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INTRODUCAO GERAL

A piscicultura ¢ um ramo da aquicultura cuja atividade apresenta grande
representatividade na produgéo de proteina de origem animal (Assad, 2004). O Brasil se
insere no contexto internacional como um dos paises com grande potencial para a
piscicultura, pois além de possuir vasto territério pluvial, suas condi¢des climaticas
favorecem o implemento de cultivos de peixes de dgua doce (Pavanelli et al., 2002).

Na produ¢do nacional, esta atividade cresce a taxa média de 9,2% ao ano,
caracterizando-se como uma das atividades econdmicas de maior desenvolvimento
(Assad, 2004). Observa-se cada vez mais o aumento do nimero de espécies a serem
cultivadas, além da realizagdo de pesquisas sobre novas espécies para criagdo em
cativeiro (Pavanelli et al., 2002).

A tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, foi introduzida no pais na década de 70
(Zimmermann, 1999). Esta espécie apresenta grande potencial industrial devido as suas
caracteristicas zootécnicas, a alta qualidade de sua carne e por apresentar boa aceitagdo
do mercado consumidor (Ostrensky et al., 2000).

Nos ultimos anos, a producdo de tilapias alcangou taxas de 6,7% da produgio
global de peixes cultivados e o Brasil encontra-se em sexto lugar na escala mundial dos
maiores produtores de tilapia, responsavel por 3,3% do total da produgdo (FAO, 2007).
Entretanto, a criacdo de peixes em alta densidade e o manejo cada vez mais intensivo,
sdo responsaveis pelo aumento na incidéncia de doengas nos peixes (Sakai, 1999;
Sakabe, 2007).

Os problemas sanitarios encontrados pelos piscicultores sdo provenientes da
acdo de varios fatores, incluindo principalmente o manejo (Pavanelli et al., 2002).
Mudangas nos parametros fisico-quimicos da agua, como oxigénio dissolvido, pH,
temperatura, salinidade, elevadas concentragdes de amonia e de CO,, bem como a
presenca de poluentes na 4gua e o manejo zootécnico (elevada densidade populacional,
captura e transporte), fazem parte de ampla variedade de situagdes capazes de induzir o
estresse em peixes (Wedemeyer, 1969; Alkahem, 1994). Qualquer que seja a origem do
estresse, 0s organismos atingidos tornam-se mais susceptiveis aos agentes patogénicos
(Wedemeyer,1969; Alkahem, 1994).

Os processos inflamatdrio e cicatricial e seus mecanismos de controle sdo pouco
conhecidos nos peixes, que merecem aten¢do principalmente por serem fonte de

proteina animal de alta qualidade explorada comercialmente. O envolvimento celular na



resposta inflamatdria em peixes teledsteos parece ser bifasico, iniciando com um influxo
de neutrofilos seguido de monocitos e macrofagos. (Reite et al., 2006). As primeiras
observagdes sobre a inflamagfo em peixes foram realizadas por Metchinikoff (1893) e
se referem aos estudos sobre fagocitose de eritrocitos de cobaias injetados na cavidade
peritoneal de Carassius auratus.

Quando o organismo consegue, pela inflamagéo, aguda ou cronica, remover o
agente agressor, segue-se a fase de demolicdo com a eliminacdo de restos celulares para
que o processo de reparo tenha inicio (Bereiter-Hahn et al., 1986; Moraes et al., 2003).

O processo de cicatrizagdo em vertebrados superiores baseia-se, principalmente
na revascularizagdo, fibroplasia e reepitelizacdo, que ocorrem em fases tardias da
inflamag@o cronica (Cheville, 1994; Kumar et al., 2005). A reepitelizacdo em teledsteos
acontece em duas etapas: a primeira ¢ a eliminacdo do tecido lesionado e a
reepitelizacdo da ferida (Bereiter-Hahn et al., 1986; Moraes et al., 2003). Na derme de
peixes, o processo de reparo tem inicio com a ruptura dos capilares, ocorrendo os
eventos da cascata de coagulagdo, como o aumento da permeabilidade vascular e
migragdo de células inflamatorias até a regido central e avascular da ferida. Durante a
primeira hora, apds a injuria, diferentes tipos de leucdcitos migram para o foco
inflamatdrio. O papel dos neutrdfilos € a fagocitose de debris celulares, corpos estranhos
e microrganismos, embora estas células ndo sejam precursoras essenciais para a
atividade de macréfagos. Os neutrofilos chegam ao foco da ferida uma hora apos a
injiria ¢ seu numero volta novamente a aumentar apds 48 horas (Iger & Abraham,
1990). Em carpas, Cyprinus carpio, a reepitelizagdo acontece pela migracdo de células
epiteliais (Iger et al., 1988), apds a fagocitose de debris celulares (Mittal & Munshi,
1974; Phromsuthirak, 1977; Iger & Abraham, 1990). Em pacus, Piaractus
mesopotamicus a reepitelizagdo completa-se em menos de 24 horas e a cobertura da
ferida se faz pela expansdo de células sadias da epiderme vizinha (Mittal & Munshi,
1974; Quilhac & Sire, 1999, Moraes et al., 2003). Essa rapida reepitelizacdo ¢
importante para evitar desequilibrio osmdtico e/ou agressdo por patdgenos oportunistas
(Moraes et al., 2003). Infestacdes parasitarias como as causadas por Gyrodactylus
salaris podem ser severas e resultar em um significativo aumento da mortalidade em
peixes afetados (Johnsen, 1978; Dawson et al., 1998; Nolan et al., 1999 in Wahli et al.,
2003).

O processo continua com a proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno e

matriz extracelular e de células endoteliais, seguido da segunda fase, mais tardia, que



compreende a reorganiza¢do do tecido conectivo dérmico (Bereiter-Hahn et al., 1986,
Moraes et al., 2003). Lesdes mecanicamente induzidas na pele, como por exemplo, as
provenientes de manejo inadequado, sdo fatores predisponentes para o desenvolvimento
de lesdes e de tlceras em trutas arco-iris, Onchorhyncus mykiss (Wahli et al., 2003). Foi
evidenciado que a bactéria Vibrio viscosus esta associada a estas lesdes em
salmonideos, porém ainda ndo foi esclarecido se este patdogeno esta na origem das lesdes
ou se desenvolve secundariamente em uma area lesionada (Lunder et al., 1995; Wahli et
al., 2003).

Substancias que adicionadas a dieta dos peixes beneficiam a resposta do
mecanismo de defesa sdo denominadas imunoestimulantes. A utilizagdo destes mostra
perspectivas promissoras para 0 manejo sanitario, porque além de serem utilizados
como coadjuvantes na quimioterapia, também podem ser usados na profilaxia de
doengas. (Sakai, 1999). Sdo considerados imunoestimulantes um grupo de compostos
bioldgicos ou sintéticos que aumentam a eficiéncia dos mecanismos de defesa
especificos e ndo-especificos, como as combina¢des vitaminicas, tragos minerais € 0s
produtos derivados de plantas ou animais (Siwicki et al., 1990; Belo et al., 2005; Belo,
2006; Sakabe, 2007; Garcia et al., 2007). Dietas balanceadas com a adi¢do de
imunoestimulantes melhoram a resisténcia ao estresse € conseqiientemente as infec¢des
de etiologia variada gragas ao incremento das respostas de defesa em varias espécies de
peixes (Reque, 2005; Val et al., 2006; Sakabe, 2007). Qualquer que seja a origem do
estresse os organismos atingidos tornam-se mais susceptiveis as infec¢des gragas aos
altos niveis circulantes de cortisol (Pickering, 1989; Fevolden et al., 1991 e 1992;
Fevolden & Roed, 1993).

Estudos relacionados aos efeitos da suplementagdo com nutricéuticos sobre o
desempenho produtivo ¢ mecanismos de defesa em modelos de estudo de inflamagfo
em peixes teledsteos t€ém sido desenvolvidos nos ultimos anos, € os resultados destes
estudos corroboram para o desenvolvimento da atividade aquicola com énfase na
profilaxia e prevencdo de doencas, com a finalidade de melhorar o desempenho
zootécnico dos peixes (Petric, 2000; Petric et al., 2003; Brum 2003; Belo et al., 2005;
Garcia, 2005; Belo, 2006; Sakabe, 2007; Garcia et al., 2007; Bozzo et al., 2007; Martins
et al., 2008).

Uma dosagem eficiente de vitaminas e minerais aumentam a viabilidade celular
(Hung et al., 2007). As respostas imunes ndo especificas sdo muito importantes para a

defesa do peixe contra agentes infecciosos. Nestas estdo incluidos os fatores soluvel e



celular da inflamagdo, as enzimas do soro e as proteinas. Em particular, mondcitos
derivados de macréfagos do sangue periférico, macréfagos derivados do rim cranial e
do figado sdo os componentes chaves da resposta celular ndo especifica (Hung et al.,
2007).

Foi demonstrado que algumas vitaminas exercem efeitos imunoestimulantes em
peixes, melhorando sua resposta a estimulos agressores. Moraes et al. (2003),
constataram que em pacus suplementados com 100mg de vitamina C, apresentaram
macroscopicamente nas primeiras 24 horas da injuria, pontos vermelhos difusos na
ferida. Aos sete dias, formavam uma malha de vasos sanguineos visualizados
microscopicamente. Aos 21 dias foi observado que a ferida tomara coloragdo de
tonalidade amarelada com discreta formagio de escamas na parte externa da area lesada,
evidenciando a efetividade da vitamina em acelerar o processo de cicatrizagdo da ferida.

Hibyia (1982) descreve que a deficiéncia de vitaminas, como a vitamina E,
provoca desarranjo celular na epiderme de peixes, pois as células basais ¢ ndo a sua
atividade mitdtica sio prejudicadas pela hipovitaminose.

A vitamina E ou tocoferol, ¢ um antioxidante lipossoluvel que protege as
lipoproteinas das membranas bioldgicas contra a oxidagdo (Montero et al., 1999; Hung
et al., 2007; Martins et al., 2008) e aumenta a absor¢do de vitamina A (Conn & Stumpf,
1984). Ela é considerada a primeira linha de defesa contra peroxidagao lipidica com o
objetivo de preservar a membrana celular de injurias por radicais livres. Esta importante
fun¢do da vitamina E em resistir a oxidagéo, especialmente em leucdcitos, € vinculado a
liberagdo de radicais que participam da atividade microbiocida dos macréfagos Em
peixes, a vitamina E é também avaliada como sendo muito importante por sua resposta
imune ndo especifica. Ela também previne a imunossupressdo em resposta ao estresse
de alta densidade (Montero et al., 1999; Belo et al., 2005). Dietas suplementadas com
450mg de vitamina E foram capazes de reduzir os niveis plasmaticos de cortisol em
pacus, favorecendo o acumulo de macrofagos e a formagdo de gigantdcitos em
laminulas de vidro implantadas no tecido subcutineo (Belo et al., 2005). Tilapias
alimentadas com dieta suplementada com 500 mg/kg das vitaminas C e E, quando
injetados intraperitonealmente com lipopolissacarideos (LPS) de Escherichia coli,
apresentaram redug@o no nimero total de neutréfilos circulantes no sangue, possibilitou
uma maior migra¢do de células de defesa, leucdcitos e trombocitos para a bexiga

natatoria (Martins et al., 2008).



A hipovitaminose E acarreta distrofia muscular em cobaias e coelhos, e, em
frangos, ocorrem anormalidades vasculares (Conn & Stumpf, 1984). Peixes tratados
com dietas deficientes em vitamina E apresentaram perda de apetite, diminui¢do da
conversdo alimentar, diminuigdo no valor do hematocrito, sinais de distrofia muscular e
encurtamento do opérculo (Bai & Lee, 1998). A deficiéncia de vitamina E promoveu
sinais clinicos distintos em peixes alimentados durante 10 semanas com dieta
desprovida da vitamina. Dentre os sinais estdo o escurecimento da superficie corporal,
resposta lenta a alimentag¢fo, natagdo erratica, caquexia associada com a perda do
musculo epaxial e hemorragia (Chen et al., 2004). Cortes histologicos da musculatura
revelaram que algumas fibras estavam severamente atrofiadas, necrosadas e com
infiltrados inflamatdrios de leucdcitos nos tecidos conectivos (Chen et al., 2004). Essa
deficiéncia também induz fragilidade de eritrocitos causando sua degeneragdo em
muitas espécies como o bagre do canal, rctalurus punctatus (Wilson et al., 1984;
Wise et al., 1993), salmao do Atlantico, saimo salar (Hanre et al., 1994) e truta arco-
iris, oncorhynchus mykiss (Cowey et al., 1983; Furones et al, 1992).

A administra¢do profilatica de imunoestimulantes pode prevenir as infecgdes
aumentando a eficiéncia das barreiras de defesa dos peixes (Reque, 2005, Sakabe,

2007).
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Influéncia da vitamina E na cinética do processo cicatricial induzido em tilapia do

Nilo, Oreochromis niloticus

RESUMO

A vitamina E ou tocoferol é um importante nutriente que atua como
imunoestimulante em peixes. No presente estudo foi verificado o efeito deste
nutric€utico no processo de cicatrizagdo induzido em tilapia do Nilo, suplementadas ou
ndo com 450 mg de vitamina E. Exemplares desta espécie foram separados em dois
grupos contendo 90 peixes, denominados controle ¢ suplementados, distribuidos em 18
caixas de 4gua com capacidade de 250L com 10 exemplares em cada. Os peixes foram
alimentados durante 60 dias com as ragdes experimentais. Apds este periodo, todos os
peixes foram anestesiados e submetidos as cirurgias, onde feridas cutidneas de tamanho
padronizado e representativas do processo cicatricial foram realizadas cirurgicamente
com remocdo da epiderme e derme. A andlise histomorfométrica foi verificada apos
trés, sete, 14, 21 e 28 dias. Foram utilizados como pardmetros para analise
macroscopica: indice de retracdo cicatricial e aparéncia das feridas, e para a
microscopica: histomorfometria de células mucosas, cromatoforos, neovasos, células
inflamatdrias, fibroblastos, fibras de colageno e escamas. Os resultados mostraram que
o indice de retragdo cicatricial foi significativamente maior no grupo suplementado, fato
atribuido a contribui¢do do maior nimero de células inflamatorias, células mucosas,
cromatoforos e a maior produgdo e organizagdo das fibras de colageno que foram
significativamente maiores nos diferentes tempos, neste grupo. Os resultados indicam

que o efeito nutricéutico da vitamina E promove o processo de reparagio tecidual.

Palavras chave: Tocoferol, cicatrizagdo, células mucosas, cromatoforos, células

inflamatdrias, fibras colagenas.
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The influence of the vitamin E in the kinetics of the wound healing process induced

in Nile tilapia, Oreochromis niloticus

ABSTRACT

The vitamin E or tocoferol is an important nutrient that acts as an
imunoestimulant in fishes. In the present study the effect of this vitamin was appraised
in the process of induced wound healing in Nile tilapias Oreochromis niloticus
supplemented with 0 and 450 mg levels of vitamin E. Examples from this specie were
separated in two groups with 90 fishes in each, denominative control and supplemented,
distributed in 18 boxes of water with capacity of 250L with 10 examples in each. The
fishes were fed during 60 days with the experimental rations. After this period, all the
fishes were anaesthetized and submitted the surgeries, where cutaneous wounds of
standardized size and representative of the wound healing process were carried out by
them surgically with removal of the epidermis and derme. The histomorphometric
analysis was checked after three, seven, 14, 21 and 28 days post-wounding. They were
used parameters for macroscopic as analysis rate of cicatricial retraction and appearance
of the wounds, and for the microscopic one, histomorphometric of mucous cells,
cromatophores, revascularization, inflammatory cells, presence of fibroblasts, fibers of
collagen and scales. The results show the rate of retraction of the wound was
significantly higher in the supplemented group. This higher rate of retraction results
from the contribution of each microscopic parameter analyzed, such as inflammatory
cells, mucous cells and cromatophores that were significantly higher in the different
times, as the production and organization of collagen fibers. The results indicate that the

vitamin E promotes wound healing process.

Key words: Tocoferol, wound repair, mucous cells, cromatophores, inflammatory cells,

collagen fibers.
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INTRODUCAO

Os processos inflamatorio e cicatricial e seus mecanismos de controle s3o bem
conhecidos em mamiferos. Todavia, s3o desconhecidos em outras classes
representativas do reino animal, incluindo os peixes (Reite et al., 2006). As primeiras
observagdes sobre a inflamagfo em peixes foram realizadas por Metchinikoff (1893) e
se referem aos estudos sobre fagocitose de eritrocitos de cobaias injetados na cavidade
peritoneal de Carassius auratus (goldfish).

O envolvimento celular na resposta inflamatoria em peixes teledsteos parece ser
bifasico: a primeira, inicial e precoce, que ¢ a eliminacdo do tecido lesionado e a
reepitelizagdo da ferida, e a segunda, mais tardia que compreende a reorganizacido do
tecido conectivo dérmico (Bereiter-Hahn et al., 1986; Moraes et al., 2003; Reite et al.,
2006). Na cura da derme, estdo envolvidos processos classicos incluindo a migracdo,
proliferacdo de fibroblastos e células, seguida pela deposicdo de matriz extracelular,
formada principalmente por colageno (Quilhac & Sire, 1998).

O processo cicatricial ¢ dividido em fases. A proliferativa é caracterizada pela
proliferagdo de tecido de granulagdo formado principalmente por fibroblastos e
neovasos. A fase de remodelagio é caracterizada pela reformulagido e melhoramento dos
componentes das fibras colagenas (Jorge et al., 2008).

O colageno € a proteina predominante no organismo (Woo et al., 2008; Nagai et
al., 2002), e um dos principais componentes do tecido conjuntivo intramuscular
(Eckhoff et al., 1998). Suas fibras encontram-se dispostas na pele orientadas em uma
unica direcdo (Junqueira et al., 1982). O colageno tipo I € o principal componente da
matriz extracelular e tem fun¢des que incluem protecdo mecanica de tecidos e drgios de
regulagdo fisioldgica da célula (Ikoma et al., 2003). Além disso, ¢ um importante
constituinte da derme e epiderme, ossos ¢ escamas dos peixes (Lall & McCrea, 2007).
As fibras colagenas tipo I mostram-se birrefringentes de cor amarela e vermelho nas
reagOes histoquimicas pelo picro-sirius (Junqueira et al., 1982).

As substancias que favorecem de alguma forma a resposta dos mecanismos de
defesa quando adicionadas a dieta sfo designadas imunoestimulantes (Sakai, 1999). Sao
considerados imunoestimulantes grupos de compostos bioldgicos ou sintéticos que
rapidamente aumentam a eficiéncia dos mecanismos de defesa especificos e ndo-
especificos, como as combinagdes vitaminicas, tragos minerais e os produtos derivados
de plantas ou animais que se mostram efetivos na prevencao de doengas (Siwicki et al.,

1990; Belo et al., 2005; Belo, 2006; Garcia et al., 2007).
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A vitamina E (tocoferol) é um antioxidante lipossoluvel que protege as
lipoproteinas das membranas bioldgicas contra a oxidagdo (Montero et al., 1999; Hung
et al,, 2007, Martins et al., 2008). A suplementacdo com vitamina E diminui a
reabsorcdo da matriz O0ssea e estimula a sua proliferagdo em mamiferos, através da
inibigdo das citocinas IL 1 e 6 (Lall & McCrea, 2007). Dietas suplementadas com
450mg de vitamina E favoreceram o acumulo de macrofagos e a formagdo de
gigantdcitos em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo (Belo et al. 2005;
Belo, 2006). Tilapias alimentadas com dietas suplementadas com 500 mg/kg de
vitaminas C e E apresentaram redugdo no niimero total de neutréfilos circulantes no
sangue quando inoculadas com carragenina e lipossacarideos (LPS) na bexiga natatdria
(Martins et al., 2008).

O objetivo deste ensaio foi estudar o efeito nutricéutico da vitamina E em

juvenis de tilapia do Nilo, na cinética do processo de reparo tecidual induzido.

MATERIAL E METODOS

Juvenis de tilapia do Nilo (n = 180), com peso médio de 30g foram distribuidos
em 18 caixas de agua de 250L, com sistema de fluxo continuo de agua e aeracio,
contendo 10 peixes em cada e aclimatados durante 40 dias (novembro a dezembro de
2007). O experimento foi conduzido no CPPAR — Centro de Pesquisa em Sanidade
Animal da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP. Durante este periodo, os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia, na quantidade relativa a 6% do peso vivo do animal,
com ragdo peletizada (28% de PB) (anexo 1).

Os pardmetros fisico-quimicos da agua foram aferidos semanalmente, onde
foram analisados a temperatura da &agua, oxigénio dissolvido, pH, condutividade
elétrica, quantidade de solidos dissolvidos totais e salinidade.

Ap0s a aclimatacdo, os peixes foram distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado, onde 90 peixes que compuseram o grupo controle foram alimentados com
racdo basica, isenta de suplementacdo com vitamina E e 90 receberam dieta
suplementada com 450mg de vitamina E.kg™ de ragdo.

A fonte de vitamina E (Rovimix E-50 Adsorbato, Roche®) foi incorporada aos
demais ingredientes da ragdo experimental referente aos célculos feitos com base na
disponibilidade da vitamina, triturados e peletizados (Cuesta et al., 2002) na fabrica de
ra¢do do Centro de Aquicultura do Caunesp. A ragdo confeccionada foi armazenada a

temperatura de -4°C em saco plastico escuro. Apos 60 dias da suplementacdo procedeu-
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se a indugdo das feridas cirtirgicas e coletas periddicas das amostras em tempos pré-
determinados, um, trés, sete, 14, 21 e¢ 28 dias apds a injuria. Apos este periodo, os
animais coletados nos tempos determinados foram submetidos & biometria do grupo,
analise qualitativa e quantitativa do processo cicatricial por analise histomorfométrica e
histoquimica.

A lesdo cutdnea foi induzida na regido latero-dorsal direita, logo abaixo da
nadadeira dorsal e acima da linha média lateral, segundo modelo proposto por Freitas
(2001), usando-se moldes de polietileno de 20 mm x 10 mm de tamanho padrio,
compondo aproximadamente 3% da superficie corporal dos peixes. Para tanto, os
animais foram anestesiados em solugfo aquosa de benzocaina (1:10.000) até a perda do
equilibrio e diminui¢do dos movimentos operculares. Em seguida, a derme e a epiderme
foram removidas com auxilio de bisturi. Ap6s o procedimento cirirgico, 0s animais
foram imersos em solugdo aquosa a base de cloreto de sédio 10g.L™" durante 15 minutos
para desinfec¢do e retorno anestésico, € em seguida, devolvidos a sua condi¢fo inicial.

O calculo da area cicatricial foi realizado com auxilio de um planimetro, ¢ o
indice percentual de retra¢do foi calculado segundo a equagio: IR = (Al x AF /AF) x
100, onde, IR - indice de retragdo; Al - area inicial; AF - area final.

Logo em seguida, os peixes foram eutanaziados por aprofundamento do plano
anestésico, e pequenos fragmentos de pele, incluindo parte da ferida, camada muscular
e bordos adjacentes foram coletados para analise histologica. Parte do material coletado
foi fixada em solug¢@o de Bouin e processado segundo os métodos usuais para inclusio
em parafina. Outra parcela de amostras dos fragmentos de pele foi fixada em formol
tamponado a 10%, seguido de conservagdo por sete dias em PBS. Posteriormente, estas
amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcool e incluidas em resina
Leica®, segundo os métodos usuais da técnica. Cortes com espessura de dois e cinco
micrometros foram obtidos e, em seguida, realizou-se a coloracio com hematoxilina-
eosina mais a reagdo do Acido Periddico de Schiff (PAS) e Sirius Red (Junqueira et al.,
1982), e com azul de toluidina 1% (Hopwood, 1990; Santos & Oliveira, 2007), para
inclusdo em historesina e parafina, respectivamente.

As laminas foram examinadas em microscopio Optico de luz para a
histomorfometria das células mucosas (CM), cromatoforos (CRM), neovasos (NEO),
células inflamatérias (CI), fibroblastos (FB), colageno (CG) e escamas (ESC) em pele

de tilapia. Foram considerados cinco campos microscopicos por secg¢do de cinco
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laminas representativas das repeti¢des, para cada um dos cinco tempos de coleta, e para
os dois tratamentos. A histomorfometria foi realizada na derme.

Todos os resultados da biometria, area cicatricial ¢ histomorfometria foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA), aplicando-se o teste F (P<0,01) para
verificar as diferengas entre os tratamentos. Para a comparagido das médias, foi usado o

teste de Tukey. Foi utilizado o programa de estatistica SAS versao 9.1.

RESULTADOS

Os resultados de parametros fisico-quimicos da agua mantiveram-se dentro dos
padrdes recomendados para o cultivo e bem estar da espécie (Boyd, 1990). A
temperatura da dgua manteve-se em 30,20 = 0,8 °C, o oxigénio dissolvido permaneceu
7,96 £ 2,48 mg.L'l, pH 7,96 + 0,28, a condutividade elétrica 179 + 69 uS.cm'l,
quantidade de sélidos dissolvidos totais foi 89 = 34 ppm e salinidade 0,08 + 0,01 ppm.

Os valores biométricos médios do comprimento total e dos pesos em cada dia de
avaliagdo, ndo diferiram estatisticamente entre os grupos controles e suplementados
(P<0,01.). Independentemente da suplementacéo, todos os peixes cresceram e ganharam
peso gradativamente.

Na avaliagdo macroscopica, as feridas cutdneas do grupo controle, mantiveram
durante todo o periodo de observagdo a forma original retangular. No grupo
suplementado, no 28° dia, as feridas mostraram inicialmente forma eliptica e
posteriormente ovalada.

A coloragdo das feridas no grupo controle variou de roseo (3°dia) para
avermelhada (7° dia) e gradativamente tornou-se acinzentada até o tempo final de
observacdo. Por outro lado, no grupo suplementado a ferida mostrou coloragdo
avermelhada (3°dia) com vascularizagdo abundante e¢ difusa na area central. A partir
deste dia a coloragdo era compativel com a musculatura normal (14° dia).
Gradativamente a ferida foi recoberta por epiderme de cor acinzentada, tipica dos
teleosteos até o 28° dia.

Em ambos os grupos, os bordos da ferida eram protuberantes e bem definidos
nos primeiros dias e depois gradativamente tornaram-se planos, com limites pouco
nitidos, hiperpigmentados, conferindo colorag@o cinza-escuro nos bordos. No grupo
suplementado, a retragdo cicatricial era bem evidente no 28° dia. A cicatriz mostrou-se
totalmente pigmentada, de coloragdo prateada, com escamas na regido dos bordos e a

epiderme lesada confundia-se com a epiderme integra.
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O indice de retracdo da ferida foi maior nos animais suplementados com a
vitamina E (Tabela 1). A comparac¢do do indice de retracdo das feridas entre o grupo
controle e o suplementado mostrou diferenga estatistica significativa para as médias das
areas de cicatriz (p<0,01). No grupo suplementado com a vitamina E as cicatrizes foram
significativamente menores em todos os tempos de observacdo (Tabela 1). A
porcentagem de retragdo também demonstrou ser maior nos peixes suplementados
(24,04%) que nos peixes do grupo controle (22,95%) (Tabela 2).

Na avaliacdo histolégica do 3° dia, foram observados em ambos os grupos,
lesdes recobertas por epitélio estratificado, reorganiza¢do da camada basal nos dois
grupos, porém mais evidente no grupo suplementado. Pequena quantidade de células
mucosas foi identificada em ambos os grupos, porém em maior nimero no

suplementado (Tabela 3).

TABELA 1. Comparagio das médias de 4rea cicatricial (cm®) de tildpia do Nilo, nos grupos
controle e suplementado, apds a indugo do processo cicatricial.

Variavel Tratamento Tempo
3 7 14 21 28
Area Controle 2,29: 2,16* 1,832 1,73* 1,692
(cmz) Vitamina E 2,40 1,95 1,56 1,38" 1,27
Geral 2,354 2,05" 1,70¢ 1,56¢ 1,46¢

Nota: Em cada linha, médias seguidas de mesma letra maitiscula nio diferem entre si. Em cada
coluna, letras minusculas iguais ndo diferem entre si.

TABELA 2. Comparagdo entre os Indices de Retracdo (IR) das areas cicatriciais
em tilapia do Nilo, dos grupos controle e suplementado, apods a
inducdo do processo cicatricial.

Tratamentos Porcentagem
Controle 22,95%
Vitamina E 24,04%
Diferenga entre os Tratamentos 4,46%

No 3° dia, a quantidade de células inflamatérias (x = 3,29) e neoformagio
vascular (x = 3,68) foram maximas para os peixes do grupo suplementado com a
vitamina E, quando comparando com o grupo controle (Figura 1). O tecido conectivo
frouxo da derme apresentou dissociagdo das fibras colagenas, evidenciando sinais de
edema em ambos os grupos, mais pronunciada no grupo controle.

No sétimo dia, o grupo suplementado apresentou organizagdo epidérmica e
dérmica mais evidente que no grupo controle. Neste grupo, identificou-se maior
quantidade de células mucosas (CM) e de fibras de colageno paralelas a camada basal

(Tabela 3). Epiderme hiperplasica foi observada somente no grupo controle
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demonstrando que a hipovitaminose E incrementou a hiperplasia destas células.
Fibroblastos e fibras colagenas foram observados nas lesdes em todos os grupos em
todos os tempos.

No 14° dia, a quantidade de células inflamatérias (CI) para os peixes nio
suplementados foi maxima (x = 2,79) (Tabela 3). A hiperplasia epidérmica ¢ dérmica
mostrou-se evidente. As fibras coldgenas do grupo controle ainda mantiveram
configuragdo desorganizada enquanto que as fibras do grupo suplementado
apresentaram disposi¢ao paralela em relagdo a camada basal (Figura 1).

No 21° dia, a quantidade de células mucosas foi maxima no grupo suplementado
com a vitamina (x = 4,92) (Tabela 3). Na derme, constatou-se alinhamento das fibras
colagenas no grupo suplementado. A quantidade de cromatéforos atingiu sua
quantidade maxima para o grupo controle neste estagio (x = 8,76) (Figuras 1 e 2).

No 28° dia, a quantidade de CM foi maxima no grupo controle (x = 6,79), bem
como a contagem de cromatoforos (CRM), que foi méaxima para o grupo suplementado
neste estagio (x = 5,22) (Tabela 3, Figura 1).

Na avaliac¢do das médias dos valores de células mucosas, foi observada
diferenga significativa (P<0,01) entre as médias nos 21° e 28°dias, na interagdo do
tratamento com tempo (Tabela 3). A contagem geral de cromatéforos diferiu
estatisticamente entre os grupos controle e suplementados entre as médias nos dias sete,
14°, 21° e 28°, sendo maior os valores para o grupo suplementado nos 3°, 14° ¢ 28° dias
(Tabela 3).

Os resultados de histomorfometria mostraram que a formag@o de
neovasos (NEQO), apresentou interacdo entre os tratamentos ¢ demonstraram diferenca
estatistica entre eles (P<0,01). As médias da contagem de NEO diferiram entre os
tratamentos dos dias trés e sete, onde os valores obtidos para o numero de neovasos
foram maiores no grupo suplementado, como demonstrado na Tabela 3. Analisando-se
as médias gerais obtidas da contagem de células inflamatérias (CI), foi observada
diferenga significativa entre os tratamentos, demonstrando que a suplementagdo
vitaminica favoreceu a migragdo de células inflamatorias para o foco da lesdo, nos 3°,
21° e 28° dias de coleta (Tabela 3). Nao foram observadas diferencas significativas para
a contagem de escamas (ESC).

Os resultados mostraram que em todos os tempos de observacéo, a organizagio
das fibras coladgenas foi maior no grupo suplementado, demonstrando que o paralelismo

das fibras ¢ diretamente proporcional ao grau de organizagio (Figura 2).
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Figura 1 — Fotomicrografia de pele de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
nos 3°, 7°, 14° 21° e 28° dias apds processo cicatricial induzido. Grupo
controle (C), Grupo Suplementado (S) com 450 mg de vitamina Ekg' de
racdo. Camada basal (*), Célula mucosa (A), Neovasos (f), Célula

inflamatdria ( |), cromatoforo (1). Azul de toluidina. Escala = 100 pm.
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Figura 4 - Fotomicrografia de pele de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
nos 3°, 7°, 14° 21° e 28° dias apds processo cicatricial induzido. Grupo
controle (C), Grupo Suplementado (S) com 450 mg de vitamina E.kg’ de
ragdo. Sirius red submetido a polarizag@o. Escala = 100 pm.
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Os resultados mostraram que a suplementag@o vitaminica acelerou o processo de
reorganiza¢do das fibras, e promoveu com maior rapidez, o processo de reparagdo

tecidual nas tilapias. Os dados obtidos estio representados na Tabela 4.

TABELA 3. Comparagdo das médias de contagem de células mucosas (CM), cromatoforos
(CRM), neovasos (NEO), células inflamatorias (CI) e escamas (ESC) em pele
de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, dos grupos controle e
suplementado, apds a indug@o do processo cicatricial.

Variavel Tratamento 3 7 TeITPO 21 %
Controle 1,87 2,71°*  3.32% 4,065° 5,204
M Vit. E 1,675 2877  3,55% 4,924 4,135
CRM Controle 2,128 286" 3,76 8,76 6,17
Vit. E 2,125 3820 438 6,345 6,794
NEO Controle 2,638 3,10 325% 286 2,64P%
Vit. E 3,518 368%  308° 2,61°° 2,275
1 Controle 2,09%° 2615 2797 2,27 2,075
Vit. E 3,294 2530 2,695 1,87% 2,420
ESC Controle 1,034 1,08% 1,084 1,074 1,004
Vit. E 1,014 1,07 1,0349 1,038 1,007

Legenda: (CM) Células Mucosas, (CRM) Cromatoéforos, (NEO) neovasos, (CI) Células Inflamatorias,
(ESC) Escamas. Nota: Em cada linha, médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem entre
si. Em cada coluna, letras minusculas iguais ndo diferem entre si.

TABELA 4. Porcentagem de fibras colagenas presentes em pele de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, nos grupos controle e suplementado com vitamina E
apos a indugdo do processo cicatricial.

Dias de Fibras de Colageno (%)
Avaliacdo Fibras Organizadas Fibras Nao Organizadas
Controle Vitamina E Controle Vitamina E
3 8,5 10,8 92,5 89,2
7 14,5 12,5 62,5 77,5
14 21,33 28,66 78,66 71,33
21 22,75 29,57 77,25 70,43
28 27,8 46,16 72,2 53,83
DISCUSSAO

As analises dos parametros fisico-quimicos da agua estavam dentro dos padrdes
indicados para o cultivo da espécie estudada (Boyd, 1990), o que nos leva a inferir que
tais pardmetros ndo influiram na resposta cicatricial dos peixes.

A andlise dos resultados biométricos dos peixes ndo demonstrou efeito no
crescimento e ganho de peso no periodo de 60 dias de alimentagdo. Este resultado
corrobora com os observados por Belo (2005) e Belo et al. (2006) em seus estudos com
pacus, Piaractus mesopotamicus, alimentados durante 60 dias com dietas

suplementadas com 450mg kg de vitamina E.
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A andlise morfométrica da area cicatricial mostrou que n2o houve variagdo de forma e
tamanho até o 7° dia, para os grupos controle e suplementado. A partir do 14° dia o
grupo suplementado com a vitamina E mostrou diferenca nos dois pardmetros
analisados, forma e tamanho, sugerindo que o efeito nutricéutico da vitamina E
promoveu a retragdo cicatricial e conseqiientemente o processo de cicatrizagio.

Neste estudo, a reepitelizacdo foi evidenciada no 3° dia, apds a injuria cutinea, em
ambos os grupos, corroborando os resultados obtidos no modelo de cicatrizagdo
induzida em pacus (Freitas, 2001, Moraes et al., 2003) suplementados com 500 mg de
vitamina C.kg"' de racdo e trutas arco-iris, Onchorhyncus mykiss (Wahli et al., 2003)
suplementadas com diferentes concentragdes de vitamina C. A comparagdo dos
resultados da reepitelizagdo nos grupo controle e suplementado nfo demonstrou
diferenca para este parametro, permitindo inferir que na dose suplementada, a vitamina
E nfo interferiu neste processo. Entretanto, a reepitelizagdo precoce age como uma
barreira imediata e previne a exposicdo do animal a infec¢des oportunistas e o
desequilibrio osmético (Moraes et al., 2003; Roubal & Bullock, 1988).

Comparando-se os indices de retragdo cicatricial, podemos observar que no grupo
suplementado, o IR foi maior, 0 que nos permite deduzir que este nutricé€utico
influenciou este pardmetro por oferecer uma barreira mecéanica protetora, por longos
periodos, essencial na proteg¢ao do tecido regenerado (Silva et al., 2005).

A quantidade de células mucosas presentes aumentou progressivamente durante
os tempos de avaliagdo, de maneira distinta entre os grupos. Deste modo, observou-se
incremento precoce destas células no grupo suplementado, que quando comparado ao
grupo controle atingiu quantidade maxima no 3° dia. Estes dados confirmam os
descritos para pacus (Freitas, 2001; Moraes et al., 2003) e trutas arco-iris (Wabhli et al.,
2003), suplementadas com vitamina C. Varios autores descrevem que a suplementagéo
dietética com a vitamina E em peixes auxilia no processo inflamatorio e desencadeia o
fendmeno da imunossupressdo em resposta ao estimulo estressor, pois aumenta
expressivamente a quantidade de células de defesa (Ortufio et al., 2000; Belo et al.,
2005; Martins et al., 2008).

Neste ensaio, observou-se aumento das células mucosas nos peixes
suplementados com a vitamina E. Considerando que o muco produzido por estas células
¢ rico em lisozimas e anticorpos e tem papel importante no mecanismo de defesa contra
agentes patogénicos, depreende-se que a vitamina E potencializou o efeito atribuido a

estas células, como descrito por outros autores (Noga, 1996).
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Os cromatoforos foram identificados desde o primeiro dia de coleta, e
aumentaram progressivamente ¢ mais rapidamente no grupo suplementado. Maior
quantidade do pigmento foi notada na ferida no 14° dia, dados que confirmam os
encontrados na analise histologica. Este aumento ¢ responsavel pela mudanga na
coloragdo da ferida de avermelhada para o cinza, uma vez que ha intensa reposi¢do de
cromatoforos e melandcitos na epiderme, e posteriormente na derme. O mesmo
fendmeno foi descrito em Notothenia coriiceps, onde feridas de 2cm? foram realizadas
em uma condi¢do de temperatura igual a 0°C (Silva et al., 2004; 2005). A presenca de
cromatdforos foi observada somente a partir do 4° dia de experimento com salmio do
atlantico, Salmo salar (Anderson & Roberts, 1975). A presen¢a dos cromatoforos esta
relacionada as respostas imune ¢ inflamatéria cronicas de lesdes (Angius & Roberts,
2003). O aumento deste pigmento no presente estudo pode estar relacionado ao efeito
nutric€utico da vitamina E, potencializando a migragdo destas células para o foco da
lesdo, para ativar o mecanismo de defesa durante o processo inflamatorio e cicatricial.

Os resultados obtidos para o incremento na migragdo de CI concordam com os
descritos no modelo de inflamacéo cronica induzida pelo implante de laminulas de
vidro no subcutaneo de pacus (Belo, 2006), onde a vitamina E potencializou a migracio
destas células. Deste modo, podemos afirmar que a suplementagdo vitaminica acelerou
a migragdo destas células de defesa, contribuindo para abreviar o processo cicatricial.

A adequada perfus@o sanguinea ¢ essencial para a cicatrizagdo de tecidos (Silva
et al.,, 2005). A neoformag¢@o vascular foi maxima no 7° e 14° dia para os grupos
suplementado e controle, respectivamente, diminuindo gradativamente a partir deste
ultimo. Estes dados confirmam os descritos por outros autores em modelos de inducdo
de feridas em pacus suplementados com vitamina C (Freitas, 2001; Moraes et al., 2003)
e em salmdo do Atlantico mantidos em temperatura igual a 23°C (Anderson & Roberts,
1975). Os dados analisados nos levam a concluir, que o efeito nutricéutico da vitamina
E acelerou e favoreceu a angiogénese no local da lesdo.

Neste estudo, a migracdo de fibroblastos foi observada no 3° dia, e aumentou
progressivamente em ambos o0s grupos, com maior destaque para o grupo
suplementado. Foi possivel verificar maior quantidade de fibras colagenas desde o 3°
dia, mas de forma desorganizada em ambos os grupos. A porcentagem de fibras
organizadas, dispostas paralelamente a superficie, foi maior no grupo suplementado.
Estes resultados confirmam os descritos em pele de tilapia, onde estas fibras foram

identificadas na derme, dispostas paralelamente a superficie epitelial (Souza et al.,
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2002). Os resultados deste trabalho sugerem que a vitamina E exerceu efeito promotor
na producdo de colageno, incrementando o processo de reparagao tecidual em tilapia do
Nilo. A suplementacdo de vitamina E diminuiu a reabsor¢cdo da matriz dssea e
estimulou a proliferagdo de colageno, através da inibi¢do das citocinas IL 1 ¢ 6 em
mamiferos (Lall & McCrea, 2007). Esses resultados também foram descritos por Freitas
(2001) e Moraes et al. (2003) em seus estudos de cicatrizacdo em pacus suplementados
com vitamina C. Por outro lado, peixes alimentados com baixos niveis de vitamina C
apresentaram comprometimento da reparagdo tecidual por interferéncia da sintese de
colageno (Jauncey et al., 1985).

Com base nos dados resultantes deste ensaio, podemos concluir que o modelo
experimental utilizado foi adequado para a avaliagdo da cinética do processo cicatricial
e sugerir que a suplementagdo dietética com 450mg vitamina E.kg"' de rac¢do atuou

como promotor do processo de cicatrizagdo em tilapia do Nilo.
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ANEXOS

Anexo 1. Ingredientes e suas proporgdes na ragdo (Dicta Basal)

Ingredientes Proporcéo (%)
Farelo de soja 43
Fuba de milho 22,6
Farelo de trigo 17
Farelo de arroz 10
Levedura 4

L - Lisina 0,2

DL - Metionina 0,4
Fosfato bicélcico 1

Premix (sem vitamina E)* 0,5
Calcareo 1

Composicao em nutrientes

PB 28 %
EE 4,18%
EB 3900 kcal
FB 5,74%

* Premix: mineral e vitaminico fornecido pela empresa de ragdo —
FRI RIBE. A vitamina E foi adicionada de acordo com o tratamento
(450 mg de acetato de tocoferol/Kg de ragao).
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Consideracdes finais

Este artigo foi redigido conforme as normas de publicagio da revista

Aquaculture, ano de 2008.
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