico por um
minuto. Depois de secas foram coradas pancromicamente com corante May-
Grunwald-Giemsa-Wrigth (Tavares-Dias & Moraes, 2003) para posterior
contagem em microscopia de luz.
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De acordo com os estudos de Bozzo (2007), quatro horas apdés a
inoculacdo de A. hydrophila inativada, ou tioglicolato, na bexiga natatoria,
observa-se discreta hipertrofia das fibras do tecido conectivo e congestdo em
capilares da submucosa, edema e infiltracdo de células inflamatérias
mononucleares (Figura 6). Na 242 hora ap6és a inoculagdo de A. hydrophila
inativada e/ou tioglicolato constatou-se congestdo moderada, edema,
hemorragia, acentuado acumulo de células, predominantemente
mononucleares. Na tUnica interna observou-se moderada hipertrofia de fibras
de tecido conectivo da submucosa, particularmente nos grupos inoculados
com A. hydrophila. Ocorreu diminuicdo do infiltrado inflamatério na 48%, com
hipertrofia de tecido conectivo da submucosa, discreta congestao de capilares
e edema da submucosa. Essas lesdes que ocorreram na bexiga natatoria
foram semelhantes nos grupos de peixes inoculados com A. hydrophila
inativada ou tioglicolato. A injecdo de salina na bexiga natatéria induziu
alterac6es semelhantes com menor intensidade.

B - A inflamacao crénica por corpo estranho

O implante da laminula obedece a técnica desenvolvida por Petric et al.
(2003) para estudos da inflamagé&o por corpo estranho em peixes. Com 0s
peixes anestesiados e auxilio de bisturi deve ser realizada uma pequena
incisdo na regido latero-dorsal esquerda, atras do opérculo esquerdo na
altura do inicio da nadadeira dorsal. O tecido subcutdneo deve ser
divulsionado com tesoura cirdrgica e a seguir, a laminula esterilizada por
flambagem em bico de Bulsen, introduzida entre a pele e tecido muscular
subjacente. A seguir, a pele deve ser suturada com pontos simples usando-se
fio de ndilon previamente esterilizado (Figuras 7-8). Ap6és o manuseio, 0s
animais devem ser recolocados nos aquarios de origem, com fluxo continuo
de 4gua e aeracdo suplementar. Para a prevencdo de infeccbes, deve ser
feito banho de NaCl (10g/L), durante 15 minutos, repetindo este
procedimento nos dois dias seguintes com 1g de sal/L).
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Figura 6. Lesfes inflamatdrias da bexiga natatéria de P. mesopotamicus (A) sem
alteracdes. (B) congestdo vascular quatro horas apds inoculacdo de A. hydrophila, (x).
(C) edema 24 horas poés-inoculagdo de A. hydrophila (*), infiltrado mononuclear (xx).
(D) 48 horas apds injecdo de tioglicolato, congestdo de vascular (*), infiltrado
mononuclear (*+*), dissociacdo de fibras do tecido conectivo (***). Barra: 25um (foto
maior), Barra: 12,5um (foto menor) (HE). Bozzo et al. (2007).

Figura 7. Incisdo dorso lateral esquerda da tilapia e divulsionamento do
tecido do subcuténeo.
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Figura 8. Implante da laminula seguida de sutura da ferida cirargica.

Para a retirada das laminulas implantadas, os peixes devem ser
sacrificados em diferentes tempos apdés o implante previamente determinados
(dois, quatro, seis e oito dias). Apd6s a abertura do ponto cirdrgico, as
laminulas devem ser cuidadosamente retiradas com o auxilio de pinga,
lavadas com solugdo salina 0,65% para retirada de fibrina e outras células
ndo aderentes a laminula. A seguir fixar em solugdo de Bouin por cerca de um
minuto e corar com hematoxilina-eosina.

As contagens podem ser realizadas em aumento de 40x, em auxilio de
contador manual ou analisador de imagens. Estabelecer a média de contagem
de dez campos por laminula escolhidos aleatoriamente. Cada célula gigante
deve ser contada quando, no minimo 50% de sua extensdo, estiverem no
interior do campo de contagem. Para tal avaliacdo as células devem ser
classificadas de acordo com o nimero de nucleos, escolhidas ao acaso com o
microscéopio desfocado e também quanto a sua morfologia conforme o
esquema abaixo:

1) nimero de macréfagos com um nucleo;

2) numero de células gigantes com: 2 a 3 nucleos, 4 a 5 nucleos, 10 a 11
nucleos e 31 a 40 nucleos.

3) relagdo entre o numero de células de Langhans e do tipo corpo estranho,
independentemente do tratamento.

C - O processo cicatricial

O estudo da cinética do processo cicatricial também é possivel
experimentalmente. Moraes et al. (2003) utilizaram o pacu para estudar a
cinética da cicatrizacdo de feridas cutadneas. Para padronizar a extensao das
lesBes cutaneas, foi feito um molde em lamina de polietileno, medindo 15 mm
de comprimento por 10 mm de largura, que foi usado para delimitar a area de
pele a ser removida, constituida por epiderme e derme. As feridas de todos os
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peixes foram produzidas, no mesmo dia, na regido latero-dorsal direita, logo
abaixo da nadadeira dorsal e acima da linha média lateral. O fragmento de
pele demarcado pelo molde foi retirado, sendo que as feridas retangulares (15
mm x 10 mm x 0,25 mm) apresentavam area aproximada de dois
centimetros quadrados, representando aproximadamente 3% da superficie
corporal.

Em tempos pré-determinados, apo6s sacrificio dos animais por
aprofundamento do plano anestésico, a area da lesao deve ser avaliada com
auxilio de sistema analisador de imagens (Videoplan, KS100) ou outro método
disponivel, como a planimetria, por exemplo, e calculado o indice percentual
de retracdo da ferida segundo a equacéo:

ai - af
IR=——x 100
af

Onde: IR = indice de retracdo; ai = area inicial; af = area final.

A avaliacao das feridas pode ser realizada depois de 1, 3,7, 14, 21, 28 e
35 dias ap6s a injuria. A seguir, retira-se um fragmento de pele que inclua
parte da ferida, camada muscular e bordos adjacentes. O fragmento apds ser
fixado em solugcédo de formalina tamponada a 10%, ser& processado segundo
0s métodos usuais em histologia para inclusdo em parafina e obtencédo de
cortes de cinco micrbmetros de espessura. Estes devem ser corados com
hematoxilina-eosina, azul de toluidina, tricrémio de Masson e reacdo com O
acido peridédico de Schiff (PAS). O uso de corantes como o “Sirius red” para
caracterizar os tipos de colageno também é interessante. As sec¢cbes devem
ser examinadas em microscopia de luz comum e microscopia de luz polarizada
para observacdo da refringéncia das fibras colagenas.

Ap6s a descricdo morfoldégica ser realizada, a morfometria deve ser
determinada em cinco campos microscopicos de cada corte, escolhidos ao
acaso com o microscopio desfocado. As lesbes devem ser avaliadas quanto a
hiperplasia epitelial, presenca e numero de células mucosas, células
inflamatérias e neovasos, em cada tempo, para cada grupo. As contagens
podem ser realizadas em microscépio com ocular integradora Reichert PK 6,3
x nn (Austria) ou em sistema analisador de imagens.

Imunoestimulantes

Acbes que promovam a piscicultura em seus aspectos produtivos e de
bem-estar sao desejaveis. Atualmente, grandes investimentos sao
canalizados para pesquisas que tenham como objetivo viabilizar aspectos
nutricionais que atendam necessidades fisiologicas de crescimento,
manutencéo, reproducdo e sanidade dos peixes, genericamente denominada
de nutracéutica.

Nos ultimos anos, a literatura demonstra que alguns grupos de
compostos podem ser utilizados como suplementos na alimentagdo de peixes
para favorecer respostas de defesa. Tais substancias foram agrupadas como
imunoestimulantes e incluem combinac¢bes vitaminicas, tracos minerais e
derivados de vegetais ou micro-organismos efetivos na prevencdo de doencas
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(Sakai, 1999). Essas substancias podem ser ministradas aos peixes e sua
eficiéncia testada em modelos experimentais adequados para tal fim, pela a
avaliacdo de mecanismos de defesa como as variaveis inflamatérias ou
mesmo por meio de desafio com patdgenos (Siwicki et al., 1994).

Dentre tais substincias se destacam as vitaminas C e E, o cromo
trivalente, as leveduras como o Saccharomyces cerevisiae e 0s acidos graxos
essenciais Q3 e Q6. Nos ultimos anos o Grupo de Extensdo e Pesquisa em
Ictiopatologia da Universidade Estadual Paulista, Unesp-Jaboticabal, SP,
realizou véarios ensaios com essas substancias em situacdes experimentais
envolvendo a inflamacdo aguda e crbnica induzida por agentes antigénicos e
ndo antigénicos (material inerte), desafio bacteriano e o processo cicatricial. A
seguir, serdo expostos os resultados obtidos e discutidos brevemente.

A vitamina C

A - Suplementacdo alimentar com vitamina C incrementa a resposta
inflamatéria crénica induzida por corpo estranho em pacus

A maioria das espécies de peixes nao sintetiza vitamina C ou acido
ascorbico, devido a auséncia de gulonolactona oxidase, dependendo de fontes
externas para suas necessidades metabdlicas (Chatterrjee et al., 1975;
Albrektsen et al., 1988). O acido ascorbico contribui para a formacao do
tecido cartilaginoso, 6sseo e quando ha& a sua deficiéncia ocorrem
deformacdes do esqueleto, anorexia e aumento dos efeitos nocivos do
estresse (Halver, 1995). A sintese de colageno e a atividade de fibroblastos
sao dependentes de vitamina C (Mitoma & Smith, 1960).

O acido ascérbico age como antioxidante, pois o oxigénio reage com 0s
radicais ascorbil da molécula de vitamina. Devido a presenca de diversas
hidroxilas na molécula é possivel adicionar cadeias de hidrocarbonos e assim
se inserir nas membranas celulares agindo como antioxidante natural
(Loonstrom et al., 2000; Menezes et al., 2006).

A suplementacéo com vitamina C em dietas para organismos aquaticos
diminui efeitos negativos do estresse e incrementa a resposta imunoldgica
(Gill, 1991; Menezes et al., 2006; Andrade et al., 2007). Além disso,
aumenta a tolerancia dos peixes ao estresse por alta densidade de estocagem
e ao manejo zootécnico (Mazik et al., 1987; Brum, 2003).

Salmonideos alimentados com racdo suplementada com vitamina C
apresentam aumento da producdo de anticorpos e a mantém por até 17
semanas contra Ichthyophthirius multifilis (Wahli et al., 1986), Vibrio
salmonicida (Navarre & Halver, 1989) e Yersinia ruckeri, havendo neste
ultimo caso aumento da taxa de fagocitose (Verlhac et al., 1993).

Em bagres |. punctatus infectados com Edwardsiella ictaluri, tem
mortalidade nula quando a dieta esta suplementada com 3.000 a 4.000 mg
de vitamina C/kg de racdo, devido ao aumento da producédo de anticorpos e
da atividade do sistema complemento (Li & Lovell, 1985). Esse resultado néo
se repetiu posteriormente (Li et al., 1993).

Pacus P. mesopotamicus alimentados com dietas suplementadas com
vitamina C apresentam diminuicdo dos efeitos negativos do estresse e a
infestacdo por Monogenoidea Anacanthorus penilabiatus (Martins, 1998). Em
pirarucu Arapaima gigas, altas doses de vitamina contribuem para a sintese

656



Moraes & Moraes. Nutracéuticos na inflamacéo e cicatrizagdo de peixes...

de proteinas plasmatica e melhoria da capacidade respiratéria e imunoldgica
dos animais (Menezes et al., 2006) e na reducdo do estresse (Andrade et al.,
2007).

Ensaios foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito da vitamina
C sobre a resposta inflamatéria crbnica por corpo estranho em pacus P.
mesopotamicus induzida pelo implante de laminula de vidro no tecido
subcutaneo. Pacus foram entdo alimentados com racdo suplementada com
diferentes niveis de ascorbil polifosfato (ndo suplementados com 100 mg/kg;
200 mg/kg; 500 mg/kg) com 35% de atividade, durante 90 dias. Os peixes
receberam os implantes que foram avaliados ap6s 3, 7 e 14 dias. Verificou-se
que, particularmente nos peixes que receberam suplementacdo de 500
mg/kg, ocorreu incremento significativo (p<0,05) do acumulo de macréfagos
isolados e da formacao de policariontes tipo corpo estranho e tipo Langhans e
do numero de nucleos por célula (Petric et al., 2003b). A contagem de células
gigantes, independentemente de tratar-se do tipo corpo estranho ou de
Langhans e do numero de nudcleos por célula, foi significativamente maior
(p<<0,01) nos peixes tratados com 100 e 500 mg de vitamina C/kg de racao
sete dias ap6s o implante. Os animais tratados com 200 mg de vitamina C/kg
de racdo nado apresentaram diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle, ndo tratado, apods sete dias. Aos 14 dias depois do
implante, ocorreu inversdo desses valores e maior nimero de células
gigantes foi observado no grupo controle e no tratado com 100 mg de
vitamina C/kg de racdo, enquanto o menor numero foi observado no
tratamento de 200 e 500 mg de vitamina C/kg de racdo. Tendo em mente
que o maior numero de células gigantes significa que sédo células menores,
com menor nimero de nucleos, os tratamentos com 200 e 500 mg de
vitamina C/kg de ragdo podem, neste momento, ter apresentado células
gigantes com maior numero de ndcleos, tornando-se consequentemente
maiores, diminuindo assim o numero de células gigantes por area de
contagem que é limitada (10 campos em aumento 400x). Esse fato aponta
no sentido de que as maiores concentracfes de vitamina C favoreceram
maior recrutamento de macréfagos, promovendo o aumento do numero de
nucleos e do tamanho dos gigantécitos, em tempo relativamente mais curto
que o observado nos outros grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e erros padrbes (Epm) obtidos nas contagens de
células gigantes, tipo corpo estranho e Langhans, depois de 3, 7 e 14 dias do
implante da laminula em peixes tratados com diferentes concentracbes de
vitamina C.

Tempo 0 mg vit 100 mg vit 200 mg vit 500 mg
C/kg C/kg C/kg vit C/kg
(dias) Médias Epm Médias Epm Médias Epm Médias Em
3 0,72aC 0,01 0,7aB 0,02 0,72aC 0,02 0,73aC 0,01
7 1,98bB 0,19 2,74aA 0,14 2,13 bA 0,22 2,25aA 0,10
14 2,54aA 0,10 2,64aA 0,19 1,94bB 0,11 2,00bB 0,19

Médias seguidas por letras idénticas nas colunas (maidsculas) e nas linhas (minusculas)
ndo diferem entre si pela analise fatorial 3x4 com transformagdo em arc.sen Vx + 0,5.
(p<0,01).
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Na avaliacdo do numero de células gigantes com 10 ou 11 nucleos, os
animais tratados com 500 mg de vitamina C/kg de racdo apresentaram, aos
sete dias, maior numero de células desta categoria do que o0s outros
tratamentos (Tabela 5). Quatorze dias apés o implante ocorre inversao neste
parametro, indicando que nesta fase o tratamento com 500 mg de vitamina
C/kg de racdo é o que possui o menor numero destas células (10 ou 11
ndcleos). Mais uma vez segue-se 0 raciocinio de que este tratamento (500
mg de vitamina C/kg de racdo) possivelmente acelerou a formacdo de
gigantoécitos perfazendo maior niumero de nucleos ao longo do tempo. Isso
provocou diminuicdo do numero de gigantdcitos apds quatorze dias. Esse
resultado sugere que nesta fase, as células gigantes com 10 ou 11 ndcleos ja
haviam evoluido para células gigantes com maior nUmero de nucleos.

Tabela 5. Valores médios e respectivos erros padrbes (Epm) obtidos nas
contagens de células gigantes com 10 ou 11 nucleos, depois de 3, 7 e 14 dias
do implante da laminula em peixes tratados com diferentes concentracfes de
vitamina C.

Tempo 0 mg vit 100 mg vit 200 mg vit 500 mg vit
C/kg C/kg C/kg C/kg
(dias) Médias Epm Médias Epm Médias Epm Médias Epm
3 0,71aA 0 0,71aB 0 0,71 aC 0 0,71aB 0
7 0,74bA 0,02 0,76 bAB 0,02 0,76 bB 0,02 0,86aA 0,04
4 0,77A 0,02 0,83aA 0,03 0,86aA 0,03 0,76aB 0,03

Médias seguidas por letras idénticas nas colunas (maidsculas) e nas linhas (minusculas)
ndo diferem entre si pela analise fatorial 3x4 com transformagdo em arc.sen Vx + 0,5.
(p<0,01).

Na literatura que foi possivel compulsar ndo se encontrou informacao
sobre a suplementacédo alimentar com vitamina C, empregando o modelo do
implante da laminula de vidro, demonstrando o carater inédito destas
observacgbes aqui descritas em peixes. Nossos resultados apontam no sentido
de que as maiores concentrag¢des (200 e 500 mg de vitamina C/kg de racéo)
de vitamina C potenciam e aceleram o acumulo de macréfagos, promovendo
0 aumento do niumero de nucleos e do tamanho dos gigantécitos, em tempo
relativamente mais curto que o observado no grupo controle ou no grupo
suplementado com 100 mg de vitamina C/kg de racdo. Esse efeito pode
resultar da ag¢do antioxidante da vitamina ou por ter alguma caracteristica
antiestressante que contribuiria para maior efetividade da resposta (para
detalhes veja Petric et al., 2003a, b).
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B - Suplementacéo alimentar com vitamina C na inflamacé&o crénica por corpo
estranho em pacus mantidos em duas densidades de estocagem

Em novo ensaio realizado por Brum (2003) utilizando-se do mesmo
modelo experimental, os pacus foram mantidos em duas densidades de
estocagem (5kg/m?® e 20kg/m?) e a racédo suplementada ou ndo com 500 mg
ascorbil-polifosfato (AP) /kg com 35% de atividade. Os resultados
demonstraram que peixes que receberam dieta suplementada e foram
mantidos em 5Kg/m?® apresentaram maiores acumulos de macréfagos e
formacdo de células gigantes. Esta resposta foi parcialmente inibida quando
peixes que nao receberam dieta suplementada foram mantidos na densidade
de 20Kg/m?. Nessa densidade, quando alimentados com a dieta contendo a
vitamina C, a resposta foi semelhante a observada no grupo controle
(Tabelas 6-8).

Os suplementados na densidade de 20kg/m?® apresentaram menor
concentracdo de cortisol plasmético se comparado ao grupo mantido na
mesma densidade nédo suplementado (Tabela 9). Nao houve diferenca entre
0s grupos quanto a glicemia que se manteve em niveis basais.

Tabela 6. Numero médio e desvio padrdo de macrofagos isolados em
laminulas implantadas no tecido subcutdneo de pacus P. mesopotamicus nao
suplementados (Sem vit. C) e suplementados com 500 mg vitamina C/kg
(Com vit. C) na racéo, mantidos em 5 kg/m?* ou 20 kg/m?, avaliadas 3, 6 e 12
dias depois.

Dias 3 6 12

5 kg/m? 7,9 + 14,258Aa 1860,6 +799,89Bb 2582,4+300,57Bb
20 kg/m*® 10,3 = 7,22Aa 3349+ 768,74Bb 1467,1+427,39Cb
5 kg/m? 276,4+£53,74Ab 1605,7+145,56Bb 3295,6+605,67Ca
20 kg/m® 0 Ba 603+232,3Ba 3097,3+513,67Aa

Letras mailsculas referem-se aos diferentes periodos de avaliagcdo; minusculas a relagao
entre os tratamentos dentro de cada momento de avaliacdo; teste de Tukey (p<0,05).

Sem vit. C

Com vit. C
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Tabela 7. Valores médios e desvio padrao do numero de gigantécitos com 2
a 5 e 6 a 10 nucleos em laminulas implantadas no tecido subcutidneo em
pacus P. mesopotamicus com dieta ndo suplementada ou suplementada com
500 mg vitamina C/kg, mantidos em 5 kg/m?® ou 20 kg/m?® e avaliadas trés,
seis e doze dias depois.

Dois a cinco nucleos

Dias 3 6 12

5 kg/m® 0,1+0,13Ba  120,7+64,12Ba  391,9+76,39Ab

Sem vit. C 20 g/m®  0,7%0,43Aa 178,9+2,05Ba 277,3%+121,86Bb
5 kg/m? 9,6+3,28Ba 163,3+56,55Ba 948,7+133,95Aa
_ 20 kg/m? 0,0Aa 22,9+ 14,64Aa 162,3 £ 27,46Ab
Com vit. C . .
Seis a 10 nucleos
dias 3 6 12
: 5 kg/m3 0,0Aa 4,4+2,32Ba 4,0+1,95Ba
Sem vit. C
20 kg/m3 0,0Aa 8,1+2,05Bb 18,6+11,34Bb
c + c 5kg/m3 0,6+0,34Ba 1,6+0,94Ba 13,0+3,09Ab
om vit. 20 kg/m3 0,0Ba 1,4+0,27Ba 10,6+3,23Ab

As letras mailsculas referem-se a analise dos tratamentos entre os diferentes periodos
de avaliagcdo; minusculas referem-se a relacdo entre os tratamentos dentro de cada
momento de avaliagdo. Teste de Tukey, p<0,05.

Tabela 8. Valores médios e erro padrao do numero de células de Langhans,
independentemente do numero de nucleos, em laminulas implantadas no
tecido subcutdneo de pacus P. mesopotamicus ndo suplementados e
suplementados com 500 mg vitamina C/kg de ragdo, mantidos em 5 kg/m?
ou 20 kg/m?® e avaliadas 3, 6 e 12 dias depois.

Dias 3 6 12
Sem vitamina C 5 kg/m?3 0,0Aa 0,0Aa 3,4 +1,83Ba
20 kg/m? 0,0Aa 0,0Aa 1,9 + 1,28Ab
Com vitamina C 5 kg/m?3 0,0Aa 0,0Aa 7,9 +£1,74Ba
20 kg/m?* 0,0Aa 0,0Aa 0,7 + 0,66Ab

As letras mailsculas referem-se a analise dos tratamentos entre os diferentes periodos
de avaliacdo e as minusculas referem-se a relagdo entre os tratamentos dentro de cada
momento de avaliagéo (p<0,05).
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Tabela 9. Valores médios e erro padrao dos teores de cortisol plasmatico de
pacus Piaractus mesopotamicus nao suplementados e suplementados com
500 mg vitamina C/kg de racdo, mantidos em 5 kg/m® ou 20 kg/m?3,
avaliados trés, seis e doze dias depois

Dias 3 6 12

5 kg/m?3 9,32+0662 Aa 7,30%+0,922Aa 6,20+0,948Aa
20 kg/m*®* 9,12+0,585Aa 5,80+,580Ba 10,74+,854Ab
Comyvit.C 5 kg/m3 6,72+0,604Aa 8,96+0,635Aa 6,59+1,146Aa
20 kg/m*® 8,39+1,062Aa 7,73%+0,693Aa 6,49+0,399Aa

Sem vit. C

As letras mailsculas referem-se a analise dos tratamentos entre os diferentes dias de
avaliacdo; minudsculas referem-se a relagdo entre os tratamentos dentro de cada
momento de avaliagdo. Teste de Tukey (p<0,05).

Nos peixes suplementados mantidos na densidade de 5 kg/m?, ocorreu
maior formacdo de células de Langhans, em relagdo aos mantidos em 20
kg/m? e suplementados. E possivel que a suplementacdo tenha contribuido,
pelo menos em parte, para o incremento da resposta dos macréfagos como
consequéncia dos niveis circulantes mais baixos de cortisol. No grupo
suplementado mantido em 5 kg/m?3, houve maior acimulo de macréfagos
policariontes em menor tempo, corroborando os resultados de Petric et al.
(2003b).

O controle do desenvolvimento da reacédo inflamatdria em ratos esta
intimamente relacionado as acgbes farmacologicas de corticosteroides
endégenos (Moraes & Garcia-Leme, 1982), pelo bloqueio da atividade da
fosfolipase A2, inibindo a sintese de eicosanoides e do fator ativador de
plaquetas (Flower, 1986), a liberacdo de interleucina-1 (Dinarello, 1984) e a
adesdo de leucécitos ao endotélio vascular inibindo sua migracdo (Flower,
1986). Os resultados deste ensaio sugerem que nos peixes mantidos na
densidade mais elevada e néo suplementados, esse fendmeno aconteceu,
gracas as relacfes entre niveis mais altos de cortisol com menor formacdo de
gigantdcitos. Nos peixes suplementados mantidos na densidade de 20 kg/m?
a concentracao plasmaética de cortisol foi menor, favorecendo, pelo menos em
parte, o acumulo de macréfagos na laminula.

Os resultados obtidos sugerem beneficios da suplementacdo alimentar
com ascorbil polifosfato sobre a atividade de macrofagos, pois favoreceu o
seu acumulo na laminula e a formacdo do macréfagos policariontes, no
modelo experimental empregado. Além de atuar como antioxidante,
preservando as membranas de leucécitos, a suplementacdo diminuiu a
liberacdo de cortisol em peixes mantidos na densidade de 20 kg/m3,
indicando efeito antiestressante. Acrescente-se que o bom nivel de atividade
do sistema complemento e da lisozima estdo -correlacionadas com a
concentracao de vitamina C nos tecidos (Chen et al., 2004). Assim o ascorbil
polifosfato pode ser indicado na concentracdo de 450 mg/kg para uso
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estratégico como agente profilatico, reduzindo os efeitos nocivos do estresse
de manejo na piscicultura (Brum, 2003).

C - Suplementacao alimentar com vitamina C favorece o fendmeno cicatricial

O processo de cicatrizacdo em peixes consiste na eliminagdo do tecido
lesado, re-epitelizacdo da ferida e reorganizacdo do tecido conectivo dérmico
(Bereiter-Hahn et al., 1986). O processo de re-epitelizacdo em teledsteos
ocorre, inicialmente, pelo preenchimento da cavidade por debris celulares e
muco, segue-se a migracdo das células epiteliais com perda do contato
celular. A migracdo convergente oriunda de diferentes dire¢cbes refaz a
continuidade epitelial e ocorre o crescimento, a diferenciacdo e o
remodelamento da massa de células (Bereiter-Hahn et al., 1986).

Na derme o processo de reparo inicia-se com a ruptura dos capilares
desencadeando a hemostasia; segue-se 0 aumento da permeabilidade
vascular e a migracao de células inflamatoérias até a regido central avascular
da ferida. Sobrevém a proliferacdo de fibroblastos que sintetizam colageno e
matriz extracelular e a multiplicacdo de células endoteliais. Os granulécitos
chegam ao sitio lesado e, mais tardiamente, os mononucleares. A funcdo dos
neutréfilos é a fagocitose de debris celulares, corpos estranhos e micro-
organismos, e os macro6fagos sao responsaveis pelo debridamento (lger &
Abraham, 1990).

A sintese de colageno é dependente da atividade de fibroblastos e a
vitamina C tem papel importante na maturacdo destas células (Mitoma &
Smith, 1960). Além disso, a vitamina C favorece o acumulo de macréfagos e
a formacéo de gigantdcitos policariontes em laminulas de vidro implantadas
no tecido subcutaneo de pacus (Petric et al., 2003b; Brum, 2003). Esses
fatos indicam que o acido ascorbico contribui para maior eficiéncia dos
mecanismos de defesa do hospedeiro.

Moraes et al. (2003) estudaram comparativamente a evolucdo do
processo cicatricial em lesdes cutaneas induzidas cirurgicamente em pacus P.
mesopotamicus, jovens, alimentados com racdo suplementada com 100, 200
e 500 mg/kg de &cido ascorbico estabelecendo-se a caracterizacao
morfologica e a avaliacdo morfométrica nas diferentes fases. As feridas foram
produzidas em forma retangular (15 mm x 10 mm x 0,25 mm), com area
aproximada de dois centimetros quadrados, correspondendo a trés por cento
da area total da superficie corporal. A avaliacdo das feridas foi realizada
depois de 1, 3, 7, 14 e 21, 28 e 35 dias da injuria, em seis peixes de cada
grupo.

Macroscopicamente as areas lesadas nao tiveram sua forma e tamanho
modificados até o décimo quarto dia. Porém, aos trinta e cinco dias, as
dimensfes da ferida apresentaram relagdo entre a concentracdo de vitamina
presente na racdo e a reducdo da area lesada. A formacdo das escamas
acompanhou a evolugdo de todo o processo, demonstrando relacdo direta
entre o tamanho da area ocupada pelas escamas formadas e a quantidade de
vitamina C na racdo. A comparacao entre 0s grupos evidencia esse fato, pois
a area recoberta por escamas aumentou de acordo com a concentracdo de
acido ascorbico na ragédo (Figura 9).
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Figura 9. Aspecto macroscopico das feridas trinta e cinco dias apos a
inducdo. (A) grupo controle; (B) grupo tratado com 100 mg de vitamina/kg
de racédo; (C) grupo tratado com 200 mg de vitamina/kg de racdo; (D) grupo
tratado com 500 mg de vitamina/kg. Observar a proporcionalidade entre a
concentracdo de vitamina oferecida e reducdo da éarea (setas) da ferida.
Moraes et al. (2003).

Microscopicamente notou-se tecido conectivo frouxo edemaciado,
malhas de fibrina e hemorragia. O edema verificado foi consequéncia do
aumento de permeabilidade vascular, caracteristico da fase aguda da
inflamacgéo, que tem por funcdo diluir toxinas ou agentes agressores. A
presenca de fibrina abaixo da epiderme em regeneragédo sugere que tenha a
funcdo de substrato de apoio para a migracdo e deposicdo de células
epiteliais e/ou inflamatérias que tém participacdo ativa no fenbmeno de
cicatrizagdo (Figura 10). Esses achados sdo semelhantes ao descrito por
outros autores (Anderson & Roberts, 1975; Jauncey et al., 1985; Iger &
Abraham, 1990; Dutta & Rai, 1994).
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Figura 10. Microscopia das lesBes apo6s 14 dias. Em A controle, em B 100 mg
de vitamina/kg; C 200 mg de vitamina/kg; D 500 mg de vitamina/kg. As
fibras colagenas (Fc) ndo estavam alinhadas no grupo controle (A); alinhadas
no grupo de 100mg, apenas na derme superficial (B), e totalmente alinhadas
nos grupos com (200mg e 500mg (C e D). Em A e B o tecido conectivo
apresenta-se mais edemaciado. HE. 455x. Moraes et al.(2003).

Neste trabalho, a infiltracdo de células inflamatérias foi notada a partir

do terceiro dia, atingindo o maximo no sétimo dia (Tabela 10). Inicialmente
predominavam os granulécitos e, apés o terceiro dia, os mononucleares, em
particular macréfagos. O acido ascérbico parece nao ter interferido nesse
fenbmeno, embora favoreca o acumulo de macréfagos em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutdneo da mesma espécie de peixe (Petric et al.,
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2003b). Talvez o modelo de estudo da cicatrizacdo ndo seja adequado para
evidenciar tal fato.

Tabela 10. Numero de células inflamatérias presentes em um milimetro
quadrado de epiderme apos os diferentes tempos (dias) de observacao.
Grupo C (controle), grupo C1 (100 mg de vitamina/kg de racéo), grupo C2
(200 mg de vitamina/kg de racdo) e grupo C5 (500 mg de vitamina/kg de
racao). (n=7).

Dias C C1 Cc2 C3

1 Oa Oa Oa Oa

3 557a 355a 538a 538a

7 1279b 1942a 1498b 1288b
14 673ab 519b 855a 548b
21 1250a 259b 336b 154b
28 250a 240a 326a 144a
35 394a 269ab 144b 134b

Em cada linha, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

As avaliagbes demonstraram que a reepitelizagcdo aconteceu de forma
homogénea, sem diferengca entre os grupos, completando-se em menos de
24 horas. Nesse fenbmeno ndo ocorre meiose de células epiteliais e a
cobertura da ferida se faz pela expansao das células vizinhas da epiderme
sadia (Mittal & Munshi, 1974; Quilhac & Sire, 1999). Essa rapida
reepitelizacdo é importante para evitar desequilibrio osmético e/ou agressao
por patdégenos oportunistas.

A quantidade de células mucosas (Tabela 11) presentes a partir das
primeiras vinte e quatro horas aumentou progressivamente € 0s grupos que
receberam racdo suplementada com vitamina C, apresentaram aumento
significativamente mais rapido dessas células. Esse aumento pode ter papel
relevante, visto que o muco produzido pela maior quantidade de células é
rico em lisozimas e anticorpos, 0s quais combatem os agentes patdégenos
eventualmente presentes (Noga, 1996).
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Tabela 11. NUmero médio de células mucosas presentes em um milimetro
quadrado de epiderme nos diferentes dias de observacdo. Grupo CO
(controle), grupo C1 (100 mg de vitamina/kg de racdo), grupo C2 (200 mg
de vitamina/kg de racdo) e grupo C5 (500 mg de vitamina/kg de racgao).

(n=7).

Dias CO C1l Cc2 C5
1 Oa Oa Oa Oa
3 6a 7a 12a 20a
7 17a 12a 29a 22a
14 1l4c 44ab 57a 34b
21 39b 76a 66a 65a
28 64a 67a 53a 54a
35 43b 8la 67a 81la

Em cada linha, médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo
teste de Tukey, p<0,05.

A angiogénese foi maxima no sétimo dia e diminuiu a partir do décimo
quarto dia, até se tornar ausente no trigésimo quinto dia (Tabela 12). Os
resultados sugerem que, em relacdo a evolugcdo da angiogénese, 0s grupos
suplementados com 100 e 200 mg de vitamina C/kg de racdo estariam em
posicdo intermediaria entre controle e C5 (500mg). Entdo esses resultados
apontam no sentido de que a suplementacdo com vitamina C acelerou a
angiogénese favorecendo a evolucdo do processo cicatricial, seguindo uma
relacdo de dose e efeito.

Tabela 12. Numero médio de neovasos presentes em um milimetro
quadrado de epiderme nos diferentes dias de observacdo. Grupo CO
(controle), grupo C1 (100 mg de vitamina/kg de racdo), grupo C2 (200 mg
de vitamina/kg de racdo) e grupo C5 (500 mg de vitamina/kg de racgao).
(n=7).

Dias C C1 c2 C5
1 Oa Oa Oa Oa
3 Oa 19a 19a Oa
7 240a 230a 173b 134b

14 144a 86b 95b 86b
21 86a 58a 48a 48a
28 29a 10a 10a 10a
35 Oa Oa Oa Oa

Em cada linha, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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A proliferacdo fibroblastica comecou a ser observada no sétimo dia, e
foi mais intensa no grupo C5 (500mg de vitamina C/kg). As fibras colagenas
estavam presentes, mas de forma desorganizada. Aos quatorze dias, elas se
mostraram em quantidade maior e mais organizadas. Foi possivel observar
que sua proporcao foi menor no grupo controle, embora o numero de
fibroblastos ndo aparentasse diferenca. Tais fatos sugerem a influéncia da
vitamina C no incremento da producédo de coldgeno, mas n&o na proliferacdo
de fibroblastos. A partir do décimo quarto dia, havia maior producdo e
alinhamento das fibras coldgenas de forma diferenciada entre os grupos,
evidenciando que maiores quantidades de vitamina C na rag¢do propiciaram
maior rapidez e eficiéncia no reparo das lesfes.

Os resultados, tomados em conjunto, demonstram que as
caracteristicas morfoldgicas diferiram entre os peixes alimentados com os
diferentes tipos de racdo. Nos que receberam a dieta suplementada com
vitamina C a cicatrizacdo apresentou cinética mais intensa, acelerando
proliferacdo de células mucosas, o acumulo de colageno, a remodelacdo
tecidual e a formacdo de escamas, levando a reducdo proporcional da area
lesada, seguindo a relacdo de dose e efeito. Todavia, ndo interferiu no
processo de re-epitelizagdo. Pelo menos em parte, esses fatos podem resultar
do maior acumulo de células inflamatérias na fase de demolicdo, como na
maior atividade de fibroblastos que condiciona a producdo de colageno e
organizacdo do novo tecido que ira constituir a cicatriz. Entdo a vitamina C
proporciona efeitos diretos sobre os constituintes do tecido conectivo como
na producdo de colageno, assim como proporciona incremento do patamar
homeostatico com melhora de varias respostas de defesa.

Vitamina E

A - Suplementacao alimentar com vitamina E na inflamacdo crénica por corpo
estranho em pacus mantidos em duas densidades de estocagem

A vitamina E atua como antioxidante de membranas bioldgicas e a sua
deficiéncia associada ou ndo a de acidos graxos insaturados esta relacionada
ao aumento da peroxidagao lipidica (Smith, 1979; Blazer & Wolke, 1983;
Moccia et al., 1984; Wada et al., 1989, 1991).

A deficiéncia de vitamina E reduz a quantidade de macréfagos
peritoniais no bagre do canal e a atividade de linfécitos T e B em trutas arco-
iris (Blazer & Wolke, 1983). Essa mesma espécie alimentada com racao
suplementada com vitamina E apresenta aumento do titulo de anticorpos
contra Yersinia ruckeri (Ndoye et al., 1990; Verlhac et al., 1993). Ortufio et
al. (2001) demonstraram que Sparus aurata, alimentados com racao
suplementada com vitamina E, exibiram aumento das atividades fagocitica e
do sistema complemento.

Neste ensaio in vivo de Belo et al. (2005) foi investigado o efeito da
vitamina E e de diferentes densidades de estocagem (5 kg/m?® e 20 kg/m?®)
sobre o acumulo de macréfagos e formacdo de gigantécitos policariontes em
laminulas de vidro implantadas no tecido subcutdneo de pacus Piaractus
mesopotamicus mantidos.

Os peixes foram alimentados com racdo contendo diferentes niveis de
DL-a-acetato de tocoferila, sendo zero (dieta basal), 100 e 450 mg de
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vitamina E/kg de racdo, durante 20 semanas a 2% da massa corporal. Apés
esse periodo as laminulas foram implantadas no tecido subcutédneo e
avaliadas ap6s 2, 7 e 15 dias depois (Petric et al., 2003a).

Peixes alimentados com racdo suplementada com 450 mg de vitamina
E/kg apresentaram aumento no acumulo de macréfagos mononucleares,
células gigantes do tipo corpo estranho e do tipo Langhans (Figura 11).
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Figura 11. Numero de gigantécitos de Langhans contados em laminulas de
vidro retiradas de pacus alimentados com racao suplementada com 0, 100 e
450 mg de vitamina E/kg de racdo e mantidos em baixa (LD) ou alta (HD)
densidade. Média * desvio padrdo. Teste de Tukey, p<0,05. Comparacado
entre tratamentos letras mailsculas para comparacdo e letras mindsculas
entre cada tempo de analise.

A cinética do acumulo de macréfagos e a formacdo de gigantdcitos
policariontes sofreu interferéncia da suplementacao alimentar, desde que o0s
peixes nado suplementados e mantidos em alta densidade apresentaram
menor quantidade de células aderentes as laminulas e mais alta concentracao
de cortisol plasmatico.

Por outro lado, peixes que receberam dieta suplementada com 450 mg
de vitamina E n&o apresentaram diferenca em relacdo as concentracdes de
cortisol plasmatico relacionadas as densidades de estocagem. O efeito da
concentracao de cortisol sobre o metabolismo de carboidratos, avaliado pela
glicemia ndo foi claro, pois ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 12).
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Figura 12. Concentracfes plasmaticas de cortisol (A) e glicemia (B) em
pacus que receberam suplementacdo com 0O, 100 e 450 de vitamina E foram
mantidos em alta e baixa densidade de estocagem (HD e LD). Os dados sao
representados por média = desvio padrdo. Nivel de significAncia estatistica
(p<0,05) entre os tratamentos estdo indicados por letras maidsculas (para
comparacao entre diferentes dias de experimento), as minusculas entre cada
dia de analise. (n=7). Teste de Tukey.

Os resultados sugerem que nas condicbes deste ensaio, a racado
suplementada com vitamina E contribuiu, pelo menos em parte, para o
acumulo de macréfagos e com o incremento da formacdo de gigantécitos
policariontes na lesdo inflamatdria crénica por corpo estranho. Esse efeito
pode ser decorrente da reducdo da menor liberacdo de cortisol enddégeno
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diminuindo a imunosupressao e favorecendo a resposta dos macréfagos (para
detalhes ver Belo et al., 2005).

Figura 13. Aspecto microscopico das células presentes nas laminulas
implantadas por trés dias em A onde ha macrofagos isolados e pequenos
policariontes (esquerda) e gigantdcitos tipo corpo estranho e de Langhans
apo6s 15 dias de implante (direita). Belo et al. (2005).

B - Suplementagdo alimentar com vitamina E na evolucdo do processo
cicatricial

Dando continuidade as investiga¢gfes sobre os efeitos nutracéuticos da
vitamina E este trabalho teve como objetivo avaliar as consequéncias da
suplementacdo alimentar com vitamina E sobre a cinética da evolucdo do
processo de reparo de feridas cutaneas de tilapias do Nilo jovens (lwashita et
al., 2009).

Apoés aclimatagdo, em nove aquarios os peixes receberam racéo livre
de vitamina E, e em outros nove aquarios, a dieta foi suplementada com 450
mg de vitamina E/kg de racdo, misturada, peletizada, e estocada em sacos
plasticos escuros, a 4 °C negativos. Apos 60 dias de alimentacdo as feridas
cutaneas foram induzidas cirurgicamente de acordo com Moraes et al. (2003)
e amostras de tecido das margens das les6es foram colhidas depois de 1, 3,
7,14, 21 e 28 dias.

O célculo da area de lesdo foi realizado por planimetria e a
porcentagem de regressdo da area lesada dada pelo indice calculado pela
equacado IR = (Al x AF / AF) x 100, onde indice de retracdo (IR); Al — &rea
inicial (Al); AF — &rea final.

Parte das amostras de tecido colhidas para exame microscépico foi
fixada em solucdo de Bouin e submetida as técnicas de rotina para incluséo
em parafina. Outra foi fixada em formalina a 10%, e estocada por sete dias
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em PBS. A seguir, foi desidratada em séries crescentes de alcool e imersa em
resina. Os blocos de resina e parafina foram cortados na espessura de dois a
cinco micrometros, corados com hematoxilina-eosina acrescida de acido
periédico de Schiff (PAS), reacao de sirius red (Junqueira et al., 1982) e azul
de toluidina a 1% (Hopwood, 1990; Santos & Oliveira, 2007).

Os cortes histoldgicos foram examinados em microscopia de luz para
histomorfometria de células mucosas (MC), cromatéforos (CRM),
neovascularizacdo (NEO), células inflamatorias (Cl), fibroblastos (FB),
colageno (CG) e escamas (ESC). Foram considerados cinco campos por corte
de cinco camadas representadas em replicatas para cada um de cinco tempos
de avaliacdo, e quatro tratamentos. A histomorfometria foi realizada na
derme e os resultados submetidos a analise de variancia (ANOVA), aplicando
o0 teste F (p<0.01) entre tratamentos. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (SAS program version 9.1).

Pela avaliacdo macroscopica verificou-se que no grupo controle (nédo
suplementado) as feridas mantiveram o formato retangular original durante
todo o periodo de observacdo. No grupo que recebeu racdo suplementada,
apo6s 28 dias as feridas eram elipticas ou ovais. A coloragédo variou de rosada
no inicio do ensaio a acinzentada no periodo final.

O indice de retracdo das feridas apresentou diferenca estatistica
(p<0.01) sendo maior nos grupo alimentado com dieta suplementada (Tabela
13).

O numero de células inflamatérias presentes na area de feridas que
acelerou a fase de demolicdo, bem como do maior numero de células
mucosas, cromatoéforos e fibras coldgenas como expresso nas Tabelas 14
el5. Os resultados indicam que o0s peixes que receberam dieta suplementada
com vitamina E apresentaram incremento de sua capacidade de cura das
feridas.

Tabela 13. Comparacdo da area de ferida (cm?) de tilapias do Nilo entre o
grupo controle e o alimentado com dieta suplementada com vitamina E,
durante a evolugdo do processo cicatricial.

Tempo
Variave Tratmento
3 7 14 21 28

Controle 2.29 2.16 1.83 1.73 1.69

Area
Vitamina E 2.40° 1.95° 1.56° 1.38° 1.27°

(cm?)
Geral 2.35" 2.05° 1.70% 1.56° 1.46°
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Tabela 14. Comparacdo entre as contagens de células mucosas (MC),
cromatoéforos (CRM), neovascularizacdo (NEO), células inflamatorias (IC) e
escamas (ESC) na pele de tilapias do Nilo, entre o grupo controle e o
alimentado com racéo suplementada durante a cicatrizacao.

Tempo
Variavel Grupos
3 7 14 21 28
Controle 1877 271%™ 3.32% 4.06°° 5.22h8
MC
Vit. E 167% 28777  355% 4.9 413
Control 2122  286™ 376 8.76™ 6.17°°
CRM
Vit. E 2128 38207 438% 6.348P 6.79"°
Control 263®  3.10%®° 325" 2.86% 2.64P?
NEO
Vit. E 351%  3.68M 3.08% 2.61P¢ 2.27%
Control 209" 261% 2.79" 2.27% 2.07%°
IC
Vit. E 329"  253% 2.695° 1.87%° 242
Control 1.03 1.08 1.08 1.07 1.00
ESC
Vit. E 1.01 1.07 1.03 1.03 1.00

Tabela 15. Porcentagem de fibras colagenas na ferida da pele de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, no grupo controle e no alimentado com dieta
suplementada com vitamina E, durante a evolucdo do processo cicatricial.

Fibras colagenas (%0)
Dias
Organizado N&o organizado
Controle Vitamina E Controle Vitamina E

3 8.5 10.8 925 89.2

7 14.5 125 62.5 77.5

14 21.33 28.66 78.66 71.33
21 22.75 29.57 77.25 70.43
28 27.8 46.16 72.2 53.83
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A re-epitelializacdo foi evidente trés dias apds a injuria corroborando os
resultados de Moraes et al. (2003) em pacus e de Wahli et al. (1986) em
trutas arco-iris Onchorhyncus mykiss alimentadas com dieta suplementada
com vitamina C, e nao diferiu do grupo que n&o recebeu a dieta
suplementada, fato que ocorreu também neste ensaio. Essa re-epitelializacdo
precoce é relevante, pois providencia barreiras e impede a exposi¢cdo do
tecido subepitelial a infeccBes oportunistas e desbalanco osmostico (Moraes
et al., 2003; Roubal, 1986; Bullock, 1978a, b).

A maior proliferacdo de células mucosas nos peixes que receberam a
alimentacao suplementada com vitamina E, também favorece os mecanismos
de cura, uma vez que o0 muco é rico em lisozima, anticorpos e acidos graxos
de baixo peso molecular de importancia como atributos de defesa contra
agentes patdgenos (Noga, 1996).

A marcante presenca de cromatoforos nos peixes alimentados com
dieta suplementada tem importdncia do ponto de vista da resposta
inflamatéria (Angius & Roberts, 2003). O aumento do pigmento pode estar
relacionado com a dieta suplementada com vitamina E, como também
verificado por Belo (2006) em lesdes crdnicas induzidas por corpo estranho
associado ao Mycobacterium marinum. Nas reac¢fes enzimaticas para a
producdo de melanina, possivelmente haveria alguma substancia com acao
bactericida auxiliando no combate a presenca eventual de agentes
microbianos

A perfusdo sanguinea adequada é essencial a cura de feridas por
carrear oxigénio e nutrientes necessarios para que 0S processos Vvitais
ocorram. Assim a neovascularizagdo mais acentuada nos peixes que
receberam dieta suplementada tem relevancia no processo, como verificado
por Moraes et al. (2003) e Anderson & Roberts (1975) em relacdo a vitamina
C na cura de feridas cutaneas. Com base nesses fatos, as vitaminas E e C
ministradas isoladamente, aceleram e favorecem a agiogénese na area
lesada.

A porcentagem de fibras colagenas organizadas em arranjo paralelo a
superficie cutanea foi maior no grupo que recebeu a suplementacao.

No terceiro dia a quantidade de células inflamatérias (x = 3,29) e
neoformacdo vascular (x = 3,68) foram méaximas para o0s peixes do grupo
suplementado com a vitamina E, quando comparando com o0 grupo controle.
O tecido conectivo frouxo da derme apresentou dissociacdo das fibras
colagenas, evidenciando sinais de edema em ambos o0s grupos, mais
pronunciada no grupo controle.

No sétimo dia o grupo alimentado com dieta suplementada apresentou
organizacdo epidérmica e dérmica mais evidente que no grupo controle.
Neste grupo, identificou-se maior quantidade de células mucosas (CM) e de
fibras de colageno paralelas a camada basal. Epiderme hiperplasica foi
observada somente no grupo controle demonstrando que a hipovitaminose E
incrementou a hiperplasia destas células. Fibroblastos e fibras colagenas
foram observados nas lesbes em todos os grupos em todos os tempos
(Figura 14).

No 14° dia a quantidade de células inflamatérias (Cl) para os peixes
que receberam racao néo suplementada foi maxima (x = 2,79). A hiperplasia
epidérmica e dérmica mostrou-se evidente. As fibras colagenas do grupo
controle ainda mantiveram configuracdo desorganizada enquanto que as
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fibras do grupo suplementado apresentaram disposicdo paralela em relacéo a
camada basal (Figura 14).

No 21° dia a quantidade de células mucosas foi maxima no grupo com
dieta suplementada com a vitamina (x = 4,92). Na derme, constatou-se
alinhamento das fibras colagenas no grupo suplementado. A quantidade de
cromatoéforos atingiu sua quantidade maxima para o grupo controle neste
estagio (x = 8,76) (Figura 14).

No 28° dia a quantidade de CM foi maxima no grupo controle (x =
6,79), bem como a contagem de cromatdéforos (CRM), que foi maxima para o
grupo alimentado com dieta suplementada neste estagio (x = 5,22) (Figura
14).

Na avaliacdo das médias dos valores de células mucosas, foi observada
diferenca significativa (p<0,01) entre as médias nos 21° e 28° dias, na
interacdo do tratamento com tempo. A contagem geral de cromatoforos
diferiu estatisticamente entre os grupos controle e suplementados entre as
médias nos dias 7, 14, 21 e 28, sendo maiores os valores para o grupo
suplementado nos 3°, 14° e 28° dias.

Os resultados de histomorfometria mostraram que a formacgédo de
neovasos (NEO), apresentou interacdo entre os tratamentos e demonstraram
diferenca estatistica entre eles (p<0,01). As médias da contagem de NEO
diferiram entre os tratamentos dos dias trés e sete, onde os valores obtidos
para 0o numero de neovasos foram maiores no grupo suplementado.
Analisando-se as médias gerais obtidas da contagem de células inflamatoérias
(Cl), foi observada diferenca significativa entre o0s tratamentos,
demonstrando que a suplementacédo vitaminica favoreceu a migracdo de
células inflamatérias para o foco da lesdo, nos 3°, 21° e 28° dias de coleta.
N&o foram observadas diferencas significativas para a contagem de escamas
(ESC).

Os resultados mostraram que em todos os tempos de observacdo, a
organizacdo das fibras coladgenas foi maior no grupo que recebeu dieta
suplementada, demonstrando que o paralelismo das fibras é diretamente
proporcional ao grau de organizacao.
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Figura 14. Fotomicrografia de pele de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
no 7°, 14°, 21° e 28° dias apos a inducdo das lesdes. Grupo controle (C),
Grupo Suplementado (S) com 450 mg de vitamina E.kg™ de rac&o. Célula
mucosa (seta), Células inflamatérias (Cl), Cromatéforo (Cr). Azul de
toluidina. Escala = 100 pm. Iwashita et al. (2009).

Os resultados apresentados sugerem que a vitamina E tem efeitos
benéficos na producdo de colageno, contribuindo para o processo de cura.
Além disso, a vitamina E diminui a reabsor¢cdo de matriz 6ssea e estimula a

675



Moraes & Moraes. Nutracéuticos na inflamacéo e cicatrizagdo de peixes...

proliferacdo de colageno, possivelmente por inibir a producdo de interleucina
1 e 6 como verificado em mamiferos (Lall & Lewis-McCrea, 2007).

Com base nesses resultados é possivel concluir que a suplementacao
dietética com 450 mg vitamina E/kg de racéo facilita o processo de cura de
feridas cutaneas em tilapias do Nilo, pois incrementa a producdo de colageno
e diminui a concentracdo plasméatica de cortisol e a imunosupressdao como
verificado por Belo et al. (2005). (Para detalhes ver Iwashita et al., 2009).

Efeito de suplementacdo alimentar com vitaminas C e E nas variaveis
hematoldgicas e desafio com bactérias A. hydrophila

Os efeitos benéficos das vitaminas C e E sdo, em geral, estudados
individualmente (Gill, 1991, Wabhli et al.,1986, Li & Lovell, 1985, Ndoye et al.,
1990; Verlhac et al., 1993; Petric et al., 2003b; Brum, 2003; Belo et al.,
2005). Porém, sado escassos 0s estudos que associam a suplementacdo de
ambas na dieta de peixes e pouco se conhece sobre essa associacao.

Em Salmo salar foram identificados dois mecanismos de interacdo entre
as vitaminas C e E, sendo um de efeito sinérgico de protecao simultanea das
fases lipidica e aquosa contra oxidacdo e outro em que ha acéo da vitamina C
na regeneracdo da vitamina E nos tecidos. Resultados de estudos sobre
crescimento, mortalidade, hematologia e oxidagdo Ilipidica no figado
demonstram que a vitamina C protege o peixe da deficiéncia de vitamina E
(Hamre et al., 1997).

A suplementacdo com vitamina C em altos niveis, trés vezes maior que
o0 adequado, pode suprir a auséncia de vitamina E na dieta (Shiau & Hsu,
2002).

O uso de megadoses de vitaminas C (3 g/kg) ou E (1,2 g/kg) e sua
associacdo em Sparus aurata, demonstrou efeito sinérgico, com incremento
nas atividades respiratéria e fagocitica (Ortufio et al., 2001), mas foi ineficaz
contra a infeccdo experimental por Streptococcus iniae (Sealey & Gatlin 111,
2002).

Garcia et al. (2007) avaliaram o efeito da suplementacdo com 250 e
500 mg de vitamina C e/ou E/kg de racdo sobre varidveis hematoldgicas de
P. mesopotamicus desafiados com A. hydrophila. Os peixes foram
alimentados durante 60 dias com dieta isenta de vitaminas C e E. Apds esse
periodo as dietas-teste foram oferecidas por 60 dias quando foi realizado o
desafio com 6 x 10°® UFC e A. hydrophila/peixe (DL50 previamente
estabelecida). Antes e depois do desafio as variaveis hematoldgicas foram
avaliadas. Observou-se efeito da interagdo entre as vitaminas C e E sobre os
valores do hematdcrito, que aumentaram tanto em peixes alimentados com
dieta desprovida de vitamina E (0O mg/kg) associada a alimentacdo com
baixos niveis de vitamina C (0O ou 250 mg/kg), quanto em peixes que
receberam o0s maiores niveis de ambas. Os resultados sugerem que esta
resposta possa estar relacionada tanto a deficiéncia vitaminica quanto a
hipervitaminose. Possivelmente, a suplementacdo com 500 mg/kg de
vitamina C associada ao mesmo nivel de vitamina E, possa ser excessiva para
a espécie estudada (Tabela 16).

Observou-se que 24 horas apds o desafio houve aumento no numero
de neutroéfilos e mondcitos, corroborando resultados obtidos em trutas arco-
iris infectadas por Vibrio anguillarum (Lamas et al., 1994) e salméo do
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Atlantico por Renibacterium salmoninarum (Bruno & Munro, 1986).
Observou-se redugdo do numero de trombdcitos e linfécitos 24 horas apdos o
desafio (Tabela 17-18).

Neste estudo, observou-se a interferéncia da suplementacdo alimentar
com vitamina C sobre o numero de trombdcitos e eritroblastos. Antes do
desafio ocorreu incremento no numero de trombdcitos proporcional ao nivel
de vitamina C da dieta. No entanto, apd6s o desafio, houve reducdo nos
valores de trombécitos apenas no grupo de peixes que recebeu o maior nivel
de vitamina C, sugerindo que essas células tenham sido mobilizadas do
compartimento sanguineo para o foco infeccioso. Quanto aos eritroblastos,
peixes que receberam o maior nivel da vitamina C (500 mg/kg)
apresentaram menor numero dessas células no sangue (Figura 15).
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Tabela 16. Andlise estatistica dos parametros hematolégicos em P.
mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de vitamina C e/ou E na
racao, antes e depois do desafio com A. hydrophila.

Variaveis
Estatistica  Eritrocito Hemoglobina Hematdcrito Proteinatotal Globulina
(x1000/mm?®) (g %) (%) (g/dl) (g/dl)
F paraBL 3,28* 1,83™ 3,94* 0,41"™ 1,00™
F para 1,17"™ 4,10* 1,25™ 1,61"™ 1,78"™
VC
F paraVE 0,51"™ 5,63** 6,97* 0,98™ 0,50™
F para 1,79 3,04 4,97* 0,35™ 0,46"™
VCxVE
F para PR 4,15* 3,13"™ 0,39"™ 64,38** 53,18**
F para 1,09™ 1,16™ 1,58™ 0,15"™ 0,14"™
VC x PR
F paraVE 0,59 0,27"™ 0,16 0,76"™ 0,23"™
x PR
F para 1,29™ 0,76 "™ 1,76™ 2,10™ 0,99™
VCxVE
x PR
Ccv 0,57 0,79 0,78 0,86 0,81
CV para 7,91 6,65 5,29 11,82 15,79
parcelas
Variaveis
Estatistica VCM HCM CHCM Trombdcito Eritroblasto
(f (%) (%) (x1000/mm®) (x1000/mm®)
F paraBL 2,48" 1,24 2,35™ 0,82 4,61*
F para 0,84"™ 0,05™ 3,25* 3,02"™ 3,565*
VC
F paraVE 2,15™ 2,04" 0,01"™ 0,21"™ 0,43"
F para 0,92 0,32"™ 4,02 * 1,62"™ 0,62
VCxVE
F para PR 2,44 6,22* 7,82* 12,62** 5,45*
F para 0,44" 0,43"™ 0,02 4,33* 1,28"™
VC x PR
F paraVE 0,81™ 0,68 0,31™ 1,76™ 0,19™
x PR

BL: bloco; VC: vit. C; VE: vit. E; PR: periodo; *p<0,05; **p<0,01 as
variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia p>0,05 e X?
para normalidade (Shapiro Wiks) p>0,05.
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Tabela 17. Estatistica da contagem total de leucécitos (Le), linfécitos (Li),
mondadcitos (Mo), neutréfilos (Ne), eosindfilos (Eo) e leucdcitos granular PAS-
postivos (LG-PAS) no sangue de P. mesopotamicus com dieta suplementada
com diferentes niveis de vitamina C e/ou E, apés o desafio com A.
hydrophila.

Variavel x1000/uL)

Estatistica Le Li Mo Ne Eo LG-PAS
F para BL 1,10™ 1,05™ 1,54"™ 4,40** 0,62™ 0,81"™
F para VC 0,20™ 0,30™ 0,12™ 0,52™ 0,82™ 1,61"™
F para VE 0,18™ 0,39™ 0,74™ 0,94™ 0,30™ 2,22"™
F para VC x VE 1,16™ 1,03™ 0,82"™ 0,72™ 1,50™ 2,91*
F para PR 45,31** 63,12** 7,46* 16,94** 6,21* 3,80"
F para VC x PR 0,62™ 0,61™ 0,91™ 0,10™ 0,34™ 2,88™
F para VE x PR 2,36"™ 1,72™ 3,50™ 239™ 0,76™ 5,517
F paraVCxVExPR 0,51™ 0,56™ 0,84™ 0,91™ 1,05™ 2,58"™
Ccv 65,51 0,74 63,78 91,76 0,63 0,72
CV Parcelas 51,72 56,69 64,87 62,81 166,43 192,25

BL: bloco; VC: vitamina C; VE: vitamina E; PR: periodo; *p<0,05; **p<0,01;
todas as variaveis apresentam F Levene para homogeneidade de variancia
P>0,05 e X? para normalidade (Shapiro Wiks) p=>0,05.

Tabela 18. Valores médios dos parametros hematolégicos em P.
mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de vitamina C e E na
racao, antes e depois do desafio com A. hydrophila.

Vitamina C Antes do desafio Depois do desafio
Trombdcitos (x103/uL)
0 62,215 52,61"
250 74,53 752 68,682
500 90,40 "2 50,257
Vitamina E Mondcitos ((x103/uL))
0 1,27° 3,632
250 1,70 2,13
500 2,08 2,26
LG-PAS (x103/uL)
0 0,39° 0,69
250 1,74 0,25°
500 0,52° 0,37

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ou colunas nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05); letras minusculas para comparacdo entre linhas e
mailsculas para comparacgao entre colunas.
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Figura 15. Comparacdo de médias do niumero de eritroblastos do sangue de
P. mesopotamicus alimentados com 0, 250 e 500 mg de vitamina C.

Na resposta inflamatéria aguda ocorrem neutrofilia e monocitose no
sangue e acumulo de neutroéfilos e macréfagos no local agredido (Secombes,
1996; Roberts, 1981). Em peixes, a neutrofilia inicia-se uma hora apés os
estimulos inflamatérios e comumente atinge o maximo em 48 horas
(Secombes, 1996). A injecao intraperitoneal de Vibrio alginolyticus em
Pleuronectes platessa provoca acumulo de fluido na cavidade com presenca
de neutréfilos e macréfagos (MacArthur et al., 1984). No presente estudo,
apesar de nao terem sido realizadas as analises dos fluidos, observou-se que
24 horas ap6s o desafio com a A. hydrophila houve aumento no nimero de
neutréfilos e mondécitos no sangue, corroborando estudos de Lamas et al.
(1994) e Bruno & Munro (1986), em que também ocorreu aumento dessas
células no sangue.

Os primeiros eventos da inflamacdo sdo as alteragbes vasculares que
incluem vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, seguidos do
acumulo de células com atividade de defesa. O patégeno é rapidamente
circundado por células fagociticas com atividade microbicida, que impedem
sua expansdao ou o remove. O acumulo de células no foco inflamado foi
confirmado por estudos da componente celular da inflamacdo induzida na
bexiga natatéria por tioglicolato, A. hydrophila e endotoxina (LPS) de
Escherichia coli em P. mesopotamicus, em que Bozzo et al. (2007)
demonstraram a predominancia de trombdcitos, acompanhados de menor
quantidade de linfécitos, enquanto que macréfagos e granulécitos foram mais
escassos desde as avaliacBes iniciais, independentemente do estimulo
inflamatério.

H4 evidéncias de que a suplementacdo alimentar com 500 mg de
vitamina C/kg de racdo acelerou e aumentou o acumulo de macréfagos bem
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como a formacdo de macrofagos policariontes em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutdaneo de P. mesopotamicus (Petric et al.,
2003b). Neste ensaio, observou-se a interferéncia da suplementacdo com
vitamina C no numero de trombdcitos e eritroblastos do sangue, sendo que
antes do desafio ocorreu incremento no nimero de trombdcitos de acordo
com nivel de vitamina C da dieta. No entanto, apés o desafio, houve reducéo
nos valores dessas células apenas no grupo que recebeu o maior nivel de
vitamina C, sugerindo a migracdo mais rapida dessas células aos focos
lesados. Quanto aos eritroblastos, peixes alimentados com o maior nivel da
vitamina C (500 mg/kg) apresentaram menor numero dessa célula no
sangue.

Dos resultados descritos acima se conclui que para peixes de cativeiro
em sistema intensivo, em que a principal fonte de nutrientes é oriunda da
racado oferecida, a suplementacdo com as vitaminas C e E é essencial para o
bom funcionamento do sistema imune, apesar de nao ter diminuido a taxa de
mortalidade frente ao desafio. No entanto, da mesma forma que a deficiéncia
vitaminica deve ser evitada, o excesso das vitaminas pode causar danos aos
peixes. De acordo com o quadro hematolégico, para P. mesopotamicus
jovens, nas condi¢cbes deste ensaio, 0s niveis de vitaminas C e E
recomendados sdo de 500 e 250 mg/kg de racdo, respectivamente (para
detalhes veja Garcia et al., 2007).

A suplementacdo alimentar com vitaminas C e E na inflamacéo
aguda

A inflamacdo aguda foi avaliada em dois ensaios em peixes que
receberam ragado suplementada com as vitaminas C e E. Bozzo (2007) avaliou
a cinética da inflamagédo aguda induzida na bexiga natatéria de pacus, por A.
hydrophila inativada e tioglicolato ap6s 12 semanas de alimentacado
suplementada com 500 mg de vitamina C e 500 mg de vitamina E/kg,
isoladamente ou associadas. A inflamacdo foi avaliada 4, 24 e 48 horas
depois dos estimulos. Neste estudo nao foram utilizadas megadoses, mas sim
quantidades de vitamina que levaram em consideracdo resultados prévios
positivos com as suplementacdes das vitaminas C e E em P. mesopotamicus
(Petric et al., 2003b; Moraes et al., 2003; Brum, 2003; Belo et al., 2005).

Nos tempos determinados o0s peixes foram sacrificados por
aprofundamento do plano anestésico, o exsudato colhido e o componente
celular avaliado. Os resultados demonstraram aumento gradativo do namero
de células totais acumuladas ap6s 4, 24 e 48 horas para os dois estimulos.
Esse fendbmeno foi caracterizado pelo acumulo predominante de trombdcitos
e linfocitos nos grupos inoculados com A. hydrophila e suplementados com a
vitamina C, seguidos pelos peixes que receberam vitamina E na racdo. Nos
grupos injetados com tioglicolato, onde predominaram os linfécitos nos
peixes alimentados com dietas contendo as vitaminas C e E, e trombdcitos
nos que receberam a vitamina C, demonstrando a eficacia das vitaminas,
independentemente dos estimulos inflamatérios utilizados.

Nos grupos alimentados com racdo suplementada com a associa¢do das
vitaminas C e E observou-se maior acimulo de células totais em relagdo aos
grupos que ndo receberam dieta suplementada. Essa diferenca foi
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significativa na quarta hora para o grupo de peixes inoculados com A.
hydrophila e na 48 hora para os grupos de peixes injetados com tioglicolato,
quando comparados aos grupos que receberam a vitamina C ou E
isoladamente (Bozzo, 2007).

Os resultados indicaram que a suplementacdo da dieta com vitamina C
nos peixes inoculados com A. hydrophila e tioglicolato potencializaram o
acumulo de trombdcitos e linfécitos. Na mesma espécie de peixe, em
modelos de inflamacgéo crbénica ou de cicatrizagdo, a vitamina C foi efetiva no
acumulo de macréfagos mononucleares e gigantocitos policariontes (Petric et
al., 2003b; Brum, 2003) e no incremento do processo de cicatrizacdo de
lesbes cutaneas (Moraes et al., 2003; Iwashita et al., 2009).

A suplementacdo com vitamina E potencializou a resposta inflamatoéria
nos peixes inoculados com A. hydrophila (242 e 482 hora) ou tioglicolato (42
hora) quando comparados aos peixes que nao receberam dieta
suplementada. Entretanto, o numero de células totais no grupo alimentado
com dieta suplementada foi menor que o observado nos que nao receberam
suplementacdo. Esse fendmeno foi caracterizado pelo acumulo dos
trombécitos e linfécitos nos grupos inoculados com A. hydrophila e
suplementados com a vitamina C, seguidos pelos tratados com a vitamina E.
O contrario foi observado nos grupos inoculados com tioglicolato, onde
predominaram os linfécitos nos peixes alimentados com dietas contendo as
vitaminas C e E; trombdcitos nos que receberam a vitamina C, demonstrando
a eficacia das vitaminas, independentemente do estimulo inflamatério
utilizado. A citoquimica foi efetiva na identificacdo dos tipos celulares
presentes no exsudato inflamatario.

Martins et al. (2008) utilizou o0 mesmo modelo experimental, mas com
carragenina e LPS como estimulos inflamatérios em tilapias O. niloticus
alimentadas com dieta suplementada com 500 mg de vitamina C e 500 mg
de vitamina E/kg de racdo. Os resultados demonstraram que nos peixes
injetados com carragenina e LPS que receberam suplementacdo vitaminica
houve maior acumulo de células no foco inflamado. A dieta suplementada
provocou aumento no numero de trombécitos no exsudato em peixes
injetados com carragenina e LPS (Tabela 19).

Os resultados de Bozzo (2008) e Martins et al. (2008) ddo suporte as
observacbes anteriores de Garcia et al. (2007), de que a associacdo da
vitaminas C e E possivelmente favorega a resposta inflamatéria contra
agentes lesivos inertes e outros de natureza biologicamente ativa. Esse
suporte estaria relacionado aos efeitos antioxidantes e anti-estressantes
dessas vitaminas, que reduzem a liberacdo de cortisol nos peixes que
receberam a dieta suplementada, permitindo uma resposta mais efetiva.
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Tabela 19. Valores médios e desvio padrdao da contagem diferencial de
leucécitos no sangue e de leucécitos totais, trombdcitos e macréfagos no
exsudato da bexiga natatéria de Oreochromis niloticus néo injetados (SlI),
injetados com salina (Sal), carragenina (Car) e LPS sem e com
suplementacéo de 500mg de vitamina C e E/kg de racao.

Tratamentos Sangue
Mondcito Linfécito Neutréfilo Basdfilo
(n%uL) (n°%uL) (n%uL) (n°%uL)
Sl 1422,6+55,7° 6200,9+56,0° 556,9+41,7° 35,7+11,1°
SI+Vit 1089,8+63,6° 5845,8+280,1°  1241,5+253,6°  23,8+6,4°
Sal 1473,3+124,4° 12074,5+618,1*  3645,3+562,8° 181,0+44,9°
Sal+Vit 1317,1+117,6° 6912,0+338,9°  4553,0+267,7°  17,9+9,3
Car 1981,0+211,6° 16081,0+946,2°  5303,9+790,5° 133,9+34,4°
Car+Vit 523,4+17,2° 4825,1+131,1° 2428,9+124,6°  22,6+0,49
LPS 2093,1+376,0° 13249,9+506,0°  7295,9+606,4° 261,1+45,1°
LPS+Vit 502,5+104,5° 2149,8+289,9°  6147,7+274,9 0
Tratamentos Exsudato da bexiga natatéria
Leucdcitos Trombdcitos Macrofagos
(n°/u) (n%u) (n°/u)
Sal 165,7+58,0° 47,6+4,1° 7,1+1,0°
Sal+Vit 742,9+136,7° 178,3+7,0° 30,7+1,5%
Car 274,3+63,5° 713,0+8,2° 117,9+4,2°
Car+Vit 6335,712657,5b 1493,3+124,6° 461,9+42, 1°
LPS 9821,4+5619,1° 4587,6+1140,7° 2034,0+919,3°
LPS+Vit 17314,3+4823 4 9671,8+449,5° 1385,1+83,4°

Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Suplementacdo alimentar com Saccharomyces cerevisiae na

inflamacao aguda

A levedura Saccharomyces cerevisiae, um imunoestimulante (Sakai,
1999), pertence a classe dos Ascomycetos (Cozzolino, 1982). Acredita-se que
a utilizacdo de glucanos melhore a atividade do sistema imune néo especifico
e aumente a resisténcia contra certos patégenos (Anderson, 1992; Robertsen
et al., 1994; Sakai, 1999). A injecao intraperitoneal de glucano, preparado a
partir da parede celular de S. cerevisiae em salmdo do Atlantico Salmo salar
aumentou a resisténcia contra Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida e
Yersinia ruckeri (Robertsen et al., 1990); em bagres |. punctatus promoveu
aumento da resisténcia contra Edwardsiella ictaluri (Chen & Ainsworth,
1992). A administracdo do glucano por via oral em salmdo do Atlantico
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induziu maior protecdo contra V. anguillarum e V. salmonicida (Raa et al.,
1992), o que nao foi observado por Thompson et al. (1995) ao injetar
intraperitoneamente este carboidrato em truta arco-iris O. mykiss. Como na
maioria dos casos essas substancias foram injetadas na cavidade peritoneal,
devem ter agido como flogégenos, desenvolvendo inflamacdo nédo especifica
no peritbnio fazendo com que, pelo menos nessa cavidade, os mecanismos
de defesa estivessem em alerta contra agressdes, fato que compromete seu
efeito como imunoestimulante.

A combinacdo de todos os componentes da parede celular com o seu
material genético produz um estado fisiolégico 6timo em peixes devido a
multiplas intera¢fes (Kulkarni et al., 1987; Rudolph et al., 1990). A utilizacdo
de levedura e de parede celular modificada, como suplemento para
“seabream” Sparus aurata, aumentou a atividade de lisozimas, de fagocitose
e de citocinas em relacdo aos que nao receberam suplementacdo (Rodriguez
et al., 2003).

Em funcdo dessas observacdes, Reque (2005) avaliou a resposta
inflamatéria e as variaveis hematoldgicas de tilapias do Nilo alimentadas com
racdo suplementada com 2% de levedura S. cerevisiae autolisada ou com
0,3% de parede celular. (Reque et al., 2009, no prelo).

A racdo utilizada era isoprotéica (30,0% PD), isoenergética (3.300 kcal
de ED/kQ), isofosférica (0,7 Pdisp.) e com mesmo nivel de fibra bruta (5,0%)
(Baccarin & Pezzato, 2001). As exigéncias nutricionais e os valores de
digestibilidade de nutrientes dos ingredientes seguiram as determinacdes de
Miranda et al. (2000), Furuya et al. (2001) e Gongalves (2003). Assim, dois
grupos foram alimentados com a racdo sem suplemento, outros dois com
racdo suplementada com levedura autolisada a 2,0% e outros dois com
parede celular a 0,3%. A inflamagcdo aguda foi induzida pela inoculagdo de
3x10° UFC de A. hydrophila inativada na bexiga natatéria e a resposta
avaliada apo6s 6 e 24 horas.

Nos grupos inoculados com a bactéria as respostas foram mais intensas
(p<0,05) que nos injetados com salina. Os alimentados com racgao
suplementada inoculados com A. hydrophila acumularam maior nimero de
células totais (p<0,05) que os alimentados com dieta ndo suplementada,
apos 6 e 24 horas. Os que receberam dieta com parede celular apresentaram
maior (p<0,005) acumulo de células totais do que 0s que receberam
levedura.

A contagem diferencial evidenciou predominancia (p<0,05) de
trombdcitos e menor numero de neutréfilos, macréfagos e linfécitos (p<0,05)
nos grupos com dieta suplementada, ap6s 6 e 24 horas, em relacdo aos que
nao receberam suplemento.

Os peixes alimentados com ragcdo suplementada com levedura ou
parede celular de levedura apresentaram incremento da inflamacao
inespecifica sugerindo efeito benéfico para o sistema de defesa (Tabelas 20-
21).
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Tabela 20. Numero total e diferencial de células no foco

inflamado. Os

resultados expressam o numero médio e erro padrdo da média, 6 e 24 horas
apo6s a inoculacdo de A. hydrophila inativada (G2, G4 e G6) ou injecdo de
solucdo salina 0,65% (G1, G3, G5) na bexiga natatéria de tilapias O.

niloticus.
Célula T Grupo
Gl G2 G3 4 G5 G6
Céulas 6h 525t11,19Aa  4000:£40,98 Ab 540£9,05 Aa 7599£147,50Ah  1260£12,49 Aa 9150:82,49  Ab
24h 70533t2,95Aa  2964+24,21 Ab  1368t31,16Aa  12400+71,8AD 1780£40,74 Aa 14780,83t114,33AD
Trombdcitos 6h  416,16:0,21Ac  3061£35,17 Aa  4102t8,33 Bc  4811,98+124,17Aa 847,2¢12,62 Bh 6435,91+68,62 Ba
24h 397,75¢£26,11Ac  2390,7£50,41Ab 1000,18£25,65Ah 11284168,2 Bh 12703:32,87Ab 13400,74+109,36Aa
Neutréfilos  6h  4458+2,72 Bc  3436:13,25Ab 57226 Bc  116364t56,21 Aa 195+ 6,05 Ab 116991+29,86 Aa
24h 16214+14,38  47421:12,3Ab  187,69t13,64 Ac 688:+18,76 Ba 1982t¢14,86 Ac 7742+ 25,08 Ba
Linfécito ~ 6h 24?4112,69 Bc 3418:t12,9Ab  26:2,88 Bc 71231£42,91 Ab 1216£3,05 Bb 7709,08£24,8 Aa
24h 9475:10 Ab  231,03t7,77Ab  1298:10,28 Ab  428+16,34  Ba 214,8t16,23 Ab 6055+ 22,23 Ba
Macréfago  6h  7,75£2,16 Ba  2094+10,5Ab 4124342 Ac 6922¢43,8 Aa 1024+2,77 Ab 671911 23,75 Aa
24n 107,6£9,14 Ab 39014+8,68Aa 50,321 6,35 Ac 0 Bd 9,7+ 10,35Ab 0 Bd
Bastfilo 6h  12,08£2,74 Ac  44,3t3,57AD 54109  Ac 11676:12,89 Aa 197+1,88 Ac 915:824 Aa
24h 0 Ba 0 Ba 0 Aa 0 Ba 0 Ba 0 Ba

Letras maiulsculas indicam diferenca significativa entre colunas e letras minUsculas entre

linhas. Teste de Tukey, p<0,05.
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Tabela 21. Percentual e erro padrao das células inflamatérias encontradas
no exsudato, 6 e 24 horas (T) ap6s os estimulos com soluc¢ao salina (G1, G3
e Gb5) ou A. hydrophila (G2, G4 e G6).

Células T Grupos
Gl G2 G3 G4 G5 G6

Trombdcitos 6h  78,6+0,24 77+0,21 75,6+0,44 63,6+0,36 64,8+t0,55 71,3+0,23
totais

24h 54,8+0,73 56,2£0,41 73,4+t0,35 73£4,78 746+ 0,5 90,6x0,14

Neutréfilos  6h  9+0,47 8,4+0,46 108+ 0,5 16,2+0,27 152+0,66 12,6+0,34

24h 24+0,82  226+0,41 136x0,78 44+1,37 102+ 0,4 5+0,4

Linfocitos 6h 9+055 84+x03 46+x0,7 10+0,5 10+ 0,7 7,8+0,61

24h 93+0,33 7,6+0,32 92+0,28 2,6+1,03 10+0,89 4,3+0,49

Macréfagos 6h  1,3:t0,44 50,54 8+1,17 9,2+0,27 84+0,52 7,2+0,28

24h 11,8+0,59 136+0,68 38+0,66 O 52+0,36 O
Basofilos 6h 20+0,6 12+ 0,4 10 1+ 0 16+0,43 10,1
24h 0 0 0 0 0 0

Os valores da série vermelha ndo diferiram estatisticamente. A
variagcdo encontrada na contagem de trombdcitos e leucocitos sanguineos
sugerem que a inflamagdo tenha provocado seu recrutamento dos
compartimentos de reserva para o compartimento sanguineo (Tabela 22).

686



Moraes & Moraes. Nutracéuticos na inflamacéo e cicatrizagdo de peixes...

Tabela 22. Nimero médio e erro padrao da média do niumero de leucdcitos e
trombdcitos e da contagem diferencial de leuc6citos sanguineos, 6 e 24 horas
apo6s a inoculacdo de A. hydrophila inativada (G2, G4, G6) ou injecdo de
solucdo salina 0,65% (G1, G3, G5) em tilapia do Nilo O. niloticus.

Células T Grupos
G1 G2 G3 G4 G5 G6
Leucécitos 6h 96134,78 60737,65 96528,93 54610,37 82701,29 84657,05
totais + 58,78 + 32,62 +110,94 +63,75 + 74,78 + 130,76
Aa Bb Ba Bb Aa Aa
24h  77369,13 105472,7 148486,4 71397,15 72779,9 83446,99
+ 74,34 + 111,77 +£79,04 + 68,79 +72,48 + 89,21
Bc Ab Aa Ac Ac Ac
Trombécitos  6h 26613,66 23637,82 30670,56 18853,93 45739,07 47750,32
+ 37,59 + 54,45 + 15,19 + 49,52 + 87,24 + 102,99
Bb Bb Bb Bc Ba Aa
24h 94149,34 36003,35 96010,66 54425,58 170877,7 47464,15
+ 118,77 + 84,29 + 75,94 + 85,62 + 42,72 + 112,94
Ab Ac Ab Ac Aa Ac
Neutréfilos 6h 30406,75 9619,24 5698,74 7219,38+  7215,63 28950,53
+ 49,01 + 23,67 +22,3 35,55 + 20,46 + 63,79
Aa Bb Bc Bb Bb Aa
24h 757496+ 23576,78 16637,21 143245+ 16897,48 15846,86
35,09 + 45,56 + 44,81 35,26 + 32,39 + 40,8
Bc Aa Ab Ab Ab Bb
Linfécito 6h 58379,83 47740,5 88627,09 45275,94 74658,15 51300,12
+ 39,81 + 30,55 +107,97 +61,46 +73,14 + 117,26
Ab Bb Ba Ab Aa Ab
24h 6622,1 + 69891,55 118910,4 50008,93 47264,45 62747,99
67,71 + 115,05 +72)55 + 58,46 + 56,6 + 96,29
Bb Ab Aa Ac Bc Ab
Mondcitos 6h 7661,18+ 2770,08 2073,34 211467+ 827 4405,94 +
26,68 + 13,45 + 29,15 22,78 7,47 26,58
Aa Bc Bc Ac Bd Ad
24h 2131,97+ 644157 4877,08 3731,74+ 4796,36 5697,3 +
26,49 + 35,37 + 28,96 19,35 + 37,84 51,79
Bc Aa Ab Ab Ab Aa
Basofilos 6h 961,32 + 607,32+ O 0 0 0
5,87 3,26 Bc Bc Bc Bc
Ba Bb
24h 1440,08+ 1979,89 3343,08 1561,31+ 1638,19 1273,90 +
25,31 + 22,41 + 29,23 7,06 + 17,27 24,13
Ab Ab Aa Ab Ab Ab
Células 6h O 0 0 0 0 0
Imaturas Aa Ba Ba Ba Ba Ba
24h 0 3473,91 4718,63 1770,66+ 2183,39 2050,34 +
Ad + 27,13 + 13,48 13,37 +1255 21,5
Ab Aa Ac Ac Ac

Letras mailsculas indicam diferenca significativa entre colunas e letras minusculas
entre linhas. Teste de Tukey, p<0,05.
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A suplementacéo alimentar proporcionou o aumento da resposta mais
intenso, quando somente a parede celular foi utilizada e o principal tipo
celular presente no local agredido foi o trombdcito, seguido de neutréfilos,
linfécitos e macréfagos. A cinética dessas células a partir de seus
compartimentos de reserva até alcancar o sitio inflamado parece deixar
reflexos nas avaliacBes do sangue circulante.

A alimentacdo suplementada nas duas formas empregadas poderia
possibilitar maior patamar homeostatico favorecendo o desenvolvimento da
reacdo inflamatoria. E possivel que os peixes assim alimentados disponham
de maior fonte de elementos para suprir a demanda imposta pelo fenémeno
inflamatdério, no que tange a atividade de vasos, células e liberagao, sintese
ou neoformacdo de mediadores farmacoldégicos e moduladores que controlam
a reacao.

O mecanismo de acdo de imunoestimulantes sobre a inflamagéo
(Bricknell & Dalmo, 2005) implica em que elementos do sistema imune
apresentem diferentes configuracfes de receptores de reconhecimento, com
variacbes da resposta de acordo com o tipo de ligacdo e dos eventos de
transmissao dos sinais intracelulares. Todavia, nesse caso, ha a necessidade
de diferentes tipos de respostas para imunoestimulantes variados.

Peixes que evoluiram na natureza em ambiente silvestre, ao serem
confinados em pequenos espacgos, estardo acondicionados em locais muito
diferentes daquele idealizado pela evolucdo genética. Assim, é possivel que
mantenham alta demanda por energia mesmo quando 0s niveis de cortisol
ndo sejam detectados pelas técnicas disponiveis para sua determinacao.
Entdo, ao terem sua dieta suplementada com parede celular de levedura ou
levedura autolisada, alcancam maior patamar homeostatico, permitindo
também o incremento de respostas de defesa.

Os resultados ora apresentados permitem sugerir que a suplementacao
alimentar com a levedura proporcionou o aumento da resposta celular
inflamatéria aguda com maior acimulo de células de defesa no foco lesado.
Esse efeito foi mais intenso quando somente a parede celular foi utilizada
como suplemento e o principal tipo celular presente no local agredido foi o
trombdcito, seguido de neutrofilos, linfécitos e macréfagos. E possivel que os
peixes submetidos a dieta com 0,3% de parede celular de levedura tenham
maiores atributos para suprir a demanda imposta pela reacdo inflamatéria no
que tange a atividade de vasos, células e liberacdo, sintese ou neoformacao
de mediadores farmacolégicos que controlam o fenémeno.

Salvador (2008) confirmou esses resultados e avaliou a interferéncia
desse tipo de alimentacdo suplementada com 0,3% de parede celular de
levedura sobre os efeitos da vacinacdo contra Streptococcus agalactiae. Apés
alimentacdo dos peixes por 77 dias e vacinacdo 60 dias depois do inicio da
alimentacdo, por meio da inoculacdo intraperitoneal de 0,5 mL da vacina,
contendo 10® UFC/mL. Ap6s 15 dias da vacinacéo os peixes foram desafiados
com indculo letal da bactéria.

Os resultados demonstraram que nenhuma ocorréncia de mortalidade
foi observada nos peixes alimentados com dieta contendo levedura. Nos
peixes submetidos a dieta controle, o percentual de mortalidade variou entre
30,0% e 40,0%, sendo maior entre o0s peixes nado vacinados. A
suplementacdo alimentar com a levedura associada a vacinagdo, induziu
maior acumulo de leucdcitos totais, trombodcitos e linfécitos no foco
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inflamatério. O maior acumulo de neutréfilos ocorreu nos peixes submetidos
a dieta com levedura, enquanto que a de macréfagos, nos peixes vacinados.
Os resultados deste trabalho sugerem que a suplementacdo alimentar com
0,3% de parede celular de levedura associada a vacinagdo, incrementou
resposta de defesa dos peixes, no que se refere a inflamacédo aguda (Tabela

23).

Tabela 23. Numero médio de células totais e percentual médio do nimero
de células no foco inflamado de tilapia do Nilo, alimentadas com dietas
suplementadas com 0,3% de parede celular de levedura e vacinadas contra
Streptococcus agalactiae.

Variaves
Tratamentos Células Tromb. Neutr. Macr. Linf. CGE
Totais (%) (%) (%) (%) (%)

Com Levedura 1775,47 a 24,13 1,05 0,45 56,76 17,58
Sem Levedura 77803b | 2101 2,53 1,27 64,08 11,08
Com Vacina 1517,64 a 22,88 1,25 1,04 57,73 17,07
Sem Vacina 124319b . 22,89 2,00 0,53 61,54 13,01
6 horas 1648,34 a 22,94 2,49 0,86 61,48 12,21
24 horas 1389,26 b 23,59 1,16 0,14 66,89 11,18
48 horas 1103,75¢ 25,03 1,29 1,32 51,07 21,28
F para
Levedura(L) 407,37 * 0,44 ns 2,01ns 2,01ns 19ns 1,82ns
Vacina (V) 32,10 * 0,00 ns 0,54 ns 0,80 ns 0,55ns 0,74ns
Tempo (T) 4252 * 0,31 ns 0,67 ns 1,46 ns 3,31ns 1,87 ns
LXV 5,45 * 4,04~ 6,09 * 2,12+ 1,84 * 0,60 ns
LXT 39,14 * 1,26 ns 3,10 * 0,17 ns 4,02* 1,33 ns
VXT 571* 2,06 ns 1,54 ns 2,46 * 5,69 * 0,68 ns
LXVXT 23,34 ns 0,33 ns 0,17 ns 0,55 ns 0,34ns 0,88ns
cv 14,7 74,36 61,2 85,77 35,95 131,9

Para cada variavel aferida, em cada fator de variacdo, médias seguidas de letras distintas
diferem entre si, p<0,05. *diferenca significativa; ns: diferenca nao significativa.

Apés o desafio com o S. agalactiae nenhuma ocorréncia de mortalidade
foi observada nos peixes alimentados com dietas suplementadas, com
porcentagem de sobrevivéncia relativa de 100% (PSR 100%), independente
do efeito de vacinagdo. Entre os submetidos a dieta controle, a mortalidade
dos vacinados foi de 28,57% e a dos nao vacinados foi de 38,09%o,
correspondendo a PSR de 25%. De todos os peixes que vieram a O6bito, foi
possivel o isolamento de S. agalactiae a partir de rim e encéfalo.
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A baixa porcentagem de sobrevivéncia relativa (PSR) observada entre
0s peixes que receberam dieta controle (25%), em comparacdo aos peixes
submetidos a suplementacao dietética (100%), sugere eficacia adequada da
vacina na protecdo dos peixes, quando associada com a suplementacao
dietética com parede celular de levedura.

A suplementacéo dietética com levedura possivelmente permita que os
peixes cheguem a um maior patamar homeostatico que possibilite suprir a
demanda imposta pelas reacdes de defesa. Trutas arco-iris alimentadas com
racado suplementada com 0,1% de glucano, um constituinte da parede celular
de S. cereviasiae e submetidas ao estresse de transporte apresentaram
concentracdes de cortisol mais baixas que o observado no grupo controle.
Essa menor taxa de cortisol plasmatico favoreceu a fagocitose, o surto
respiratério de leucécitos e a resisténcia a infec¢cdo por Falvobacterium
columnaris (Jeney et al., 1997). Entdo é possivel que suplementacdo dietética
com esses elementos possa favorecer a homeostase orgéanica dos peixes
favorecendo, facilitando suas respostas fisiopatolégicas.

A suplementacdo alimentar com &acidos graxos essenciais na
inflamacao crdénica por corpo estranho

Os lipidios e os acidos graxos essenciais estdo envolvidos nas funcbes
energéticas e fisiolégicas de peixes (Henderson & Tocher, 1987; Sargent et
al., 1989; Tocher, 2003). Os peixes de agua doce necessitam de &acido
linoléico (n-6) e acido linolénico (n-3) na dieta (Pezzato et al., 2004). Quando
deficientes apresentam aumento da conversao alimentar, da taxa de
mortalidade, da presenca de liquido nos musculos, da taxa respiratéria e
diminuicdo do crescimento, dos niveis de hemoglobina do numero de
eritrécitos e surgem ulceracdes nas nadadeiras e esteatose hepatica (Mabilia,
2005). Ha indicacbes de reducdo na producdo de anticorpos, da atividade
fagocitaria de macréfagos (Kiron et al., 1995) e do sistema complemento
(Tort et al., 1996; Monteiro et al., 1998).

Sua participacdo nas respostas de defesa € atribuida & producédo de
eicosanoides com atividade proé-inflamatéria a partir do acido araquiddnico
monoesterificado (AA), acido eicosapentanoico (EPA), acido docosahexanoico
(DHA) e acido graxo poli-insaturado, 20:3n-6 (Lim et al., 2005) que mantém
a integridade de membranas e de seus receptores (Balfry & Higgs, 2001).

Peixes alimentados com dietas ricas em n-3 e n-6 apresentam aumento
da resposta de linfécitos B e da sobrevivéncia ao desafio com Aeromonas
salmonicida e Vibrio anguillarum (Thompson et al., 1996) e titulos mais altos
de anticorpos frente a imunizacdo contra Edwardsiella ictaluri (Fracalossi &
Lovell, 1994).

Com base nesses fatos, Sakabe (2007) realizou este ensaio para
avaliar a resposta inflamatéria crbnica do tipo corpo estranho e o
desempenho produtivo em tildpias do Nilo jovens alimentadas com racao
suplementada com acidos graxos essenciais.

Os peixes receberam dietas-teste contendo os acidos graxos essenciais
durante 90 dias para avaliacdo do desempenho produtivo. Em seguida, foram
submetidos ao implante de laminula de vidro no tecido subcuténeo e a
inflamacé&o crénica foi avaliada pela quantificacdo do acumulo de macréfagos,
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formacdo de células policariontes com a quantificacdo de seus nucleos e dos

tipos de gigantdcitos.

O 6leo de soja degomado (OS) foi utilizado como fonte de n-6 e o 6leo
de linhaca (OL) para fornecer n-3 (Tabela 24), em cinco tratamentos com
quatro repeticdes. O fornecimento das dietas-teste foi iniciado 90 dias antes

do implante das laminulas de vidro.

Amostras das ragfes foram analisadas por cromatografia gasosa—14B—
Shimadzu e os resultados estao apresentados na Tabela 25.

Tabela 24. Distribuicdo dos peixes nos diferentes tratamentos.

Grupo ( Numero de peixes)

Sacrificio pos-implante

2dias 4dias

6 dias 8dias

T1 = 100% OS 0% OL (n=40)

T2 = 75% OS+ 25% OL (n=40)
T3 = 50% OS + 50% OL (n=40)
T4 = 25% OS + 75% OL (n=40)
T5 = 0% OS + 100% OL (n=40)

N=

[
N NN NN

N
N
N
N

N=

ZZ%Z
N NN NN

N=

ZZ%Z
N NN NN

N=7

N
N
N
N

N N NN

Tabela 25. Perfil de acidos graxos das dietas obtidas pela analise
cromatografica a gas GC- 14B —Shimadzu.

Tratamentos!

T1 T2 T3 T4 T5
C14:0 (Ac. Miristico) 0,59 0,47 0,49 0,93 0,87
C16:0 (Ac. Palmitico) 14,15 15,28 15,74 17,32 18,3¢
C16:1 (Ac. Palmitoleico) 1,12 1,29 1,88 2,95 3,74
C17:0 (Ac. Heptadendico) 0,18 0,14 0,14 0,2 0,19
C18:0 (Ac. Estedrico) 3,17 3,14 3,52 3,63 41
C18:1n9c (Ac. Oléico) 24,14 25,35 27,53 29,1 31,21
C18:2n6¢ (Ac. a- Linoleico) 47.65 37,3 21,36 12,64 3,92
C18:3n3 (Ac. Linolénico) 5,18 14,24 26,4 28,79 33,67
C20:1n9c (Ac. Eicosendico) 0,34 0,28 0,3 0,36 0,34
C20:5n3 (Ac. Eicosapentaendico) 0,56 0,19 0,2 0,67 0,45
C22:6n3 (Ac. Docosahexaendico) 0,81 0,29 0,32 1,01 0,69
NI - N&o identificados 2,11 2,03 2,12 2,4 2,44

100 100 100 100 100

@ T1 - 100% 6leo de soja degomado(0S), T2 - 75%0S + 25% de dleo de linhaca (OL), T3 -
50% OS + 50% OL, T4 - 25% OS + 75% OL, T5 - 100% OL
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A avaliacdo da resposta inflamatéria crdénica por corpo estranho em
tildpias do Nilo alimentadas com racdo suplementada com &cidos graxos
essenciais esta expressa nas Tabelas 26-27. Pela analise dessas, verifica-se
que os resultados estao de acordo com os observados anteriormente por
Petric et al. (2003 a,b), Brum (2003), Belo et al.(2005), quanto ao acumulo
de macrofagos e formacdo de gigantdcitos policariontes.

A suplementacdo com &cidos graxos essenciais na dieta para a tilapia
do Nilo incrementou o acumulo e a dindmica de macréfagos no foco
inflamado. Na literatura que foi possivel compilar ndo se encontrou
referéncias sobre a relacdo entre acidos graxos e a resposta inflamatéria
crbnica por corpo estranho em peixes. Porém ha evidéncias da interferéncia
de acidos graxos na resisténcia as doencas (Balfry & Higgs, 2001; Gatlin,
2002).

Os acidos graxos da dieta podem favorecer a defesa do organismo,
pelo menos em parte, por auxiliarem na manutencdo da integridade da
composicao lipidica de membranas e de seus receptores em macroéfagos, da
qual sdo dependentes as interacdes com sinalizadores quimicos da resposta
inflamatéria (Balfry & Higgs, 2001). A manutencdo da integridade das
membranas celulares é atribuida a producdo de eicosanoides com atividade
proé-inflamatéria a partir do acido araquidénico monoesterificado (AA), acido
eicosapentanoico (EPA), acido docosahexanoico (DHA) e acido graxo poli-
insaturado, 20:3n-6 (Lim et al., 2005).

Neste ensaio, 0 incremento da resposta de macréfagos foi semelhante
ao verificado por Belo et al. (2005) mediante a suplementacéo alimentar com
vitamina E. Em ambos os casos, as substancias utilizadas como suplemento
alimentar atuam como antioxidantes de membranas bioldgicas. A deficiéncia
de vitamina E associada ou ndo a deficiéncia de acidos graxos insaturados
esta relacionada ao aumento da peroxidacéo lipidica (Blazer & Wolke, 1983;
Moccia et al., 1984; Wada et al., 1989, 1991). Entdo o incremento da
resposta dos macréfagos pode ser explicado, pelo menos em parte, por tais
propriedades, que por manterem melhor a integridade da membrana celular
facilitaria a ligacdo de mediadores quimicos a seus receptores na superficie
celular.

Portanto, esses resultados sugerem que a suplementacdo alimentar
com acidos graxos essenciais para O. niloticus exerce acfes benéficas no
organismo, favorecendo o acumulo localizado de macrofagos e a formacédo de
células policariontes na inflamacgédo crbénica por corpo estranho. Entdo essa
suplementacédo alimentar pode ser util na prevencdo de enfermidades por
favorecer a resposta de defesa celular do hospedeiro.
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Tabela 26. Valores médios® transformados em log (x + 1), erro padrédo e o
resultado da andlise de variancia® das contagens de células nas laminulas
dois e quatro dias apds o implante no tecido subcutaneo de tilapia do Nilo,
submetidas aos diferentes tratamentos com acidos graxos na dieta.

NUmero de ntcleos

Tratamentos 1 2 3a5 6al10 11a20 >20 Cel.
Lang.*
Dia 100%OS 2,16 0,75 0,11 0,00 0,00  0,00™ 0,00
02 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%0S+ 2,11°%  0,84"% 008" 0,00 000" 0,00 0,00"
25%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
50%0S+ 2,04 053 014" 000 000" 0,00 0,00"
50%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 2,38%  097%% 025" 000 000 0,00 0,00
75%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 2,28*%  081°% 028" 0,00 000" 000" 0,00"
(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
Vaor de F 3,290 4,043 1,548 0,000 0,000 0,000 0,000
Pr>F 00134 00041 01922 1,0000 1,0000  1,0000 1,0000
Dia 100%OS 301" 1,73 1,00 024° 0,00 0,00 0,00™?
04 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%0S+ 3,09°° 174  102°° 025" 004"  0,00* 0,00
25%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
50%0S+ 308 198 133® 060 0,18 0,00 0,002
50%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 3,06 195"  117°B®  043°® 0,04 0,00 0,007
75%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 309" 1,76"° 098" 034" 0,09 000" 0,00"
(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
Vaor de F 0,210 2,314 4,499 8,283 1,009 0,000 0,000
Pr>F 09326 00612 00020 0,0000 0,4051  1,0000 1,0000

M Média aritmética de 175 contagens por dia (5 tratamentos x 7 animais por tratamento
X 5 campos por animal), comparados nas colunas, com pelo menos uma letra em comum
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).®> Andlise de variancia esta
representada por letras mailsculas para comparacdo dos tratamentos dentro de cada dia
estudado e letras mindsculas para comparacdo entre os diferentes dias estudados. ©
Células de Langhans. ® Pr>F - Probabilidade de significancia de F.
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Tabela 27. Valores médios* transformados em log (x + 1), erro padrdo e
analise de variancia® das contagens de células nas laminulas nos seis e oito
dias ap6s o implante no tecido subcuténeo de tilapia do Nilo, nos diferentes
tratamentos.

NUmero de nucleos

Tratamentos® 1 2 3a5 6al0 11a20 >20 Cel’
Langhans
Dia 100% OS 299" 195" 1s54% 118%™ 069" 053" 0,14%2
06 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%0S+ 303"  202°°  154% 107 072" 027 0,04%°
25%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
50%0S+ 303" 201" 162" 116 090 043" 0,04"®
50%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 3,04%° 190"  149° 110" 078" 029" 0,09
75%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 2,89°° 195  147%¢ 107° 084" 052* 0,48°°
(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
VaordeF 0,681 0,384 0,637 0,674 1,585 2,122 14,481
Pr> F* 06058 08196 0,6368 06110 0,183 0,0818  0,0000
Dia 100% OS 2,86 1,85 143 103" 067 060" 045"
08 (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
75%0S+ 295" 185" 141°¢ 105 091°° 0,76 0,38*°
25%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
50%60S+ 2,78  182%° 138 093* 062" 048" 0,625<°
50%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
25%0S+ 281%° 187" 135*° 094* 0,69'% 0,63 0,69
75%0L (0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
100% OL 2,91°° 187"  143* 106" 088" 062" 0,73
(0,08) (0,08) (0,07) (0,06) (0,07) (0,07) (0,05)
VaordeF 0,854 0,073 0,233 1,023 3,842 3,199 10,257
Pr>F 04935 09903 09192 03976 00056 00154  0,0000

D Média aritmética de 175 contagens em cada tempo (5 tratamentos x 7 animais por
tratamento x 5 campos por animal), comparados nas colunas, com pelo menos uma letra
em comum nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). @ Andlise de variancia:
letras mailsculas para comparacdo dentro de cada tempo; letras mindsculas comparacgao
entre tempos. ® Células de Langhans

O cromo trivalente e a inflamacdo aguda induzida por Aeromonas
hydrophila e tioglicolato

Na vigéncia da inflamagcdo aguda em ratos Wistar, a insulina e os
corticosteroides adrenais exercem efeitos fisiologicamente antagbénicos, sendo
o0 primeiro de acdo proé-inflamatoria, enquanto o segundo exerce acdo anti-
inflamatéria (Moraes & Garcia-Leme, 1982; Moraes et al., 1987). Duas horas
apo6s a estimulagcdo com carragenina, 0s niveis de corticosterona enddgena
mais que dobram seus valores plasmaticos para inibir e controlar o
desenvolvimento da reacdo. Quando 2UIl de insulina sdo ministradas no
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momento da aplicagdo da carragenina, sua maior concentracdo facilita o
desenvolvimento da reacdo, pois ela ndo é inibida pelo aumento da
concentracdo plasmatica dos costicosteroides enddégenos e as respostas
permanecem equivalentes até a quarta hora (Moraes & Garcia-Leme, 1982).

O cromo trivalente age potencializando a ac¢do da insulina (Mowat,
1997) e reduzindo a concentracdo plasmatica de cortisol em situacbes
estressantes (Wedemeyer, 1997). Para Guerrero-Romero & Rodriguez-Moran
(2005), o cromo trivalente é essencial para a manutencdo dos niveis normais
de glicose e para o metabolismo dos lipidios, potencializando a acdo da
insulina, ativando tirosina cinase e inibindo a fosfotirosina fosfatase,
exercendo ainda, forte acdo antioxidante celular e diminuindo a extracdo
hepatica de insulina.

Em pacus P. mesopotamicus alimentados com dieta suplementada com
diferentes concentracbes de carboquelato de cromo, ndo se observou
diferenca significativa quanto aos indices zootécnicos, porém o0s parametros
fisiologicos apontaram menor concentracdo de cortisol plasméatico nos pacus
alimentados com dieta suplementada, sugerindo efeito antiestressante
(Fujimoto et al., 2005).

Devido a esse efeito como potencializador da ac¢do da insulina e
antiestressante pela reducdo da concentracdo plasmatica de cortisol, quando
utilizado como suplemento dietético poderia potencializar a resposta
inflamatéria.

Com base nessas consideracdes o0 presente ensaio teve como objetivo
avaliar a cinética do componente celular inflamatdrio induzido por tioglicolato
e A. hydrophila inativada na bexiga natatéria de pacus, alimentados com
dieta suplementada com carboquelato de cromo.

Carboquelato de cromo foi incorporado a racdo basal (28% de PB e
4.100 kcal), que foi peletizada, embalada e estocada a 18°C negativos.
Amostras de 50g de cada dieta foram colhidas para determinacdo das
concentracdes de carboquelato de cromo por espectrofotometria de inducao
de plasma (ICP-OES; marca GBC INTEGRA XM). Os resultados estéo
apresentados na Tabela 29.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas sendo quatro niveis de carboquelato de cromo 0O, 12, 18 e 36
mg/kg na dieta, trés estimulos inflamatérios sendo 0,5 mL de solugdo de
cloreto de sédio estéril a 0,65% (controle), 0,5 mL de tioglicolato a 6% em
salina e 3x10° unidades formadoras de coldnia (UFC) de A. hydrophila) com
duas repeticoes. A inflamacédo foi avaliada pela contagem total e diferencial
das células presentes no foco inflamado 6, 24 e 48 horas apos as aplicacdes.

Os resultados demonstraram aumento gradativo do nimero de células
totais acumuladas para os dois estimulos. Nos peixes que receberam racéo
contendo 18 mg/kg de carboquelato de cromo observou-se incremento da
reacdo inflamatéria com acumulo de trombdcitos, linfécitos e macréfagos no
grupo inoculado com A. Hydrophila. Nos peixes injetados com tioglicolato
predominaram os linfécitos e trombdcitos. Apés 48 horas ocorreu maior
acumulo de células com ambos os estimulos, demonstrando o efeito benéfico
do cromo facilitando o desenvolvimento da inflamagdo. O acumulo de células
granulociticas especiais (CGE), neutréfilos e eosindfilos foi pouco expressivo
(Tabelas 28-31).
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Tabela 28. Valores médios, erro padrao e analise de variancia expressos em
log™* do nimero de células totais (LT) acumuladas no foco inflamado de pacus
P. mesopotamicus com dieta ndo suplementada ou suplementada com 12, 18
e 36mg/kg de carboquelato de cromo, 6, 24 e 48 horas, ap6s a inducao do
processo inflamatério induzido com solugdo salina (S), tioglicolato (T) e A.
hydrophila inativada (B).

Nivels de Cromo

LT
N&o suplementado 12mg 18mg 36mg
26 Aa (0,13) 24 Aa (0,13) 21 Aa (0,13) 19 Aa (0,13)
6 horas B 34 Aa (0,15) 31 Aa (0,15) 31 Ba (0,15) 31 Ba (0,15)

26 Aa(0,15) 27 Aa (0,15) 238 Aab (0,15) 23 Aab (0,15)
Valores F 2,959 1,837 3,962 5,896
Pr>F 0,0599 0,1673 0,0248 0,0049

27 Aa (0,12) 28 Aa (0,12) 23 Aa (0,12) 25 Aa (0,12)
24 horas B 3.0 Aab (0,19) 3.0 Aa (0,19) 2,6 Aa (0,19) 26 Aab (0,19)

35 Ba (0,19) 29 Aa (0,19) 33 aB (0,19) 32 Ba (0,19)
Valores F 3,940 0,324 6,317 3,573
Pr>F 0,0253 0,7232 0,0035 0,0347

26 Aa (0,16) 27 Aa (0,16) 20 Aa (0,16) 26 Aa (0,16)
48 horas B 32 Aa (0,19) 23 Aa (0,19) 27 ABa (0,19) 27 Aa (0,19)

2 4Aa (0,33) 31 Aa (0,33) 33 Ba (0,33) 28 Aa (0,33)
Valores F 1,731 0,383 4,242 0,148
Pr>F 0.1847 0.6821 0.0195 0.8632

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento),
comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em comum nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p>0,05). Analise de varidncia esta representada por letras
mailsculas para colunas na comparacdo das substéncias aplicadas dentro de cada
periodo estudado e letras minusculas para linhas na comparacdo entre os diferentes
tratamentos. Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Tabela 29. Valores médios, erro padrao e analise de variancia expressos em
log™? do nimero de trombécitos acumulados no foco inflamado de pacus P.
mesopotamicus com dieta ndo suplementada ou suplementada com 12, 18 e
36mg/kg de carboquelato de cromo, 6, 24 e 48 horas, apds a inducdo do
processo inflamatério induzido com solugdo salina (S), tioglicolato (T) e A.
hydrophila inativada (B).

Niveis de Cromo

Trombécitos

N&o suplementado 12mg 18mg 36mg
0.2 Aa (0,05) 1.0 Aa (0,05) 0.4 A2 (0,05) 1.0%a (0,05)
6 horas B 0.4 Aa (0,06) 0.6 Aa (0,06) 1.0 Bab (0,06) 58 Bb (0,06)
24 Aa(0,11) 28 Aa (0,11) 28 ABa (0,11) 0.8 Aa (0,11)
Valores F 1,350 0,931 3,383 4,812
Pr>F 0,2650 0,3971 0,0411 0,0120
0.8 Aa (0,05) 1.0 Aa (0,05) 1.0 Aa (0,05) 1.0 Aa (0,05)
24 horas B 1.6 Aa (0,06) 29 Aa (0,06) 46 Ba (0,06) 20 Aa (0,06)
76 Bb (0,11) 0.4 Aa (0,11) 29 ABa (0,11) 16.2 Bb (0,11)
Valores F 0,296 1,567 4121 3,319
Pr>F 0,0002 0,2156 0,0216 0,0000
3.2 Aa (0,05) 0.6 Aa (0,05) 0.8 Aa (0,05) 1.2 Aa (0,05)
48 horas B 28 Aa (0,06) 20 Aa (0,06) 1.2 Aa (0,06) 40 Aa (0,06)
2 OAa (0,11) 0.6 Aa (0,11) 24 Aa (0,11) 30 Aa (0,11)
Valores F 0,196 1,526 1,259 2,078
Pr>F 0.8230 Q2242 0.2893 0.1336

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento),
comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em comum nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, p>0,05. Analise de varidncia esta representada por letras
mailsculas para colunas na comparacdo das substéncias aplicadas dentro de cada
periodo estudado e letras minusculas para linhas na comparacdo entre os diferentes
tratamentos. Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Tabela 30. Valores médios, erro padrao e analise de variancia expressos em
log? do nimero de linfécitos presentes no foco inflamado de pacus P.
mesopotamicus com dieta ndo suplementada ou suplementada com 12, 18 e
36mg/kg de carboquelato de cromo, 6, 24 e 48 horas apos, a inducdo do
processo inflamatoério com solugado salina (S), tioglicolato (T) e A. hydrophila
inativada (B).

Niveis de Cromo

Linfécitos
N&o suplementado 12mg 18mg 36mg
S 3 2 Aa (0,08) 9 2 Aa (0,08) 1 O Aa (0,08) 2 8 Aa (0,08)
6 horas B 3 2 Aa (0,09) 4.4 Aa (0,09) O 8 Aa (0,09) 1 2 Aa (0,09)
T 16.0 Aa (0,09) 8.4 Aab (0,09) 0.2 Ab (0,09) 0.2 Ab (0,09)
Valores F 0,687 0,620 0,197 1,149
Pr>F 0,5042 0,5391 0,8218 0,3217
S O 6 Aa (0,06) O 6 Aa (0,06) O 4 Aa (0,06) 1 6 Aab (0,06)
24 horas B O 2 Aa (0,05) 1 2 Aa (0,05) 5 8 Bb (0,05) O 6 Aa (0,05)
T 2 8 Ba (0,06) O 8 Aa (0,06) 2 2 Ba (0,06) 4 6 Ba (0,06)
Valores F 6,063 0,541 8,151 4914
Pr>F 0,0043 0,5826 0,0009 0,0111
S 3 6 Aa (0,08) O 6 Aa (0,08) O 4 Aa (0,08) 3 6 Aa (0,08)
48 horas B 3 O Aa (0,07) 3 6 Aa (0,07) O 8 Aab (0,07) 9 O Aa (0,07)
1.4 Aa (0,07) 1 2 Aa (0,07) 6 2 Ba (0,07) 1.4 Aa (0,07)
Valores F 1,193 1,237 4,202 0,723
Pr>F 0,3083 0,2955 0,0202 0,4868

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento),
comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em comum nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, p>0,05. Analise de varidncia esta representada por letras
mailsculas para colunas na comparacdo das substéncias aplicadas dentro de cada
periodo estudado e letras minusculas para linhas na comparacdo entre os diferentes
tratamentos. Pr>F — Probabilidade de significancia de F.
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Tabela 31. Valores médios, erro padrao e analise de variancia expressos em
log™ do niumero de macréfagos no foco inflamado de pacus P. mesopotamicus
com dieta ndo suplementada ou suplementada com 12, 18 e 36mg/kg de
carboquelato de cromo, 6, 24 e 48 horas, apds a inducdo do processo
inflamatério induzido com solugédo salina (S), tioglicolato (T) e A. hydrophila
inativada (B).

Niveis de Cromo

Macréfagos
N&o suplementado 12mg 18mg 36mg
0.0 Aa (0,02) 0.4 Aa (0,02) 0.0 Aa (0,02) 0 OAa (0,02)
6 horas B 0.4 Aa (0,03) 0.0 Aa (0,03) 0.2 Aa (0,03) 0.4 Aa (0,03)

0.6 Aa(0,05) 0.4 Aa (0,05) 0.0 Aa (0,05) 0.0 Aa (0,05)
Valores F 0,000 4,000 0,000 0,000
Pr>F 10,000 0,0240 10,000 10,000

0.2 Aa (0,05) 0.2 Aa (0,05) 0.0 Aa (0,05) 0.2 Aa (0,05)
24 horas B 0.0 A2 (0,06) 0.0 A2 (0,06) 0.0%2 (0,06) 0.2 A2 (0,06)

0.6 Ab (0,11) 0.0 Aa (0,11) 0.4 Ab (0,11) 4.4 Bb (0,11)
Valores F 3,355 0,204 0,816 17,558
Pr>F 0,0421 0,8162 0,4443 0,0000

S 0.2 ABa (0,03) 0.0 Aa (0,03) 0.2 ABa (0,03) 0.2 Aa (0,03)

48 horas B 1.2 Bb (0,06) 0.0 Aa (0,06) 0.0 Aa (0,06) 0.2 Aab (0,06)

0 OAa (0,06) 0.0 Aa (0,06) 0.8 Ba (0,06) 0.2 Aa (0,06)
Valores F 6,000 0,000 0,667 0,667
Pr>F 0,0045 10,000 0,5146 0,5146

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento),
comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em comum nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, p>0,05. Analise de varidncia esta representada por letras
mailsculas para colunas na comparacdo das substéncias aplicadas dentro de cada
periodo estudado e letras minusculas para linhas na comparacdo entre os diferentes
tratamentos. Pr>F — Probabilidade de significancia de F.

ApOs seis horas o0s peixes que receberam diferentes niveis de
carboquelato de cromo apresentaram menores niveis glicémicos, sendo o
tratamento de 12 mg/kg de cromo no grupo injetado com salina (GS) e o
tratamento de 18 mg/kg no grupo inoculado com a bactéria (GB) e no grupo
injetado com tioglicolato (GT) mais efetivos nesse intervalo. O grupo controle
demonstrou maior concentracdo de glicose diferindo dos que receberam
carboquelato de cromo no GS e GT. Ap6s 24 horas, observou-se maior
glicemia no GS, diferindo dos demais que receberam cromo. Apds 48 horas
apenas o GB apresentou reducdo das meédias dos que receberam cromo
diferindo do controle. Na analise dos tempos entre os tratamentos, verifica-se
que ocorreu interacdo do cromo na reducdo da glicemia demonstrando a
potencializacdo sobre a acdo da insulina (Tabela 32).
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Tabela 32. Valores médios, erro padrao e analise de variancia da glicemia de
pacus P. mesopotamicus com dieta ndo suplementada ou suplementada com
12, 18 e 36mg/kg de carboquelato de cromo, 6, 24 e 48 horas apoés a
inducdo do processo inflamatoério.

Niveis de Cromo

Glicemia
N&o suplementado 12mg 18mg 36mg
S 86 ABDb (3,30) 58 Aa (3,30) 60 Aa (3,30) 76 Aab (3,30)
6 horas B 69 Aab (3,82) 62 Aa (3,82) 61 Aa (3,82) 69 Aa (3,82)

T 99 Bb (6,61) 58 Aa (6,61) 52 Aa (6,61) 71 Aa (6,61)
Valores F 5,366 0,114 0,481 0,337
Pr>F 0,0076 0,8941 0,6187 0,7140

S 81 Ab (3,35) 68 Ab (3,35) 56 Aa (3,35) 67 Aab (3,35)
24 horas B 73 Aa (3,87) 65 Aa (3,87) 64 Aa (3,87) 59 Aa (3,87)

T 74 Aa (6,70) 66 Aa (6,70) 54 Aa (6,70) 67 Aa (6,70)
Valores F 0,442 0,057 0,605 0,512
Pr>F 0,6431 0,9461 0,5472 0,5997

S 58 Aa (3,76) 77 Aa (3,76) 81 Aa (3,76) 60 Aa (3,76)
48 horas B 86 Bb (4,35) 58 Aab (4,35) 69 Aab (4,35) 57 Aa (4,35)

T 72 ABa (7,53) 63 Aa (7,53) 75 Aa (7,53) 65 Aa (7,53)
Valores F 3,552 1,615 0,593 0,244
Pr>F 0,0354 0,2061 0,5533 0,7841

Médias aritméticas de 180 pacus por més (12 tratamentos x 5 animais por tratamento),
comparadas nas colunas, com pelo menos uma letra em comum nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, p>0,05. Analise de varidncia esta representada por letras
mailsculas para colunas na comparacdo das substéncias aplicadas dentro de cada
periodo estudado e letras minusculas para linhas na comparacdo entre os diferentes
tratamentos. Pr>F — Probabilidade de significancia de F.

Comparando o desenvolvimento da reacdo inflamatéria entre os
diferentes agentes flogégenos aplicados em peixes nao suplementados
observa-se que no grupo inoculado com A. hydrophila inativada ocorreu
maior acumulo de células totais em todos os tempos de observacdo se
comparado ao grupo injetado com salina. Essa resposta foi aguda e maxima
apos seis horas e manteve-se até 48 horas. Por outro lado nos que
receberam tioglicolato como estimulo lesivo a resposta foi mais tardia, sendo
maxima apos 24 horas, sempre em relacdo ao grupo injetado com salina.
ApGs 48 horas a reacdo era drasticamente menor. Essa diferenca observada
quanto a precocidade da resposta possivelmente esteja relacionada ao tipo
de agente injuriante.

Segundo Hill & Rowley (1996) os trombdcitos de peixes possuem
funcdes de defesa expressa pela fagocitose e hemostasia gragcas aos
mecanismos de agregacdo, contribuindo para manter o hospedeiro livre de
micro-organismos apo6s dano vascular. Estudos in vitro demonstram que
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Staphylococcus aureus foram fagocitados por trombdcitos do exsudato
peritoneal de Cyprinus carpio (Suzuki, 1986), o mesmo ocorrendo com
Edwardsiella tarda em Anguilla japonica (Kusuda & lkeda, 1987).

Os peixes inoculados com A. hydrophila que receberam 18 mg de
carboquelato de cromo/kg apresentaram incremento da reacdo inflamatoria
em comparagcdo aos grupos que nao receberam suplementagcdo ou que
receberam outras concentracdes, apos 48 horas. Apesar desse incremento,
os tipos celulares predominantes ndo sofreram alterac6es qualitativas.

Quando o tioglicolato foi usado como estimulo lesivo nos peixes que
receberam dieta suplementada com 18 mg de carboquelato de cromo/kg de
racdo, também houve incremento da reagcdo, com as mesmas caracteristicas
anteriores apés 24 e 48 horas. Do mesmo modo, os que nao foram
suplementados ou que receberam outros niveis de cromo nao apresentaram o
mesmo fenémeno.

O cromo trivalente, entre outras ag¢des, diminui a deposicdo de gordura
e aumenta a deposicdo de proteina em pacus P. mesopotamicus (Fujimoto et
al., 2007). Esse efeito decorre da sua acdo como agente potencializador da
acao da insulina, constituindo-se em um fator de toleréncia a glicose (Mowat,
1997), que facilita a unido da insulina com seu receptor presente na
superficie celular, aumentando a sensibilidade da célula a glicose (Mertz &
Roginski, 1969).

Na inflamacdo aguda induzida pela carragenina em ratos Wistar a
insulina e o0s corticosteroides adrenais exercem efeitos fisiolégicos
antagbnicos. Na fase inicial da reacdo as propriedades da insulina
providenciam glicose como fonte de energia necessaria para o0
desenvolvimento dos diferentes eventos que a compde. Apés duas horas, por
ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, ocorre a liberacdo de
corticosteroides adrenais no sentido de controlar e limitar o desenvolvimento
do fenbmeno inflamatério. Assim, esses hormonios exercem efeitos
fisiologicamente antagbnicos (Moraes & Garcia Leme, 1982; Moraes et al.,
1987). Entdo o cromo trivalente, enquanto agente potenciador da acdo da
insulina e fator de tolerdncia a glicose poderia, no contexto da presente
observacdo, agir no mesmo sentido. Ou seja, providenciar maior
disponibilidade de glicose e favorecer o desenvolvimento dos eventos pro-
inflamatérios da resposta a A. hydrophila e ao tioglicolato.

Em apoio a essa hipoOtese, verifica-se que os peixes suplementados
com cromo trivalente, em quaisquer dos niveis utilizados, apresentaram
reducdo dos niveis glicémicos. Esses resultados corroboram as observactes
de Anderson (1994), que verificou reducdo da glicemia em humanos
suplementados com 6xido de cromo. Além disso, a suplementacédo da dieta
com esse microelemento tende a reduzir os efeitos nocivos do estresse em
espécies domeésticas por diminuir os niveis circulantes de cortisol (Mowat,
1997).

Entdo, no presente ensaio, o cromo trivalente poderia, além de prover
maior disponibilidade de energia para o desenvolvimento dos eventos
inflamatérios, agir na reducdo dos niveis circulantes de cortisol, facilitando
ainda mais o desenvolvimento da inflamacdo, como demonstrado por
Fujimoto et al. (2005).

No caso deste ensaio o mecanismo pelo qual o cromo trivalente pode
incrementar a resposta inflamatéria aponta no sentido de facilitar o acesso a
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fonte de energia, no caso a glicose, culminando com o incremento da
resposta celular inflamatdria. Esses resultados sugerem reflexos positivos na
resisténcia dos peixes alimentados com dieta suplementada as infeccgles.
Portanto, com base nos resultados deste trabalho, nas condi¢cdes em que foi
conduzido, fica recomendada a utilizacdo de suplementacéo alimentar com 18
mg de carboquelato de cromo/kg de racdo como forma de prevenir
enfermidades em peixes confinados.

O carboquelato de cromo na inflamacéo crénica por corpo estranho

Com base nas observagbes anteriores, esta parte do presente capitulo
teve como objetivo avaliar o efeito da alimentacdo com racdo suplementada
com cromo trivalente sobre o acumulo de macrofagos e a formacéo de células
policariontes em laminulas de vidro implantadas no tecido subcuténeo de
pacus.

Para o ensaio foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, com
12 tratamentos seguindo o esquema fatorial 4x3, sendo: quatro niveis de
carboquelato de cromo trivalente (0, 12, 18 e 36 mg/kg) e trés periodos (2,6
e 12 dias). Os resultados foram submetidos a analise de variancia. Para os
valores de F com diferenca significativa (p<0,05) foi utilizado o teste de
Tukey para comparacdo de médias em nivel de 5% de probabilidade.

Aanalise da racdo para concentagdo de caroquelato de cromo, o
preparo das dietas e a alimentacdo, o implante e coleta das laminulas e a
quantificagdo de macréfagos e células policariontes seguiu as técnicas
anteriormente descritas.

Os resultados demonstram que em nenhum dos grupos avaliados dois
dias apos o implante, a formacdo de células gigantes estavam presentes,
apenas foram observados macréfagos isolados. Porém, nos grupos avaliados
seis dias ap6s o implante foi observada a presen¢ca de grande numero de
células gigantes do tipo corpo estranho com 2 a 10 nucleos. Havia raras
células gigantes do tipo Langhans. Houve diferenca estatistica entre os
grupos 0 mg e 18 mg/kg quanto as células gigantes tipo corpo estranho,
células gigantes totais, quando o numero de nucleos considerado variou de
11 a 20 e de 21 a 30, com incremento do numero de células gigantes no
grupo que recebeu a concentracdo de 18 mg de carboquelato de cromo/kg de
racao.

A andlise dos grupos de 12 dias apds o implante mostrou aumento no
numero de células tipo Langhans, mas néo é possivel, estatisticamente,
creditar esse aumento a suplementacdo com cromo, podendo estar ligado a
cronicidade do processo. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
neste periodo. Os valores absolutos e medianas encontrados nas contagens
realizadas sdo mostrados nas Tabelas 33-34. A utilizacdo da mediana foi
necessaria devido aos valores nao se enquadrarem em uma curva normal.

Porém, as células de Langhans que representam um estagio mais
maduro das células do tipo CE (Mariano & Spector, 1974), segundo Petric et
al. (2003a, b) predominam nas laminulas ap6s 14 dias.
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Tabela 33. Valores absolutos para a contagem de células gigantes em
laminulas implantadas em pacu P. mesopotamicus. Dados representam o
numero total de células gigantes encontradas por grupos nos quatro
tratamentos e trés tempos e quantidade de células gigantes com diferente
numero de nucleos.

Tipo de célula gigante Ndmero de nucleos
Dias Tratamento CE Langhans  Total 2al0 11a20 21 a 30 > 30
2 0mg 0 0 0 0 0 0 0
12 mg 0 0 0 0 0 0 0
18 mg 0 0 0 0 0 0 0
36 mg 0 0 0 0 0 0 0
6 0 mg 138 3 141 108 25 3 6
12 mg 213 5 218 153 a7 14 4
18 mg 277 1 278 172 76 23 7
36 mg 186 1 187 125 52 10 1
12 Omg 119 9 128 90 26 12 3
12 mg 204 20 224 171 44 7 2
18 mg 232 22 254 151 75 14 1
36 mg 194 25 219 144 58 8 6

Tabela 34. Medianas e resultados da analise de variancia para a contagem
de células gigantes em laminulas implantadas em pacu P. mesopotamicus.

Tipo de célula gigante Numero de nucleos
Dias Tratamento CE Langhans  Total 2al0 11a20 21a30 > 30
2 0 mg OAB OAB OAB OAB OAB OAB OAB
12 mg OAB OAB OAB OAB OAB OAB OAB
18 mg OAB OAB OAB OAB OAB OAB OAB
36 mg OAB OAB OAB OAB OAB OAB OAB
6 0 mg 16,5° 0”® 165%® 125" 35° 0° 0"®
12 mg 26"° 0”® 26" 175" 65" 278 0"®
18 mg 345" 0”® 3457 2278 9" 2,5% 0"®
36 mg 25,5%° 0”® 255  147° 5,5%° 178 0"®
12 0 mg 15AB 1AB 15 AB 12 AB SAB 1AB OAB
12 mg 28"° 2,5 298 215" 6" 0,5"® 0"®
18 mg 32,5%° 2" 3478 197° 127® 178 178
36 mg 23,5"° 3,5"° 28" 165" 77° 178 0,5"°

Mediana e andlise de variancia de células gigantes encontradas por grupos nos quatro
tratamentos e trés tempos e quantidade de células gigantes com diferente nimero de
nucleos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica. Houve diferenca estatistica
(p<0,05) apenas entre os grupos 0 mg e 18 mg quanto ao numero de células gigantes
tipo corpo estranho, células gigantes totais, niumero de nimero de ndcleos de 11 a 20 e
numero de nimero de ndcleos de 21 a 30, com um incremento de células gigantes no
grupo 18 mg.
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A auséncia de células gigantes nos grupos avaliados dois dias ap6s o
implante, provavelmente é devida a precocidade da colheita, como
anteriormente observado por Belo (2006). Petric et al. (2003a)
demonstraram que o0s gigantdcitos iniciam sua formacgéo no terceiro dia, com
aumento no numero de células gigantes e de nudcleos até o sétimo dia,
ficando estavel até o 14° dia.

Nos grupos avaliados seis dias ap6s o implante foi observada a
presenca de grande numero de células gigantes do tipo corpoestranho, em
acordo com a literatura (Mariano; Spector, 1974; Petric et al., 2003a;b; Belo
et al., 2005), mas raras células gigantes do tipo Langhans. Belo et al. (2005)
observaram células gigantes do tipo Langhans a partir do sétimo dia. Petric et
al. (2003a,b) e Brum (2003) observaram que apo6s trés dias ja estao
presentes gigantdcitos com dois a trés nucleos. Com o decorrer do tempo o
fenbmeno evolui e o0 ndmero de gigantécitos tende a aumentar
progressivamente até 12 dias apds o implante e os gigantdcitos do tipo corpo
estranho evoluem gradativamente para o tipo Langhans.

No sexto dia apds o implante, houve diferenca significativa (p<0,05)
entre o grupo que nao recebeu alimentacdo suplementada e o que recebeu
18 mg/kg quando se considera as células gigantes tipo corpo estranho,
células gigantes totais, com 11 a 20 e 21 a 30 nucleos. Essa diferenca deveu-
se ao aumento do numero de células gigantes no grupo que recebeu
alimentacdo suplementada com 18 mg/kg. Este resultado reafirma o
observado por Castro (2008), onde o0s peixes que receberam a racao
suplementada com 18 e 36 mg de cromo/kg incrementaram a resposta
inflamatdria aguda e reduziram a glicemia, demonstrando a potencializacao
da acdo da insulina. Fujimoto et al. (2005) observaram que nesta
concentracdo houve diminuicdo na concentracdo plasmatica de cortisol nos
primeiros sete dias, fato que favorece a resposta inflamatdria. Entdo o cromo
trivalente favorece o desenvolvimento da reacao inflamatdria na sua fase
aguda como verificado por Castro (2008) e neste ensaio, nas fases iniciais da
reacdo inflamatéria crdénica por corpo estranho, pelo menos em parte, por
aumentar a disponibilidade de glicose para o fenbmeno e por reduzir a
liberacéo de cortisol endégeno como demonstrado por Fujimoto et al. (2005).

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos neste periodo, talvez
devido a adaptacdo dos animais. Fujimoto et al. (2005), constataram que
pacus mantidos em diferentes densidades de estocagem e alimentados com
racdo suplementada com cromo trivalente, apdés sete dias, apresentaram
menor concentracdo plasmatica de cortisol nos peixes alimentados com dieta
suplementada com 18 mg de carboquelato de cromo/kg de racdo. Porém,
ap6és 30 dias ndo havia diferenca estatistica. Os resultados deste
experimento, em acordo com Fujimoto et al. (2005) demonstra que a
suplementacédo alimentar com carboquelato de cromo tem sua melhor
resposta nos primeiros dias ap6s estimulos estressantes.

Assim, esses resultados sugerem que a suplementacdo dietética com
cromo trivalente na concentracdo de 18 mg/kg mostrou eficiéncia no
incremento do acumulo de macrofagos e formacgédo de células gigantes no
sexto dia ap6s implante de laminula de vidro no tecido subcutdneo em P.
mesopotamicus. Além disso, que essa suplementacdo pode exercer efeitos
benéficos para o sistema de defesa contra a instalacdo de processos
infecciosos (Garrido, 2009).
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Consideracodes finais

A inflamacao e a cicatrizacdo sdo fendbmenos complexos em funcdo dos
diferentes mecanismos de acdo de substancias farmacologicamente ativas
liberadas, sintetizadas ou neoformadas no processo, bem como pelos varios
moduladores e pela dindmica da participacdo de estruturas vasculares,
celulares e teciduais. Dessa forma, sao processos que requerem demanda
energética para que possam acontecer, visto que em deficiéncia de insulina a
situacao de citoglicopenia deprime o processo. Do mesmo modo, a deficiéncia
protéica na alimentacdo inibe a resposta inflamatéria no que tange a
participacdo de vasos e células, ocorrendo 0 mesmo quando a concentracao
plasmatica de costicosteroides esta elevada. Todavia, em qualquer desses
casos 0 padrdo de resposta permanece inalterado, havendo apenas reducao
de intensidade.

O confinamento de peixes em pequenos espagos e em grande numero
contraria o determinado pela sua evolugdo genética que se passou em
ambiente silvestre. Ou seja, peixes criados em cativeiro e sujeitos as praticas
de piscicultura estdo mantidos em condi¢des adversas. Assim, é possivel que
tenham alta demanda por energia, mesmo quando 0s niveis de cortisol
considerados preocupantes nao sejam detectados pelas técnicas disponiveis
atualmente. Entdo é possivel que ao terem sua dieta suplementada com
vitamina C, vitamina E, parede celular de levedura, levedura autolisada,
carboquelato de cromo e outros neutracéuticos, de alguma forma alcancem
maior patamar homeostatico, facilitando as respostas fisiopatolégicas como
um todo.

Portanto, mais do que particularidades de respostas de células ou
humores dos sistemas de defesa, o efeito dessas substancias provavelmente
esta relacionado a uma melhor condicdo organica. Nos casos estudados e
aqui descritos, um componente comum que resulta das dietas com os
diferentes tipos de suplementacdo € a reducdo da concentracdo plasmatica de
cortisol.

O estresse agudo ou crénico e o consequente aumento da concentragédo
plasmatica de cortisol causam varios efeitos deletérios ao hospedeiro, dentre
0s quais a imunossupressado ocupa papel relevante, e de grande preocupacao
principalmente em cultivo. Com os teores de cortisol plasmatico elevados ha
inibicAdo da producdo de varias substancias proé-inflamatérias, como o0s
eicosanoides derivados do &acido araquidbnico, da liberacdo de interleucina 1
e fator de necrose tumoral, do fator ativador de plaquetas, da atividade do
sistema complemento, da atividade lisozima e da producdo de IG M. Todas
essas substancias estdo direta ou indiretamente envolvidas na resposta
inflamatéria e consequentemente nos mecanismos de defesa contra
infecgbes. Quando sua producdo ou atividade estd inibida ou bloqueada,
dependendo do mediador ou modulador envolvido, ocorrem prejuizos que vao
desde a adesao leucocito/endotélio até deficiéncias da atividade microbicida,
passando pela diapedese, quimiotaxia e fagocitose, comprometendo a¢fes de
mecanismo de defesa celular. Essas defesas também podem estar
comprometidas nos casos em ocorra leucopenia pela ativacdo intravascular
das células de defesa, como ocorre na septicemia e na endotoxemia ou pela
depresséo da sua producdo como ocorre em diferentes tipos de intoxicagoes.
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De outro lado, prejuizos da atividade do sistema complemento, da
lisozima e da producéo de anticorpos comprometem as defesas humorais. O
incremento da resposta inflamatdéria pela melhora do patamar homeostatico
em geral, facilitando as respostas fisiopatolégicas e a atividade dos
elementos que participam dos fendbmenos de defesa é uma idéia atraente.

Assim, o ponto crucial a ser focado &€ a manutencdo em baixa
concentracdo de cortisol plasmatico, ou a redugdo maxima possivel das
causas de estresse nos sistemas de producdo. Cuidados com a qualidade da
agua e o ambiente e a reducdo dos fatores de estresse de manejo zootécnico
devem ser considerados também.

A suplementacdo alimentar como recurso antiestressante e, portanto,
profilatico, deve ser orientada nédo s6 pela eficiéncia do suplemento, mas
também pelas facilidades de obtencdo, estocagem, arragcoamento,
palatabilidade e relacdo custo/beneficio. Nesse caso merece destaque a
levedura Saccharomyces cerevisiae.

Finalmente, a desinfeccdo e higienizacdo de instalagcbes e de
instrumentos de manejo, exames clinicos e laboratoriais antes da introducgao
de alevinos ou mesmo peixes maiores no sistema de produc¢do, bem como o
uso de quarentenarios sdo medidas desejaveis.
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