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PARTICIPAGAO HEPATICA E EFEITO GLICOCORTICOIDE NA RESPOSTA
INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR Aeromonas hydrophila, EM TILAPIA DO NILO,
INTOXICADA POR CCL,

RESUMO - Este estudo objetivou avaliar a participagdo hepatica e efeito
glicocorticoide sobre a resposta inflamatéria em tilapias do Nilo desafiadas com
Aeromonas hydrophila, submetidas ou nédo a hepatotoxicidade induzida pelo CCl,. Para
a realizacdo desta investigacao, 130 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), com peso
médio de 150g, oriundos da mesma desova, foram distribuidas aleatoriamente em 13
tanques com capacidade de 2500L de agua cada, constituindo quatro tratamentos: NN
= sem CCl, e sem glicocorticoide; CN = com CCl, e sem glicocorticoide; NG = sem CCl,
e com dglicocorticoide; CG = com CCl; e com glicocorticoide. Um 13° tanque foi
composto de peixes ndo submetidos a nenhum tipo de manipulacdo para constituir os
valores de referéncia para o estudo (PF). Para todos os grupos foram amostrados 10
animais. A administracdo do CCl, foi realizada na cavidade celomatica em dose Unica
de 0,5 mL.Kg? de p.v. nos grupos CN e CG, enquanto a dexametasona foi
administrada via IM na regido dorso-lateral esquerda na concentragéo de 0,2% na dose
de 2mg Kg* de p.v. nos tratamentos NG e CG. Ambas as administracdes foram
realizadas no momento de inoculacdo da cepa de A. hidrophila. Em 6, 24 e 48 HPI
(horas pos inoculagéo), foram colhidos: o exsudato inflamatério para quantificacéo e
avaliacdo das células inflamatérias; amostras de sangue para avaliagdo hematolégica e
bioquimica; feito avaliacdo somética e histologica do figado e baco. Como resultado
destacamos transtorno hepético gerado pelo CCl, Este acarretou diversas alteracfes
no mecanismo da resposta inflamatdria em tilapias do Nilo como diminuicdo da sintese
de proteinas e formacao de degeneracao gordurosa hepética, bem com alteracéo do
metabolismo energético apresentando muitas vezes efeito sinérgico quando associado
ao efeito imunossupressor da dexametasona, sugerindo a ocorréncia de diminuicdo na
producéo de fatores de coagulacdo, mediadores quimicos da inflamacdao e inibicdo de

receptores de membrana celular.

Palavras-chave: esteatose; bioquimico; hemograma; hepatotoxicidade; Oreochromis

niloticus; xenobidtico.



PARTICIPATION AND HEPATIC GLUCOCORTICOID EFFECTS ON ACUTE
INFLAMMATORY RESPONSE INDUCED BY Aeromona hydrophila,
INTOXICATED BY CCl 4
ABSTRACT - This study evaluated the hepatic participation and the glucocorticoid effect on the
inflammatory response in Nile tilapia challenged with Aeromonas hydrophila , submitted or not
to by CCl4. Conducting this research, 130 Nile tilapia (Oreochromis niloticus ) hepatotoxicity
with average weight 1509, from the same spawning , were randomly distributed into 13 tanks
with a capacity of 2500L of water each , in four treatments: NN = no CCI4 and without
glucocorticoids, CN = with CCl4 and without glucocorticoids , NG = no CCl4 and glucocorticoid,
CG = with CCI4 and glucocorticoids. A 13 ° tank was composed of fish not subjected to any
manipulation to provide reference values for the study (PF). For all groups 10 animals were
sampled. The administration of CCl4 was performed on coelomic cavity in a single dose of 0.5
mL. kg ! and the CG CN groups, while dexamethasone was administered intramuscularly in the
left dorso lateral region in the concentration of 0.2% at a dose of 2mg Kg™ bw in NG and CG
treatments. Both administrations were performed at the time of inoculation strain of A.
hidrophila. In 6, 24 and 48 HPI (hours post inoculation) were harvested: the inflammatory
exudate for quantification and evaluation of inflammatory cells, blood samples for hematological
and biochemical evaluation; made somatic and histological assessment of the liver and spleen
was made. As a result include liver disorder generated by CCl4. This led to several harmful
changes in the mechanism of the inflammatory response in Nile tilapia as decreased protein
synthesis and the formation of fatty liver degeneration, and with altered energy metabolism
often presenting synergistic effect when combined with the immunosuppressive effect of
dexamethasone, suggesting the occurrence of decreased production of coagulation factors,
chemical mediators of inflammation and inhibition of cell membrane receptors.
Keywords: steatosis; biochemical; blood count; hepatotoxicity; Oreochromis niloticus;

xenobiotic
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1. INTRODUCAO

O crescimento da demanda por produtos derivados da aquicultura intensificou a
necessidade de investimentos em novas tecnologias, objetivando a maximizagédo dos
recursos produtivos, associado a sustentabilidade dos sistemas de criacdo. O elevado
adensamento populacional, a alta taxa de matéria organica no ecossistema aquatico, a
diminuicdo da qualidade da agua, a manipulagdo excessiva dos animais, entre outros,
favorecem a ocorréncia de estresse nos peixes (HIRSCH et al., 2006; YOUSEFIAN &
AMIRI, 2009), condicao fisiologica responsavel por elevar significativamente os niveis
circulantes de cortisol endégeno (BARTON & IWAMA, 1991). Este esterdide exerce
importantes efeitos glicocorticoides em processos neoglicogénicos e na supressao dos
mecanismos de defesa dos animais, tornando-os mais susceptiveis ao ataque de
patogenos (BELO et al., 2005).

Os peixes estdo, no entanto, expostos a varios produtos quimicos naturais e
sintéticos originados das atividades agricolas e industriais em seu ambiente aquatico,
assim como, o uso indiscriminado de antibi6ticos, antiparasitarios, antifingicos e outros
produtos quimicos em grande quantidade para prevenir e controlar as doencas em
plantéis aquicolas. Estes compostos podem atuar como xenobidticos para os peixes, e
em muitos casos comprometem processos metabdlicos fundamentais para a
integridade do organismo (CABELLO, 2006).

Neste contexto, o figado participa efetivamente do metabolismo da maioria
destes compostos quimicos, realizando pelo menos 1.500 func¢des bioquimicas
essenciais para a sobrevida do individuo (CENTER, 2004). Em mamiferos, o figado
apresenta células de defesa residentes como linfocitos natural killers (NK) e células de
Kupffer, além de participar da producdo de componentes do sistema complemento e
proteinas reagentes da fase aguda (FRIEDMAN, 2008), cujas concentracdes sofrem
significativas variagbes quando em contato com lipopolissacarideos bacterianos
(ABBAS, 2008), assim mostrando-se como um importante sitio de regulacdo do
sistema imune inato durante processos infecciosos e inflamatorios. No entanto, muitas

destas fun¢des ndo estdo bem definidas em peixes teledsteos (SATO et al., 2003).



A proposta visa investigar em condi¢cbes experimentais controladas, o efeito
transitorio da debilidade hepatica induzida pelo CCl, e/ou de elevadas concentracdes
de corticosteroides sobre a resposta de defesa das tilapias frente ao desafio com
Aeromonas hydrophila, buscando compreender melhor a participacdo hepatica
associada ou ndo ao efeito glicocorticoide da dexametasona na fisiopatologia da

resposta inflamatoria aguda.

2. OBJETIVOS

Os objetivos foram
» Induzir alteracdo hepatica transitoria pela administracdo de CCl,via I.C.

» |Induzir resposta inflamatéria local por inoculo de A.hidrophila em bexiga

natatoria durante a vigéncia do transtorno hepatico.
= Mimetizar o efeito do estresse pela administracdo da dexametasona.
= Avaliar o acimulo celular no foco inflamatério,
= Avaliar a resposta do hemograma,
= Avaliar a resposta bioquimica sérica,
= Avaliar a relacéo peso do 6rgao e peso do corpo do animal,

» Avaliar a histopatologia do figado e baco.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Inflamacé&o em Teledsteos

A inflamacdo desenvolve-se por uma agressdo local a um tecido vivo
vascularizado, ocorrendo como resposta inespecifica, caracterizada por uma série de
alteracdes que tendem a limitar os efeitos lesivos ao organismo, tornando-se um

processo modulado variando de amplitude com a intensidade do estimulo, sendo parte



essencial das defesas naturais do individuo, além de apresentar participacao efetiva no
processo de reparacao tecidual. Todavia, a inflamacéo pode ser potencialmente nociva
ao organismo (GARCIA LEME, 1989).

Em peixes teledsteos, hd o acumulo de células no foco lesado e fagocitose por
células competentes. Havendo a producdo de peptideos para controle microbiano,
atividade de lisozima, sistema complemento e outras proteinas sanguineas (COLONNA
et al., 2006).

Por inoculacdo de carragenina na bexiga natatoria de O. niloticus e P.
mesopotamicus houve uma resposta inflamatdria caracterizada por congestéo vascular,
acumulo de células mononucleares e raros granulécitos (MATUSHIMA & MARIANO,
1996; MARTINS et al.,, 2006). A inoculacdo de Aeromonas hydrophila inativada,
tioglicolato e lipopolissacarideo de Escherichia coli na bexiga natatéria de P.
mesopotamicus, demonstrou apds 24 horas maior acumulo de exsudato com presenca
marcante de trombdcitos e em menor quantidade linfécitos, seguidos de macrofagos e
granuldcitos (BOZZO et al., 2007), o mesmo foi notado por Claudiano et al. (2013). No
entanto, Endo et al. (1997) com a injecdo de LPS na bexiga natatéria de Oreochromis
niloticus houve a formacdo de exsudato constituido principalmente por neutréfilos
(96%) 24 horas depois da aplicacdo, o mesmo acumulo de granulécitos foi encontrado

por Moraes et al. (2011) em estimulo por Aeromonas hydrophila na mesma espécie.

A reacao inflamatéria segue por uma resposta sistémica conhecida por resposta
de fase aguda. Em mamiferos, esta resposta caracteriza-se por febre, producdo de
diversos horménios, leucocitose e producao de proteinas de fase aguda pelo figado. As
citocinas, como IL-1, IL-6, e TNF-& produzidas no local de inflamacao, desempenham
papel crucial na resposta de fase aguda, induzindo a producdo de proteinas de fase
aguda pelos hepatdcitos (BILATE, 2007; ABBAS, 2008).

A albumina e todas as outras proteinas, com excec¢do das imunoglobulinas, sdo
sintetizadas pelo figado, incluindo o fibrinogénio e as alfa-globulinas. As
imunoglobulinas (IgG, IgA,IgM e IgE) séo sintetizadas no tecido linfoide resultantes da
diferenciacdo de linfocitos B em plasmocitos e estes em anticorpos em resposta a
estimulacdo antigénica, e estdo incluidas nas fracbes beta e gama-globulinas
(ECKERSALL, 2008).



O pico de producao das proteinas de fase aguda geralmente ocorre entre 12 e
24 horas apo6s o inicio da resposta inflamatéria aguda. Entre as proteinas de fase
aguda, destaca-se a proteina-C-reativa, uma vez que seu nivel sérico aumenta
aproximadamentel. 000 vezes durante a inflamag&o aguda e tem potencial para ligar-
se a uma variedade de patdégenos, ativa as proteinas do sistema complemento que
resulta na deposicdo de C3b na superficie do microrganismo. Este processo facilita a
fagocitose dos patégenos mediada por fagdcitos que expressam receptor para C3b
(BILATE, 2007).

3.2 Figado em peixes teledsteos

O figado desempenha importantes funcdes para 0 organismo como: no
metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos; secrecao de sais e acidos biliares;
armazenamento de lipidios e vitaminas; biotransformacdo de substancias toxicas,
drogas, hormonios e medicamentos. As funces do figado ainda incluem filtragem e
armazenamento de sangue, ferro e formacdo de fatores de coagulacdo (GUYTON &
HALL, 2011).

Em teledsteos, o figado recebe o volume de sangue previamente filtrado pelas
branquias, tendo grande importancia na desintoxicacdo e eliminacdo de diversas
substancias do organismo (GIRON-PEREZ et al., 2007). Em ambiente natural os
peixes estdo sujeitos ao ataque de agentes biologicos e quimicos, levando a formacéo
de centros melanomacréfagos no figado, rim e baco dos peixes (ROBERTS, 2012;
CAMPOS et al.,, 2008;). Essas estruturas contém pigmentos como a melanina,
hemossiderina, lipofucsina e pigmento lipogénico. Estes podem auxiliar nos
mecanismos de defesa sendo observada em infecgdo por Aeromonas hydrophila
(ROBERTS, 2012). Ainda, a melanina pode absorver ou neutralizar radicais livres,
cations e outros agentes toxicos, derivados da degradacdo de material celular
fagocitado (ZUASTI et al.,, 1998), tem importancia na producdo de compostos

bactericidas especialmente perdxido de hidrogénio (WOLKE et al., 1985).

O figado dos peixes apresenta lentiddo do fluxo sanguineo em relagcéo ao deébito

cardiaco, e o fluxo biliar circula 50 vezes mais lento, tornando mais vagarosa a



depuracéo de produtos toxicos, portanto resultando em maior tempo de acédo para os
produtos quimicos (GINGERICH, 1982). Sugerindo a hipotese de que substancias
toxicas em concentragcdes mais baixas possam causar severos transtornos hepaticos

quando comparados aos mamiferos (CAMPOS et al., 2008).

A exposicao do tecido hepatico a agentes quimicos constitui um importante risco
a saude, causando injuria pela producao de radicais livres que iniciam o processo de
lipoperoxidacdo ou por deplecdo de componentes enddgenos de antioxidantes
glutatibnicos (PAWA & ALI, 2004). Entre as substancias quimicas utilizadas como
modelos para o estudo da intoxicacao e regeneracdo hepatocelular estdo o tetracloreto
de carbono (CCl,), D-Galactosamina, a tioacetamida e o acetaminofen, além do etanol
(PAWA & ALL, 2004).

3.3 Tetracloreto de carbono

O tetracloreto de carbono (CCl,) caracteriza-se por ser um agente quimico
hepatotdxico seletivo, atuando como xenobi6tico na indugcdo de estresse oxidativo,
causando severas injurias no tecido hepéatico (KANTER et al., 2005), sendo
amplamente usado para estudo de compostos hepatoprotetores (KONERI et al., 2008;
BELO et al., 2009; BELO et al.,, 2012). Em mamiferos, o CCl, € principalmente
metabolizado no figado pelo sistema citocromo P450, estimulando a producdo de
radicais livres, levando a peroxidacao lipidica e lesdo da membrana do hepatdcito (LEE
et al., 2006). De acordo com BASU (2003), estes provocam necrose aos hepatdécitos,

induzem a inflamacgéo e promovem uma maior progresséao da fibrose.

Statham et al. (1978) provaram que peixes sao tdo sensiveis ao CCl,; quanto
mamiferos. Ribergh & Lipsky (1997) observaram efeito dose dependente na liberagéo
de lactato desidrogenase (LDH) e alanina aminotransferase (ALT) em culturas
primarias de hepatocitos de truta arco-iris apos intoxicagdo com CCl,. Lesbes
oxidativas foram observadas em hepatdcitos de Cyprinus carpio intoxicados com CCl,
(YIN et al., 2011; JIA et al., 2011).

Em exposicdo ao CCl; notou-se aumento da atividade do aspartato
aminotransferase (AST) e ALT em Oncorhynchus mykiss (CHEN et al.,, 2004,



RACICOT et al., 1975; STATHAM et al., 1978), Oncorhynchus sp (SAKAGUCHI &
HAMAGUCHI, 1975) e Parophrys vetulus (CASILLAS et al., 1983), apresentando pico
de concentracdo em 24 horas, perdurando concentracdes elevadas por varios dias. Em
teledsteos expostos a toxicidade do CCl, ocorre aumento de glicose, creatina quinase,
Fosfatase Alcalina, uréia, creatinina e magnésio, assim como, diminuicdo do colesterol,

potassio, proteina total e albumina (FOLMAR, 1993).

Nos peixes, as lesbes comumente observadas em estudos de toxicidade aguda
por tetracloreto de carbono incluem areas de necrose focal, difusa ou laminar e necrose
subcapsular, mas sem lesdo de centros lobulares (GINGERICH, 1982). No entanto,
também existem relatos indicando menor toxicidade do CCl, em peixes quando
comparandos aos mamiferos (HINTON et al., 2001). Tal fato € atribuido a inexisténcia
de células Kupffer no figado de peixes, que estariam associadas com o aumento da
toxicidade ao tetracloreto de carbono (SAUER et al., 1997; HINTON et al., 2001).

3.4 Anti-inflamatoério esteroidal

A dexametasona possui potente acéo anti-inflamatéria e imunossupressora uma
vez que seu efeito leva a inibicdo da producéo de véarias citocinas. Diferente de outros
analogos, este farmaco apresenta propriedades anguineas s coides reduzidas. E
cerca de vinte e cinco a trinta vezes mais potente que seu analogo natural, o cortisol
(PARFITT et al., 1999), que em peixes teledsteos participa da regulacado do equilibrio
hidromineral, do metabolismo energético, além de suprimir o sistema imunolégico e a
capacidade reprodutiva dos animais (WENDELAAR BONGA, 1997).

O modo de acao esta relacionado a inibicdo da fosfolipase A2, responsavel pela
conversdo enzimatica de fosfolipideos de membrana em &cido aracdénico (BOOTH,

1992), impedindo assim a formacao de produtos das vias cicloxigenase e lipoxigenase.

Dentre as a¢fes desta droga destaca-se: a diminuicdo do numero de leucécitos
na area inflamada; diminuigcdo da funcéo dos macrofagos teciduais e de outras células
apresentadoras de antigenos no combate a microorganismos intracelulares; a
diminuicdo na liberacéo de radicais téxicos do oxigénio por neutrofilos e macréfagos; a

diminuicdo da funcéo auxiliadora (helper) de linfocitos T; a diminuicdo da proliferacao



clonal de linfécitos T por queda da producdo de IL-2; as alteracbes no curso da
resposta imune; a queda na funcdo de fibroblastos com diminuicdo da producéao de
colagenos e glicosaminoglicanos; a interferéncia negativa na producdo de mediadores
inflamatérios como leucotrienos, prostaglandinas, fator de agregacdo plaquetaria e
componentes do complemento (BOUMPAS et al., 1993).

Em tilapias do Nilo tratados com dexametasona mediante vacinacao e desafio
com Aeromonas hydrophila, observou-se diminuicdo da contagem celular no exsudato
com 6 horas de evolucdo da resposta inflamatéria, sendo este efeito supressor
observado principalmente no numero de granulécitos, caracterizando a acao
antiinflamatéria do glicocorticoide na fase aguda da formacdo dos anguineas s e
liberacdo de enzimas pro-inflamatorias, diminuindo a permeabilidade vascular e
migracdo de leucécitos para o foco lesado, no entanto animais tratados com
dexametasona e vacinados 48 horas ap0s desafio com Aeromonas hydrophila
apresentaram quadro de leucocitose correspondente ao aumento de linfécitos,
neutréfilos e monocitos (MORAES et al., 2011), este efeito de aumento do ndmero de
leucécitos no foco lesado sugerem a diminuicdo da biodisponibilidade da
dexametasona no organismo e consequentemente diminuicdo da atividade anti-
inflamatoria (SMITH et al. , 2007) .

3.5 Aeromonas hydrophila

A Aeromonas hydrophila € um bacilo gram-negativo aerébico que possui flagelo
movel, apresentando crescimento em meios simples e as colbnias crescem de um a
trés milimetros de didametro a 25°C, durante 48 horas, sendo arredondadas brilhantes e
de coloracéo creme (ALEXANDRINO et al., 2000).

Esta bactéria faz parte da microbiota dos peixes (BARJA & ESTEVES, 1988),
sendo considerada oportunista, se manifestam em hospedeiros debilitados ou
infectados por outros patdégenos (DOOLEY & TRUST, 1988; MERINO et al., 1995).
Nestes casos, 0 estresse, principalmente provocado por condicdoes ambientais e
fisiolégicas adversas, € considerado um fator predisponente ao aparecimento da

doenca causada por bactéria (MERINO et al.,1995).



Os fatores de risco predisponentes incluem alteracfes bruscas de temperatura,
elevadas densidades de estocagem, poluicdo organica, hipOxia, entre outros. As
aeromonas moveis geralmente invadem feridas na pele, comumente causadas por

infecgdes por fungos ou ectoparasitos (NOGA,1986).

Os sinais clinicos caracteristicos da aeromonose séo a septicemia hemorragica,
petéquias distribuidas por toda a superficie corporal do animal, anemia, corrosao de
nadadeira, ulceracdes oculares, eritrodermatite, escamas protusas, exoftalmia e
distensado da cavidade celomatica por ascite (AUSTIN & AUSTIN, 1999).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, aeromonose € considerada uma
doenca de veiculacdo hidrica para os seres humanos, apresentado grande importancia
para a saude publica (MERINO et al., 1995). Em seres humanos, esta bactéria pode
causar febre, dor abdominal, vdmito, anguinea, meningite, endocardite, septicemia e
inflamacdo do tecido conjuntivo, além de infeccbes respiratorias e intestinais,
especialmente em individuos imunossuprimidos (JANDA & ABBOTT, 1998). Segundo o
orgdo regulamentador americano FDA (2012), a aeromonose pode causar quadro
séptico principalmente em pessoas com quadro de cirrose, leucemia, carcinoma, que

recebam tratamento com medicamentos imunossupressivos ou quimioterapicos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Peixes e acondicionamento

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas 130 tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), linhagem Gift, masculinizadas com peso médio de 130 * 25g,
oriundos da mesma desova, acondicionadas em 13 tanques com 2000L de agua cada
(figura 1), portanto mantendo a densidade durante o estudo de 0,65 kg m™. Os tanques
foram abastecidos com agua corrente de superficie proveniente de nascentes, com
vazdo de 1 L min™. Apés o transporte, os peixes foram aclimatados durante 30 dias
para que a concentracao plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltassem aos niveis

basais. Nos primeiros trés dias de aclimatacdo, os animais foram submetidos a banhos



em peixes de NaCl na concentracdo de 6,0 gL (CARNEIRO & URBINATI, 2001). Os
animais receberam racédo comercial peletizada Socil® (42% de proteina bruta e 4000
kcal de energia bruta kg). O arragoamento dos peixes foi realizado duas vezes ao dia,
alimentados pela manha e tarde, correspondendo a 3% da biomassa dos tanques.

Figura.1l- Tanque para acondicionamento dos peixes.

Parametros fisicos e quimicos da agua foram aferidos entre as 07:00 as 08:00
para as variaveis temperatura(°C) e concentracdo de oxigénio dissolvido( a.L™ )
utilizando a sonda YSI, modelo 55 e o potencial hidrogeniénico (pH) e a condutividade
elétrica (S cm™) utilizando a sonda YSI, modelo 63. Os resultados mantiveram
constante ao longo do periodo experimental (tabela 1) e estdo de acordo com o
conforto para desempenho de tilapias (SIMPAUBA-TAVARES,1995).

Tabela 1- Valores médios e respectivos desvios padrao da qualidade de agua.
Periodo
Parametro Abril | Maio
Aclimatagdo  OHPI? 6HPI 24HPI 48HPI
Potencial hidrogeniénico (pH) 6,3 + 0,3 6,6 + 0,2 6,5 + 0,2 6,5 + 0,1 64 + 0,1

Condutividade elétrica (uScm™) 89 + 23 9,0 + 15 90,6 + 22 91,0 +20 908 + 15
Temperatura (C°) 26 +18 253 +03 252+08 252+08 2504+05

Oxigénio dissolvido (mg L™ 53 + 05 56 + 0,5 58 + 0,6 58 + 1,0 6,0 + 0,5
1 Horas ap0s inoculagdo (HPI)

Os protocolos de pesquisa e tratamento dos animais foram de acordo com 0s

principios e recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)



e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Estadual Paulista (UNESP) — Campus de Jaboticabal/SP, com processo n°: 01040/13.

4.2 Delineamento experimental

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 13 caixas com capacidade de
2500L de agua cada, constituindo quatro tratamentos: CG = com CCl, e com
glicocorticoide; CN = com CCl, e sem glicocorticoide; NG = sem CCl; e com
glicocorticoide; NN = sem CCl, e sem glicocorticoide. Sendo amostrados 10 animais
por tratamento em trés periodos, isto €: seis, 24 e 48 horas apos desafio bacteriano,
para a avaliacdo da resposta no tempo, constituindo 12 grupos experimentais. O 13°
grupo foi composto de peixes nao submetidos a nenhuma tipo manipulagao,
constituindo os valores de referéncia para o estudo denominado PF = Padrdo

Fisiologico (tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicédo das tilapias nos tratamentos.

Grupo Tratamento

=
11
-
o
T
-
o
T
-
o

CG Inoculado? + com tetracloreto de carbono + com glicocorticoide
CN Inoculado + com tetracloreto de carbono + sem glicocorticoide
NG Inoculado + sem tetracloreto de carbono + com glicocorticéide
NN  Inoculado + sem tetracloreto de carbono + sem glicocorticoide
PF Padréo fisiolégicos N=10 - - -
L HPI:horas ap6s inoculagéo
2 Induzido reacdo inflamatéria por inéculo de A. hidrophila
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3 N&o sofre nenhum tipo de manipulagdo antes da coleta dos dados.

Para todas as manipulacbes, os peixes foram anestesiados por imersao em
solucéo aquosa de benzocaina na proporcdo de 1:10.000 (para tratamento e desafio) e
1:500 (para eutanasia). Inicialmente, dilui-se a benzocaina alcool 98% (0,1 g/mL),
completando-se o volume para 1L (Matushima, 1988). Apdés 0 manuseio experimental,

0s animais foram retornados as caixas com fluxo de agua continuo e aeragao.



4.3 Isolamento da bactéria do género Aeromonas hydrophila

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

ang dextrina-ampicilina.

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

Aeromonas, que sio:

- Agar vermelho de fenol-amido-ampicilina: colonias amareladas, com halo

transparente devido a hidrélise do amido.

- Agar dextrina-ampicilina: coldénias amareladas, circundadas por halo

decorrente da hidroélise da dextrina.

As colbnias com as caracteristicas acima descritas e que apresentaram forma de
bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram negativas,
foram repicadas em ang triplice-acucar-ferro (TSI) (SAAD et al., 1995). Apds
incubacdo a 28°C por 24 horas, culturas apresentando reacdo &cida, tanto na base
como no bisel, com ou sem formagdo de gas, foram novamente repicadas em &gar
tripticase-soja e, em seguida, submetidas as provas da motilidade, oxidase, catalase e
resisténcia ao agente vibriostatico 0/129 (fosfato de 2,4-diamino-6,7-

diisopropylpteridine), seguindo esquema de caracteriza¢do adotado por Popoff (1984).

Os cultivos com as caracteristicas de motilidade, resisténcia ao agente vibriostatico

e oxidase e catalase positivas, foram considerados como de Aeromonas a.

Para confirmacdo da espécie como Aeromonas hydrophila, foi feita extracdo do
DNA, reacao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene 16S rDNA e

sequenciamento do produto de PCR.



As sequéncias obtidas foram visualizadas e manipuladas no programa
Sequencer 5.0 (Gene Codes Corporation), Centro de Recursos Biolégicos e Biologia
Genbdmica — Crebio (UNESP Jaboticabal, SP)

Com a ferramenta BLASTn ( ang://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento
foi comparado com as sequéncias depositadas no GenBank
( ang://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo-se concordancia de no minimo
95% para confirmacao da especificidade da sequéncia. O resultado do sequenciamento

confirmou a espécie como Aeromonas hydrophila subespécie dinakensis (figura 2):

- om3
c@}{’/_y 1pe//Biact.ncblnlm.mih. gov/ Eiai. cgie dhonins © - & = Nirdeotide BUAST: Search micls| — NCBI Bla=tSEGST7A_Fo1_E4.- = | | N & g
Sequences producing signibicant akgnments: y
Sclect: Al Nona Selecind 2
T Algaments BiDosiaad 7 Cobank Ciasbics Dlaiass s cisaeis =
wipton ccorm seore, coe| vas lders| ASCSEElon
¥ Actemonas punciala st ATCC 15468 168 b nal BNA. oarfial 2 1508 1508 94% 00  S9% NR 02 1
4 Aaro ubep o 1 al R4 complats sequanca 1507 1507 94% (] 99% NR 0421551
Aspnonas eolsropelooanes siiain DSM 6394 165 ibosomal ANA Compbts sag s 1471 1471 99% oo 99% NRE 0448261
e Max Total Query E  Max -
Description ! Accession
score score cover value | ident
Aeromonas punctata strain ATCC 15468 16S ibosomal RNA, partial sequence 1508 1508 94% 0.0 99% NR 0292521

Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis strain : LNG 19562 16S ribosomal RNA, complete sequence 1507 1507 94% 00 99% NR 0421551

1427 1427 94% 00 S8% NR 0230011

1427 1427 94% 00 98% NR 0258071

1427 1427 9% oo S6% NR 040820
1427 1427 94% 00 S8% NR 0253173

147241474 7% NR 047885 1

Figura 2- Comparacédo de sequéncia genética obtida por PCR no GenBank.

4.4 Preparacgdo do inoculo bacteriano e indugdo do processo inflamatorio

Apés a obtencdo de colbnias puras, estas foram semeadas em meio liquido
TSB. Apds 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 solugéo salina esterilizada (0,65%),
até a obtencdo da concentracdo 6,0 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC) por

mL, utilizando-se contagem em placa (BOZZO et al., 2007).

Para verificagdo da eficacia de inducdo do processo inflamatorio na bexiga

natatoria, fez-se um pré-ensaio inoculando 1 mL do inéculo de Aeromonas hydrophila



(6,0 x 10° UFC). Em 48 horas apds o inoculacdo coletou-se o contetido formado na
bexiga natatoria para analise em microscopia, com a confirmacdo da dose de 1mL
como efetiva para inducéo de aerocistite sem comprometimento vital pelo periodo de
48 horas. Neste sentido foi injetado 1 mL do in6culo de Aeromonas hydrophila a 1 cm
do final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha e seringa estéril de
1ml, para atingir a bexiga natatoria anterior. Ap0s 0 manuseio experimental, inducdo do
processo inflamatorio, os animais foram novamente colocados em aquario com fluxo de

agua continuo e banhados em solugéo de cloreto de sodio.

Figura. 3- A: Inoculagdo de Aeromonas hydrophila na regido dorso lateral esquerdo, ao final
do opérculo; B: aerocistite acentuada.

4.6 Administracao do tetracloreto de carbono (CCly)

Para determinacdo da dose de tetracloreto de carbono foram realizados pré
ensaios com distintas doses, vias de administracdo e marcas de tetracloreto de
carbono, analisadas em diferentes periodos (tabela 3). O resultado eficaz do pré-ensaio
correspondeu a marca MERCK na dose Unica de 0,5 mL kg™, homogeneizado com
azeite de oliva na proporgédo de 1:1, v:v, administrado por via intracelomética(lC) no
momento do desafio( figura 3). Portanto, realizou-se a administracdo de CCl; nos
grupos CG e CN nas condicbes descritas. Os demais grupos foram submetidos a
aplicacdo de solucéo fisiologica estéril em mesmo volume e local para padronizacdo do

estimulo de estresse de captura e manipulacao.
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Figura 4- A: Administracdo de CCl, via IP; Fotomicrografias: B: Histopatolégico de figado de tilapias 6
horas apos receberem CCl, MERCK®, via celométical (IC); coloragdo HE; C :Histopatoldgico de figado
de tilapias 6 horas apos receberem CCl, MERCK®, IC; D: Histopatoldgico de figado de tilapias 24 horas
apos receberem CCl, MERCK®, IC; E: Histopatologico de figado de tilapias 48 horas apds receberem
CCl,, MERCK®, IC; F: Histopatoldgico de figado de tilapias sem nenhum tratamento. Barra= 10um.

Coloragéo Sudan Black.



4.7 Administracdo de dexametasona

A administracdo da dexametasona (Cortvet®) foi realizada no momento da
inoculacao bacteriana, nos grupos CG e NG, via intramuscular na regido dorso-lateral
esquerdo na concentracao de 0,2% na dose de 2mg/kg de peso vivo, segundo Moraes
et al. (2011). Os demais grupos foram submetidos a aplicacdo de solucao fisioldgica
estéril em mesmo local e volume administrado de dexametasona para padronizacao do

estimulo de estresse de captura e manipulagéo.

Figura 5- Fotografia da administracéo de dexametasona via

intramuscular na regido dorso-lateral esquerdo.

4.8 Avaliacdo do exsudato inflamatorio induzido na bexiga natatéria

Para a avaliacdo do acumulo de células totais, nos tempos pré-estabelecidos de
6, 24 e 48 horas apos o estimulo inflamatério, os animais foram submetidos a
eutanasia, por aprofundamento do plano anestésico com benzocaina como descrito
anteriormente. A seguir, injetado 1 mL de solucdo gelada de PBS, contendo EDTA a
0,09%, a esquerda do final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha

e seringa estéril de 1mL para atingir a bexiga natatéria anterior.

Em seguida, realizou-se a necropsia. Com auxilio de instrumentos cirdrgicos,
exp0s a bexiga natatdria, e recolheu-se o volume total do exsudato com pipeta Pasteur
estéril e descartavel, o volume recolhido foi transferido para tubo falcon e mantidos
posteriormente em temperatura de refrigeracdo. A solucdo PBS-EDTA-exsudato foi

centrifugada a 1000 rpm por cinco minutos em centrifuga clinica. O sobrenadante foi



desprezado, o sedimento total ressuspendido com a adicdo de volume conhecido
(PBS) e uma aliquota desse volume transferida para camara de Neubauer para
contagem das células inflamatérias totais em microscopia de luz. Em seguida,
multiplicou-se o valor de células encontrado na camara de Neubauer pelo fator de

diluicao.

Para a contagem diferencial de trombdcitos, linfocitos, macréfagos e granuldcitos
realizou-se a extensdo de uma gota do sedimento total ressuspendido em lamina
histoldgica. Nesta lamina previamente foi feito uma extensé@o de soro de tilapia. Apos
fixou-se em &lcool metilico, por um minuto e posterior coloracdo. Com corante “May-
Grunwald-Giemsa-Wrigth” (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003) para posterior
contagem em microscopia de luz de até 200 células dentre os diferentes tipos

acumulados no foco inflamatério.

Figura 6- Fotomicrografia de uma aliquota de exsudato

em camara de Neubauer

4.9 Avaliacdo do eritrograma, contagem total e diferencial de leucocitos

Foram colhidas amostras de sangue com anticogulante heparina por puncao de
vaso caudal as 6, 24 e 48 horas apés desafio bacteriano. Para a determinacdo da
contagem de eritrocitos e leucocitos totais em camara de Neubauer utilizou-se a
solucdo de Natt e Herrick (1952) com diluente na proporcao de 1 :100. Os eritrocitos
foram quantificados nos cincos quadrantes secundarios em diagonal do quadrado

central, sendo este valor multiplicado por 5000. Para determinacao total de leucocitos e



trombocitos foram quantificados todos juntos nos 25 quadrantes secundarios do

guadrado central, sendo este valor multiplicado por 1000.

Para determinacéo da proporcao de trombacitos e do diferencial de leucécitos no
sangue realizou-se em extensdes anguineas a contagem de 200 células,
estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse, ap0s coloracdo prévia
com May-Griunwald-Giensa-Wrigth (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003)

Figura 7- A: puncéo de vaso caudal; B:separacgdo de aliquota para obtencao de soro; C: contagem

de células sanguineas em camara de neubauer.

4.10 Bioguimica sérica

Uma aliquota do sangue sem anticoagulante foi destinada a obtencéo de soro
para determinacdo das dosagens bioquimicas de AST (aspartato aminotransferase),
FA (fosfatase alcalina), colesterol, triglicerideos, proteinas totais e albumina que foram
determinadas enzimatica e colorimetricamente em analisador bioquimico semi-
automatico (Modelo LabQuest — BIOPLUS®). A glicose foi dosada com sangue total
imediatamente apds puncdo do vaso no aparelho Accu-Chek Performa- ROCHE
Diagnostica®.

4.11 Avaliacédo de indice somético

Logo apés puncao do sangue foi realizado a necropsia, com coleta de fragmento
de figado, rim porcao cranial e por¢cdo caudal e baco para determinacdo do indice

somatico, através da proporcdo entre peso do 6rgdo (PO) e peso corporal (PC)



expressos como indice somatico hepatico, renal cranial, renal caudal e esplénico,

calculado pela formula: indice somatico (IS) = PO X 100/PC.

4.12 Estudo histopatolégico

Para o estudo histopatologico amostras da regido cranial do figado e baco foram
coletadas de todos os animais. Estes fragmentos foram fixados em formol tamponado a
10% e apds 24 horas os mesmos foram transferidos para o alcool a 70%. No
laboratorio de histopatologia mée do Dep. Patologia Animal — UNESP/Jaboticabal — SP,
os tecidos foram emblocados em parafina e cortados em espessura de 5um para
confeccdo das laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE). A leitura foi realizada
em aumento de 400 x em microscopia luz para determinacdo de possiveis alteracdes

patologicas.

4.13 Analises estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente em um delineamento inteiramente
casualizado em um esquema fatorial 2X2X3. A comparacdo entre os diferentes
tratamentos foi determinada utilizando o procedimento GLM (General Linear Model)
(SAS, 2001). Diferencas significativas (P<0,05) foram estimadas com base no teste T

de acordo com Snedecor e Cochran (1974).

5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo do acumulo celular na aerocistite

Os valores médios de contagem celular na bexiga de tilapias inoculadas com A.
hydrophila estdo apresentados na Tabela 4. Ressalta-se que 0s peixes sem aerocistite
bacteriana pertencentes ao grupo padrao fisioldgico foram excluidos desta analise, pois

nao apresentavam acumulo celular na bexiga natatoria.
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No estudo comparativo entre tratamentos (Tabela 4), notou-se no tempo de 48
HPI maior acumulo de células totais nos peixes dos grupos tratados com CCl,; em
relagéo as tilapias do grupo NN. Animais dos grupos NN e CG apresentaram aumento
no acumulo celular a partir do tempo de 24 HPI, enquanto que nos peixes dos grupos

CN e NG, o aumento nas contagens ocorreu mais tardiamente com 48 HPI.

As maiores contagens de trombodcitos ocorreram tardiamente (48 HPI), sendo
estes resultados mais expressivos em animais tratados com CCl, (Tabela 4). Nos
peixes pertencentes ao grupos NG ocorreu aumento progressivo do acumulo de

trombdcitos na bexiga natatoria.

No estudo comparativo entre os tratamentos para o acumulo de granuldcitos
(Tabela 4), observou-se maior numero de granuldcitos nos grupos que receberam
glicocorticoide 24 HPI destacando este efeito nos peixes do grupo CG. Ao longo do
tempo, ha aumento gradativo no acumulo de granuldcitos nos peixes intoxicados com
CCl, e sem o glicocorticoide (grupo CN).Os peixes pertencentes aos demais grupos
apresentaram aumento do acumulo de granulécitos no tempo de 24 HPI, mantendo-se

0 mesmo padrdo de acumulo também no tempo de 48 HPI.

O estudo do acumulo de linfocitos no foco inflamado demonstrou menores
contagens em peixes que receberam o dexametasona 48 HPI (Tabela 4). Comparando
0s tratamentos no tempo, notou-se maior acimulo de linfécitos 48 HPI em relagcédo a 6

HPI e 24 HPI para as tilapias nao tratadas com o glicocorticoide (grupos NN e CN)

No acumulo de macréfagos 48 HPI, notou-se maiores contagens nos peixes
intoxicados com CCl, em relacdo aos animais controles desafiados (grupo NN). A
analise no tempo revelou que o0s peixes controles pertencentes ao grupo NN
apresentaram um perfil de resposta diferente com aumento na contagem 24 HPI e
mantendo o mesmo padrdao de resposta com 48 HPI. Os peixes tratados com
dexametasona e/ou intoxicados com CCl, (grupos CG, CN e NG) apresentaram uma
resposta crescente, ocorrendo aumento do nimero de macréfagos mais tardiamente 48
HPI.
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Figura 9- Células provenientes do exsudato: A- granulécito; B- macréfago; C- linfécito, D- trombdécito

5.2 Avaliacdo do hemograma na aerocistite

5.2.1Trombograma e leucograma

Na fase mais aguda do processo inflamatério (6 HPI), observou-se menor
namero de trombdcitos em peixes que receberam CCl, em relacdo ao padrao fisioldgico
(Tabela 5). Com a evolucdo da reacao inflamatoria 24 HPI, as tildpias tratadas com

dexametosona apresentaram menor numero de trombécitos em relagéo ao PF.

No tempo de 48 HPI, observou-se menor nimero de trombdcitos em peixes
tratados com dexametasona e sem intoxicacao por CCl4 (grupo NG) em relacdo ao PF
e as maiores contagens de trombdcitos foram verificadas tardiamente em peixes
somente inoculados com a bactéria e ndo tratados (grupo NN). Em relag&o ao perfil dos
tratamentos ao longo do tempo, observou-se numero significativamente (P<0,05)
menor de trombadcitos no grupo NN na fase mais aguda (6 HPI) em relacdo aos tempos
de 24 HPI e 48 HPI.

No estudo comparativo entre os tratamentos para analise de leucdcitos totais
(Tabela 5), notou-se em todos os tempos analisados diminuicdo significativa (P<0,05)
do numero de leucocitos em peixes que receberam in6culo de Aeromonas hydrophila
em relacédo aos peixes do grupo PF. Observou-se no tempo de 48 HPI um incremento
no numero de leucdcitos nos peixes pertencentes ao grupo NG, portanto equiparando-

se ao padrao fisiolégico.
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Na comparacdo feita somente entre os peixes desafiados, constatou-se em
peixes que somente receberam o tratamento com o glicocorticoide (grupo NG) aumento
significativo no numero de leucocitos 6 HPI em relagdo as tildpias tratadas com
dexametasona e intoxicadas com CCls;. No tempo de 24 HPI, ocorreu menores
contagens de leucocitos em peixes dos grupos NG e CN em relacdo aos animais do
grupo NN. Tardiamente com 48 HPI, peixes que receberam CCl,; apresentaram
menores contagens de células em relacéo aos peixes do grupo NG. Ao longo do tempo
ocorreu uma diminuicdo gradativa de leucécitos nos peixes somente inoculados com a
bactéria (grupo NN). Enquanto peixes do grupo NG apresentaram menores valores

meédios na contagem de leucadcitos totais 24 HPI em relacéo aos tempos de 6 e 48 HPI.

As contagens de neutrofilos revelaram aumento significativo (P<0,05) no numero
deste granulécito em peixes intoxicados com CCl,; em comparacdo ao padrao
fisiolégico 6 HPI (Tabela 5). No tempo de 24 HPI, peixes dos grupos NN, CG e CN
apresentaram aumento significativo (P<0,05) no nimero de neutréfilos em comparacao
ao padrao fisioldgico. Na comparacao entre os animais inoculados com A. hydrophila,
os peixes do grupo NG apresentaram menores contagens deste granulocito em relacao
a NN (Tabela 5).

Com a evolugdo da reacdo inflamatoria 48 HPI, observou-se aumento
significativo (P<0,05) do numero de neutrofilos nos peixes pertencentes a NG em
relacdo ao padrao fisiolégico. A analise da resposta inflamatéria ao longo do tempo
revelou que peixes do grupo NN apresentaram neutrofilia significativa 24 HPI em
relacdo as fases de 6 HPI e 48 HPI. Efeito semelhante foi observado nos animais
tratados com dexametasona e intoxicados com CCl, (grupo CG). Os peixes somente
intoxicados com CCl, (grupo CN) apresentaram diminuicdo significativa (P<0,05) no
namero de neutrdéfilos 48 HPI em relacdo a 24 HPI e 6 HPI.

Todos o0s peixes que receberam inoculo de A.Hydrophila apresentaram
diminuicao significativa (P<0,05) no numero de linfocitos em relagdo ao PF em todos os
periodos analisados (Tabela 5). Comparando-se somente 0s peixes que receberam
indculo bacteriano, observou-se menores valores médios nas contagens de linfécitos
em animais intoxicados com CCl, em relacdo a NN e NG para o tempo de 6 HPI. No

entanto, para o tempo de 24 HPI, esta resposta foi constatada em peixes tratados com



dexametasona. Tardiamente com 48 HPI, os peixes do grupo CG apresentaram
linfocitopenia significativa (P<0,05) em relacdo a NG. Ao longo do tempo, as tilapias do
grupo NN apresentaram menor nimero de linfécitos nos tempos de 24 e 48 HPI em
relacdo a fase mais aguda 6 HPI, efeito semelhante foi observado nos peixes do grupo
CG. Tilapias somente intoxicadas com CCls (grupo CN) apresentaram linfocitopenia
significativa (P<0,05) 24 HPI, em relacdo aos tempos de 6 HPI e 48 HPI (Tabela 5). Os
peixes do grupo NG apresentaram uma queda significativa (P<0,05) no ndmero de
linfécitos no sangue 24 HPI, ocorrendo recuperacédo 48 HPI, porém ndo chegando ao

numero de linfécitos encontrados em 6 HPI.

O numero de mondcitos diferiu entre os tratamentos somente no tempo de 48
HPI (Tabela 5). Observou-se aumento significativo (P<0,05) no nimero de mondcitos
em peixes tratados com dexametasona e intoxicados com CCl, (grupo CG) em relacdo
aos peixes dos grupos NN e PF. A analise ao longo do tempo revelou que as tilapias
pertencentes ao grupo CG apresentaram aumento gradativo na contagem de

monaocitos com a evolugdo da reagdo inflamatoria.

5.2.2 Resposta eritrocitaria

N&o se observou alteracdes significativas (P>0,05) nas contagens de eritrécitos
na fase mais aguda da reacgéo inflamatéria (Tabela 6). Com 24 HPI, a andlise da série
vermelha revelou aumento significativo (P<0,05) na contagem de eritrocitos de tilapias
somente inoculadas com a bactéria (Grupo NN) e diminuicdo em animais tratados
dexametasona e sem a intoxicacdo por CCl,; (Grupo NG) quando comparados aos
valores referenciais apresentados pelos peixes do grupo PF (Tabela 6). Com a
evolucédo da resposta 48 HPI, ocorreu diminuicdo significativa (P<0,05) na contagem
global de hemécias em peixes intoxicados com CCl, (Grupos CG e CN).

Peixes intoxicados CCl,; apresentaram baixo valor de VCM em relagcdo aos
peixes dos grupos NG e NN 6 HPI (Tabela 6). Enquanto, tilapias tratadas com
glicocorticoide e nao intoxicadas (grupo NG) apresentaram aumento significativo
(P<0,05) no VCM em relacdo ao padréo fisioldgico.



Tilapias intoxicadas e tratadas com dexametasona (grupo CG) apresentaram
menor quantidade circulante de hemoglobina 24 HPI, associado a diminuicdo no CHCM
em relacdo ao padrao fisioldgico e aos demais grupos com aerocistite (Tabela 6). Em
relacdo aos peixes pertencentes ao grupo NG, notou-se menor contagem de eritrécitos
acompanhado de VCM elevado quando comparados aos peixes dos grupos NN e PF.
Animais inoculados com a bactéria e ndo tratados (Grupo NN) apresentaram maior

namero de eritrécitos circulantes, porém com menor VCM.

Tabela 6- Resposta sérica vermelha em tilapias do Nilo nos tratamentos?.

Erit. HT* Hb* vewm? CHcwm?
HPI? Tratamento® 106 . g Lt i oLt
PF 1,90 £0,08 “? 2890 +1,04 "2 771 +020 “? 154,11 +699 €2 2705 +1,35 “B2
NN 1,72 +005 “" 2744 +048 B° 700 +029 *B? 16363 +4,12 "BP 2564 +144 B2
6 CG 1,89 +0,06 “? 2414 +043 ©° 705 +023 “B? 13406 +497 P°°¢ 2844 +153 ~?
CN 1,88 +0,06 " 2856 +081 “®?% 689 +0,17 B° 14449 +479 P 2512 +084 BC2
NG 1,78 +0,07 ~®3056 +104 “? 696 +026 °2° 17803 +947 " 2229 +111 °C°
PF 1,90 +008 %2 2890 +1,04 “? 7,71 +0,20 “B?® 154,11 +699 %2 27,05 +1,35 "B2
NN 2,15 £0,08 “? 3000 +068 “? 754 +022 %% 14181 +641 ©° 2507 +077 B2
24 CG 1,80 +0,09 %¢? 2810 +138 “? 6,05 +038 “° 15096 +7,85 P 2181 +091 C©°
CN 1,79 +0,07 B°? 3033 +080 “? 769 +021 "®? 17369 +639 "2 2528 +062 °°?
NG 1,68 +007 “P" 2980 +118 “? 826 +035 “?® 17409 +715 2837 +128 A2
PF 1,90 +008 “? 2890 +1,04 5¢® 771 +020 “? 154,11 +699 €2 2705 +135 “?
NN 1,83 +0,08 "B 3140 +060 “? 7,74 +016 " 174,06 +580 "®? 2473 +082 “?
48 CG 1,46 £004 ©? 2690 +057 ©? 6,79 +025 22 189,18 +532 “? 2531 +1,03 AP
CN 1,67 +007 %" 2980 +0,89 "®?® 752 +032 “ 180,86 +727 "? 2512 +053 2
NG 1,94 +005 “? 30,60 +050 “®?* 759 +025 " 15840 +433 P 2484 +080 2
F Value 4,62 3,49 4,52 5,41 2,66
Pr>F° <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,002
c.V.> 12,26 9,66 10,82 12,56 13,54

1 Médias (n= 10) seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste Student a5 %. Letras mailsculas fazem

comparagdo entre tratamentos e mindscula entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo.

2HPI: horas apds indugdo de aerocistite.

3 PF: grupo nao recebeu nenhum tipo de manipulag&o; NN - grupo induzido aerocistite ; CG: grupo induzido aerocistite, tratado com

CCL4 e glicocorticoide; CN - grupo induzido aerocistite e tratado com CCL4 e NG- grupo induzido aerocistite e tratado com glicocorticide.

4 Erit.:eritrécitos; HT:hematdcrito; Hb:hemoglobina; VCM:wolume corpuscular médio e CHCM:concentragdo de hemoglobina corpuscular média.

® Pr>F :probabilidade de significancia de F; CV:Coeficiente de variag&o.

Na analise mais tardia com 48 HPI, os peixes pertencentes ao grupo CG
apresentaram menores valores de hemoglobina circulantes, associado a diminui¢cao
dos valores de hematdcrito e aumento do VCM em relagdo aos peixes do PF e grupo
NG (Tabela 6). Os peixes pertencentes ao grupo CN também apresentaram menor
namero de eritrocitos circulantes e com aumento do VCM em relagdo ao PF e ao grupo
NG. Os peixes do grupo NN apresentaram VCM aumentado (Tabela 6).



Em relacéo aos tratamentos ao longo do tempo, notou-se aumento gradativo do
VCM e diminuicdo no CHCM em peixes tratados com dexametasona e intoxicados com
CCls (grupo CG). Nos peixes do grupo CN, verificou-se aumento do VCM e
hemoblogina 24 HPI em relagéo a 6 HPI. Para os peixes do grupo NG foi notado uma
diminuicdo progressiva do valor de VCM ao longo do tempo. Observou-se maior
namero de eritrocitos com valor de VCM baixo em peixes somente inoculados com a
bactéria (grupo NN) 24 HPI.

5.3 Avaliacéo bioquimica

Para avaliacdo bioquimica ocorreu aumento significativo (P<0,05) na
concentracdo de proteina total em peixes intoxicados com CCl, na fase mais aguda 6
HPI (Tabela 7). No tempo de 24 HPI, ocorreu diminuicdo significativa (P<0,05) na
concentracdo de proteina total nos peixes dos grupos pertencentes aos tratamentos
com dexametasona em relacao aos peixes do grupo NN. Com a evolu¢cédo da resposta
em 48 HPI, tilapias pertencentes ao grupo NG apresentaram maior concentracdo de
proteina total em relagdo a CG. Comparando os tratamentos ao longo do tempo, notou-
se uma diminuicdo gradativa nos niveis de proteina total em animais intoxicados com
tetracloreto de carbono (grupo CN). Enquanto, tildpias dos grupos NG e NN

apresentaram aumento dos valores circulantes com o passar do tempo.

Os niveis circulantes de albumina aumentaram significativamente (P<0,05) em
tilapias intoxicadas com CCl, 6 HPI. No entanto, observou-se aumento sérico desta
proteina em animais controle inoculado (grupo NN) em relacdo aos demais grupos que
receberam o inéculo de A. hydrophila 24 HPI (Tabela 7). Com a evolu¢édo da resposta
inflamatéria 48 HPI foi notado maior concentracdo nos peixes tratados com
dexametosona (grupo NG). A andlise dos tratamentos ao longo do tempo demonstrou
menores concentragdes de albumina nos peixes intoxicados com o CCl, (grupos CG,
CN) nos tempos de 24 e 48 HPI.

A subtragcdo dos valores de proteina total e da albumina sérica indica
aproximadamente a concentracdo de globulinas circulantes. O estudo deste grupo de
proteinas revelou diminuicdo significativa (P<0,05) em tilapias tratadas e intoxicadas



com CCl, 24 e 48 HPI (Tabela 7). Animais controles inoculados com A. hydrophila
(grupo NN) apresentaram diminuicdo de globulinas somente 24 HPI. A anélise ao longo
do tempo mostrou que o grupo CG e NN apresentaram reducgdes significativas (P<0,05)
na concentracéo das globulinas entre 24 e 48. HPI.

Tabela 7 - Resposta bioquimica-sérico em tilapias do Nilo por tratamento?.

Proteina Total Albumina Globulinas AST *

HPI? Tratamento® gdL gdL™ g dL™ U
PFE 3,31 + 0,07 ABa 0,65+ 0,04 B® 267 +0,06 ~2 48 + 9,19 °©?2
NN 2,99 + 0,12 Bb 066 + 0,03 B® 232+ 0,13 BCP 46 + 8,33 ©?
6 CcG 3,12 + 0,07 Ba 094 +007 A% 219+0 C€ab 594 + 5927 A2
CN 3,56 + 0,10 A2 0,96 + 0,08 A? 2,59 + 0,02 AB 2 312 + 33,89 ~ @
NG 3,16 + 0,12 Bbd 058 + 0,05 B? 2,58 + 0,12 B3 174 + 19,09 B2
PF 3,31 + 0,07 “B2 0,65+ 0,04 B2 267 +0,06 ~? 48 + 9,19 “B?2
NN 343 +0,16 “~2% 0,76 + 0,05 ~*? 2,67 £ 0,17 ~?2 26 + 554 B2
24 CG 3,06 + 0,12 B2 062 + 0,04 BP 2,44 + 0,09 ~*? 82 + 17,99 AP
CN 3,10 + 0,17 “B¢P 0,60 + 0,04 BP 2,50 + 0,14 ~*@ 90 + 32,50 AP
NG 2,95 + 0,12 ©P 0,61+ 003 BP 2,34 + 0,11 AP 29 + 242 BP
PF 3,31 + 0,07 “B2 065+ 0,04 B2 2,67 + 0,06 #B? 48 + 9,19 “~*®
NN 3,04 + 0,16 B2 062 + 0,06 B° 2,42 + 0,12 Ba 29 + 244 ~2
48 CG 2,77 £+ 0,13 ©2 069 + 0,02 AB® 208 + 0,14 C©P 20 + 2,89 AP
CN 3,01 + 0,11 B°P 0,68 + 0,03 ABP 2,34 + 0,10 B¢? 24 + 176 ~°
NG 3,66 +021 “?2 0,79 +006 ~P 287 + 0,17 ~°@ 28 + 788 ~°P

F Value 3,21 5,72 2,90 16,95
Pr>F° 0,00 <,0001 0,00 <,0001
C.V.° 11,16 18,72 13,21 69,63

1 Médias (n= 10) seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste Student a5 %.

Letras mailsculas fazem compragcéo entre tratamentos e mindscula entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo.

2 HPI: horas apd6s inducao de aerocistite.

2 PF: grupo ndo recebeu nenhum tipo de manipulacéo; NN: grupo induzido aerocistite ; CG: grupo induzido aerocistite,
tratado com CCI4 e glicocorticéide; CN - grupo induzido aerocistite e tratado com CCL4 e

NG- grupo induzido aerocistite e tratado com glicocorticéide.

4 AST: aspartato aminotransferase.

5 Pr>F :probabilidade de significancia de F; CV:Coeficiente de variac&o.

A atividade enzimatica de aspartato aminotransferase (AST) sérico aumentou
em animais tratados com dexametasona e maior em animais intoxicados com CCl, na
fase aguda 6 HPI (Tabela 7). No tempo de 24 HPI, observou-se reducao gradativa na
atividade sérica de AST nos animais intoxicados com o tetracloreto (grupos CN e CG),
porém seus valores continuaram estatisticamente superiores aos observados nos
peixes dos grupos sem a administracdo do toxicante (grupo NG e NN). Com a evolucao
da reacéo inflamatéria 48HPI, os valores de AST voltaram aos niveis basais em todos
os tratamentos (Tabela 7). Por outro lado, animais tratados com dexametasona (grupos
NG e CG) apresentaram reducédo gradativa da atividade enzimatica de AST ao longo

do tempo.



Tabela 8 - Resposta bioquimica-sérico em tildpias do Nilo por tratamento?,

Colesterol Trigricerideos FA 4 Glicose
HPI> Tratamento® mg dL™ gmg I UL mg dL™
PF 111 + 832 %2 187 + 1752 A°? 29 + 2,40 A5 ° 34+ 194 ©?
NN 66 + 357 °P 127 + 17,31 BC? 20+ 2,14 5c® 46+ 214 ©°
6 CG 75+ 11,84 C©° 91 + 864 CP 34 +890 A% 146+ 7,79 "°
CN 186 + 17,26 “?® 103 + 11,14 B¢® 11 + 435 2 118+ 496 °2°
NG 65+ 286 ©° 155+ 28,88 B2 22 +209 g? 48 + 2,71 ©°
PF 111 + 832 *? 187 + 17,52 *B? 29 + 240 ~? 34+ 194 B2
NN 97 + 621 ~° 68 + 11,28 2 10 + 251 ©P 53+ 655 22
24 CG 111 + 910 AP 259 #5501 A° 19 + 4,08 ° 114 + 2203 AP
CN 119 + 11,81 ~°® 165 + 32,14 B? 15 + 1,95 B¢ 137 + 19,63 *?
NG 98 + 10,77 ~P 91 + 1579 ©° 25 + 3,67 "B? 43 + 286 B2
PF 111 + 832 B® 187+ 1752 “? 29 +240 ~° 34+ 194 B2
NN 117 + 768 B2 86 + 17,99 B* 21 + 6,18 *B? 33+ 186 °°?
48 CG 147 + 10,25 “°@ 90 + 1523 BP 22 + 3,39 ABP 70 + 1861 “°
CN 163 + 494 A2 74 + 1420 B°P 16 + 2,14 B2 57 + 443"BP
NG 158 + 813 “? 182+ 2280 “°? 21 + 313 B2 29+ 143 B2
F Value 14,05 5,21 2,86 17,84
Pr>F° <,0001 <,0001 0,00 <,00
C.V.° 22,64 48,55 52,10 46,22

1 Médias (n= 10) seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste Student a5 %.

Letras mailsculas fazem compragao entre tratamentos e minidscula entre o mesmo tratamento ao longo do tempo.

2 HPI: horas ap6s indugao de aerocistite.

3 PF: grupo nao recebeu nenhum tipo de manipulacdo; NN: grupo induzido aerocistite ; CG: grupo induzido aerocistite,
tratado com CCIl4 e glicocorticéide; CN - grupo induzido aerocistite e tratado com CCL4 e

NG- grupo induzido aerocistite e tratado com glicocorticéide.

4 AST: aspartato aminotransferase.

5 Pr>F :probabilidade de significancia de F; CV:Coeficiente de variagao.

A concentracdo de colesterol sérico aumentou significativamente (P<0,05) em
animais somente intoxicados com CCl, (CN) e diminui nos demais grupos em relacao
ao padréo fisiolégico na fase aguda 6 HPI (Tabela 8). Tardiamente com 48 HPI, peixes
dos grupos tratados com glicocorticoide e/ou intoxicados com CCl, (Grupos CG, CN e
NG) apresentaram aumento nos niveis séricos deste lipidio quando comparado aos
animais controles (grupos NN e PF). Analise da resposta de colesterol sérico ao longo
do tempo demonstrou que animais tratados com dexametasona e intoxicados com
tetracloreto (grupo CG) apresentaram aumento gradativo (P<0,05) deste lipidio.
Tilapias intoxicadas com CCIl4 (grupo CN) apresentaram menor concentracao sérica de

colesterol no tempo de 24 HPI.

No estudo comparativo dos valores séricos de triglicerideos (Tabela 8),

observou-se diminui¢c&o significativa (P<0,05) deste lipidio em animais intoxicados com



CCl, (grupos CG e CN) 6 HPI. Enquanto, em peixes tratados sem o tetracloreto (grupos
NG e NN), foi observado diminuicdo significativa dos valores séricos apenas com 24
HPI, notando uma maior concentracdo sérica nos peixes do grupo CG. O estudo da
concentracdo de triglicerideos ao longo do tempo demonstrou aumento significativo nos
valores séricos deste lipidio em animais intoxicados com tetracloreto 24 HPI. Por outro

lado, animais do grupo NG apresentaram menores concentracdes no tempo de 24 HPI.

A atividade enzimatica sérica da fosfatase alcalina (FA) aumentou
significativamente em animais tratados com dexametasona e intoxicados com
tetracloreto de carbono 6 HPI (Tabela 8). Porém, ressalta-se que peixes submetidos
somente a intoxicacdo por CCl; apresentaram niveis séricos inferiores ao padrdo
fisiologico. Niveis menores de FA foram observados em tilapias que ndo receberam
glicocorticoides 24 HPI. Tardiamente (48 HPI), animais intoxicados com CCl, (grupo
CN) apresentaram diminuicao significativa (P<0,05) na atividade sérica desta enzima.
De modo geral, em todos os tempos analisados, 0s peixes intoxicados com tetracloreto
(grupo CN) apresentaram menores valores de atividade sérica para FA em relagéo a
PF. A andlise ao longo do tempo revelou que os animais do grupo CG apresentaram

maior atividade para FA no tempo de 6 HPI.

A concentracdo de glicose aumento significativamente (P<0,05) em animais
tratados com tetracloreto 6 HPI. Sendo estes resultados mais expressivos nas tilapias
que receberam simultaneamente CCl, e Dexametasona (Tabela 8). Este mesmo perfil
de resposta foi observado 24 HPI e 48 HPI, porém em tildpias intoxicadas com
tetracloreto (grupo CN) os valores glicémicos se normalizaram no tempo de 48 HPI
guando comparado ao padrao fisiolégico. A andlise ao longo do tempo revelou que
tilapias do grupo CG apresentaram diminuicdo gradativa (P<0,05) entre os trés
periodos avaliados, enquanto os animais do grupo CN apresentaram perfil de resposta

semelhante com diminuicao significativa (P<0,05) no tempo de 48 HPI (Tabela 8).

5.4Estudo do indice hepético, esplénico e renal somatico.

Na avaliagcdo somatica determinada pela relacéo entre o peso do 6rgao e peso

do animal (Tabela 9), observou-se aumento no indice hepatossomatico IHS em peixes



intoxicados com tetracloreto e tratados com dexametasona (grupo CG), porém estes
achados nao diferiram estatisticamente (P>0.05) quando comparados ao padrdo
fisiolégico nos tempos de 6 e 24 HPI. Por outro lado, estes resultados diferiram
estatisticamente (P<0.05) em relacdo aos peixes tratados somente com dexametasona
(grupo NG) 24 HPI A analise ao longo do tempo demonstrou que peixes tratados com
dexametasona (grupos CG e NG) ndo apresentaram variacdes significativas entre 0s
periodos estudados, enquanto tildpias intoxicadas com tetracloreto (grupo CN)
apresentaram diminui¢cédo gradativa (P<0,05) entre os tempos de 6, 24 e 48 HPI.

Tabela 9 - Valores médios + erro padréo dos indices somatico hepatico, renal e esplénico?.

2 3 IHS* IES* INS* INScaudal® INScranial®

HPI® Tratamento % % % % %

PF 343 +021 “?® 015+002 *? 057 +0,02 5?2 027 +002 ®©? 031 +001 "2

NN 367 +015 “? 012 +001 “®*® 063 +002 “®® 032 +002 ®* 031 +002 *°?

6 CG 393 +010 “? 010+001 %2 055+001 ©® 026 +001 °° 029 +001 *°?

CN 367 £017 *? 011 +001 *®? 063 +003 *®® 038 +003 “? 028 +001 *?

NG 375+019 “? 011+001 *®? 066 +003 “® 031+001 %% 032+003 *°?

PF 343 +021 *®® 015 +002 *? 057 +0,02 *®? 027 +002 ®? 031 +0,01 "B?

NN 393+023 “® 015+002 *? 061 +003 *? 033+002 *“? 033+002 "2

24 CG 389 +0,11 “? 009 +001 %2 054 +003 “®® 026 +001 %" 030 +0,02 B2

CN 340 +026 “®® 009 +001 %2 054 +002 B° 029 +001 *®*° 027 +002 B°?

NG 319 + 022 ®? 012 +001 *®? 059 +002 “®® 030 +001 “®* 029 +0,01 B2

PF 343 +021 “?® 015+002 *? 057 +002 %2 027 +002 ®? 031 +0,01 "B?

NN 289 +022 “P 009+001 ®° 065+002 “* 034+002 *“* 032+001 "B?

48 CG 338 £023 *? 009+001 ®? 057+003 %% 032+002 "% 028 +001 B2

CN 299 +022 “® 011+001 *® 2 058 +003 “®® 030 +0,03 “®*" 029 +0,02 "B?

NG 330 £025 “? 011+001 "®? 064 +002 ** 033+002 “* 033 +002 *?
F Value 2,23 2,38 2,36 2,98 1,07
Pr>F° 0,0097 0,0063 0,0061 0 0,3928
C.V.° 18,63 39,32 13,24 18,83 17,71

1 Médias (n= 10) seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste Student a5 %. Letras
mailsculas fazem comparagédo entre tratamentos e mindscula entre o0 mesmo tratamento ao longo do tempo.
2HPI: horas apds indugdo de aerocistite.

3 PF: grupo nao recebeu nenhum tipo de manipulac3o; NN - grupo induzido aerocistite ; CG: grupo induzido
aerocistite,tratado com CCL4 e glicocorticéide; CN - grupo induzido aerocistite e tratado com CCL4 e

NG- grupo induzido aerocistitee tratado com glicocorticéide.

4IHS: indice hepatossomatico; IES: indice esplenossomatico; INS: indice nefrossomatico;

INSCranial: indice nefrossomatico porgéo cranial e INSCaudal: indice nefrossomatico porgéo caudal.

SPr>F :probabilidade de significancia de F; CV:Coeficiente de variagdo.

O estudo do indice esplenossomatico (IES) mostrou diminuicdo (P<0,05) do
baco de tilapias tratadas com dexametasona e intoxicadas com CCl; quando

comparadas aos animais do padréo fisiolégico na fase aguda da resposta (6 HPI).



Observou-se uma diminuicdo do IES para 0s peixes intoxicados com tetracloreto
(grupos CG e CN) em relacdo aos animais controles (grupo PF) e inoculados com a
bactéria (grupo NN) 24 HPI. Em 48 HPI notou-se que os peixes do grupo NN e CG
apresentaram diminui¢édo (P<0,05) do IES em relagdo aos animais do grupo PF.

Tilapias do grupo CG apresentaram menores indices nefrossomaticos (INS) em
relacdo aos grupos inoculados 6 HPI (Tabela 9). Com a evolugcdo da reacao
inflamatéria 24 HPI, os animais intoxicados com tetracloreto (grupo CN) apresentaram
diminuicdo (P<0,05) do INS em relacédo aos peixes somente inoculados A. hydrophila
(grupo NN). No tempo de 48 HPI, os peixes do grupo NG e NN apresentaram maiores

valores somaticos renais em relacéo aos peixes dos grupos CG e PF (Tabela 9).

Para o rim foi realizada a andlise separada da porcao cranial e caudal. Os peixes
intoxicados com tetracloreto (grupo CN) apresentaram aumento significativo no INS
Caudal em relacdo aos peixes dos demais grupos 6 HPI (Tabela 9). Resultados
semelhantes foram observados em peixes apenas inoculados com a bactéria (grupo
NN) quando comparado ao padréao fisiologico 24 e 48 HPI. Tardiamente com 48 HPI,
animais tratados com dexametasona (grupo NG) demonstraram aumento significativo
neste parametro. O estudo somatico do rim cranial ou cefalico ndo revelou alteractes
(P>0,05) entre o padrao fisiologico e os diferentes grupos experimentais (Tabela 8). No
entanto, peixes intoxicados com CCl,; apresentaram diminui¢cdo significativa (P<0,05)
no INS Cranial 24 HPI para o grupo CN e 48 HPI para o grupo CG.

5.5Avaliacdo do histopatolégico
Na analise histopatoldgica de tilapias na vigéncia de aerocistite induzida por A.
hydrophila (Figura 10). No padréo fisiol6gico, a bexiga € revestida por tecido epitelial

simples com tecido conjuntivo internamente (Matushima & Mariano, 1996).

Alteracbes observadas em relacdo ao padréo fisiologico consistiram em perda
de células na camada epitelial, lado parietal da bexiga natatéria e evidente acimulo de
células inflamatdria nos peixes dos grupos CG CN, NG e NN em 48 HPI. Na avaliacdo
interna da bexiga, tilapias do grupo CG e CN apresentaram elevado numero de células

inflamatoria em relacdo ao grupo NG. O grupo somente com dexametasona, por sua



vez, apresentou maior numero de células e tecido conjuntivo desorganizado em relacao
aos peixes do grupo NN (Figura 10).

Figura 10- Fotomicrografia da bexiga natatoria: A - grupo PF; B - grupo CG, 48 HPI; C — grupo CN, 48
HPI; D - grupo CN, 48 HPI; E - grupo NG, 48 HPI; F — grupo NN, 48 HPI. Cruz: serosa parietal, Bolinha:

serosa interna, seta: camada epitelial. Coloragédo HE. 400X.

Na histologia hepéatica no tempo de 6 HPI, peixes do PF apresentaram
hepatécitos com formato poligonal e arranjo codornal, nlcleos evidentes centralizados,



sinusoides bem delimitados entre os hepatdcitos e com confruéncia para veia central
(Roberts, 2012). Os peixes intoxicados por CCIl4 apresentaram hepatdcitos com
vacuolizacdo intensa citoplasmatica, deslocamento severo do citoesqueleto e nucleo
proximo ao sinusodides e evidente congestdo na regido centrolobular do parénquima

hepatico (Figura 11).
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Figura 11- Fotomicrografia do figado 6 horas apés inducdo da aerocistite infeccioso: A- grupo PF; B-
grupo CN 6 HPI; C - grupo CG 6 HPI; D- grupo NG 6 HPI; E- grupo NN 6 HPI. Hepatdcito (seta
vermelha), veia central (seta preta), sinusoide (seta amarela). Coloragdo HE. 400X.



Em peixes intoxicados por CCl4 e tratados com dexametasona destacou-se a
vacuolizacdo intensa no citoplasma com nucleos na periferia da célula e perda do
citoesqueleto. Nas tilapias do grupos NG e NN, observou-se discreta vacuolizacao dos
hepatécitos em relagdo ao grupo PF (Figura 11).

No estudo histopatologico do bacgo, observou-se no padrédo fisiologico relagcéo
proporcional alta entre polpa vermelha (eritrocitos) e polpa branca. Os peixes
intoxicados com CCl, (Figura 13), no tempo de 24 HPl e NN e CG (Figura 12), no
tempo de 48 apresentam poucos eritrocitos no parenquima esplénico em comparacao
ao PF, corroborando com os achados do IES e confirmando a presenca de contracao

esplénica.
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Figura 12 - Fotomicrografia esplénica, 48 HPI: A - grupo PF; B — grupo NN; C - grupo CG. Eritrécitos
(setas preta). Coloracéo HE. 400x.



Figura 13 - Fotomicrografia esplénica, 24 HPI: A e B - grupo PF; C e D - grupo NN; E e F - grupo CG.

Eritrocitos (seta preta). Imagens B, D e F foram submetidos a leitura por uso de filtro verde para
melhor destaque de eritrdcitos. Coloragdo HE. 400x.



6. DISCUSSAO

O estudo da aerocistite induzida por A. hydrophila em tilapias do Nilo
demonstrou elevado acumulo célular no foco inflamatorio nos trés periodos analisados
(6, 24 e 48 HPI), diferentemente de outros estudos que utilizaram este mesmo modelo
experimental e verificaram pico de acumulo celular com 24 HPI e queda com 48 HPI
(REQUE et al.,, 2010; CLAUDIANO et al., 2013; CASTRO et al., 2014). A diferenca
observada possivelmente se atribui ao tipo de estimulo inflamatério empregado, tendo
em vista que estes autores empregaram bacterinas em seus estudos e ndo o patdégeno

Vivo como na presente investigagao.

O estimulo da bacterina parece ser mais facilmente debelado pelo organismo
gue demonstra uma recuperacdo marcada pela diminuicdo da migracéo celular para o
foco inflamado com 48 HPI. Enquanto que o estimulo exercido pela bactéria viva
perdura por mais tempo, pois 0 microrganismo oferece maior trabalho celular ao
sistema de defesa do hospedeiro, necessitando de um aporte celular maior e por um
periodo de tempo mais longo (KUMAR et al., 2010). O hemograma das tilapias revelou
diminuicdo do numero de trombdcitos, leucdcitos totais e linfécitos em peixes que foram
submetidos a inducdo de aerocistite em relacdo ao padréo fisiol6gico, sugerindo que
esta perda seja resultante da migracéo celular para o foco inflamatorio (KUMAR et al.,
2010).

A intoxicacdo com tetracloreto de carbono e o tratamento com dexametasona
influenciaram o comportamento de acumulo celular no foco inflamado. Til4pias
intoxicadas com CCl, apresentaram aumento do acumulo celular tardiamente
associado a diminuicdo no numero global de leucdcitos circulantes, demonstrando
claramente a relacdo entre a atividade celular no foco inflamado e o seu recrutamento
do compartimento sanguineo. Enquanto que tilapias tratadas com dexametasona
apresentaram aumento no numero de leucocitos circulantes na fase mais aguda,
possivelmente resultante da atividade deste glicocorticoide sobre mecanismos de

permeabilidade vascular e diapedese (SPINOSA et al., 2011).

Diferentemente dos peixes intoxicados com CCl,, 0 acumulo celular no sitio da

inflamacgéo de peixes tratados com dexametasona ocorreu também na fase mais tardia,



porém associado ao aumento no numero de leucdcitos no sangue. Outros estudos
demonstraram claramente o efeito glicocorticoide do cortisol sobre o acumulo celular
durante a reacgédo inflamatoria diminuindo o recrutamento de macrofagos e formagéo de
gigantocitos durante resposta crénica em pacu (BELO et al., 2005; BELO et al., 2012) e
suprimindo o acumulo de células inflamatérias durante resposta aguda de tilapias
(CASTRO et al., 2014).

A diferenca no perfil de resposta observado entre tilapias tratadas com
dexametasona ou CCl, € resultado dos efeitos lesivos no tecido hepatico de peixes
intoxicados. De acordo com Belo et al. (2012), ocorre acumulo de células inflamatérias
no tecido hepatico lesionado resultante da peroxidacgao lipidica na membrana celular do
hepatécito causada pela producdo de radicais livres na metabolizacdo do CCl, . As
alteracdes histopatologicas observadas no tecido hepatico e o aumento da atividade
sérica de AST no estudo bioquimico das tilapias intoxicadas com CCl, corroboram a
hipétese de que a lesé@o no tecido hepatico se processava ao mesmo tempo e concorria
com inflamacéo induzida na bexiga natatéria, resultando nas alteracdes observadas no

estudo celular.

A resposta inflamatoria em peixes tratados com CCl, mostrou-se mais intensa
decorrente do transtorno hepatico, portanto, sendo proporcional ao aumento da
intensidade do estimulo inflamatério causado pela acdo do CCl,; (GARCIA LEME,
1989). Inclusive tilapias submetidas a associagdo com ambos 0s compostos
apresentaram mudanca neste comportamento e o pico de acumulo celular antecipou e
ocorreu com 24 horas, resultado provavelmente do efeito do estimulo exercido por
ambas as drogas e da acdo da dexametasona sobre 0s processos de permeabilidade

vascular e diapedese.

Outro aspecto relevante atenta-se ao predominio de granulécitos no foco
inflamatorio das tildpias em todos os tempos estudados, demonstrando assim neste
teleésteo o importante papel destas células na reagdo inflamatéria aguda, que
apresenta marcada migracdo principalmente de neutréfilos para o sitio inflamado
(KATZENBACK e BELOSEVIC, 2009).

O estudo leucocitario das tilapias demonstrou aumento no niumero de neutrdfilos

em peixes intoxicados com tetracloreto na fase mais aguda (6 e 24 HPI), porém estas



contagens cairam na fase mais tardia (48 HPI), inversamente ao observado no
exsudato que apresentou aumento gradativo entre os periodos analisados. Quando se
associou dexametasona ao CCl, ocorreu neutrofilia e pico de acumulo de granulécitos
no foco inflamado com 24 horas, demonstrando em ambos 0s casos 0 mesmo perfil de
resposta observado na contagem total de leucdcitos e no acumulo celular no exsudato,
confirmando a importante participacdo dos neutrofilos na resposta inflamatéria aguda
de tildpias (KATZENBACK e BELOSEVIC, 2009).

Os neutréfilos correspondem a uma das primeiras células a deixar o vaso
sanguineo e migrar para o tecido, atraidos por quimiocinas e mediadores inflamatorios
como IL-8 e INFa liberados pelas células endoteliais ativadas, macrofagos e
mastocitos, e pelos produtos C3a e C5a do complemento. Durante a fase aguda da
inflamagé&o, principalmente em casos de infeccdo bacteriana, ocorre recrutamento de
neutroéfilos para o sitio inflamatério e aumento na sua producdo (HOCHBERG et al.,
2003).

Em nosso estudo demonstramos a predominancia de neutrofilos na aerocistite
bacteriana em conformidade ao estudo de Endo et al.,, (1997), o qual induziu
inflamacdo por E. coli em tilapias do Nilo. Fenbmeno decorrente da presenca de
lipopolissacarideos na membrana externa (LPS) e endotoxinas, descritos como
potentes quimiotaticos para neutrofilos (FREUNDENBERG et al., 1984). Segundo
Swain et al. (2008), a injecdo de LPS em peixes atribui habilidade aos macréfagos para
produzirem interleucinal (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), estes sdo
responsaveis por quimiotaxia, ativacdo de leucécitos e expressdo de moléculas de

adesao endotelial.

Segundo Tavares-Dias et al.(2008) e Passantino et al. (2010), os trombdcitos
nos peixes teleésteos possuem papel importante na defesa orgéanica, auxiliando
principalmente mecanismos imunes inatos, além de participarem efetivamente do
processo de coagulacdo sanguinea. As tilapias intoxicadas com CCl; revelaram
exsudacdo com elevado acumulo de trombdcitos na fase mais tardia (48 HPI), ao
passo que o tratamento com dexametasona resultou em aumento gradativo entre os
periodos observados. Paralelamente, o hemograma das tilapias apresentou

trombocitopenia na fase mais aguda (6 HPI) em animais intoxicados com CCl, devido a



diminuicdo da formacdo dos fatores de coagulacdo (ICHINOSE & DAVIE, 1994)
decorrentes do comprometimento hepatico provocado pelo CCl,. Com a evolucdo do
processo infeccioso, 0s animais intoxicados apresentaram anemia macrocitica-

normocrémica, possivelmente resultante da acdo hemolitica da A. hydrophila.

Por outro lado, tilapias tratadas com dexametasona apresentaram
trombocitopenia mais tardiamente (24 HPI) resultante do bloqueio dos mecanismos de
permeabilidade vascular que retardaram esta resposta. Os eventos vasculares
influenciados pelos glicocorticoides incluem a estabilizacdo da integridade
microvascular, por meio de eventos indiretos como supressdo da sintese de agentes
trombogénicos (SPINOSA et al., 2011). Os peixes tratados somente com
dexametasona apresentaram diminuicdo no numero de trombdcitos na fase mais tardia
da resposta inflamatdria, provavelmente decorrente do aumento da permeabilidade

vascular acompanhada da estabilizacdo da formacgéao de agentes trombogénicos.

Animais controles ndo tratados e inoculados com A. hydrophila apresentaram
trombocitose na fase mais tardia (48 HPI). Tais achados sugerem que as alteracfes
hemorragicas e a acdo hemolitica decorrentes da patogénese desta bacteriose (JANDA
& ABBOTT, 2010) tenham resultado em estimulo para a producdo de trombdcitos,
aumentando significativamente sua populagdo no compartimento plasmatico e no

exsudato.

O estudo do acumulo de linfécitos no exsudato reveleu aumento gradativo no
namero de células durante os periodos analisados, sendo estes achados fortemente
influenciados pelo tratamento com dexametasona, principalmente na fase mais tardia
com 48 HPI. No hemograma, tildpias inoculadas com A. hydrophila apresentaram
diminuicao significativa de linfocitos durante todo o periodo experimental. No entanto,
na fase mais aguda do processo inflamatério, a intoxicacdo com CCl, suprimiu com
mais intensidade o numero circulante de linfécitos provavelmente decorrente da
condigcéo de estresse provocada pela acado aguda do CCl,. Os animais tratados apenas

com dexametasona apresentaram linfopenia mais tardiamente com 24 e 48 HPI.

Na literatura, inUmeras investigacdes demonstraram a atividade supressora dos
glicocorticoides sobre a populacao de linfocitos circulantes. TORT (2011) descreveu a

importante relacdo entre os elevados niveis de cortisol enddgeno e a imunossupressao



de mecanismos de defesa em peixes teledsteos. E segundo este autor, a populacdo de
linfécitos sofre variagBes significativas durante o estresse em virtude das elevadas
concentracbes de glicocorticoides. Outra hipotese para as alteracdes no numero de
linfécitos circulantes refere-se ao fato de que a linfopenia atribuida ao uso de
glicocorticéides seja resultado da redistribuicdo dos linfocitos para os 6rgéaos linfaticos,
de alteracBes nas moléculas de adesdo (BOUMPAS, 1993) e eventualmente apoptose
celular (CIDLOWSKI, 1996). E a amplificacdo linfocitaria sofre alteracdo pela
diminuicdo da expressdo e sintese de IL-2 (AMANO et al., 1993; KITAJIMA et al.,
1996).

Assim como em mamiferos, estudos com peixes teledsteos tem demonstrado
que a migracdo de macréfagos para o foco inflamatério ocorre tardiamente (BELO et
al., 2005 e 2012; REQUE et al., 2010; CLAUDIANO et al., 2013; CASTRO et al., 2014).
O gradativo no acumulo destas células presentes no exsudato entre os periodos
analisados. Porém, a intoxicacdo com CCl, influenciou significativamente a migracao

de macréfagos em tilapias com aerocistite induzida por A. hydrophila.

Estes resultados foram mais expressivos em tilapias submetidas a associacdo
com dexametasona, inclusive nestes animais ocorreu na fase tardia correlacéo entre o
aumento de macréfagos no exsudato e a marcada monocitose no hemograma. De
acordo com SAKABE et al. (2013), os macrofagos nos tecidos sédo resultados da
diapedese e diferenciacdo de mondcitos circulantes, e a taxa de renovagdo destas
células no sitio inflamado depende do tipo e da intensidade do estimulo, contribuindo
para a ativacdo de mecanismos quimiotaticos para sintese e recrutamento. SPINOSA
et al. (2011) discutiram o efeito dos glicocorticoides na apresentacdo de antigenos aos
receptores de membrana dos mondcitos fagocitarios, fato que poderia estar
relacionado aos achados destes estudo, com aumento de mondcitos no sangue

associado ao acumulo de macrofagos no foco da inflamacéo.

Fez parte dos objetos deste estudo induzir uma hepatoxicidade transitoria,
devido a elevada capacidade de regeneracao do figado (KUMAR et al., 2010), pois o
fato de debilitar as funcbes hepaticas de forma transitéria permitiria compreender
melhor a importancia da participacdo hepatica durante o curso da inflamagéo aguda. O

estudo histopatoldgico e as provas bioquimicas séricas demonstraram o efeito agudo



da intoxicacdo com dose Unica de CCl, com o pico de atividade enzimatica de AST em
6 horas, diminuindo gradativamente, inclusive alcancando valores basais com 48 horas.
As alteracbes histopatolégicas mais severas na regido centrolobular do parénquima
hepético foram também observadas com 6 HPI, com alteracdo da arquitetura celular e

evidente diminuicdo da veia central e estase sanguinea.

Como resultado da intoxicacdo hepatica transitOria, ocorreu supressao da
resposta imune inata observada na fase inicial de peixes intoxicados com CCly,
resultando em aumento tardio de células inflamatorias no exsudato com marcado
aumento de granulécitos, linfécitos, trombdcitos e macrofagos. Para KUMAR et al.
(2010), mediadores quimicos da resposta inflamatoria aguda apresentam diversas
origens de pré-formacdo ou sintetizacdo entre estas o figado. Neste sentido, com a
recuperacdo do transtorno hepatico houve maior acdo dos mediadores inflamatorios

sobre as células e consequente migracéo para o foco lesado.

Outra hip6tese que poderia justificar a migracao tardia de células inflamatorias
em animais intoxicados com tetracloreto seria a imunocompeténcia das tilapias na fase
inicial da reacado inflamatoria, pois devido o comprometimento hepético o sistema de
defesa destes animais nao teria sido tao eficiente para debelar a infec¢do bacteriana,
necessitando de um incremento desta resposta na fase tardia associado a recuperacao
das funcbes do figado (ABBAS et al., 2008).

Analisando a resposta eritrocitaria, notou-se nos peixes do grupo somente
inoculado com A. hydrophila (24 HPI) um maior nimero de eritrocitos, acompanhado de
diminuicdo do VCM, confirmando um quadro de microcitose, sendo este efeito ndo
mais observado no periodo de 48 HPI para todos os tratamentos efeito provavelmente
decorrente da acdo hemolitica da A. hydrophila. No entanto, peixes intoxicados com
CCl, apresentaram quadro de microcitose com diminuicdo dos niveis circulantes de
hemoglobina e nos valores de CHCM na fase mais aguda com 6HPI. A microcitose
representa uma evidéncia morfolégica de capacidade diminuida dos precursores das

hemacias na producdo de hemoglobina podendo ser resultante de ferro Insuficiente.

Neste sentido, o figado € responsavel pela filtragem e armazenamento de
sangue e ferro (GUYTON & HALL, 2011). O transtorno temporario e agudo causado

pelo CCl, pode ter influenciado nas fungcbes de armazenagem e filtragem do ferro e



consequentemente acarretado a microcitose temporaria. O ferro é transportado no
plasma pela transferrina (Tf), uma glicoproteina de 80 KDa sintetizada e secretada pelo
figado, que possui dois sitios homologos com alta afinidade pelo Fe3+. Além de
solubilizar o ferro, a Tf atenua sua reatividade e facilita a sua liberacao para as células
(PONKA et al., 1998).

O hemograma revelou aumento do VCM na fase tardia (48HPI) em animais
intoxicados com CCl, e somente inoculados com a bactéria O VCM alto indica
eritrocitos jovens provavelmente recrutados da medula Ossea devido ao efeito
hemolitico da A. hydrophila (JANDA & ABBOTT, 2010), ressalta-se nesta andlise que
0s peixes intoxicados com CCl,; apresentavam também diminuicdo do numero de
hemécias, caracterizando um quadro de anemia macrocitica-normocrémica. Entre as
causas descritas na literatura para ocorréncia desta patologia em mamiferos,
destacam-se as doencas hepaticas (THARLL, 2007), sugerindo a hipétese de que o0s
transtornos hepaticos induzidos pelo CCl;, conjuntamente com a infeccdo por A.
hyrophila tenham resultado nestas alteragbes hematoldgicas.Os peixes tratados
somente com dexametasona apresentaram alteracdes hematoldgicas semelhantes
com 24 HPI, possivelmente resultado da acdo patogénica da bactéria associada a

atividade mineralocorticoide deste esterodide.

Em todos os peixes tratados com dexametasona e/ou intoxicados com CCly,
observou-se diminuicdo nos valores somaticos esplénicos quando comparados com o
padrédo fisiolégico, sendo estes resultados mais significativos em peixes tratados com
ambas as drogas. Inclusive, o estudo histopatolégico do baco demonstrou uma
diminuicdo no nimero de hemacias presentes no estroma esplénico destes animais.
Segundo GUYTON & HALL (2011), o baco € o maior reservatorio de sangue para
disponibilizagdo em condicbes emergenciais. Os resultados do estudo de IES
corroboram as alteracdes hematolégicas observadas, pois em condi¢cdes de estresse
os elevados niveis de catecolaminas atuam sobre os receptores alfa-adrenérgicos
presentes na capsula esplénica, resultando na contracdo deste 6rgéo e liberacdo das

hemacias armazenadas para a circulagdo sisttmica (BELO et al., 2013).

Em peixes inoculados com A. hydrophila observou-se aumento no IHS 6 HPI.

Porém no estudo comparativo entre os tratamentos ndo ficou evidente a participacéo



do tetracloreto nesta analise. Rikans et al. (1994) também nao observou diferenca na
relacdo peso do figado / peso do corpo em Ratos tratados com CCl4 em uma dose de
1 mg kg™. Geralmente a alteracdo no volume do figado da-se em processos cronicos
(KUMAR et al., 2010).

A intoxicacdo com CCl, resultou em aumento na atividade enzimatica de AST,
na concentracdo de proteinas total, glicose, triglicerideos e colesterol na fase inicial do
processo inflamatorio. O pico de AST ocorreu no tempo de 6 HPI, decrescendo 24 HPI
e com 48HPI retornou aos valores basais . O AST é uma enzima indicadora sensivel de
dano hepatico, particularmente quando ha uma lesdo aguda, portanto quando temos
uma lesdo hepatica ha extravasamento da enzima para o plasma (THRALL et al.,
2007).Vérios autores descrevem o aumento plasmatico de AST em peixes submetidos
ao tratamento com CCI4 como Ribergh & Lipsky (1997) em culturas priméarias de
hepatécitos de truta arco-iris e Chen et al. (2004); Racicot et al.(1975); Statham et
al.(1978) em Oncorhynchus mykiss.

A fosfatase alcalina € produzida em diversos 6rgaos, destaca-se como fonte o
figado. Apresenta como diferencial ser uma enzima de inducao, ou seja, necessita de
agente indutor para ser produzida pelas células (THRALL et al., 2007). Neste estudo,
0S peixes que receberam somente CCl, apresentaram menor concentracdo de FA em
relacdo ao PF, fato pode ser resultante do menor nimero de hepatdcitos para inducéo

de producédo da enzima devido a degeneracao gordurosa e lesédo de hepatdcitos.

O mesmo ndo €é observado no grupo que recebeu concomitamente
glicocorticéide. Em caes, observa-se pela acdo do glicocorticide o aumento discreto
de enzimas de extravasamento como observado neste estudo na fase mais aguda pelo
aumento AST e aumento também da enzima da fosfatase alcalina por inducdo de
sintese pelo glicocorticoides nos hepatécitos (SHAIHBAZKIA et al., 2010; THRALL et
al., 2007).

A concentracdo de albumina diminuiu nos peixes intoxicados com CCl; nos
tempos de 24 HPI em relacdo 6 HPI. A albumina é uma proteina de fase aguda,
produzida pelo figado (ECKERSALL, 2008). Gabay & Kushner (1999) verificaram
durante o curso da inflamag¢éo um diminuicdo sérica por consumo desta proteina. Esta

caracteristica exacerbou-se mais nos grupos com transtorno hepatico devido a



diminuicdo da sintese de albumina. Na fase mais tardia € notada uma recuperacao
provavelmente decorrente recuperacdo de sintese da albumina pelo figado. FOLMAR
(1993) também notou diminui¢cdo na concentracdo plasmatica de albumina em estudo
com CCl,em peixes teledsteos.

Peixes tratados somente com glicocorticide na fase mais tardia analisada
apresentaram maior concentracao de proteina total e globulinas em relacdo aos demais
peixes que receberam indculo de A hydrophila. Com a passagem do efeito
antiinflamatério da dexametasona, todos os efeitos da inflamacao que foram retardados
sdo recompensados assim como a sintetizacéo de proteinas da fase aguda pelo figado
(BOUMPAS et al., 1993).

No comparativo entre tratamentos no tempo de 6 HPI, a concentracao de glicose
mostrou-se aumentada em relagcdo aos demais grupos que receberam CCl4. Sendo
maior nos peixes que receberam simultaneamente CCl, e Dexa, mantendo efeito
semelhante 24 e 48 HPIl. Em situacdo de transtorno hepatico pode haver menor
absorcdo hepatica da glicose, tornando totalmente disponivel no sangue (THARLL et
al., 2007). A interacdo com o glicocorticoide resultou em aumento plasmatico maior. O
glicocorticoide estimula a liberacdo das catecolaminas na corrente sanguinea levando a
maior disponibilizacdo de glicose para o organismo através de glicogendlise hepatica e
gliconeogenese a partir de aminoacidos de origem muscular e acidos graxos do tecido
adiposo (BRIERRE et al., 2004).

A concentracdo de triglicerideos diminuiu nos peixes intoxicados com CCl; na
fase inicial da avaliacdo. Este incidente decorreu possivelmente do maior acimulo de
triglicerideos no figado (degeneracdo gordurosa), advindos do transtorno hepatico
como resultado do uso do CCl,. Com a alteracdo das func¢des hepaticas, tornou-se o
processo de distribuicdo de lipidios falho consequentemente houve diminuicdo na
concentracdo plasmatica (FISCHER-NIELSEN et al., 1991; WATERFIELD et al.,1991;
LEE et al., 2011).

Estudo realizado em ratos como modelo de inducdo de transtorno hepatico por
CCly4 revelou reducéao de triglicérides e colesterol plasmaticos. Diante deste resultado
estudou-se expressdo de apolipoproteinas: A ApoA responsavel por HDL e a ApoB

responsavel por LDL e triglicérides. Obtendo a expressao aumentada de ApoB hepéatica



com 4 ou 8 horas apds exposicdo ao CCl4, ndo havendo alteracdo de ApoAl. No
plasma, a expressao de ApoB foi diminuida apds a injecdo de CCl4, enquanto o nivel
de ApoAl nao foi afetada. A diminuicdo da expressdo de ApoB no plasma foi
consistente com uma reducdo nos triglicérideos do plasma em 4 e 8 h (LEE et al.,
2011), demonstrando que uma dose unica de CCl,; pode diminuir plasma ApoB e

transitoriamente acumular triglicerideos hepéticos e colesterol no figado.
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Em relacdo ao colesterol observa-se que ele é encontrado em grande
concentracdo nas membranas plasmaticas (CHARLTON-MENYS & DURRINGTON,
2007). Em nosso estudo na fase inicial houve maior concentragéo de colesterol apenas
no grupo CN, fato sugere que este colesterol seja proveniente da lise das membranas
plasmatica dos hepatocitos, o fato ndo ocorre no grupo CG devido a acdo de
glicogendlise e de diminuicdo da permeabilidade vascular pelo glicocorticoide
(BOUMPAS, 1993).

No entanto, na fase mais tardia 48 HPI novamente ocorreu aumento do
colesterol plasmatico no grupo com CCl,. Os triacilglicerdis representam a principal
forma de lipidios no organismo animal, sendo transportados entre os tecidos, nas
lipoproteinas, e estocados como reserva energética no tecido adiposo. As lipoproteina
de muita baixa densidade (VLDL) transportam os triacilglicerol para os tecidos extra
hepaticos onde ocorre hidrélise mediante acdo das lipoproteinas lipase. Formando
como residuo lipoproteinas de densidade intermediaria, que por acdo das lipoproteina

lipase origina o LDL (lipoproteinas de baixa densidade), segundo Reece et al. (2006).

O HDL (lipoproteinas de alta densidade) sdo provenientes do figado e na sua
maioria de origem intestinal. Apds tornar-se maduro também ha necessidade de
endocitose hepatica. Neste sentido, com transtorno hepatico ha alteracdo da remocéao
plasmatica de LDL e HDL plasmatico, portanto havendo acumulo do colesterol (REECE
et al., 2006 ), correlacdo muito semelhantemente foi descrita em teledsteos
(MOMMSEN et al., 1999).

Peixes que receberam somente glicocorticoide apresentaram aumento
progressivo da concentracdo sérica de colesterol. Atendo-se na fase mais tardia para a
maior concentracdo de triglicerideos nestes animais em relagdo aos peixes também

desafiados. Segundo estudos, os glicocorticoides sédo farmacos com potente acdo no



metabolismo intermediario equiparando seus efeitos com ac¢des hormonais do cortisol,
preparando o organismo para situacao de estresse. Fisiologicamente ambos promovem
maior disponibilidade de energia para o corpo, através de mobiliza¢cdes rapidas de
reservas hepéticas (glicogendlise), ocorrendo hiperglicemia, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia( MOMMSEN et al. , 1999; WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON
& IWAMA, 1991). No entanto, acles persistentes de estresse resultam em diminuic&o
das reservas de glicogénio hepatico, dessa forma usando fontes de energias
alternativas, tais como mobilizacdo de gordura corporal (lipolise) e proteinas

musculares convertidas em glicose no figado (BARTON & IWAMA, 1991).

7. CONCLUSAO

Os resultados observados nesta investigacdo permitem extrair as seguintes

inferéncias:

e A dose de 0,5 mL de CCl, via Intracelomatica mostrou-se satisfatéria na indugéo
de lesdo hepatica transitéria. Com formacdo de degeneracdo gordurosa
acompanhada de aumento sérico da enzima AST, sendo estes transtornos

recuperados ao longo do estudo

¢ A inducdo de aerocistite por Aeromonas hydrophila mostrou-se satisfatéria pela

cinética de acimulo celular no foco inflamatério.

e O tratamento com dexametasona mimetizou acdo do cortisol no organismo,
retardando a resposta celular na reacdo inflamatoria principalmente sobre os
linfocitos e no metabolismo energético, caracterizando quadro de

imunossupressao.

e O transtorno hepético acarretou diversas alteracfes reversiveis no mecanismo
da resposta inflamatéria como diminuicdo da sintese de proteinas e formacéao de
degeneracéo gordurosa hepatica bem com alteracdo do metabolismo energético
apresentando muitas vezes efeito sinérgico quando associado a dexametasona,

além de haver resultados sugestivos de diminuicdo da producédo de fatores de



coagulacdo, mediadores quimicos e inibicdo de receptores de membrana

celular.

e Peixes com transtorno hepatico e com aerocistite apresentaram resposta
inflamatoria mais intensa decorrente do estimulo inflamatério conjunto do CCl, e
da bateria A hydrophila. Portanto havendo maior estimulo inflamatério havera

maior reacgdo inflamatoria.

8. CONSIDERACAO FINAL

No contexto deste estudo salientamos a necessidade de atentar-se ao emprego
indiscriminado de terapéuticos aquicolas e produtos quimicos provenientes da
atividade agricola bem como despejos de esgotos industrial ou domiciliares. Todos
estes atuam como Xxenobidticos ao metabolismo hepéatico. Como consequéncias
causam transtorno na atividade hepética, comprometendo a resposta inflamatéria e
tornando os organismos aquaticos representado neste estudo pela espécie tilapia do
Nilo, mais susceptiveis ao adoecimento. Este fato alerta ha necessidade de
regulamentacao e fiscalizagcdo ambiental quanto ao uso de substancias terapéuticas na

aquicultura entre outros despejos quimicos ao redor ou no meio aquético.

Neste sentido, com maximizacdo da producdo aquicola h& necessidade
fornecimento de racéo industrial. Este ndo pode visar apenas o0 ganho de peso, mas
também devem ser equilibrada nutricionalmente: Dietas ricas em lipidios ou mesmo
com alta concentragcdo proteica podem sobrecarregar a funcdo hepética e
comprometendo assim a resposta de defesa destes animais.
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