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ERITROPOIETINA E DEXAMETASONA EM DANIO RERIO DURANTE
AEROCISTITE INDUZIDA POR AEROMONAS HYDROPHILA

RESUMO - O zebrafish representa um importante candidato, apresentando alta
homologia genética com seres humanos e respostas, porém, sdo poucas as
informacgdes sobre seus mecanismos eritropoiéticos frente ao e leucopoiéticos. Assim o
presente estudo buscou investigar o efeito da administracdo exdgena de eritropoietina
e da dexametasona sobre a resposta hematopoiética e leucocitaria durante estimulo
inflamatério através da inducdo de aerocistite infecciosa. Para isto, realizou-se inducao
de aerosciste através de inéculo de A. hydrophila, seguida da aplicacdo por via
subcutanea de dexametasona (DEX) na dose de 25ug por unidade animal e 2Ul de
eritropoietina recombinante humana (EPO), constituindo os seguintes tratamentos:
CC+ = néo tratada com EPO e néo tratado com DEX (n=10); DEX+= n&o tratada com
EPO e tratada com DEX (n=10); EPO+ = tratada com EPO e nao tratada com DEX
(n=10); EPO/DEX+= tratada com EPO e tratada com DEX (n=10) e PF= (padréo
fisioldgico) onde os animais ndo receberam nenhuma medicacdo e nao foi induzido a
aeroscistite (n=10). para posterior coleta sanguinea e do exsudato inflamatério da
bexiga natatoria no periodo de 2 e 4 dias apés inoculacdo (2DPI e 4DPI) e contagem
eritrocitaria total, contagem de reticuldcitos, leucocitaria total, diferencial leucocitério e
contagem total e diferencial celular do exsudato da bexiga natatéria. Na analise dos
dados obtidos, observou-se um aumento geral dos parametros eritrocitarios e de
reticulocitos nos grupos EPO+ e DEX+, bem como leucocitarios no grupo EPO+, o que
indica possivel resposta eritropoiética e leucopoiética positiva proveniente do uso da
EPO. Na analise leucocitaria foi possivel observar também significante reducdo de
valor total, granuldcitos, mondcitos e linfécitos nos grupos de tratamento com uso de
DEX, indicando um presente efeito imunossupressor derivado do uso do glicocorticoide
na espécie, demonstrando efeitos similares a mamiferos da EPO e da DEX.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Eritropoiese, Danio rerio, inflamacdo, dexametasona,
stress.



ERITROPOETINE AND DEXAMETHASONE IN DANIO RERIO
DURING AEROCISTITIS INDUCED BY AEROMONAS HYDROPHILA

ABSTRACT.- Zebrafish represents an important candidate, presenting high genetic
homology with humans and answers, however, there is little information about its
erythropoietic mechanisms against leukopoietic. Thus the present study sought to
investigate the effect of exogenous administration of erythropoietin and dexamethasone
on the hematopoietic and leukocyte response during inflammatory stimulation through
the induction of infectious aerocystitis. For this, an aerosol induction was performed
through A. hydrophila inoculum, followed by subcutaneous application of
dexamethasone (DEX) at the dose of 25 ug per animal and 2UI of recombinant human
erythropoietin (EPO), constituting the following treatments: CC + = untreated with EPO
and not treated with DEX (n = 10); DEX + = untreated with EPO and treated with DEX
(n = 10); EPO + = treated with EPO and not treated with DEX (n = 10); EPO / DEX +
treated with EPO and treated with DEX (n = 10) E And PF = (physiological standard)
where the animals received no medication and were not induced to aerosctitis (n = 10),
for subsequent blood collection and inflammatory exudate of the swimming bladder at 2
and 4 days after inoculation (2DPI and 4DPI) and total erythrocyte count, reticulocyte
count , Total leukocytes, differential leukocytes, and total and differential cell count of
the swim bladder exudate. In the analysis of the obtained data, a general increase of
erythrocyte and reticulocyte parameters in the EPO + and DEX + groups was observed,
as well as leukocytes in the EPO + group, indicating a positive erythropoietic and
leukopoietic response from EPO use. In the leukocyte analysis, it was also possible to
observe a significant reduction of total value, granulocytes, monocytes and lymphocytes
in the treatment groups with DEX, indicating a present immunosuppressive effect
derived from glucocorticoid use in the species, demonstrating similar effects to the EPO
and DEX mammals .

INDEX TERMS: Erythropoiesis, Danio rerio, inflammation, dexamethasone, stress
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1. INTRODUCAO

A busca pelo desenvolvimento de novos compostos quimicos retrata uma
constante necessidade da realizacdo de testes sobre sua eficacia e potencial toxicos,
assim, cada vez mais a industria farmacéutica tem buscado alternativas aos modelos
experimentais mamiferos utilizados para o desenvolvimento de pesquisas, na tentativa
de reduzir custos em sua manutencdo e diminuir o tempo necesséario para atingir o
periodo ideal de experimentacdo entre os modelos atuais (MCGRATH & LI, 2008;
BOVERHOF & ZACHAREWSKI, 2006; KOLA & LANDIS, 2004). Neste preceito é
necessario a busca de modelos experimentais que demonstrem semelhantes respostas
fisiol6égicas aos mecanismos humanos.

O zebrafish (Danio rerio) tem mostrado um importante potencial como modelo
animal vertebrado para avaliacdo da toxicidade in vivo de drogas e de triagem para
avaliar a eficacia e toxicidade quimica e seguranca, demonstrando semelhantes
respostas organicas a niveis fisiolégicos, celulares e moleculares tendo seus processos
metabdlicos, processos de sinalizagdo, e comportamento cognitivo assim como
sistemas sensoriais comparaveis aos de mamiferos (ZHU et al., 2013; de ESCHE et al.,
2012; MCGRATH & LI, 2008). Seu genoma ja totalmente sequenciado demonstrou uma
homologia de aproximadamente 70% com o0s genes homologos humanos,
apresentando respostas fisiolégicas semelhantes aos de modelos animais mamiferos
(MCCOLLUM et al., 2011; RENIER et al., 2007).

Os estudos de compostos voltados as respostas hematopoiéticas apresentam-
se de grande importancia, demonstrando-se promissores ndo sO na atividade
eritrocitarias, mas também na atividade regenerativa frente a estimulos lesivos, desta
forma podendo auxiliar em respostas inflamatorias. O uso do zebrafish para a avaliagdo
de respostas sobre a atividade hematopoietica representa uma importante alternativa
como modelo animal, exibindo caracteristicas funcionais e histolégicas que corroboram
a de humanos (HE et al., 2014; CARROL & NORTH, 2014; HUANG et al., 2013; BUEMI
et. al, 2009; THISSE & ZON, 2002, BAHARY & ZON, 1998).

Partindo-se da necessidade de se investigar a participagdo da eritropoietina na
resposta hematopoiética e leucocitaria na espécie Danio rerio, em associacéo ao efeito
glicocorticoide sobre mecanismos de defesa, este estudo tem por objetivos avaliar o
efeito da administracdo exdgena de eritropoietina e da atividade glicocorticoide da
dexametasona, sobre a resposta hematopoiética e leucocitaria durante septicemia
hemorragica com aerocistite induzida por A. hydrophila.



2. OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivos avaliar o efeito da administracdo exdégena
de eritropoietina e da atividade glicocorticoide da dexametasona, administrados via
subcutdnea e intramuscular (respectivamente), durante septicemia hemorragica em
tilapias do Nilo, O. niloticus, com aerocistite induzida por A. hydrophila, através da
analise da capacidade de recuperacdo eritrocitaria e de formacdo de reticulécitos,
acumulo celular no exsudato inflamatorio, leucograma, atividade respiratoria de
leucocitos, determinacdo de atividade de lisozima, bioquimica sérica e histopatologia
de 6rgdos hematopoiéticos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Hematologia em zebrafish

A formagdo de células sanguineas sdo derivadas de células tronco
hematopoiéticas, uma célula pluripotente, que através de transcricbes génicas, se
proliferam e se diferenciam, torando-as em células sanguineas, sendo este mecanismo
conservado em todos vertebrados (THISSE & ZON, 2002).

A hematopoiese em veterbrados ocorre em forma de ondas durante seu
desenvolvimento, pelo qual os sitios de producéo celular séo alterados de acordo com
a fase de seu desenvolvimento. Em mamiferos, o saco vitelino é o primeiro sitio da
hematopoiese embrionaria. Em peixe-zebra o0s eritrécitos primitivos surgem
exclusivamente a partir da mesoderme lateral posterior (PLM), que mais tarde se torna
a massa celular intermediaria (ICM). Sobrepondo a essa onda, até 28 horas apés
fecundacdo, endotélio hegemonicos na regido da aorta, ddo origem a células-tronco
hematopoiéticas definitivas (HSC) que se tornam o sitio hematopoético até o fim de sua
fase embrionaria (PIMTONG et. al, 2014).

A formacdo sanguinea de peixes apresenta-se em seu rim em vida larval e adulto,
enquanto que o mamifero, tal formacao apresenta-se no figado fetal e o medula 6ssea
na vida fetal e adulta, respectivamente. O tempo da formacdo e apresentacdo das
células no sangue depende da taxa relativa de desenvolvimento em cada espécie. Em
peixes sua formacdo e apresentacdo no sangue ocorre em 24 horas, enquanto que
ratos e humanos em 7,5 e 19 dias, respectivamente (THISSE E ZON, 2002; ZON,
1995).
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Peixe-zebra séo particularmente Uteis para a pesquisa de hematologia por conta da
elevada conservacdo de fatores genéticos e de regulacdo no desenvolvimento
sanguineo, bem como a estrutura e funcdo de tipos de células hematopoiéticas
(CARROL & NORTH, 2014; BOATMAN et. al, 2013).

3.2 Eritropoietina

A eritropoietina (EPO) € um hormonio glicoproteico que regula a proliferacéo e a
diferenciacdo das células eritroides ao interagir com receptores especificos de
eritropoietina existentes em diferentes tipos de células (KATZUNG, 2005). Desta forma,
este hormdnio atua sobre a eritropoiese de modo complexo: estimulando a proliferacao
de células indiferenciadas medulares, produzindo maior nimero de mitoses destas
células; através da estimulacdo do amadurecimento das células indiferenciadas de
onde surgem os primeiros eritroblastos, denominados proeritroblastos e os eritroblastos
basdfilos; pela estimulacdo na sintese da hemoglobina e pelo aumento na taxa de
reticulocitos no sangue (LORENZI, 2003).

Nos mamiferos, o figado é o 6rgéo de producéo inicial, apds o nascimento o rim
assume a funcéo (CHU et al., 2007). A taxa de EPO sintetizada € aumentada nos rins
pela hipdxia, levando a niveis elevados de proteinas na circulacao periférica. Ao entrar
na medula éssea, a EPO uni-se ao seu receptor (EPOR) progenitor das células
eritroides, estimulando a proliferacdo e maturacdo destas células por ativacdo dos
transdutores Janus-quinase e vias de sinalizacdo de transcricdo (NOGAWA-KOSAKA
et al., 2009; PAFFETT-LUGASSY et al., 2007).

Paffet-Lugassy et. al (2007) verificaram resposta da eritropoietina sobre a
eritropoiese semelhante & humana ao analizarem zebrafish submetidos a hipoxia,
demonstrando a corroboragdo da acao da eritropoietina sobre a hematopoiese dessa

espécie.

3.3 Aeromonas hydrophila

A Aeromonas hydrophila € uma bactéria gram-negativa que afeta uma ampla
variedade de espécies de peixe de agua doce e ocasionalmente peixes marinhos. Esta
bactéria possui citotoxinas, enterotoxinas e um repertério de enzimas que digerem 0s
componestes celulares do hospedeiro, produzindo proteases e hemdlises. Varios
estudos indicam que a resisténcia a doencas em peixes esta relacionada com sistema

imune inato, e que estes parametros provavelmente afeta a capacidade inerente do
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peixe de resistir a agentes patogénicos antes de uma resposta imune especifica
(REYES-BECERRIL et al., 2011).

As infeccbes por Aeromonas naturais e experimentais em peixes, anfibios e
répteis estdo associados com mudancas hematoldgicas e histopatoldgicas. Mas a sua
patogénese da infeccdo ainda ndo esta bem compreendida (BRENDEN & HUIZINGAT,
1986). Em pesquisas Brenden & Huizingat (1986) verificaram que ao inocular
Aeromonas hydrophila por via intramuscular em ratos de laboratorios, as alteracdes
histolégicas, bioguimicas e hematoldgicas foram observadas 36 horas apés infeccdo. A
inoculacao levou a septicemia, danos teciduais, choque endotoxico e morte na metade
dos animais. O exame histolégico revelou: necrose severa do musculo no local da
injecdo, edema, hemorragia, infiltrado neutrofilico nos pulmdes e necrose focal no
parénquima hepético. Aumento significativo na aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, bilirrubina e uréia em amostras de sangue. Sugerindo que, a
endotoxina contribui para a patogénese da infeccdo da Aeromonas em ratos.

Especula-se que A. hydrophila tem o poder de viruléncia pelas varias enzimas
extracelulares que inclui a proteases, hemolisinas, enterotoxinas e acetilcolinesterase,
sendo que, algumas destas toxinas tém caracteristicas bioquimicas. E ainda, as
enzimas proteoliticas excretadas por Aeromonas spp. Desempenham um papel
importante na invasao e estabelecimento da infeccao pela superacao inicial as defesas
dos hospedeiros e pelo fornecimento de nutrientes para a proliferacdo de células
(CASCON et al., 2000).

3.4 Anti-inflamatério esteroidal

Os glicocorticéides sdo horménios esteroides que sdo secretadas pela glandula
suprarrenal apés o stress e a um ritmo circadiano. Nos seres humanos e de peixe, o
principal glicocorticoide endogeno € o cortisol, enquanto corticosterona é o principal
glicocorticéide em roedores. Esses hormoénios regulam uma grande variedade de
processos, tal como a resposta imune (BARNES, 2006), atividade e comportamento
neural (DE KLOET et al., 2005), o metabolismo (WANG, 2005) e a formacgao de osso
(SAMBROOK, 2007).

A principal acéo anti-inflamatéria dos corticoides esta na inativacdo de multiplos
genes ativos sobre a inflamag&o, reduzindo assim processos de codificagdo de
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, enzimas inflamatoérias, receptores e
proteinas, promovendo uma modulacdo sobre a resposta inflamatéria e reparacao

tecidual (BARNES, 2006).
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Os efeitos dos glicocorticoides sdo mediados por um receptor intracelular, o
receptor de glicocorticoides (GR). Este receptor € um membro da familia dos
receptores de esterbides, que por sua vez pertencem a superfamilia de receptores
nucleares (ZHANG et al., 2004). Como todos os receptores nucleares, GR atua como
um fator de transcricdo ativado por um ligante, que por sua vez apresenta-se bem
conservado entre as espécies de animais vertebrados (BRIDGHAM et al., 2006).

A grande maioria dos peixes teledsteos apresentam dois receptores
glicocorticéides, denominados GR1 e GR2 (STOLTE et al, 2006), entretanto o peixe
zebra demonstrou a presenca de somente um GR (KRUG, 2014; ALSOP & VIJAYAN,
2008; SCHAAF et al, 2008) pelo qual demonstrou-se sob alta inducédo de expressao
com o uso de dexametasona nesta espécie, demonstrando efeitos tipicos de
glicocorticbéide sobre sua resposta inflamatéria em neutrofilos e macréfagos,
observando as mudancas na sua migracdo e numero e diminuicdo da expressdo de
citocinas inflamatorias (YANG et al., 2014; SCHAAF, SCHATZOUPOULOU & SPAINK,
2009).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Peixes e acondicionamento

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados 90 peixes zebra, oriundas da
mesma desova. Os peixes foram acondicionadas em 4 aquarios com capacidade de
40L (n=50) (figura 1), abastecidos com &gua desprovida de cloro, proveniente de pogo
artesiano. Apds o transporte para 0s aquarios, os peixes foram aclimatados durante 15
dias para a concentragdo plasmética de cortisol e a osmolaridade voltem aos niveis
basais. Nos primeiros trés dias de aclimatacdo, os animais foram submetidos a banhos
em solucdo de NaCl na concentracéo de 6,0 g/L. Receberam racdo comercial flocada
para peixes ornamentais (32% de proteina bruta), constituindo a dieta basal. O
arracoamento dos animais foi feito duas vezes ao dia, alimentados pela manha e tarde,
correspondendo a 2% da biomassa dos aquarios. A qualidade da agua determinada
nos momentos da alimentacdo, sendo a temperatura e concentracdo de oxigénio
dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo 55, e o pH e a condutividade elétrica

pelo aparelho YSI, modelo 63.



Figura.1- Aquério para acondicionamento dos peixes.

4.2 Delineamento experimental

Foram constituidos os seguintes tratamentos: EPO+= tratada com EPO (2 Ul) e
nao tratada com DEX (n=10); EPO/DEX+= tratada com EPO (2 Ul) e tratada com DEX
(25u)(n=10); C+= (grupo controle) ndo tratada com EPO e ndo tratado com DEX
(n=10); DEX+= ndo tratada com EPO tratada com DEX (25u) (n=10), e PF= (padrao
fisiolégico) onde os animais ndo receberam nenhuma medicagdo e néo foi induzido a
aeroscistite (n=10). Sendo amostrados em dois periodos, isto é: dois e quatro dias pos-

inoculacdo (DPI), para a avaliagéo da resposta no tempo conforme.

Tabela 1 - Respresentagdo do delineamento experimental.

Grupo Tratamento 0 DI;Il 4
EPO+ Inoculado? + EPO 2UI/Kg - N=10 N=10
DEX+ Inoculado + Dexametasona 25ug - N=10 N=10
EPO/DEX+ Inoculado + EPO 2UI/Kg + Dexametasona 25ug - N=10 N=10
C+ Inoculado + sem EP? + sem DEX - N=10 N=10
PF Padréo fisiologico N=10 - -

1 DPI:dias apds inoculagéo
2 Induzido reacao inflamatoria por inéculo de A. hidrophila

4.3 Anestesia dos animais
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Os peixes foram anestesiados por imersdo em solucdo aquosa de benzocaina
na propor¢do de 1:1000 diluida em &lcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o volume
para 1L (Wedemeyer, 1970) para sedagdo dos animais no momento do desafio
bacteriano e administracdo dos farmacos. A eutandsia dos animais foi realizada a
através da submersdo em agua gelada (abaixo de 4°) de acordo com (Wilson et al
20009).

4.4 |solamento da bactéria do género Aeromonas hydrophila

A Aeromonas hydrophila foi isolada de peixes naturalmente infectados, com
lesbes caracteristicas de aeromonose (POPOFF, 1984). Fornecidas pelo NEPEAM
(Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia — FCAV-UNESP/Campus de
Jaboticabal. Foram realizados culturas das cepas com posterior plaqueamento seletivo
em placas contendo ang vermelho de fenol-amido-ampicilina e ang dextrina-ampicilina.

Das culturas obtidas no plaqueamento seletivo foram colhidas, para cada um
dos meios utilizados, até cinco colbnias com caracteristicas sugestivas do género

Aeromonas.
4.5 Preparacgao do inoculo bacteriano e indugdo do processo inflamatorio

Apés a obtencdo de colbnias puras, estas foram semeadas em meio liquido
TSB. Ap0Os 24 horas de incubacdo a 28°C, o material foi centrifugado a 3.000 Fg/5
minutos, em centrifuga clinica, desprezando-se o sobrenadante e a massa bacteriana

(Aeromonas hydrophila) precipitada foi diluida em solucdo salina esterilizada (0,65%),
até a obtencdo da concentracdo 6,0 x 106 unidades formadoras de colénia (UFC) por

mL, utilizando-se contagem em placa.

O in6culo foi administrado na bexiga natatoria e sua por¢ao cranial (Figura 3).

Figura. 2- A: Local da inoculagdo de Aeromonas hydrophila na regido dorso lateral esquerdo, ao final do opérculo;
B: Evidenciacdo da bexiga natatéria e sua porcao cranial e caudal.



4.6 Administracdo de dexametasona (DEX) e eritropoietina (EPO)

A aplicacdo dos diferentes compostos foi realizada imediatamente apés a
inoculacdo de A. hydrophila nos grupos correspondentes, com administracdo de
dexametasona (Cortvet®), via subcutdnea na regido caudal-ventral da nadadeira
peitoral esquerda (Figura 4), na dose Unica de 25u e administracdo de eritropoietina
recombinante humana (Hemax-Eritron®) via subcutédnea na regidao na regido dorso-

lateral esquerda na dose Unica de 2 Ul de acordo com padronizagdo em ensaio piloto.

Figura 3- Fotografia demonstrando o local administracéo
com demonstracao (setas vermelhas) dos locais de
aplicagcdo da dexametasona: via subcutanea na regido
caudal-ventral da nadadeira peitoral esquerda; e da
eritropoietina: via subcutanea na regido na regido dorso-
lateral esquerda. .

4.7 Avaliacdo do exsudato inflamatorio induzido na bexiga natatéria

A avaliacdo do acumulo de células totais, ao término dos tempos pré-
estabelecidos de dois e quatro dias apos a inoculagdo bacteriana, os animais foram
dissecados por um corte longitudinal ventral apds anestesia profunda, do anus ao
opérculo; outro do anus até a cabeca seguindo a linha lateral e um terceiro passando
pela nadadeira peitoral dando acesso a bexiga natatéria. A seguir, esta foi lavada com
0,01 ml de solugéo gelada de PBS, contendo EDTA a 0,09%, e entdo o0 mesmo volume
recolhido e centrifugada a 1000 rpm, por cinco minutos, em centrifuga clinica. O
sobrenadante foi retirado e o sedimento total foi ressuspendido com a adi¢cao de 10 pL
e transferida para camara de Neubauer para contagem das células inflamatérias totais

em microscopia de luz, coradas pelo método Tavares-dias e Moraes (2003). Para a



contagem diferencial de trombdcitos, linfécitos, macrofagos e granuldcitos foi realizacao
extensdo em laminas de microscopia colocada uma gota deste exsudato e coradas
pancromicamente com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth (TAVARES-DIAS &
MORAES, 2003) para posterior contagem em microscopia de luz de até 200 células

dentre os diferentes tipos acumulados no foco inflamatorio.

Figura 4- Fotomicrografia de uma aliquota de exsudato
em camara de Neubauer, evidenciando as células do
esudato.

4.8 Avaliacao do eritrograma, reticulécitos e contagem total e leucograma

Foram colhidas amostras de sangue por extravasamento através de uma secc¢ao
transversal da cauda, e coleta do sangue estravasdo através do uso de pipeta
previamente heparinizada, e entdo depositado em eppendorf (Figura 6). A
determinacdo da contagem global de células vermelhas e brancas foram realizadas em
camara de Neubauer, utilizando a solugdo de Natt e Herrick (1952) com diluente na
proporgdo de 1:100. A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em extensdes
sangilineas com a contagem de 200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo
celular de interesse, apds coloracdo prévia das extensfes pelo método Romanowski
(Pandtico rapido). Para determinagao de reticuldcitos, amostras de 1uL de sangue
foram incubadas com 1uL de corante de Azul de Cresil brilhante durante 20 minutos
mantido em temperatura ambiente, deacordo com técnica modificada (TAVARES-DIAS,
2006). Posteriormente foram confeccionados esfregacos e através de microscopia de
luz foram determinado o numero de reticulécitos proporcional a contagem de 100

eritrocitos.
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Figura 5- A: seccdo da cauda; B:obten¢do da amostra sanguinea por extravasamento e uso de pipeta;
C: contagem de células sanguineas em camara de neubauer. D: Confec¢do de laminas com esfregaco
sanguineo para contagem diferencial de células sanguineas e percentual de reticuldcitos.

4.9 Analises estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia através de
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com parcela subdividida
no tempo “Split Plot Design” (2 tratamentos com eritropoietina X 2 tratamentos com
dexametasona X 2 tempos de coleta), utilizando-se o pacote estatistico SAS, pelo
procedimento PROC GLM, versdo 8.2. As comparacdes multiplas foram aferidas pelo
Teste de Tukey ao nivel de 95% de confianca.

5. RESULTADOS
5.1 Avaliacdo de parametros eritrocitarios

Os valores eritrocitarios totais evidenciaram diferenca entre os grupos e ao longo

dos periodos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resposta de parametros eritrocitarios observada em zebrafish nos diferentes tratamentos .

Tratamento® Eritrocitos Reticuldcitos
DPD? .
10 %
EN 1416 + 1.60 * 441 + 040 *
EG 12.15 + 159 " 464 + 035 *
2 NN 960 + 295 " 158 + 0.51 ™
NG 10.26 + 2.28 " 244 + 046 ™
PF 400 + 0.2 “* 171 + 047 ™
EN 546 + 1.79 "® 291 + 0.44
EG 7.27 + 337 ®® 395 + 0.62 *®
4 NN 11.18 + 233 ** 107 + 034
NG 7.87 + 095 " 108 + 0.09 °®
PF 400 + 02 “ 171 + 047
F Value 14.5 21.12
P>F < 0.0001 <0.0001
C.V. 23.1 17.1

1. . 1 .
Média seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey. Letras

Minusculas fazem comparagdo entre os tratamentos e letras maitsculas entre os
tratamentos ao longo do tempo.

2 Dias ap6s inculag3o da bactéria.

3 C+= Grupo induzido com aeroscistite; EPO+= Grupo induzido aeroscistite e com uso
de eritropoetina; DEX+= Grupo induzido aeroscistite e com uso de glicorticéide
EPO/DEX+= Grupo induzido aeroscistite, com uso de eritropoetina e

glicocorticdide.

Na analise das médias obtidas entre os diferentes tratamentos dentro do periodo
de 2 DPI, foi possivel observar valores superiores dentro dos grupos com uso de
eritropoietina EPO+ e EPO/DEX+, sendo dentre eles, o grupo com uso conjunto da
EPO com a DEX, enquanto no periodo de 4 DPI, os valores entre 0s grupos com uso
de EPO e DEX mantiveram-se sem altera¢cfes significativas, sendo observado apenas
a elevacdo de valor de eritrécitos totais pelo grupo sem uso de farmacos (C+). Na
analise dos valores ao longo dos periodos, observou-se queda da contagem total
eritrocitaria dentre os grupos com EPO do periodo 4 DPI em relagéo ao 2 DPI (Tabela
1).

Na analise dos valores relativos de reticulocitos obtidas entre os diferentes
tratamentos dentro do periodo de 2 DPI, observou-se valores superiores dentro dos
grupos com uso de EPO (EPO+ e EPO/DEX+), sendo que o0 grupo sem uso de
farmacos apresentou o menor valor, enquanto no periodo de 4 DPI, os valores
elevados do grupo com EPO+ manteve-se elevado em relagdo aos outros tratamentos.
Ao longo do periodo, verificou-se a diminui¢cdo dos valores de reticulocitos em todos os

grupo (Tabela 2).
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Figura 6 - Fotomicrografia de células eritrocitarias em microscopia 6ptica no aumento de 100x A:
Eritrécitosvistos a paritr de esfregaco sanguineo; B: Reticul6cito, com granulagGes caracteristicas (seta
vermelha)

5.2 Leucograma.

Os valores leucocitarios totais evidenciaram diferenca entre os grupos e ao

longo dos periodos (Tabela 3).

Figura 7 - Fotomicrografia de células leucocitarias (seta vermelha) em microscopia
Optica no aumento de 100x A:Linfdcito; B: Granuldcito.



Tabela 3 - Resposta de pardmetros leucocitarios observada em zebrafish nos diferentes tratamentos.

DPD? Tratamento® Leucdcito Total Granuldcitos Mondcitos Linfocitos
EPO+ 21184 + 1039 * 5428 + 1032 * 358 + 78 * 1067 + 269 *
EPO/DEX+ 4262 + 563 °* 1604 + 448 " 108 + 19 ™ 63 + 13 ™
2 C+ 3370 + 1683 ™ 761 + 452 " 492 + 266 * 38 + 13 ™
DEX+ 2614 + 114 ™ 431 + 141 ™ 65 + 13 A 110 + 23 B
PF 10818 + 654 A 597 + 84 PA 101 + 13 ™A 182 22 ™
EPO+ 8634 + 2292 ® 582 + 1227 °® 194 + 100 °® 64 + 34 B
4 EPO/DEX+ 357 + 186 ™ 14 + 152.8 2 £ 1 an 107 + 96 ™
C+ 10432 + 3514 * 340 + 2176 " 51 + 39 *® 22 + 8 bA
DEX+ 11224 + 4416 ** 3514 + 5657 * 172 + 57 @ * 689 + 190 *
PF 10818 + 654 ** 597 + 84 PA 101 + 13 182 22 ™
F Value 11.87 34.71 9.22 54.16
P>F <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
C.V. 77.33 55.44 65.64 48.75

! Média seguidas pela mesma letra n3o diferem entre si pelo teste Tukey. Letras minusculas fazem comparac3o entre os tratamentos

e letras maiusculas entre os tratamentos ao longo do tempo.

2 Dias apds inculagio da bactéria.

3 C+= Grupo induzido com aeroscistite; EPO+= Grupo induzido aeroscistite e com uso de eritropoetina; DEX+= Grupo induzido aeroscistite e com

uso de glicorticéide; EPO/DEX+= Grupo induzido aeroscistite, com uso de glicorticoide e eritropoietina; PF= Padrao fisioldgico.

13
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A analise dos valores de leucdcitos totais no periodo de 2DPI demonstrou
valores reduzidos de leucdcitos nos grupos EPO/DEX+ e DEX+ compara¢ao aos outros
grupos no periodo, também evidenciou elevado valor dentro do EPO+ em relacéo aos
outros tratamentos. No periodo de 4DPI os valores de leucdcitos totais dentre os EPO+
e EPO/DEX+ demonstraram-se menores em comparacdo aos outros grupos, sendo
gue o grupo DEX+, apresentou valores leucocitarios totais elevados em relacdo aos
outros grupos dentro do periodo. Ao longo dos periodos, os grupos EPO+ e DEX+,
apresentaram queda e elevacdo dos valores, respectivamente, em relacado ao periodo
de 4DPI.

A andlise de granulécitos, mondcitos e linfocitos evidenciou diferenca entre os
grupos e ao longo dos periodos (Fig 4, 5 e 6). O periodo de 2DPI, demonstrou valores
reduzidos de granuldcitos, mondcitos e linfocitos nos grupos EPO/DEX+ e DEX+ em
comparacao aos outros grupos no mesmo periodo, também evidenciou elevado valor
dentro do EPO+ em relacdo aos outros tratamentos. No periodo de 4DPI, ndo houve
diferenca de valores granulocitarios e monocitarios entre os grupos dentro do periodo.
Enquanto a andlise entre os periodos, evidenciou queda dos valores de granulécitos e

monacitos nos grupos EPO+ e C+.

5.3 Parametros do Exsudato Inflamatério induzido na bexiga natatéria

Os valores de células totais e diferencial encontrados na bexiga natatoria,

evidenciaram diferenca entre os grupos e ao longo do periodo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Parametros de exsudato inflamatério observada em zebrafish nos diferentes tratamentos.

DPD?> Tratamento?® Células Totais Granuldcitos Macroéfagos Linfdcitos
EPO+ 5237 * 1446 “* 1951 + 365 " 473 + 104 ™ 982 + 331 ™
EPO/DEX+ 44600 * 5106 ** 9918 + 3234 ** 2951 + 423 *® 2166 + 379 *
C+ 25788 * 6216 " 2260 + 930 *® 1730 + 584 *® 1633 + 538 **
DEX+ 11469 * 2814 “* 1381 + 422 B 992 + 413 B 830 + 385 ™
EPO+ 3143 + 448 “* 1133 + 284 1100 + 157 363 + 142 ™
4 EPO/DEX+ 24735 * 2854 *® 6092 + 1561 °**® 8395 + 999 ** 2448 + 618 *
C+ 19458 + 5638 *® 7321 + 1460 *® 8870 + 2362 * 2794 + 784 **
DEX+ 13702 * 2751 " 3993 + 1671 °* 4796 + 963 ** 531 + 180 ™
F Value 11.95 12.70 13.78 5.60
P>F <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
C.V. 23.62 40.57 31.18 35.52

1 T . o~ . . . ~

Média seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey. Letras minudsculas fazem comparagdo entre os tratamentos e
letras maiusculas entre os tratamentos ao longo do tempo.
2 Dias ap0s inculagdo da aeroscistite.

3 C+= Grupo induzido com aeroscistite; EPO+= Grupo induzido aeroscistite e com uso de eritropoetina; DEX+= Grupo induzido aeroscistite
e com uso de glicorticéide; EPO/DEX+= Grupo induzido aeroscistite, com uso de glicorticdide e eritropoietina.
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A analise de Leucdcitos totais, evidenciou no periodo de 2DPI valores inferiores
no grupo EPO+, comparado aos outros grupos, enquanto os grupos EPO/DEX+ e C+
apresentaram valores superiores aos demais, tal achado se repetiu no periodo de
4DPI, enquanto ao longo do tempo, todos os grupos tiverem queda em seus valores.

Na analise dos granuldcitos, no periodo de 2DPI, o grupo EPO/DEX+ apresentou
valores inferiores, enquanto os demais demonstraram valores igual entre si. JA no
periodo de 4DPI, o grupo EPO/DEX+ continuou a apresentar valores superiores aos
demais, enquanto o grupo EPO+, valores inferiores aos demais, sendo 0S grupos
DEX+ e C+ apresentaram valores iguais entre si. Na andlise ao longo do tempo, o
grupo C+ demonstrou aumento de valor.

Na analise de macréfagos, no periodo de 2DPI, o grupo C+ apresentou valores
superiores aos demais, que apresentaram si sem diferenca estatistica entre si. No
periodo de 4DPI, os grupos EPO+ e DEX+ apresentaram valores inferiores aos demais,
e na analise ao longo do tempo, foi possivel verificar aumento de valores no grupo C+.

A avaliacao dos linfécitos no periodo de 2DPI, evidenciou valores inferiores no
grupo EPO+, enquanto o grupo EPO/DEX+ demonstrou valores superiores aos demais.
No periodo de 4DPI, o grupo EPO/DEX+ continuou a apresentar valores inferiores aos
demais grupos, enquanto o grupo DEX+, apresentou valores inferiores comparados aos

grupos C+ e EPO/DEX+. N&ao houve alteracao significativa ao longo do tempo.

6. DISUCUSSAO

A formacdo de células sanguineas sdo derivadas de células tronco
hematopoiéticas, uma célula pluripotente, que através de transcricbes génicas, se
proliferam e se diferenciam, torando-as em células sanguineas, sendo este mecanismo
conservado em todos vertebrados (THISSE & ZON, 2002). Um importante horménio
enddgeno nesse processo € a eritropoietina, essencial para a sobrevivéncia, a
proliferacdo e a diferenciacdo terminal células progenitoras denominadas células
formadoras de col6nia de eritrcitos (CFC-E) (WU et al., 1995). Os valores elevados de
eritrocitos totais no periodo de 2DPI dentre os grupos de tratamento com grupo de
EPO, sugerem a acao da eritropoietina recombinante humana exdgena (rhEPO), que,
embora Chu et al. (2007) em estudo de sequenciamento da EPO do zebrafish tinha
mostrado uma compatibilidade de 32% em relagédo a EPO humana e de 62% da JAK
(CHU ET AL., 2008) em relacdo a humanos, a sinalizacdo da EPO em zebrafish requer,

igualmente, a proteina STAT5, demonstrando uma alta preservacdo da resposta da
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EPO junto seu receptor EPOr entre vertebrados (KULKEAW E SUGYAMA, 2012;
PAFFET-LUGASY ET AL, 2007).

O tempo da formacao e apresentacdo das células no sangue depende da taxa
relativa de desenvolvimento em cada espécie. Em peixes sua formacéo e apresentacao
no sangue ocorre em 24 horas, enquanto que ratos e humanos em 7,5 e 19 dias,
respectivamente (THISSE E ZON, 2002; ZON, 1995). Os valores de reticulocitos
elevados dentre os grupos de tratamento com EPO no periodo de 2DPI, corroboram
com o sugestivo efeito da EPO exdgena, uma vez que reticulocitos representam
eritrocitos imaturos na fase final de diferenciacéo, originarios de eritroblastos, pelo qual
possuem RNA residual, que ao processo de maturacdo gradualmente se reduzem
(FERNANDEZ & GRINDEM, 2000).

Corticosteréides diminuem a sensibilizacdo de eritrocitos por imunoglobulinas do
tipo 1gG e IgM, diminuindo seu sequestro pelo sistema reticulo endotelial (ATINKSON,
ET AL 1973), bem como também possui atividade positiva sobre a estimulacdo de
células eritréides progenitoras, promovendo assim um efeito sinérgico a EPO junto as
CFC-E (PUTRA ET AL, 2015), elucidando os valores superiores de reticulécitos no
grupo de tratamento com EPO em conjunto da DEX no periodo de 2DPI.

O tempo meia vida EPO recombinante humana em mamiferos quando
administrada por via subcutanea se da em média de 24 horas (JELKMAN, 2013), e a
dexametasona de 2,3h (Samtani e Jusko 2005). Embora faltem estudos para o
delineamento da farmacocinética da EPO e da DEX no Zebrafish, a ndo manutencao
dos valores eritrocitarios totais nos grupos de tratamento com EPO e/ou DEX em
relacdo aos outros no periodo de 4DPI e queda quando comparado o periodo 2DPI e
4DPI, sugere que dentro de tal periodo o efeito estimulador de ambas as drogas, de
forma separada ou sinérgica, sobre a eritropoiese reduzidos, porém com ainda
presente acdo residual de ambas as drogas sobre a estimulagédo da CFC-E, tal fato,
demonstrado pela manutencédo de valores elevados de reticuldcitos em relacdo aos
tratamentos sem uso de EPO no periodo de 4DPIl, maximizados no grupo com
tratamento com uso de EPO e DEX, entretanto quando analisados entre os periodos,
observa-se a queda do valores de reticul6citos em todos 0s grupos.

Os valores eritrocitarios dentro dos grupos demonstrarem-se mais elevados que
0os encontrados em relacdo ao grupo padrdo fisiolégico, sugerem uma possivel
hemoconcentracdo, uma vez que o grupo PF (padrao fisiolégico), os animais ndo foram

submetidos a estimulo inflamatério (inducdo de aeroscistite). A inflamacédo apresenta
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como uma de suas caracteristicas 0 aumento da permeabilidade vascular no sitio
inflamatorio, o que promove um deslocamento de liquido plasmatico para o foco
inflamatério (TIZARD, 2014), aumentando assim a proporcdo de células sanguineas
em razdo a diminuicdo do volume aquoso sérico. Outra hipotese para tal achado seria
o desencadeamento de stress aos animais, gerado pelo estimulo inflamatorio,
proporcionando dor e descorfonto, e assim compromotendo seu bem estar (BARTON,
2002), acarretando assim na contrac@o esplénica e desequilibrio osmético proveniente
da descarga de catecolaminas em conjunto com a acao do cortisol, uma vez que, em
peixes o cortisol desempenha funcao glicocrticoide e mineralocorticéide (CAMPBELL,
2012). Murtha et al (2003), encontrou valores eritrocitarios semelhantes em estudo
hematoldgico de zebrafish adulto com o observado dentro do grupo PF (padréo
fisiologico), pelo qual ndo foi submetido a indugcdo de aeroscictite, o indicando assim
uma correlacdo do estimulo inflamatério sobre a concentracdo de eritrocitos
sanguineos.

A baixa alteracdo de valores de diferentes leucécitos presentes no exsudato
inflamatério ao longo do periodo, porém, com a diminuicdoo dos valores eritrocitarios
ao longo do periodo, reforcam a hipétese do aumento da concetracdo de eritrocitos em
sua contagem diferencial devido ao aumento da permeabilidade vascular exercida
durante o periodo de 2 DPI, indicando o desenvolvimento da resposta inflamatoria
frente a inoculacéo de e inducdo da mesma com o uso a Aeromonas hydrophilal, o que
também é evidenciado pela diminuicdo do acumulo celular na bexiga nataréria do
periodo de 4DPl em comparacdo ao periodo de 2DPI. Em estudo de aeroscistite
induzido por Claudiano et al (2013) e Castro et al (2014), econtraram elevado acumulo
celular no exsudato no periodo 6, 24 e 48 horas apés inoculacdo, com queda de seus
valores no periodo de 48 horas apds inoculacdo, como o observado nesse estudo no
periodo de 2DPI.

Embora o periodo analisado pds inoculacdo realizado neste estudo adentre-se
ao momento de desenvolvimento de inflamc¢éo crbnica, ainda foi possivel observar
ativa presencga de granulocitos no exsudato inflamatério no periodo de 4DPI. Entre os
grauldcitos, seu principal constituinte se representa pelos neutréfilos, uma das
primeiras células a deixar o vaso sanguineo e migrar para o tecido, atraidos por
guimiocinans e mediadores inflamatorios como IL-8 e INFa liberados pelas células
endoteliais ativadas, macrofagos e mastdocitos, e pelos produtos C3a e Cbha do

complemento. Em situagdos onde a inflamag¢do é oriunda de infeccdo bacteriana,
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ocorre ativo recrutamento de neutrofilos para a area atingida, bem como estimulo de
sua producdo (HOCHBERG et al, 2003). Tal fato se justifica pelo uso de
microorganismo vivo no estimulo inflamatério, uma vez que a bactéria viva fornece
maior desafio ao sistema imunuldgico, aumentando o tempo de resposta e evolucdo da
inflamacéo desenvolvida pela bactéria viva, aporte celular maior e por um periodo de
tempo mais longo para a recuperacao dos tecidos atingidos (KUMAR et al., 2010).

A grande maioria dos peixes teledsteos apresentam dois receptores
glicocorticéides, denominados GR1 e GR2 (STOLTE et al.,. 2006), entretanto o peixe
zebra demonstrou a presenca de somente um GR (KRUG et al. 2014, ALSOP &
VIJAYAN 2008, SCHAAF et al 2008) pelo qual apresentou alta inducdo de expressao
com o0 uso de dexametasona nesta espécie, demonstrando efeitos tipicos de
glicocorticéide sobre sua resposta inflamatéria em neutréfilos e macréfagos,
observando as mudancas na sua migracdo e numero e diminuicdo da expressao de
citocinas inflamatorias (YANG et al., 2014; SCHAAF, et al. 2009). Os achados dos
valores leucocitario absoluto e seus diferentes constituintes, granulécitos, mondcitos e
linfécitos, menores nos grupos em que fez o tratamento com uso DEX, corroboram com
os achados de imunossupresséo frente a administracao de glicocorticoide exdgeno.

O estudo demonstrou uma clara reducdo dos valores de leucdcitos totais e
diferenciais, tanto presentes no sangue, como no exsudato inflamatério no grupo
experimental com uso de dexametasona (DEX+), o que aponta a atividade
imunossupressora classica promovido pelos glicocorticoides, que possuem atividade
inibitéria de multiplos genes atuantes sobre a resposta imunoldgica, tais como citocinas
que codificam, quimiocinas, moléculas de adeséo, enzimas inflamatorias, receptores e
proteinas (BARNES, 2006), Os mecanismos de supressao imunolégica induzidos pelo
corticoide ainda ndo estdo completamente esclarecidos, seus efeitos sobre o0 sistema
imunologico, bem como na leucopoiese, sugerem atuar inibindo as citocinas
necessarias para a diferenciacdo de precursores leucocitarias (GABARDY &
CHANDRAKER, 2013, Barnes 2006). Assim, conforme os achados, € altamente
sugestivo que as respostas imunoldgicas de imunossupressao do zebrafish frente ao
uso do glicorticéide dexametasona corrobora com a de mamiferos.

Os resultados apresentaram um efeito anti-inflamatério no grupo EPO+,
demonstrado através de seus altos valores leucocitarios sanguineos, combinados com
baixa presenca de leucocitos quando avaliado o exsudato inflamatério desse grupo em

relacdo aos demais, 0 que sugere uma baixa migragdo leucocitaria sanguinea para o
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foco infalamtério. A estrutura da molécula da EPO apresenta elementos de composicéo
de citocinas pelo qual seu, receptor EPO (EPOR) também inclui receptores para tais
interleucinas (IL) como IL-2, IL-4, IL-7, IL-13, ou fator de granulécito / macrofago
estimulador de colénias (IHLE, 1995), assim, a eritropoietina vem sendo considerada
com um possivel efeito estimulatorio junto as células pro-genitoras leucocitarias, bem
como também, atividade anti-inflamatéria, inibinado citocina proinflamatérias como
TNFa, IL-1B, IL-6, eNOS (BRINED & CERAMI, 2008, LEE et al, 2006, VILLA et al,
2003).

O TNFa e IL-1B representam duas citocinas de grande importancia no
desenvolvimento da infalamacdo, exercendo papael de citocinas proinflamatérias,
induzido respostas classicas da inflamacdo como o aumento da permeabilidade
vascular no sitio inflamatério e estimulo a quimiotaxia leucocitéaria e inducéo a sintese
de outras citocinas pro inflamatérias (TIZARD, 2014). Assim, os achados desse estudo
demonstraram corroborar com esse fato justificando os elevados valores leucocitarios
na analise sanguinea, e baixos encontrados no na andlise do exsudato inflamatério no
grupo de tratamento com uso da eritropoietina (EPO+).

Sugere-se também um possivel efeito estimulatério da EPO sobre a leucopoiese
através do achado de valores leucocitarios elevados no grupo EPO. Sela et al. (2001)
verificou a presenca de EPOR em leucdcitos polimorfonucleares e Lisowska et al
(2010), a presenca em linfécitos T e B, sugerindo possivel atividade da EPO sobre a
maturacado de tais células, como o observado no nesse estudo.

O aumento dos valores leucocitarios ao longo dos periodos nos grupos de
tratamento com uso de DEX, sugerem a reconstituicdo da resposta imunologica frente
a queda dos niveis plasmaticos da DEX.

Foi observado também um possivel efeito negativo sobre o nimero de leucécitos
circulantes sanguineos ao longo do periodo no grupo de tratamento com uso conjunto
de DEX e EPO (EPO/DEX+), porém o mesmo apresentou valores elevados de células
leucocitarias na analise do exsudato inflamatério, sugerindo, que a associagao
promova um efeito antagbnico sobre a resposta inflamatéria dentro do grupo. Tal
achado também foi encontrado por Gorio et. al (2005), onde ao se utilizar a
eritropoietina em conjunto com succinato de metilpredinisolona em ratos, apos leséo
em cordao espinhal, observou intensificacdo da resposta inflamatoria em animais com
0 uso conjunto da EPO com a metilprednisolona e aumenta da expresséo de citocinas
proinflamatdrias na regido lesionada. Assim, como o observado, tal achado sugere que
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0 uso conjunto de corticoide com a eritropoietina, exerca um efeito inibitério sobre a

acao anti-inflamatoria exercida por ambos farmacos.

7. CONCLUSAO

O aumento dos niveis eritrocitarios de células maduras e juvenis (reticuldcitos),
assim como também dos leucdcitos totais e suas diferenciagcdes (granulécitos,
mondcitos e linfocitos) é indicativo que a EPO recombinante humana promoveu efeito
estimulatorio sobre a eritropoiese, enquanto a reducédo dos niveis leucocitarios nos
grupos de tratamento com uso de dexametasona (DEX) sugerem ocorrer resposta
imunossupressora frente a corticéide em zebrafish, sendo assim, no presente estudo,
observado respostas eritrocitarias frente a eritropoietina (EPO) e imunossupressora
frente a DEX semelhantes a ocorrida em humanos.

No presente estudo também foi observado a presenca de efeito anti-inflamatorio
do uso da EPO frente a estimulo inflamatdrio, porém, inibido quando feito seu uso
conjunto a ao glicorticéide Dexametasona, entretanto sdo necessarios maiores estudos

para elucidacédo dos mecanismos de tais achados na espécie.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Assim, diante deste estudo, salientamos a necessidade de estudos sobre o0s
mecanismos fisioldgicos da espécie Zebrafish quanto a resposta frente a administracéo
de eritropoietina exégena, assim buscando explanar vias de ativacdo e estimulo na

resposta encontrada nesse estudo.
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