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Figura 06: Valores médios do numero de neutréfilos presentes na bexiga natatéria de
pacus (P. mesopotamicus), ndo inoculados (C), injetados com solugédo salina (S) e
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inoculados com tioglicolato (T). Sem adigdo de vitamina (Vit. 0); 500mg/Kg de
vitamina C (Vit. 1); 500mg/Kg de vitamina E (Vit. 2) e 500mg/Kg de vitamina C +
500mg/Kg de vitamina E (Vit. 3), avaliados 4, 24 e 48 horas apds inducdo do
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indugdo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagdo entre
tratamentos e minusculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216
Figura 12: Numero de neutréfilos presentes na bexiga natatéria de pacus (P.
mesopotamicus), ndo inoculados (C), injetados com solugdo salina (S) e inoculados
com tiolicolato. (T). Sem adig¢éo de vitamina (Vit. 0); 500mg/Kg de vitamina C (Vit. 1);
500mg/Kg de vitamina E (Vit. 2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina
E (Vit. 3), avaliados 4, 24 e 48 horas ap6s indug¢éo do processo inflamatério. Letras
mailsculas para comparagdo entre tratamentos e mindsculas para comparagio
entre as vitaminas. P<0,05; n=216

Figura 13: Fotomicrografia dos leucécitos (A) macréfago, (B) trombécitos,(C) Célula
granulocitica especial,(D) Linfécito; coloragdo: May-Grunwald-Giemsa-Wrigth. (E-
seta) macrofago; (E-asterisco) linfécitos; (F) célula granulocitica especial; coloragao:
Orto-toluidina; (G) linfocito; coloragdo: PAS; (l-acima) Macroéfago; (I-abaixo)
trombdcito; coloragéo: esterase inespecifica. Aumento 100x
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Figura 01: Lesdes inflamatérias da bexiga natatéria de P. mesopotamicus (A) sem
alteragbes morfoldgicas. (B) lesbes induzida pela A. hydrophila 4 horas apés
inoculagdo, mostrando congestdo de capilares (*). (C) lesdes induzida pela A.
hydrophila 24 horas apds inoculagdo, mostrando edema (*), infiltrado inflamatério
mononuclear (**). (D) lesbGes induzidas por tioglicolato 48 horas apds injegao,

*%*

congestao de capilares (*), infiltrado mononuclear ( ** ) , hipertrofia de fibras do
tecido conectivo (***). Barra: 25mm. (HE)

Figura 02: Lesdes inflamatérias da bexiga natatéria de P. mesopotamicus (A) sem
alteragcdes morfoldgicas. (B) lesdes induzidas pela Aeromonas hydrophila 4 horas
apés a inoculagdo, mostrando congestao dos capilares(*). (C) lesées induzidas pela
Aeromonas hydrophila 24 horas apés a inoculagcdo, mostrando edema (*), infiltrado
inflamatério mononuclear (**). (D) lesdes induzidas pelo tioglicolato 48 horas apés a

injecao, infiltrado mononuclear (*). Barra: 25 mm (Tricromio de Masson).
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CAPITULO 01 - CONSIDERACOES GERAIS

O manuseio de peixes, do ambiente natural para o cativeiro, constitui fator
determinante de estresse, que induz anorexia e aumenta sua susceptibilidade aos
agentes potencialmente patogénicos como bactérias, fungos, protozoarios e parasitos
MORAES, F.R., 2007 .

O pacu, Piaractus mesopotamicus, HOLMBERG, 1887, (Osteichthyes:
Characidae) é um peixe originario das bacias do Parana e do Paraguai. Todavia, a
pesca extrativista, a poluicdo dos rios e principalmente a construcdo de barragens,
levaram a diminuicdo dos estoques naturais desta e de outras espécies, fato que
incrementou a reproducdo induzida de peixes reofilicos para repovoamento. Dentre
estes, o curimbatd, Prochilodus scrofa, foi a primeira espécie na qual se obteve éxitos
satisfatérios na reproducao induzida, seguida pelo P. mesopotamicus. Atualmente a
reproducdo em cativeiro do pacu intensificou—se aceleradamente, conferindo-lhe o
primeiro lugar entre as pisciculturas comerciais, por sua boa aceitagdo no mercado
varejista MORAES, F.R., 2007 .

A partir da década de 80, com o aparecimento de novas técnicas de criacao e de
espécies de peixes cultivados, as areas de ictiopatologia e ictioparasitologia adquiriram
consideravel importancia. Atualmente os peixes mais cultivados em pisciculturas e
pesque-pagues sao os hibridos tambacu. (Piaractus mesopotamicus fémea x
Colossoma macropomum macho) MORAES, F.R., 2007 .

As pesquisas realizadas no final da década de 90 indicaram que algumas
substancias adicionadas a dieta favoreciam os mecanismos de defesa dos peixes.
Dentre estas, destacavam-se as vitaminas C e E (SAKAI, 1999).

As vitaminas sdo compostos organicos, que variam amplamente quanto a
estrutura quimica e atividade biolégica. Funciona tanto como co-fatores de enzimas em
diferentes reagdes bioquimicas, como antioxidantes modulando o balango oxidativo, ou
mesmo como hormdnios, regulando a expressao génica (OLSON, 1996).

As vitaminas sdo classificadas em lipossoluveis e hidrossoluveis, sendo as

primeiras absorvidas em tecidos ricos em lipidios como o tecido adiposo e o figado,

1-Informagdes transmitidas pelo Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes da FCAV, Unesp-Jaboticabal-SP. E-mail: fruas@fcav.unesp.br



tornando possivel a sua liberagdo conforme a necessidade do animal, ou seja, quando
a dieta apresenta baixa concentragdo destas vitaminas (COMBS, 1992). Em excesso,
sao armazenadas no tecido adiposo, podendo atingir niveis toxicos caracterizando as
hipervitaminoses (CYRINO et al., 2004).

As doencgas associadas as deficiéncias de vitaminas representam manifestacdes
clinicas resultantes de alteracdes bioquimicas, iniciadas nas sub-estruturas celulares.
Os sinais clinicos de hipovitaminose manifestam - se por meio de uma cadeia de
eventos que se inicia por alteragédo da flora intestinal e do metabolismo das células de
absorcao.

Muitos sinais clinicos de deficiéncia de vitaminas sédo descritos em peixes e
estao relacionadas com alteragdes pouco especificas, como reducao do apetite, menor
taxa de crescimento, anemia, letargia, pigmentagcdo anormal e maior susceptibilidade a
doencas (ALMEIDA, 2003).

EFEITOS DAS VITAMINAS C e E NOS PEIXES

Os peixes nao sintetizam a vitamina C por nd&o possuirem a enzima | -
gulonolactona oxidase que possibilita sua sintese a partir da glicose (NCR, 1993;
FRACALOSSI et al., 2001; CHAGAS & VAL, 2003; CYRYNO et al., 2004). Entretanto, o
acido ascorbico € essencial para os peixes. Em peixes de agua doce sua fungao é a de
cofator de reacbes de hidroxilagao, importante na manutencdo do tecido conectivo,
cartilaginoso e 6sseo. Quando associada a vitamina E previne a oxidagéo de lipideos
da dieta e dos tecidos corporais além de participar do metabolismo do ferro (CYRINO et
al., 2004).

A vitamina C é responsavel por melhoras significativas no crescimento corpéreo
de peixes. A auséncia ou deficiéncia na dieta induz deformacdes 6sseas e branquiais,
hemorragia, anorexia e aumenta os efeitos do estresse (AGRAWAL & MAHAJAN, 1980,
HALVER 1995).

1-Informagdes transmitidas pelo Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes da FCAV, Unesp-Jaboticabal-SP. E-mail: fruas@fcav.unesp.br



A suplementacao de vitamina C na dieta de pacu favoreceu a formacado de
gigantécitos policariontes, em laminulas de vidro implantadas no subcutédneo, bem
como a formacdo de capsula conjuntiva, ao redor da laminula, em periodo
significativamente menor que o0 observado em peixes que nao receberam a
suplementacéo (PETRIC et al., 2003).

Outro efeito protetor da vitamina C contra o estresse foi observado em P.
mesopotamicus. A suplementagdo desta vitamina a dieta induziu diminuicdo da
concentracao de cortisol circulante em peixes mantidos em alta densidade, amenizando
os efeitos negativos do estresse (BRUM, 2003). Nesta mesma espécie, a vitamina C
adicionada a racao favoreceu a cicatrizagdo da pele, acelerando a maturagéo das fibras
colagenas e melhorando a regeneracao da derme (MORAES et al., 2003).

A auséncia de vitamina C na dieta de pintado Pseudoplatystoma coruscans
demonstrou deformidades como deslocamento da boca, fragilidade e também
entortamento de nadadeiras (FUJIMOTO, 2001).

A vitamina E, conhecida como tocoferol, € um dos nutrientes essenciais ao
organismo que apresenta como principal fungéo inibir a agdo dos radicais livres. Pode
prevenir a formagdo de codagulos no sangue e minimizar o processo inflamatorio
envolvido no desenvolvimento de doencas do coracdo. E um dos antioxidantes que
mostra efeito satisfatério na protecao celular contra a deterioracdo e o envelhecimento
celular, protegendo as membranas celulares contra a peroxidacéo lipidica. Em casos de
deficiéncia desta vitamina, observa-se reducao no tempo de sobrevivéncia de eritrocitos
e aumento de hemodlise in vitro (BELO, 2002). Sua deficiéncia também induz a
deformagdo da membrana das hemaceas, influenciando na viscosidade do sangue
(THAKUR & SRIVASTATINA, 1996).

A suplementacéo de vitamina E na ragao de dorada Gilthead seabream mostrou
protecao contra processos oxidativos de lipidios insaturados, presentes nas membranas
celulares e melhorou a fagocitose dos leucécitos (ORTUNO et al., 2001).

Dieta deficiente em vitamina E apds dez semanas de alimentacdo em carpas
Cyprinus carpio (WATANABE, 1981), Ictalurus punctatus (LOVELL et al., 1984) e
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Notemigonus crysoleucas, induziu atrofia muscular, escurecimento da pele e
hemorragia (CHEN et al., 1998).

Dietas desprovidas de vitamina E em black rockfish, Sebastes schlegell,
provocou anorexia, piora da conversdo alimentar, diminuicdo do hematocrito, sinais de
distrofia muscular e encurtamento do opérculo (BAl & LEE, 1998).

A suplementacao de 450 mg de vitamina E/kg de ragdao em P. mesopotamicus,
incrementou a migracao celular e a formagéo de gigantdcitos e de células de Langhans
no tecido subcutaneo, implantado com laminula de vidro. Foi observado neste
experimento diminuigdo da concentracdo de cortisol plasmatico sugerindo a

participacao benéfica nos mecanismos fisioldgicos do estresse (BELO et al., 2005).

EFEITOS DA ASSOCIACAO DAS VITAMINAS C e E

Em humanos a associagcao das vitaminas C e E melhora a atividade antioxidativa
da vitamina E prevenindo a arteriosclerose, a incidéncia de Alzheimer e minimiza os
efeitos toxicos produzidos pelas drogas antineoplasicas. Os antioxidantes sao
substancias que, mesmo presentes em baixas concentragdes, sdo capazes de diminuir
a oxidacao passiva de moléculas de DNA e, com isso, diminuir a probabilidade da
transformacéo inapropriada das células (SILVA-NETO, 1997).

Ha evidéncias positivas da interacdo de vitaminas C e E em mamiferos e
também nos peixes Seabream, dourada, Sparus aurata (MULERO et al., 1998) e no
Salmo salar, salméao do Atlantico, (HAMRE et al., 1997).

Altas doses de vitamina C (2000 mg/Kg) e E (800 mg/Kg) diminuiram o indice de
mortalidade em peixes infectados com a bactéria Yersinia rukeri e o protozodrio
Ichthyophthirius multifilis demostrando a eficacia da associagado destas vitaminas na
dieta de truta arco-iris (WAHLI et al. 1998).

A associagao das vitaminas C e E mostrou - se benéfica na diminuigao de
ectoparasitos durante o processo de reversao sexual e no desempenho de larvas de
tilapia do Nilo pela diminui¢cdo de Trichodina sp (CAVICHIOLO et al., 2002).
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Diferentes niveis de vitamina C e E adicionados a dieta em turbot, Scophthalmus
maximus melhorou a qualidade do filé do peixe, fato atribuido ao efeito antioxidante da
vitamina E (RUFF et al., 2003).

A INFLAMACAO

O acumulo de leucdcitos no sitio lesado é uma das principais caracteristicas do
processo inflamatério. A mobilizacdo adequada e em tempo habil de leucécitos da
microcirculagdo para o foco lesado pelo mecanismo de quimiotaxia € uma das etapas
fundamentais da reacdo e se traduz como a primeira manifestacdo de defesa do
organismo e a principal caracteristica do fenébmeno. Em mamiferos a resposta
inflamatéria € bem conhecida e bifasica em relacao aos tipos celulares que ocorrem no
exsudato. A fase aguda é caracterizada por vasodilatacao arteriolar, capilar e venular;
aumento de permeabilidade vascular em vénulas de médio calibre com formagéao de
edema; marginacao leucocitaria, diapedese, quimiotaxia e acumulo de leucdcitos no
foco lesado e fagocitose por células competentes. Nas primeiras 24 horas, predominam
as células polimorfonucleares do tipo neutrofilos, sendo o fendmeno de carater
exsudativo e agudo. Quando o agente persiste no foco inflamatério, a reacao torna-se
crdnica e passa a apresentar caracteristicas proliferativas, com o acumulo de leuc6citos
mononucleares como 0s macrofagos e seus derivados epitelidides e policariontes,
linfécitos, plasmécitos, fibroblastos, fibras colagenas, neovasos e, na dependéncia do
agente causal, eosindfilos. Este quadro pode sofrer pequenas variagées em fungéo do
tipo de tecido afetado, do agente causal e do nivel de especificidade da resposta.
Todavia, € estereotipado e altamente complexo em funcdo dos seus mecanismos de
regulagdo envolvendo mediadores quimicos autacoOides e moduladores diversos de
acao autdcrina, paracrina e endécrina (GARCIA LEME, 1989).

A fagocitose de eritrocitos de cobaia e de Bacillus anthracis por mononucleares
peritoneais foi o primeiro fendmeno inflamatério descrito em peixes (METCHNIKOFF,

1893; 1905; MESNIL, 1895). Posteriormente, varios autores tentaram caracterizar as
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células presentes na inflamagao induzida por varios tipos de flogbgenos em diversas
espécies de peixes e tempos de observagdao (WEINREB, 1958; JANSSON & WAALER,
1967; GRIFFIN, 1953; FINN, 1970).

As células envolvidas na resposta inflamatéria cronica de teledsteos possuem
morfologia semelhante as células epiteliéides de mamiferos, envolvendo alta atividade
metabolica, fagossomos, interdigitacbes entre células adjacentes e formacdo de
granulomas epitelidides (NOGA et al., 1989).

A inoculagéo de lipopolissacarideo B de Escherichia coli na cavidade peritoneal
de Solha, Pleuronectes platessa, induziu o acumulo de leucdcitos totais naquela

cavidade e de fluido rico em neutréfilos e de macréfagos (MACARTHUR et al., 1984).

A inoculacdo de goma arabica na orbita de carpas, Cyprinos carpio, provocou
rapida infiltracdo de neutréfilos no sitio lesado, neutrofilia no sangue circulante e
diminuicdo do ndmero de neutréfilos no tecido linféide renal. Mondcitos, basofilos e
linfocitos migraram para o foco lesado, porém em menor quantidade (SUZUKI &
HIBIYA, 1988).

A inoculagdo de carragenina na bexiga natatéria de tilapias, Oreochromis
niloticus e P. mesopotamicus induziu reacao inflamatdria caracterizada por congestao
vascular, acumulo de células mononucleares semelhantes a trombdcitos, raros
granulécitos e edema (MATUSHIMA & MARIANO, 1996; MARTINS et al., 2000,
MARTINS et al., 2006).

A inoculacdo de Aeromonas hydrophila inativada, tioglicolato e lipopolissacarideo
de Escherichia coli, na bexiga natatoria de P. mesopotamicus, demonstrou apos 24
horas maior acumulo de exsudato com presenca marcante de trombécitos e em menor

quantidade linfocitos, seguidos de macréfagos e granulécitos (BOZZO et al., 2007).
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AGENTES INDUTORES DO PROCESSO INFLAMATORIO EM PEIXES

Flogogeno é a denominagéo do agente indutor do processo inflamatério que atua
sobre os tecidos e induz a liberacdo de mediadores que ao agirem nos receptores
existentes nas células da microcirculagdo e nos leucdcitos, produzem aumento da
permeabilidade vascular, exsudacdo de plasma e de células sanguineas para o
intersticio. A reacado inflamatéria é desencadeada por varios estimulos, como, os
biolégicos, quimicos e fisicos que podem induzir caracteristicas distintas MORAES,
F.R., 2007 ".

As bactérias do género Aeromonas sao agentes cosmopolitas, encontradas
em fontes naturais de agua, no solo e em animais de agua doce (DAVIS et al., 1990).
Sao bastonetes méveis, com flagelos polares, sem esporos, sem capsulas e Gram
negativos. Sao aerdbias e anaerdbias facultativas (STOSKOPF, 1993). As espécies que
causam doencas em peixes de agua doce sao Aeromonas hydrophila, A. sobria e A.
caviae. A Aeromonas salmonicida € a uUnica espécie do complexo Aeromonas nao-

mével que é patdgeno obrigatorio de peixes (GRIFFIN et al., 1953).

A doenga causada pelo complexo Aeromonas tem como sinais clinicos
septicemia hemorragica, lesdes superficiais, hemorragias locais particularmente nas
branquias e opérculos, Ulceras, abscessos, exoftalmia, distensdo abdominal, ascite,
anemia e lesdes no figado e rins (AUSTIN & AUSTIN, 1987; NOGA, 1995; PAVANELLI
et al., 1999).

O tioglicolato € um meio de cultura adequado e recomendado para o cultivo de
bactérias anaerodbicas. Sua constituicdo inclui peptona de caseina, extrato de levedura,
casitona, dextrose, cloreto de sédio, L-cistina de Difco (DIFCO, 1978). Este flogégeno
foi muito utilizado nos estudos de inflamagao, por induzir grande acumulo de
macréfagos quatro dias apds a inoculacado na cavidade peritoneal de ratos (SOUZA &
FERREIRA, 1985).

A carragenina é uma mistura extrativa hidrossoluvel de polissacarideos
sulfatados de algas vermelhas. As principais fontes sdo os musgos da Irlanda Chondrus

crispus (Carragena) e "Gigartina stellata", utilizadas como estabilizantes para a
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suspensao de cacau na fabricagdo de chocolate, como clarificante de bebidas, e como
indutor do processo inflamatério em ratos Wistar (MORAES et al., 1996).

A inducdo do processo inflamatério em P. mesopotamicus pelos flogbégenos
tioglicolato e A. hydrophila inativada induziu processo inflamatério e promoveu acumulo
de exsudato de coloracdo amarelada e consisténcia gelatinosa nas bexigas natatorias
dos peixes (BOZZO et al., 2007).

MODELOS EXPERIMENTAIS

A bexiga natatéria possui as fungbes de auxiliar a flutuabilidade do peixe e
transmitir sons. Em algumas espécies sao utilizadas como érgao sensorial recebendo e
transmitindo sons. Este 6rgdo € composto por tunica interna que estd em contato com o
liumen do 6rgao, revestida por epitélio de transicdo e uma camada adjacente composta
por tunica externa de tecido conectivo, ricamente vascularizado (ROBERTS, 1981).

A bexiga natatoria de truta arco-iris, foi utilizada como modelo para indugéo do
processo inflamatério e o estudo de suas células (ENDO, 1995). A inoculagao de
lipopolissacarideo (LPS) na bexiga natatoria de tilapias Oreochromis niloticus induziu a
formacao de exsudato constituido principalmente por neutréfilos (96%), vinte e quatro
horas depois da aplicacdo (ENDO et al., 1997).

A carragenina inoculada na bexiga natatéria de Oreochromis niloticus
(MATUSHIMA & MARIANO, 1996) e P. mesopotamicus (MARTINS et al., 2000; BOZZO
et al, 2007) induziu reagdo inflamatéria local avaliada quantitativamente e

qualitativamente nas lesdes e no exsudato formado.
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OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram os de avaliar o efeito da suplementagao
dietética com as vitaminas C, E ou sua associagcdo na evolucdo do processo
inflamatério induzido por A. hydrophila inativada e tioglicolato inoculados na bexiga

natatéria de pacus, P. mesopotamicus.
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CAPITULO 02 — INFLAMAGAO POR Aeromonas hydrophila INATIVADA E
TIOGLICOLATO EM Piaractus mesopotamicus SUPLEMENTADOS COM
VITAMINAS C, E OU SUA ASSOCIACAO

RESUMO - Este ensaio teve como objetivo avaliar da cinética da inflamacao aguda
induzida na bexiga natatoéria de pacus, Piaractus mesopotamicus por Aeromonas
hydrophila inativada e tioglicolato nos peixes que receberam suplementacédo dietética
com as vitaminas C, E ou sua associacdo. A inflamacgao foi avaliada quatro, 24 e 48
horas depois dos estimulos. Um grupo mantido como controle recebeu salina e foi
examinado apds os mesmos periodos. Um outro grupo, nao inoculado, foi avaliado para
determinagdo dos tipos de células residentes. Nos tempos determinados os peixes
foram sacrificados por aprofundamento do plano anestésico, o exsudato colhido e o
componente celular avaliado. Os resultados demonstraram aumento ou diminui¢cao
gradativa do numero de células totais acumuladas apds quatro, 24 e 48 horas para os
estimulos Aeromonas hydrophila e tioglicolato respectivamente. Esse fendbmeno foi
caracterizado pelo acumulo dos trombdcitos e linfocitos nos grupos inoculados com A.
hydrophila e suplementados com a vitamina C seguidos pelos peixes tratados com a
vitamina E. O contrério foi observado nos grupos inoculados 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. A citoquimica foi

efetiva na identificagao dos tipos celulares presentes.

Palavras Chave: bexiga natatoria, inflamacgéo, Piaractus mesopotamicus, Aeromonas

hydrophila, tioglicolato, vitamina C, vitamina E
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CHAPTER 02 — INFLAMMATION BY INACTIVATED Aeromonas hydrophila AND
THIOGLYCOLATE IN Piaractus mesopotamicus SUBMITTED TO A DIET
SUPPLEMENTED WITH VITAMINS C AND E OR ASSOCIATION

ABSTRACT - The purpose of this test was to value the kinetics of acute inflammation
induced by inactivated Aeromonas hydrophila and thioglycolate, which were inoculated
into Piaractus mesopotamicus” natatory bladder and supplemented with diet containing
vitamins C, E or their associations. The inflammation was valued four, 24 and 48 hours
after the stimulus. A considered control group received a saline solution and was
examined after the same lapses of time. Another group, not inoculated, was valued to
determine the types of resident cells. On the stipulated times, the fishes were sacrificed
by a deepening on the anesthetic plane. The exudate was collected and the cellular
component was valued. Results demonstrated a gradual increase or descrise in the total
number of collected cells after four, 24 and 48 hours of the stimulus Aeromonas
hydrophila and thioglycolate respectly. This phenomenon was characterized by the
accumulation of thrombocytosis and lymphocytosis on those groups inoculated with A.
hydrophila and supplemented with vitamin C, followed by those fishes treated with
vitamin E. On those groups that received thioglycolate inoculated, It’s been observed a
predominance of lymphocytosis in fishes submitted to vitamins C and E diet, as well as,
thrombocytosis in those who received vitamin C, which demonstrates the vitamins
efficacy, no matter what inflammatory stimulus is used. The citochemistry was effective

for identification of cell types.

Keywords: Piaractus mesopotamicus, natatory bladder, inflammation, Aeromonas

hydrophila, thioglycolate, vitamin C, vitamin E
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INTRODUCAO

Existem muitas controvérsias na literatura quanto a constituicdo do componente
celular da inflamacdo em peixes. Estas, provavelmente sejam conseqiéncia de
inimeras variaveis particularmente relacionadas as espécies estudadas, os métodos e
o material de inducdo do processo, o tipo de colheita, o modo de preservacdo do
exsudato e a identificacao e a contagem de células no foco inflamado.

A injecdo intraperitoneal de querosene ou de Yersinia ruckeri em trutas arco-iris,
Salmo gairdneri, provocou o acumulo local de neutréfilos (WEINREB, 1958). A
avaliacdo do exsudato demonstrou que 57% das células eram linfécitos e 43% células
polimorfonucleares (GRIFFIN, 1983). A injecdao de glicogénio de ostra ou Vibrio
alginolyticus pela mesma via em curimbata, Pleuronectes platessa induziu aumento de
fluido na cavidade com presenga de neutrofilos e macréfagos (MACARTHUR et al.
1984), enquanto a injecdo de parafina liquida na mesma cavidade de tilapias,
Oreochromis niloticus, induziu a infiltracdo somente de neutréfilos (SUZUKI, 1986).
JENKINS & KLESIUS (1998) injetaram esqualene, adjuvante incompleto de Freund,
soro de cabra, tioglicolato ou salina na cavidade peritoneal de bagre do canal, Ictalurus
punctatus, e observaram acumulo de macréfagos apds as injegées dos dois primeiros
flogégenos.

A injecdo de carragenina na bexiga natatéria de tildpias do Nilo, O. niloticus
induziu congestao vascular, acumulo predominante de trombdcitos e macréfagos, raros
granulécitos e edema. O exame de extensdes de exsudato e microscopia eletrénica
revelaram a presenca de 63% de trombdcitos e 17% de macrofagos, respectivamente,
trés horas apds a injegcdo (MATUSHIMA & MARIANO, 1996). No mesmo modelo de
estudo em pacus, Piaractus mesopotamicus, seis horas apés a injecao de carragenina,
observou-se 79% de trombécitos e 31% de macréfagos acompanhados por numero
pouco expressivo de granulécitos e linfécitos (MARTINS et al., 2006). BOZZO et al.
(2007) estudaram a composicao celular do exsudato inflamatério na bexiga natatoria
apos a injecao de tioglicolato, Aeromonas hydrophila inativada e endotoxina (LPS) de E.
coli, seis, 24 e 48 horas apo6s os estimulos. Os resultados demonstraram que as células
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predominantes no foco inflamado foram os trombdécitos, acompanhados de menor
quantidade de linfécitos, e, em menor numero, macréfagos e granulécitos desde as
avaliag@es iniciais, independentemente do tipo de estimulo inflamatério e do tempo de
inoculacao.

Nos peixes, os trombdcitos séo referidos como células de defesa, pois contém
arsenal fagocitico como glicogénio associado ao fornecimento de energia para aumento
do metabolismo de carboidratos pela glicélise (ZINKL et al., 1991), fosfatase acida
(ZINKL et al., 1991; SHUTT et al., 1997) e alcalina (ZINKL et al., 1991). Também
fagocitam bactérias e outros antigenos (SLIERENDRECHT et al., 1995; BURROWS et
al., 2001). Em apaiari, Colossoma macropomum nao estimulados observagdes em
microscopia eletrdnica demonstraram por meio de imagens a endocitose ou fagocitose
de células apoptoticas por trombécitos na corrente circulatoria (TAVARES-DIAS et al.,
2007).

A avaliagéo da cicatrizagdo em P. mesopotamicus demonstrou que a proliferacao
de células mucosas, acumulo de colageno, remodelagao tecidual e formagao de
escamas foram mais eficientes e o processo de retragcdo e remodelamento da ferida
mais acelerado quando os peixes foram suplementados com a vitamina C (MORAES et
al., 2003). Efeito potencializador desta vitamina no processo inflamatério foi observado
em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, (WAHLI et al., 2003).

O acumulo de macrofagos e a formacao de gigantdcitos em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutdneo de P. mesopotamicus foram incrementados nos
peixes suplementados com vitamina C (PETRIC et al., 2003). No mesmo modelo e
espécie, peixes suplementados com vitamina C e mantidos em alta densidade (20
Kg/m?®) mostraram menor concentragdo de cortisol circulante quando comparados aos
nao suplementados (BRUM, 2003).

MONTERO et al., (1998) observaram que dourada, Spaurus aurata
suplementados com vitamina E e submetidos a estimulos estressantes apresentaram
menores teores de cortisol plasmatico, que os ndo suplementados, reduzindo os efeitos

nocivos do estresse.

1-Informagdes transmitidas pelo Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes da FCAV, Unesp-Jaboticabal-SP. E-mail: fruas@fcav.unesp.br



22

A suplementacdo com vitamina E acelerou o acumulo de macréfagos e a
formacado de policariontes e capsula conectiva em laminulas de vidro implantadas no
tecido subcutaneo de P. mesopotamicus normais e mantidos em alta densidade (20
kg/m®), quando comparados aos ndo suplementados. Estes Ultimos apresentaram
maiores niveis de cortisol sanglineo em relacdo aos primeiros sugerindo efeitos
benéficos da vitamina E também em peixes mantidos em situacao estresse crbnico
(BELO et al., 2005). Do mesmo modo a suplementagdo com 500mg de vitamina E
favoreceu o acumulo celular, a formacao de gigantdcitos tipo corpo estranho e tipo
Langhans, em tilapias, O. niloticus, implantados com laminulas de vidro e inoculado
com Mycobacterium marinum (BELO, 2006).

Ha evidéncias positivas da interagdo entre as vitaminas C e E, em mamiferos e
em peixes. Altas concentracées de vitamina C (2000 mg/Kg) e E (800 mg/Kg)
diminuiram a mortalidade em peixes infectados por Yersinia rukeri e Ichthyophthirius
muiltifilis, em O. mykiss (WAHLI et al. 1998), reduziu o estresse em “seabream” Sparus
aurata, e melhorou a atividade respiratéria de leucécitos (ORTUNO et al., 2001;
MULERO et al., 1998).

Durante o processo de reversdao sexual a associagdo das vitaminas C e E
mostrou-se benéfica, diminuindo a ocorréncia de ectoparasitos e o desempenho de
larvas de tilapia do Nilo. O numero de protozoario Trichodina sp. foi significativamente
menor nos que receberam a suplementagdo (CAVICHIOLO et al., 2002).

Em salmao do atlantico, Salmo salar ha sinergismo na protecao simultanea das
fases lipidica e aquosa contra oxidagdo da vitamina C e na reabsorgcao da vitamina E
nos tecidos. Além disso, ha evidéncias de que a vitamina C protege o peixe da
deficiéncia de vitamina E (HAMRE et al.; 1997; WAHLI et al., 1998; CUESTA et al.,
2002; ORTUNO et al., 2001; CHEN et al., 2004),

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a cinética da
resposta inflamatéria induzida pela inoculacdo de A. hydrophila inativada e tioglicolato
na bexiga natatéria de P. mesopotamicus alimentados com racdo suplementada com as

vitaminas C, E e sua associacao.
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MATERIAL E METODOS

Peixes e manejo

Foram utilizados 216 pacus, Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887, jovens,
provenientes de mesma desova, oriundos da Piscicultura Aguas Claras, Mococa - Sdo
Paulo.

O experimento foi realizado nos meses de Janeiro a Abril no biotério do Centro
de Pesquisa em Sanidade Animal (CPPAR), Departamento de Patologia Veterinaria,
Unesp-Jaboticabal-SP. Os peixes foram acondicionados em 16 aquarios contendo
aeracdo suplementar e com capacidade para 250 L, na densidade de 5Kg/m?®
abastecidos com agua corrente, proveniente de poco artesiano, com vazao de um litro
por minuto.

O fornecimento da racao contendo as vitaminas e sua associacdo nas dosagens
de 500 mg de vitamina C e 500 mg de vitamina E/kg isoladas ou associadas (tabela
01), teve inicio 12 semanas antes da aplicacao dos estimulos lesivos. Os peixes foram
alimentados pela manha e tarde, com 3% da biomassa.

Com o objetivo de se utilizar uma &agua de boa qualidade foi realizado
sifonamento, semanalmente. O monitoramento da qualidade da agua foi realizado nos
momentos da alimentacdo, determinando-se a temperatura, o pH, a concentracdo de
oxigénio dissolvido e a condutividade elétrica através do aparelho TRACER -
LAMOTTE® (anexo 03).
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Os peixes foram distribuidos ao acaso em 16 grupos conforme o delineamento
experimental expresso na a tabela 1.

Tabela 01 - Delineamento experimental

Grupos Periodo

4h 24h 48h
T1-0mg devit. Ce E/kgderagéo (n =18) - NAIVE n=06 n=06 n=06
T2 -0mg de vit. C e E/ kg de racéo + salina (n = 18) n=06 n=06 n=06
T3-0mg de vit. C e E/ kg de ragao + tioglicolato (n =18) n=06 n=06 n=06
T4 - 0mg de vit. C e E / kg de ragao + A. hydrophila (n =18) n=06 n=06 n=06
T5 - 500 mg de vit. C/kg de racdo (n = 18) - NAIVE n=06 n=06 n=06
T6 - 500 mg de vit. C/kg de racdo + salina (n =18) n=06 n=06 n=06
T7 - 500 mg de vit. C/kg de racéo + tioglicolato (n =18) n=06 n=06 n=06
T8 - 500 mg de vit. C/kg de racdo + A. hydrophila (n =18) n=06 n=06 n=06
T9 - 500 mg de vit. E/kg de ragédo (n = 18) - NAIVE n=06 n=06 n=06
T10 - 500 mg de vit. E/kg de ragéo + salina (n =18) n=06 n=06 n=06
T11 - 500 mg de vit. E/kg de racéo + tioglicolato (n =18) n=06 n=06 n=06
T12 - 500 mg de vit. E/kg de ragéo + A. hydrophila (n =18) n=06 n=06 n=06
T13 -500 mg de vit. C e E/kg de ragdo (n = 18) - NAIVE n=06 n=06 n=06
T14 - 500 mg de vit. C e E/kg de racdo + salina (n = 18) n=06 n=06 n=06
T15 - 500 mg de vit. C e E/kg de racao + tioglicolato (n = 18) n=06 n=06 n=06
T16 - 500 mg de vit. C e E/kg de ragéo + A. hydrophila (n = 18) n=06 n=06 n=06

O delineamento seguiu o esquema fatorial 2x3, duas doses de vitamina C, duas
doses de vitamina E, com quatro tratamentos em delineamento inteiramente

casualizado.
OBTENGAO DA BACTERIA
A cepa de A. hydrophila utilizada foi isolada de peixes naturalmente infectados,

apresentando lesdes caracteristicas. A identificacdo foi realizada no Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
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Unesp Jaboticabal. Utilizou-se o meio de cultura TSA e TSB para crescimento da
bactéria. Apés o crescimento, as col6nias caracteristicas foram semeadas em meios
especificos de cultura e realizadas as provas bioquimicas para identificacdo da espécie
bacteriana. Ap6s a obtencéo de coldnias puras, o material foi centrifugado, desprezou-
se 0 sobrenadante e os inéculos precipitados foram diluidos em solugéo salina (0,65%)
estéril até a obtencdo das concentragdes desejadas, utilizando-se a Escala de
MacFarland.

INDUCAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

A.hydrophila foi isolada de lesbes de P. mesopotamicus com sinais
caracteristicos de dermatite e septicemia e inativada pelo calor por 30 minutos em
banho-maria a 40°C. Os peixes foram anestesiados (NOGA, 1996) para a inoculacéo de
3x10° UFC de A. hydrophila inativada e veiculadas em 1,0 mL de solucdo salina a
0,65% ou injetados com 1,0 mL de solugcdo aquosa de tioglicolato a 6%. Outro grupo
recebeu 0 mesmo volume de solugdo salina e um quarto, ndo recebeu estimulo
inflamatério e foi utilizado como controle. Apos esses procedimentos os animais foram

devolvidos aos seus aquarios de origem, com fluxo continuo de agua.

AVALIAGCAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

Ap6s quatro, 24 e 48 horas da aplicacao dos estimulos, seis peixes de cada
grupo foram sacrificados por aprofundamento do plano anestésico utilizando 1g/10L de
agua. Os animais foram dissecados e a bexiga natatoria exposta. Seu interior foi lavado
com 1.0 mL de PBS contendo 0,01 mL de EDTA e o liquido de lavagem totalmente
recolhido com pipeta de Pasteur e colocado em tubos de centrifuga mantidos em gelo.
Uma aliquota desse volume foi transferida para camara de Newbauer para contagem
de células totais em microscopia de luz. Extensdes da suspensao celular do exsudato
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foram preparadas e coradas com May-Grinwald-Giensa-Wrigth (TAVARES-DIAS &
MORAES, 2004) para contagem dos leucécitos diferenciais e outros métodos
citoquimicos foram realizados para identificacdo de glicogénio pelo PAS segundo
McMANUS (1946) com controle pela amilase salivar (LISON, 1960), com modificagbes
de TAVARES-DIAS (2003); identificagcdo de peroxidase por orto-toluidina-perdxido de
hidrogénio (JACOBS, 1958) modificado por TAVARES-DIAS (2003); demonstracao de
esterase inespecifica segundo (WACHSTEIN & WOLF (1958) modificado por
TAVARES-DIAS (2003) (anexo 04)).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos as analises de variancia e a comparagao
de médias pelo teste de Tukey (P<0,05), quando os valores de F indicaram diferencas
significativas (P<0,05). Para a comparagao de médias pelo teste de Tukey foi utilizado o
nivel de 5% de probabilidade (SNEDECOR & COCHRAN, 1974).
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RESULTADOS

MONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUA

A média da concentracdo de oxigénio foi 5,03mg/L, a média da temperatura da
agua 29,47°C; a média do potencial hidrogenionico foi de 7,66pH e a condutividade
elétrica manteve-se na média de 117,96uS/cm. Esses resultados demonstram que a
agua estava na faixa de conforto para espécies dos peixes (SIPAUBA-TAVARES,
1995).

AEROCISTITE INDUZIDA POR Aeromonas hydrophila inativada

CONTAGEM DE LEUCOCITOS TOTAIS

No grupo de peixes controle ndo foi encontrado leucécitos residentes na bexiga
natatéria dos peixes, nos tempos pré-determinados, quatro, 24 e 48 horas € nem
quando adicionada ou nao de vitamina C, E ou sua associacao na dieta (figura 01).

Alteragdes significativas em relagdo ao acumulo de leucécitos totais ocorreram
no tempo de 24 horas para o grupo de peixes que receberam A. hydrophila inativada e
vitaminas E (V2) e C+E (V3) (P<0,05) quando comparado aos grupos sem
suplementacédo sob o mesmo indculo (figura 01) e no tempo de 48 horas para o grupo
de peixes que receberam a inocula¢do da salina quando observou-se maior acumulo de
leucdcitos totais naqueles que receberam a suplementacao com as vitaminas C (V1), E
(V2) e a associacao C+E (V3) quando comparado aos peixes nao suplementados (VO0)
(figura 01).

Os resultados demonstraram que para o grupo de peixes sem suplementagao

inoculados com salina, houve um aumento gradativo no numero de leucécitos de quatro
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(n=50) para 24 horas (n=90). O mesmo foi observado no grupo inoculado com
Aeromonas hydrophila inativada sem suplementacdo de quatro (n=200), para 24
(n=600) e 48 horas (n=1300) (figura 01).

Independentemente da vitamina suplementada (C, E ou C+E), observou-se nos
grupos inoculados com Aeromonas hydrophila aumento gradativo do numero de
leucocitos totais (figura 01).

O acumulo de leucécitos totais foi significativamente maior (P<0,05) apés 48
horas no grupo de peixes que receberam como indculo com a A. hydrophila inativada e
a vitamina C (V1) (n=3300), seguidos pelos que receberam a vitamina E (V2) (n=2700)
e as vitaminas C+E (V3) (n=2100) na dieta quando comparado ao grupo de peixes sem
vitaminas sob o mesmo inéculo e a todos os peixes que receberam inoculacdo de

salina com ou sem vitamina (n=1300) (figura 01).

TROMBOCITOS

Independentemente do tempo de inoculagéo e das vitaminas adicionadas a dieta
0s grupos dos peixes controles ndo apresentaram trombdcitos na bexiga natatéria
(figura 02).

ApGs 24 e 48 horas observou-se acumulo significativamente maior (P<0,05) de
trombdcitos nos peixes inoculados com salina e A.hydrophila e suplementados com a
vitamina E (V2) ou a associagdo C+E (V3) quando comparados aos peixes sem
suplementagao vitaminica (figura 02).

O acumulo de trombécitos na 48- hora nos grupos inoculados com Aeromonas
hydrophila e suplementados com as vitaminas C (V1), E (V2) e C+E (V3) foi
significativamente maior quando comparado aos grupos de peixes que nao foram

suplementados com vitaminas sob o mesmo inéculo.
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O maior acimulo de trombdcitos foi observado na 48 hora, nos peixes
inoculados com a A. hydrophila inativada nos grupos que receberam a vitamina C (V1),

seguido dos suplementados com a vitamina E (V2) (figura 02).

LINFOCITOS

Nos peixes do grupo controle ndo foram encontrados linfocitos, mesmo quando
suplementados com as vitaminas (figura 03).

Apoés quatro horas da inoculagdo de salina observou-se aumento do numero de
linfécitos no foco lesado nos peixes suplementados (V1, V2, V3) e apds 24 horas nos
tratados com a vitamina E (V2), quando comparados aos peixes dos grupos nao
suplementados (V0) (figura 03).

Na 482 hora o acimulo de linfécitos nos grupos de peixes inoculados com A.
hydrophila inativada e suplementados com as vitaminas C, E ou sua associacao (V1,
V2, V3) foi significativamente maior (P<0,05) quando comparados aos peixes controles
e aos nao suplementados (VO) (figura 03).

O maior acumulo de linfocitos ocorreu apds 24 horas nos peixes inoculados com
A. hydrophila inativada e suplementados com a vitamina E (V2) quando comparados
aos demais grupos (figura 03).

CELULAS GRANULOCITICAS ESPECIAIS

Nao foram observadas células granulociticas especiais em nenhum dos tempos
nos peixes do grupo controle (figura 04).

Na 48% hora observou-se aumento significativo (P<0,05) do nimero de célula
granulocitica especial nos peixes que receberam a inoculagdo de A. hydrophila

inativada e foram suplementados com as vitaminas C (V1), E (V2) e sua associagao
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C+E (V3) quando comparados aos sem suplementagédo (V0) sob o mesmo in6culo. O
mesmo ocorreu no grupo de peixes inoculados com salina e suplementagdo com as

vitaminas C (v1) e sua associacao (V3) (figura 04).

MACROFAGOS

Na bexiga natatéria dos peixes controles suplementados ou ndao com as
vitaminas, e, independente do estimulo utilizado, ndo foram encontrados macroéfagos
em nenhum dos tempos pré-estabelecidos (figura 05).

Na 482 hora o grupo de peixes inoculados com salina e suplementados com a
vitamina C (V1) mostrou acumulo significativo de macréfagos (P<0,05) quando

comparado aos que ndo receberam suplementacéao (VO) (figura 05).

NEUTROFILOS

Independentemente do tipo de in6culo e do tempo de observacdo, nao foi
observada diferenga no numero de neutrdéfilos (figura 06).
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FIGURA 01: Valores médios do nimero de Leucdcitos totais na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nao inoculados (C),

injetados com solugdo salina (S) e inoculados com A. hydrophila (H). Sem adigdo de vitamina (V0); 500mg/Kg de
vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4,
24 e 48 horas apés indugdo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagdo entre tratamentos e
mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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FIGURA 02: Valores médios do nimero de trombécitos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nao inoculados

(C), injetados com solugéo salina (S) e inoculados com A. hydrophila (H). Sem adi¢gdo de vitamina (V0); 500mg/Kg de
vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4,
24 e 48 horas apés indugdo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagéo entre tratamentos e
mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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FIGURA 03: Valores médios do numero de linfécitos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), ndo inoculados

(C), injetados com solugéo salina (S) e inoculados com A. hydrophila (H). Sem adi¢éo de vitamina (VO0); 500mg/Kg de
vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4,
24 e 48 horas apés indugdo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagdo entre tratamentos e
mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.

1-Informagdes transmitidas pelo Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes da FCAV, Unesp-Jaboticabal-SP. E-mail: fruas@fcav.unesp.br



CELULAS GRANULOCITICAS ESPECIAIS

200 -
180 -
160 -
140 -
120 - mC
100 - mS
80 1 mH
60 - B B

40 - B A B A

204 A A A A

0 _

Numero de células

Vo Vi1 A V3

4h Vitaminas

300 -

250 -

200 -

150 C

100 -

Numero de células

Vo VA1

24h Vitaminas

Numero de células

48h Vitaminas

FIGURA 04: Valores médios do numero de células granulociticas especiais presentes na bexiga natatéria de pacus (P.

mesopotamicus), ndo inoculados (C), injetados com solugdo salina (S) e inoculados com A. hydrophila (H). Sem
adicado de vitamina (V0); 500mg/Kg de vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C +
500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4, 24 e 48 horas ap6s indugédo do processo inflamatério. Letras mailsculas

para comparagao entre tratamentos e mintsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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Numero de células

inoculados (C), injetados com solugédo salina (S) e inoculados com A. hydrophila (H). Sem adicdo de vitamina (VO0);
500mg/Kg de vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E
(V3), avaliados 4, 24 e 48 horas apés indugéo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagao entre
tratamentos e mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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Figura 06: Valores médios do nimero de neutréfilos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nao inoculados

(C), injetados com solugéo salina (S) e inoculados com A. hydrophila (H). Sem adi¢ao de vitamina (VO0); 500mg/Kg de
vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4,

24 e 48 horas apés indugdo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagéo entre tratamentos e

mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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AEROCISTITE POR TIOGLICOLATO

CONTAGEM DE LEUCOCITOS TOTAIS

Nao foram encontrados leucécitos totais na bexiga natatéria dos peixes controles
independentemente da suplementagéo vitaminica e dos tempos estudados (figura 07).

Apés quatro horas todos os grupos inoculados com tioglicolato e suplementados
apresentaram acumulo de células maior que o verificado nos inoculados com salina e
sem inoculagédo (V0) (P<0,05). Esse fato permaneceu apds 24 e 48 horas apenas no
grupo alimentado com a associag¢ao das vitaminas (V3) (figura 07).

Observou-se diminuigao gradativa do numero de leucdécitos totais de quatro para
24 horas nos grupos inoculados com tioglicolato e suplementados com vitamina C (V1)
e E (V2) (figura 07).

O acumulo de células inflamatérias foi maximo nos peixes inoculados com
tioglicolato e suplementados com a associacao das vitaminas (V3) apds 48 horas (figura
07).

LINFOCITOS

Nao foram encontrados linfécitos na bexiga natatéria dos peixes controles
independentemente da suplementacéao vitaminica e dos tempos estudados (figura 08).

Na 42 242 e 48% hora todos os grupos de peixes inoculados com tioglicolato e
suplementados com as vitaminas apresentaram acumulo significativo de linfocitos
quando comparados aos sem suplementacao (P<0,05) (figura 08).

O mesmo ocorreu na 4° e 48° hora para o grupo de peixes inoculados com salina
(figura 08)

O numero de linfocitos foi maximo e significativamente maior nos peixes
inoculados com tioglicolato e suplementados com a associagdo das vitaminas (V3)
(figura 08).
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TROMBOCITOS

Nos peixes controles suplementados ou ndao com vitaminas n&o foram
identificados trombdécitos (figura 09).

Ap6s 04 horas os peixes inoculados com tioglicolato e suplementados com
vitamina C (V1) mostraram aumento significativo (P<0,05) no niumero de trombécitos
quando comparados aos inoculados com salina e controles sob a mesma dieta
vitaminica (figura 09).

AplOs 48 horas observou-se aumento do numero de trombdcitos nos peixes
inoculados com tioglicolato e suplementados com dietas contendo associagdao das
vitaminas quando comparados aos sem suplementacao (V0) (figura 09).

MACROFAGOS

Nao foram observados macréfagos nos peixes controles suplementados ou nao
com as vitaminas (figura 10).

Na 4° hora nos peixes suplementados com as vitaminas C (V1) ou E (V2) foi
observado aumento significativo (P<0,05) no niumero de macréfagos nos inoculados
com tioglicolato quando comparados aos peixes sem suplementacao e controles (figura
10).

CELULAS GRANULOCITICAS ESPECIAIS

Nos peixes controles ndo foram encontradas células granulociticas especiais em
nenhum dos tempos de observagao e independente da suplementacao (figura 11).

ApGs 24 e 48 horas da inoculagao de salina observou-se aumento do nimero de
células granulociticas especiais nos peixes suplementados com a vitamina C (V1)

quando comparados aos peixes sem suplementagéo (VO) (figura 11).
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Nos peixes submetidos a inoculacdo de tioglicolato ap6s quatro € 24 horas e
suplementados com as vitaminas C+E (V3) observou-se aumento significativo (P<0,05)
das células granulociticas especiais quando comparados aos peixes controles e sem

suplementacéo (figura 11).

NEUTROFILOS

Nao foram encontrados neutréfilos nos peixes controles independentemente da
suplementacgéao vitaminica e do tempo de observagéao.

Apés 48 horas ocorreu aumento significativo do numero de neutrofilos nos
inoculados com salina (S) suplementados com vitamina C (V1) quando comparados ao

grupo controle (C) sem suplementacéo (VO) (figura 12).
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FIGURA 07: Valores médios do nimero de leucécitos totais presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), ndo
inoculados (C), injetados com solugdo salina (S) e inoculados com tioglicolato (T). Sem adigdo de vitamina (VO0);
500mg/Kg de vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E
(V3), avaliados 4, 24 e 48 horas ap6és indugéo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagao entre
tratamentos e mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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FIGURA 08: Valores médios do numero de linfécitos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nao inoculados

(C), injetados com solugédo salina (S) e inoculados com tioglicolato (T). Sem adi¢éo de vitamina (V0); 500mg/Kg de

vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados

4, 24 e 48 horas apds indugdo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagao entre tratamentos e

minUsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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FIGURA 09: Valores médios do nimero de trombdcitos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nédo

inoculados (C), injetados com solugéo salina (S) e inoculados com tioglicolato (T). Sem adi¢céo de vitamina (VO);
500mg/Kg de vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E
(V3), avaliados 4, 24 e 48 horas apds indugao do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagao entre

tratamentos e mindsculas para comparagao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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FIGURA 10: Valores médios do nimero de macréfagos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nao
inoculados (C), injetados com solugdo salina (S) e inoculados com tioglicolato (T). Sem adigdo de vitamina (V0);
500mg/Kg de vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E
(V3), avaliados 4, 24 e 48 horas ap6és indugéo do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagao entre
tratamentos e minlsculas para comparagéo entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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FIGURA 11: Valores médios do numero de células granulociticas especiais presentes na bexiga natatéria de pacus (P.

mesopotamicus), ndo inoculados (C), injetados com solugdo salina (S) e inoculados com tioglicolato (T). Sem
adigdo de vitamina (V0); 500mg/Kg de vitamina C (V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C +

500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4, 24 e 48 horas apds indugdo do processo inflamatério. Letras

mailsculas para comparagdo entre tratamentos e minlsculas para comparagdo entre as vitaminas. P<0,05;

n=216.
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FIGURA 12: Numero de neutréfilos presentes na bexiga natatéria de pacus (P. mesopotamicus), nao inoculados (C), injetados

com solugéo salina (S) e inoculados com tioglicolato. (T). Sem adigéo de vitamina (VO0); 500mg/Kg de vitamina C
(V1); 500mg/Kg de vitamina E (V2) e 500mg/Kg de vitamina C + 500mg/Kg de vitamina E (V3), avaliados 4, 24 e 48
horas apés indugé@o do processo inflamatério. Letras mailsculas para comparagdo entre tratamentos e minlsculas

para comparacao entre as vitaminas. P<0,05; n=216.
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ANALISE CITOQUIMICA DOS LEUCOCITOS TOTAIS

O meétodo de orto-toluidina-peroxido de hidrogénio para a localizagcdo de
peroxidase, demonstrou que linfocitos (figura 13 E asterisco), macréfagos (figura 13 E
seta) e células granulociticas especiais (figura 13 F) apresentaram reacao positiva.

Os macréfagos (figura 13 A), trombdécitos (figura 13 B) e células granulociticas
especiais (figura 13 C) foram observados nas extensbes de exsudato além de linfocitos
(figura 13 D) de diferentes tamanhos.

A pesquisa de glicogénio apds aplicacdo do PAS, com controle de especificidade
pela amilase salivar, demonstrou reagéo fraca em mondcitos e forte em linfécitos (figura
13 G) e trombdcitos.

Reacgédo positiva a esterase inespecifica, pelo método do Naftol AS-D acetato
esterase, foi observada na forma de granulos escuros no citoplasma de

macroéfagos (figura 13 I-seta) e trombdcitos (figura 13 l-asterisco).

A B C D

i A;\\

FIGURA 13: Fotomicrografia dos leucocitos (A) macréfago, (B) trombdcitos, (C) Célula granulocitica especial, (D)
Linfécito; coloragdo: May-Grunwald-Giemsa-Wrigth. (E-seta) macréfago; (E - asterisco) linfécitos; (F)

célula granulocitica especial; coloragéo: Orto-toluidina; (G) linfécito; coloragéo: PAS; (I-seta) Macréfago;

(I-asterisco) trombécito; coloracao: esterase inespecifica. Aumento 100x. Barra: 25um.
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Discussao

Os mecanismos que regem o desenvolvimento do processo inflamatério e da
reparagdo tecidual em peixes ainda sdo pouco conhecidos e merecem atengao do
ponto de vista da fisiopatologia comparada e econdmico por esta classe passou na
atualidade uma rica fonte de proteina (MORAES et al.; 2003).

Os peixes néo sintetizam a vitamina C em quantidades suficientes em seus
organismos, pela insuficiéncia da enzima L-gulonolactona oxidase e precisam encontra-
la em fontes externas para satisfazer suas necessidades (CYRYNO et al., 2004).

Ha evidéncias de que a suplementacdo desta vitamina a dieta de P.
mesopotamicus favoreceu a formacao de gigantdcitos policariontes, e da capsula
conjuntiva ao redor de laminulas de vidro implantadas no subcutaneo (PETRIC et al.,
2003). Também, nesta mesma espécie, a suplementacdo de vitamina C diminuiu a
concentracao de cortisol circulante em peixes mantidos em alta densidade, amenizando
os efeitos negativos do estresse (BRUM, 2003). Foi demonstrado que esta vitamina
adicionada a racao de P. mesopotamicus, favoreceu a cicatrizacao da pele, acelerando
a maturacao das fibras colagenas e favorecendo a regeneracao da derme (MORAES et
al., 2003).

A vitamina E, conhecida como tocoferol, € um dos nutrientes essenciais ao
organismo que apresenta como principal funcéo inibir a agdo dos radicais livres. E um
dos antioxidantes que protege a célula contra a deterioracdo e o envelhecimento
celular, impedindo a peroxidacao lipidica das membranas celulares. Em casos de
deficiéncia desta vitamina em pacus, P. mesopotamicus, observa-se reducao no tempo
de sobrevivéncia de eritrécitos € aumento de hemodlise in vitro (BELO, 2002). Sua
deficiéncia potencializa ainda os efeitos nocivos do estresse em pacus mantidos em
alta densidade (BELO et al.; 2005).

Ha evidéncias positivas da interacdo de vitamina C e E nos peixes. Esta
associacao mostrou aumento do crescimento corporal, diminuicdo da mortalidade de
peixes infectados e ainda melhora na qualidade do filé, entre outros (MULERO et al.;
1999; HANRE et al.; 1997; 1998; CAVICHIOLO et al.; 2002; RUFF et al.; 2003).
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A demonstragao citoquimica da atividade enziméatica celular depende do numero
de moléculas, sua distribuicdo e disposicdo estrutural dentro da célula (JAMRA &
LORENZI, 1983). Diversos fatores sado responsaveis pelas diferencas de resultados na
identificacdo de uma mesma enzima entre espécies distintas. Dentre estes, fatores
incluem-se a sensibilidade do método, o tipo de substrato empregado, as diferencas de
temperatura e do pH da solugéo de incubacao (JAMRA & LORENZI, 1983).

Neste experimento, a utilizacdo da citoquimica para a contagem de leucécitos
totais mostrou que linfécitos possuem granulos de glicogénio em sua composicao
celular uma vez que esses granulos se coram pelo PAS. Destes resultados, pode-se
aferir que linfocitos inflamatérios acumulem glicogénio como forma de reserva de
energia para atender a demanda de suas funcdes de defesa. Resultados diferentes
foram encontrados em tilapias, O. niloticus; tambaqui, Colossoma macropomum, hibrido
tambacu, Leporinus macrocephalus; carpa, Cyprinus carpio; bagre, Ictalurus puntactus,
onde os linfécitos foram negativos a presenga de glicogénio (TAVARES-DIAS, 2003).

Os resultados deste ensaio demonstraram que apo6s o uso dos flogbgenos A.
hydrophila e tioglicolato estabeleceu-se processo inflamatério com migragéo de células
para o foco lesado, mecanismo semelhante ao observado em estudo anterior (BOZZO
et al.; 2007). Porém, a migragdo de células no grupo injetado com A. hydrophila foi
significativamente maior que a observada no estudo anterior. Este fato pode estar
relacionado a origem e obteng¢ao da bactéria que neste estudo foi extraida de lesdes de
P. mesopotamicus e no primeiro caso foi isolada de leite de Bos taurus.

Ha controvérsia na literatura quanto a constituicio do componente celular da
inflamacdo em peixes. Essas controvérsias provavelmente sejam conseqiéncia de
inUmeras variaveis, particularmente relacionadas as espécies de peixes estudadas,
métodos e material de inducdo, colheita, preservacao, identificacdo e contagem de
células no foco inflamado.

A andlise do processo inflamatorio induzido por A. hydrophila em P.
mesopotamicus nos grupos de peixes sem suplementagdo no presente estudo,
corroboram com os descritos por BOZZO et al.; 2007 onde os trombdcitos foram as

células predominantes seguidos pelos linfécitos. Possivelmente a bactéria potencialize
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a migracao desta primeira célula por ser esta a principal célula de defesa dos peixes, ou
ainda, devido a bactéria ser um flogdbgeno mais agressivo que o tioglicolato e, portanto
requerer a migracao de uma célula mais atuante na defesa como o trombdcito.

Os resultados deste ensaio indicaram que a suplementagdo da dieta com
vitamina C (500mg / kg de racdo) nos peixes inoculados com A. hydrophila.
potencializaram o acumulo de trombdcitos, corroborando achados anteriores (BOZZO et
al.; 2007). Entretanto a suplementacdo com esta vitamina nos peixes injetados com
tioglicolato favoreceu o recrutamento especialmente de linfécitos, o contrario do
observado por BOZZO et al. (2007). Na mesma espécie de peixe, em modelos de
inflamacdo crénica ou de cicatrizagdo a vitamina C foi efetiva na migragcdo dos
gigantécitos policariontes (PETRIC et al.; 2003) e no incremento do processo de
cicatrizacao de lesdes cutaneas (MORAES et al.; 2003 ).

A suplementacdo com vitamina E (500mg/kg) potencializou a resposta
inflamatoria nos peixes inoculados com A. hydrophila (242 e 482 hora) ou tioglicolato (42
hora) quando comparados aos grupos de peixes nado suplementados. Entretanto, o
namero de leucdcitos totais no grupo de peixes suplementados foi significativamente
menor que O observado nos peixes nao suplementados, como demonstrado em
pesquisa anterior (BOZZO et al.; 2007).

Independentemente do flogégeno utilizado, nos grupos de peixes suplementados
com a associacao das vitaminas C e E foi observado aumento no nimero de leucdcitos
totais quando comparado aos grupos nao suplementados. O efeito desta associacao foi
significativo na 42 hora para o grupo de peixes injetados com A. hydrophila e na 482
hora para os grupos de peixes injetados com tioglicolato quando comparados aos
grupos que receberam a vitamina C ou E isoladamente. Contrariamente, a migracao de
células foi significativamente menor que a observada em resultados anteriores (BOZZO
et al.; 2007).
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CONCLUSOES

A citoquimica foi efetiva na identificacdo dos tipos celulares presentes.

e A suplementagdo com as vitaminas C ou E, isoladas ou associadas favoreceu

0 acumulo de leucdcitos totais para o foco lesado.
e A vitamina C ou a associacao das vitaminas C + E potencializou o acumulo
de trombdcitos ou linfécitos na presenca da Aeromonas hydrophila inativada

ou tioglicolato, respectivamente.

e O maior acumulo de leucdcitos totais ocorreu nos peixes suplementados com

a vitamina C, 48 horas apos a inoculacao de Aeromonas hydrophila inativada.
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APENDICE

Anexo 01 — Valores médios da biometria inicial dos peixes (n=6).

57

Sem Vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C + E
Tempo Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp.
118 20 99 17 101 16 107 16
120 21 103 17 99 16 106 16
4 horas 118 21 103 17 100 16 108 16
113 21 104 17 100 16 107 17
117 21 102 17 100 16 107 16
109 17 104 17 101 16 106 16
107 17 103 17 99 16 102 16
24 horas 107 17 103 16 101 16 101 16
105 17 103 17 100 16 100 16
107 20 103 17 100 16 102 16
105 17 103 16 99 16 100 16
106 17 103 16 99 16 101 16
48 horas 106 17 103 16 100 16 100 16
105 16 102 16 99 16 99 16
106 17 102 16 99 16 100 16
Anexo 02 — Valores médios da biometria final dos peixes (n=6).
Sem Vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C + E
Tempo Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp.
172 20 175 20 220 21 206 21
210 21 188 20 208 20 229 22
4 horas 230 21 197 20 222 21 232 21
238 21 218 20 229 21 250 22
213 21 195 20 220 21 229 22
190 20 253 21 249 22 222 21
168 19 246 21 242 22 249 22
24 horas 192 20 237 21 232 22 261 21
189 20 236 21 229 21 252 22
200 20 216 20 228 21 237 21
177 21 236 22 254 21 190 20
198 21 223 22 233 21 193 20
48 horas 195 21 217 21 227 20 216 21
188 21 221 21 222 20 211 21
197 20 218 21 230 21 227 21
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Anexo 03 - Concentracdo de oxigénio, temperatura da agua, potencial

hidrogenionico e condutividade elétrica da agua nos diferentes tratamentos.

Concentracéo de Oxigénio (mg/L)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
4,42 4,82 4,62 5 5,24 5,47 5,23 5,46

Temperatura da agua (°C)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
28,62 30,08 28,55 30,44 28,74 30,31 28,87 30,16

Potencial hidrogeniénico (Ph)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
7,66 7,89 7,51 7,87 7.4 7,74 7,35 7,92

Condutividade elétrica pX/cm)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
117,53 119,37 120,92 118,76 115,76 116,94 115,47 118,98
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Anexo 04 - As extensdes obtidas com exsudato inflamatério também foram submetidas

a coloragao por métodos citoquimicos descritos a seguir:

Localizagdo de glicogénio pelo método de PAS (McMANUS (1946) com controle pela amilase salivar
(LISON, 1960), apds as seguintes modificacdes recomendadas por TAVARES-DIAS (2003)):

a) Lavar em agua corrente, cinco minutos;

b) Imergir em acido periédico a 1%, cinco minutos;

c) Passar rapidamente em agua corrente;

d) Tratar com o Reativo de Schiff, 55 minutos;

e) Lavar trés vezes em agua sulfurosa, um minuto cada lavagem;

f) Passar rapidamente em agua corrente;
g) Fazer coloragao nuclear com hematoxilina de Harris, trés minutos;
h) Passar rapidamente em agua corrente e secar em temperatura ambiente

Para controle da especificidade do método de PAS algumas extensdes devem ser tratadas com
amilase salivar (LISON, 1960), em camara (mida a 37° C, por 60 minutos. Em seguida, ap6s rapido
banho em agua corrente sera aplicado o método do PAS como descrito anteriormente.
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Deteccdo de peroxidase pelo método da orto-toluidina-peroxido de hidrogénio (JACOBS, 1958)
modificado por TAVARES-DIAS (2003) como a seguir:

a) Apds o preparo das extensdes e secagem ao ar, fixar em alcool absoluto-formol (9:1) trés minutos e

em seguida, banhar rapidamente em agua corrente;

b) Imergir as extensdes em solugédo substrato de orto-toluidina-peréxido de hidrogénio, por 15 minutos;
¢) Banhar rapidamente em agua corrente;

d) Corar o0s nicleos com hematoxilina de Harris, por trés minutos;

e) Banhar rapidamente em &gua corrente e deixar secar em temperatura ambiente.

Para controle da especificidade da reagdo algumas extensdes serdo colocadas em meio de

incubacgao na auséncia do peroxido de hidrogénio.

Demonstragdo esterase inespecifica pelo método de WACHSTEIN & WOLF (1958) modificado por
TAVARES-DIAS (2003) como a seguir:

a) Confeccionar as extensdes, secar ao ar e fixar em vapor de formol por cinco minutos;

b) Banhar rapidamente as extensdes em agua corrente por cinco minutos;

c) Imergir as extensbes em solucdo de substrato de naftol AS-D acetato esterase preparada
frescamente, em temperatura ambiente, por 60 minutos;

d) Banhar rapidamente com agua destilada;

e) Fazer coloragao nuclear com hematoxilina de Harris, por trés minutos;

f) Banhar rapidamente as extensdes em agua corrente e secar em temperatura ambiente.
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CAPITULO 03 - CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA DAS LESOES
INDUZIDAS POR Aeromonas hydrophila e TIOGLICOLATO EM Piaractus
mesopotamicus SUPLEMENTADOS COM VITAMINAS

RESUMO - A bexiga natatéria € utilizada como modelo experimental para o estudo da
resposta inflamatéria em peixes. Sendo um 6rgao oco, de circulagéo terminal e de facil
acesso para indugdo do processo assim como para colheita e anédlise do exsudato
inflamatério, permite a caracterizacao qualiquantitativa dos componentes. O objetivo
deste trabalho foi o de analisar as caracteristicas morfoldégicas do 6rgdo em pacus,
Piaractus mesopotamicus, na vigéncia de inflamacado induzida por tioglicolato e
Aeromonas hydrophila inativada e eventuais efeitos da suplementagédo alimentar com
as vitaminas C, E ou sua associagdo. Para tanto duzentos e dezesseis pacus jovens,
Piaractus mesopotamicus foram distribuidos aleatoriamente em 16 grupos. Apds
anestesia com benzocaina, os peixes foram injetados com 0,5mL de solugédo de salina
estéril, solucdo de tioglicolato a 6% diluido em salina; 3x 10° unidades formadoras de
colénia (UFC) de Aeromonas hydrophila inativada pelo calor. Um quarto grupo nao
injetado (virgem) foi utilizado como controle. Ap6s quatro, 24 e 48 horas 0s peixes
foram sacrificados por anestesia profunda e amostras da bexiga natatéria foram
colhidas, fixadas em formalina tamponada a 10% e processadas de acordo com a rotina
histologica para a obtencédo de cortes seriados corados pela hematoxilina-eosina e
tricromio de Masson e examinados sob microscopia de luz. A histopatologia demonstrou
alteracbes vasculares e celulares proprias da inflamacdo como espessamento da
parede vesical devido a congestdo e edema além de infiltrado de leucécitos na
submucosa entre o tecido conectivo frouxo e a tdnica interna. As lesdes

histopatoldgicas foram semelhantes em todos os grupos experimentais.

Palavras Chave: Aeromonas hydrophila, bexiga natatéria, Inflamacgao, Piaractus
mesopotamicus, tioglicolato
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CHAPTER 03 - HISTOPATHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF LESIONS
INDUCED BY Aeromonas hydrophila and THIOGLYCOLATE IN Piaractus
mesopotamicus SUBMITTED TO A DIET SUPPLEMENTED WITH VITAMINS C and
E

ABSTRACT - The natatory bladder is utilized as an experimental model for
inflammatory response studies on fishes, once it is a hollow organ, of terminal circulation
and easy access to process induction, as well as to collection and analysis of the
inflammatory exudate, which allows the characterization of qualitative and quantitative
components. The purpose of this work was analyse the morphological chacarcteristics of
snappers organs, Piaractus mesopotamicus, during inflammation induced by
thioglycolate and inactivated Aeromonas hydrophila and eventual effects of
supplementary feed with vitamins C, E or their associations. In order to do that, two
hundreds and sixteen young snappers, Piaractus mesopotamicus, were randomly
distributed over 16 groups. After a benzocaine anesthesia, the fishes received an
injection of 0,5mL sterile saline solution, solution of thioglycolate 6% diluted in saline
and 3x 10° Colony Forming Unities (CFU) of Aeromonas hydrophila inactivated by heat.
A fourth group, which was not injected, was utilized as a control group. After four, 24
and 48 hours, the fishes were sacrificed by deep anesthesia and samples of their
natatory bladder were collected, fixed in formalin 10% buffered solution and processed
according to the histological routine for the obtention of serial cuts, stained with
hematoxylin-and-eosin and Masson’s trichrome and examined through light microscopy.
The histopathology demonstrated both vascular and cellular alterations pertaining to
inflammation, such as the thickening of vesical walls due to the congestion and edema,
as well as leucocyte infiltration in the submucous membrane, located between the loose
(Areolar) connective tissue and the internal tunic. The lesions were histopathologically

similar among all experimental groups.
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Keywords: Aeromonas hydrophila, natatory bladder, inflammation, Piaractus
mesopotamicus, thioglycolate, vitamin C, vitamin E
INTRODUCAO

A bexiga natatéria foi utilizada como modelo experimental de inflamagdo em
Oreochromis niloticus e Piaractus mesopotamicus. Ao exame histopatolégico observou-
se congestao vascular, edema, infiltrado mononuclear com discreta area de hemorragia
(MATUSHIMA & MARIANO, 1996; MARTINS et al., 2006).

O tioglicolato € um meio de cultura para bactérias anaerdbicas utilizadas como
flogégeno, pois induz acumulo de macréfagos quatro dias depois da sua inje¢do na
cavidade peritoneal de ratos (SOUZA & FERREIRA, 1985). Em P. mesopotamicus ap6s
24 horas do estimulo inflamatério na bexiga natatoria ocorreu acumulo de células
inflamatérias no sitio lesado (BOZZO et al., 2007).

Laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo de P. mesopotamicus
suplementados com vitamina C apresentam incremento no acumulo de macroéfagos e
formagcdo de células gigantes (PETRIC et al., 2003). Nesta mesma espécie sob a
mesma suplementagéo, peixes mantidos em densidade elevada mostraram diminuigao
da concentracdo de cortisol circulante favorecendo o mesmo fenbmeno em relacéo a
outros mantidos na mesma densidade e ndo suplementados (BRUM, 2003). Do mesmo
modo pacus, P. mesopotamicus suplementados com vitamina C apresentam maior
eficiéncia em diferentes parametros da cicatrizacdo cutdnea (MORAES et al., 2003).
Esse mesmo efeito foi verificado em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, (WAHLI et
al., 2003).

A suplementagéo alimentar com vitamina E acelera marcadamente o acumulo de
macréfagos e a formacdo de macréfagos policariontes em laminulas de vidro
implantadas no tecido subcutaneo de pacus normais em relacdo aos que nao
receberam a vitamina, sendo verdadeira essa relacdo também quando se consideram
os mantidos em alta e baixa densidade. Os pacus mantidos em alta densidade
apresentam menores niveis de cortisol plasmatico entre os suplementados em relagao

aos nao suplementados favorecendo a inflamagao crénica (BELO et al., 2005).
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Spaurus aurata alimentados com baixos teores de vitamina E apresentaram
niveis plasmaticos de cortisol mais elevados, quando comparados com 0s
suplementados com maiores niveis desta vitamina (MONTERO et al., 1998).

Altas doses de vitaminas C (2000 mg/Kg) e E (800 mg/Kg) diminuiram a
mortalidade de peixes infectados com Yersinia rukeri e I. multifilis, demonstrando a
eficacia da associacao destas vitaminas na dieta de O. mykiss (WAHLI et al. ,1996).

A interagéo entre as vitaminas C e E foi demonstrada in vivo e in vitro (HAMRE et
al., 1997; WAHLI et al., 1998; ORTUNO et al., 2001, CUESTA et al., 2002; CHEN et al.,
2004), por meio de seu efeito sinérgico em algumas fungbes biolégicas como a
protecdo simultdnea das fases aquosa e lipidica contra a oxidagao e a regeneragao da
vitamina E e de radicais da vitamina E pela vitamina C (HAMRE et al., 1997; ORTUNO
et al., 2001).

OBJETIVOS

Considerando que a bexiga natatoria apresenta caracteristicas morfoldgicas
adequadas para o estudo do processo inflamatério, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar as lesdes histopatoldgicas induzidas por diferentes flogégenos em pacu, P.

mesopotamicus alimentados com racao contendo vitaminas C, E ou sua associagao.
MATERIAL E METODOS
Peixe e manejo

Foram utilizados 288 P. mesopotamicus jovens, provenientes de mesma desova,
oriundos da Piscicultura Aguas Claras, Mococa - Sdo Paulo.

O experimento foi realizado, no periodo de Janeiro a Abril, no Centro de

Pesquisa em Sanidade Animal (CPPAR), Unesp-Jabtocicabal-SP. Os animais foram
acondicionados em 16 aquarios de fibra com capacidade para 250 L, contendo
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equipamento para aeracdo, na densidade de 5Kg/m® , abastecidos com &gua corrente
proveniente de poc¢o artesiano, com vazao de 1L por minuto, desprovida de cloro.

O fornecimento da racdo contendo as vitaminas e sua associacdo nas
concentracées de 500 mg de vitamina. C e E/kg isoladas ou associadas (tabela 01),
teve inicio 12 semanas antes da aplicacdo dos estimulos lesivos. Os peixes foram
alimentados pela manha e tarde, com proporcao de ragéo equivalente a cerca de 3% da
biomassa.

Para manutencdo da boa qualidade da agua, semanalmente foi realizado
sifonamento dos aquarios. O monitoramento da qualidade de agua foi realizado duas
vezes ao dia: manha e tarde, avaliando-se os parametros hidricos como temperatura,
pH, concentragéo de oxigénio dissolvido e condutividade elétrica através do aparelho
TRACER - LAMOTTE® . Uma vez por semana foi determinada a alcalinidade da agua

(anexo 03).

Os peixes foram distribuidos ao acaso em 16 grupos quanto a suplementacao

alimentar com as vitaminas C, E e sua associacao.

Delineamento experimental

Foram utilizados 16 grupos de peixes, pacu, P.mesopotamicus com trés
observacoes de quatro, 24 e 48 horas, com 16 animais por grupo, sendo seis animais
coletados por tempo, com o0s seguintes tratamentos sem adicdo de vitamina, com
500mg/Kg de vitamina C, 500mg/Kg de vitamina E e a associa¢ao das vitaminas C e E
contendo 500mg/Kg de cada. Os flogégenos utilizados foram Aeromonas hydrophila,

tioglicolato, salina. Um grupo sem inoculacao foi utilizado como controle.
INDUCAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

A bactéria A.hydrophila foi isolada de lesGes de P. mesopotamicus e inativada
pelo calor por 30 minutos, em banho-maria a 40°C. Os peixes foram anestesiados no

1-Informagdes transmitidas pelo Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes da FCAV, Unesp-Jaboticabal-SP. E-mail: fruas@fcav.unesp.br



65

momento da inducdo do processo inflamatério, utilizando-se solucdo aquosa de
benzocaina na proporcdo de 1,0 g. L de 4gua (NOGA, 1995), até que repousassem no
fundo do recipiente. Depois de anestesiados, os peixes foram distribuidos em quatro
grupos para inoculagdo dos flogégenos. Em um grupo inoculou-se 3x10° UFC de A.
hydrophila inativada, veiculadas em 1,0 mL de solug&o salina a 0,65%, outro 1,0 mL de
solucdo aquosa de tioglicolato a 6%,terceiro grupo 1,0mL solucéo salina e por ultimo
um grupo controle que nao recebeu estimulo inflamatério e foi utilizado para a
determinagéo do tipo e numero de células residentes na bexiga natatéria. Apds esses
procedimentos, os animais foram devolvidos aos seus aquarios de origem, com fluxo

continuo de agua.

AVALIAGCAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

ApGs quatro, 24 e 48 horas da aplicacao dos estimulos inflamatérios seis peixes
de cada grupo foram sacrificados por aprofundamento do plano anestésico de 1g/10L
de benzocaina. Amostras da bexiga natatéria foram colhidas e fixadas em formalina
tamponada 10%. Apés a fixacdo foram desidratadas, diafanizadas e incluidas em
parafina. Cortes de 5um foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e tricrémio de

Masson observados em microscopia de luz.

BIOMETRIA

Foi realizada a biometria inicial dos lotes de peixes onde se verificou peso e
comprimento total dos 48 peixes. Apdés 12 semanas de alimentagdo com a
suplementacao vitaminica, e antes das coletas, foi realizada a biometria final. Para

avaliagdo biométrica foi utilizado o ictibmetro e a balanga Filizola Star® (anexo 01 e 02).
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RESULTADOS

Quatro horas ap6s a inoculacdo de Aeromonas hydrophila inativada ou
tioglicolato na bexiga natatéria observou-se discreta hipertrofia das fibras do tecido
conectivo e congestdao em capilares da submucosa, edema e infiltracdo de células
inflamatdérias mononucleares (Figura 07).

Na 242 hora apds a inoculagdo de Aeromonas 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 (Figura 07).

Ocorreu diminuicdo do infiltrado inflamatério na 482 com hipertrofia de tecido
conectivo da submucosa, discreta congestao de capilares e edema da submucosa.
Essas lesGes que ocorreram na bexiga natatéria foram semelhantes nos grupos de
peixes inoculados com A. hydrophila inativada ou tioglicolato (Figura 07).

A injecdo de salina na bexiga natatéria induziu alteragées semelhantes com

menor intensidade.
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Figura 01: Les0Oes inflamatérias da bexiga natatéria de P. mesopotamicus (A) sem alteragdes morfolégicas. (B)
lesdes induzida pela A. hydrophila 4 horas apos inoculagdo, mostrando congestdo de capilares (*). (C)
lesdes induzida pela A. hydrophila 24 horas apds inoculagéo, mostrando edema (*), infiltrado inflamatério
mononuclear (x#). (D) lesdes induzidas por tioglicolato 48 horas ap6s inje¢édo, congestao de capilares (*),
infiltrado mononuclear ( ** ) , hipertrofia de fibras do tecido conectivo (x+x). Barra: 25um (foto maior),

Barra:12,5um (foto menor) (HE).
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Figura 02: Lesdes inflamatérias da bexiga natatéria de P. mesopotamicus (A) sem alteragées morfologicas. (B) lesbes
induzidas pela A. hydrophila 4 horas apds a inoculagdo, mostrando congestao dos capilares (*). (C) lesbes
induzidas pela A. hydrophila 24 horas apds a inoculagdo, mostrando edema (x), infiltrado inflamatério
mononuclear (+*). (D) lesdes induzidas pelo tioglicolato 48 horas apds a injecao, infiltrado mononuclear ().

Barra: 25 um (foto maior), Barra: 12,5um (foto menor) (Tricromio de Masson).
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Discussao

A bexiga natatéria € um bom modelo para o estudo da resposta inflamatéria em
peixes por ser um érgao oco e de facil acesso. O acumulo de leucécitos no sitio lesado
€ uma das principais caracteristicas do processo inflamatério. A mobilizacdo adequada
e em tempo habil, de leucécitos da microcirculacdo para o foco inflamatério pelo
mecanismo de quimiotaxia € uma das etapas fundamentais da reacao inflamatéria e se
traduz como a primeira reacdo de defesa do organismo, principal caracteristica do
fendbmeno (GARCIA LEME, 1989).

O tioglicolato é um meio de cultura adequado e recomendado para o cultivo de
bactérias anaerdbicas (DIFCO, 1978), e largamente utilizado nos estudos de inflamacéao
em ratos (SOUZA & FERREIRA, 1985). Em peixes, a injecao de tioglicolato na bexiga
natatéria induz inflamacao cujo componente celular é caracterizado pela presenca
predominante de trombécitos (BOZZO et al., 2007).

As bactérias do género Aeromonas que causam problemas em peixes de agua
doce sao A. hydrophila, A. sobria e A. caviae (GRIFFIN et al., 1983). A doenca causada
pelo complexo Aeromonas é a septicemia hemorragica, caracterizada pela presenca de
pequenas lesdes superficiais e hemorragias. Internamente pode haver acumulo de
liquido ascitico e anemia (AUSTIN & AUSTIN, 1987; NOGA, 1995).

Neste ensaio, a resposta inflamatéria aguda da bexiga natatéria de P.
mesopotamicus induzida pela inoculagéo de A. hydrophila e tioglicolato, caracterizou-se
por histologicamente congestdo e hemorragia intersticial, dissociagcdo dos feixes
colagenos e presenca de infiltrado inflamatério. Os grupos de peixes injetados com
salina demonstraram as mesmas caracteristicas histopatolégicas, de forma menos
severa. Estes achados corroboram com os descritos por MARTINS et al. (2006) que
utilizaram a carragenina como estimulo inflamatério. Assim, independentemente do
agente lesivo utilizado a reagéo inflamatéria tecidual é estereotipada da mesma forma

gue o observado em animais homeotérmicos (GARCIA LEME, 1989).
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Observou-se discreta hipertrofia das fibras do tecido conectivo, congestao dos
capilares e infiltrado inflamatério, apds quatro horas da inoculacdo de A. hydrophila ou
tioglicolato. Na 242 hora constatou-se acentuado infiltrado de células inflamatérias,
predominantemente mononucleares, hemorragia, congestdo moderada e edema. Na
tunica interna foi diagnosticada moderada hipertrofia de fibras de tecido conectivo da
submucosa particularmente nos grupos inoculados com A.hydrophila. Ap6s 48 horas da
inoculagdo observou-se diminuigdo do infiltrado inflamatério, hipertrofia de tecido
conectivo da submucosa, discreta congestao de capilares e edema da submucosa, nos
peixes que receberam ambos os flogégenos.

MATUSHIMA E MARIANO (1996) injetaram carragenina na bexiga natatéria de
Oreochromis niloticus com intuito de observar a reacao inflamatéria local. Ao exame
histopatologico verificou-se congestdo dos capilares, discreto edema, acentuado
infitrado mononuclear, com discretas areas de hemorragia, apés 12 e 24 horas do
estimulo.

Alteracbes macroscopicas como vasos sanguineos tdrgidos e intensamente
vermelhos, denotando hiperemia foram descritas na bexiga natatéria de P.
mesopotamicus, apds 24 da inoculacdo de A. hydrophila inativada extraida de leite e
tioglicolato foram observadas por (BOZZO et al., 2007).

Neste experimento foi verificado que a suplementagdo com vitamina C, E, ou sua
associacao, nao induziu diferenca na arquitetura morfolégica do érgao utilizado como
modelo.

Contrariamente ao encontrado, o acumulo de macréfagos e a formagdo de
células gigantes em P. mesopotamicus foi potencializado nos peixes com dietas
suplementadas com vitamina C (PETRIC et al., 2003). Nesta mesma espécie mantida
em densidade de 20 kg/m® com dietas suplementadas com vitamina E (BELO, 2002) ou
com vitamina C (BRUM, 2003) verificou-se menores teores de cortisol plasmatico
favorecendo o acumulo de macréfagos e a formagédo de gigantécitos. MORAES et al.
(2003) demonstraram maior eficiéncia em diferentes fases da cicatrizagdo cuténea de

pacus, suplementados com vitamina C.
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Apesar da comprovada eficacia da suplementacdo com vitaminas C, E ou sua
associacao, na dieta de P. mesopotamicus para o desenvolvimento corporal € no
componente celular da reacgao inflamatéria, neste estudo morfolégico ndo foram
identificadas diferengcas qualiquantitativas entre as lesGes nos grupos de peixes
suplementados ou ndo com as vitaminas ou sua associa¢cdo quando, comparadas aos

grupos de peixes que nao foram suplementados.
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CONCLUSOES

e A arquitetura morfolégica das lesbes mostrou-se  semelhante,

independentemente do indculo ou da suplementacao vitaminica utilizada.
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APENDICE

Anexo 01 — Valores médios (n=6) da biometria inicial dos peixes

Sem Vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C + E
Tempo Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp.

118 20 99 17 101 16 107 16

120 21 103 17 99 16 106 16

4 horas 118 21 103 17 100 16 108 16
113 21 104 17 100 16 107 17

117 21 102 17 100 16 107 16

109 17 104 17 101 16 106 16

107 17 103 17 99 16 102 16

24 horas 107 17 103 16 101 16 101 16
105 17 103 17 100 16 100 16

107 20 103 17 100 16 102 16

105 17 103 16 99 16 100 16

106 17 103 16 99 16 101 16

48 horas 106 17 103 16 100 16 100 16
105 16 102 16 99 16 99 16

106 17 102 16 99 16 100 16

Anexo 02 — Valores médios (n=6) da biometria final dos peixes
Sem Vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C + E
Tempo Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp. Peso Comp.

172 20 175 20 220 21 206 21

210 21 188 20 208 20 229 22

4 horas 230 21 197 20 222 21 232 21
238 21 218 20 229 21 250 22

213 21 195 20 220 21 229 22

190 20 253 21 249 22 222 21

168 19 246 21 242 22 249 22

24 horas 192 20 237 21 232 22 261 21
189 20 236 21 229 21 252 22

200 20 216 20 228 21 237 21

177 21 236 22 254 21 190 20

198 21 223 22 233 21 193 20

48 horas 195 21 217 21 227 20 216 21
188 21 221 21 222 20 211 21

197 20 218 21 230 21 227 21
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Anexo 03 - Concentracao de oxigénio, temperatura da agua, potencial

hidrogénionico e condutividade elétrica da &gua nos diferentes

tratamentos.
Concentracéo de Oxigénio (mg/L)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
4,42 4,82 4,62 5 5,24 5,47 5,23 5,46

Temperatura da agua (°C)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
28,62 30,08 28,55 30,44 28,74 30,31 28,87 30,16

Potencial hidrogeniénico (Ph)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
7,66 7,89 7,51 7,87 7,4 7,74 7,35 7,92

Condutividade elétrica uX/cm)

S/vitamina Vitamina C Vitamina E Vitamina C+ E
Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manha Tarde
117,53 119,37 120,92 118,76 115,76 116,94 115,47 118,98
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