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Manifesto 52

Toda a humanidade foi dividida
Desde, o principio da existéncia,
Separados por linguas e culturas
Cada individuo com sua caréncia.

O saber de toda a raga humana

Foi repartido em varias ciéncias

Tornando os mestres e doutores
prisioneiros da sua sapiéncia.

A fé, hd tempos vai sendo dizimada
por aqueles que camuflam a verdade
que sdo os bons atos e amor ao proximo,
ingredientes que salvardo a humanidade.

Em consegqiiéncia, seres humanos matam
movidos por interesses estiipidos e fiteis
por causas mal resolvidas e
outras paixoes iniiteis.

E assim...caminhando vai a humanidade
poucos enxergando a verdadeira razdo
do papel que cada um de nds representa,

na grande e infinita espiral da evolugdo.

Porem, apesar de tantas as desgragas
que observamos nos arredores do mundo
hd motivos para conservar a esperanga,

pois, existe pureza no coragdo da crianga,
cabe a nés manté-la viva, fomentd-la,

Ainda existem jovens escolhendo uma profissio
para melhorar suas vidas mas, também colaborar,
com o saber contribuir oferecendo uma solugdo.

Sempre existirdo mestres dispostos a contribuir
quando os discipulos, seu conhecimento buscardo
0 saber académico e sua vivencia vio compartir,

assim o conhecimento adquirido jamais serd em vdo.

Resistirdo os poetas com sua poesia a espalhar

Palavras de forca para que nossa luta continue.

Pois, como nos diz um grandioso dito popular:
“ndo hd bem que perdure e nem o mal que perpetue”.

Valter Montani
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LEVAMISOL E DEXAMETASONA NA INFLAMAQAO CRONICA POR CORPO
ESTRANHO EM PACU (Piaractus mesopotamicus)

RESUMO - Este ensaio teve por objetivos avaliar o efeito da administracédo
parenteral de dexametasona e fosfato de levamisol sobre a cinética de acimulo de
macrofagos e formacdo de gigantocitos em laminulas de vidro, implantadas no
tecido subcutaneo de pacus (Piaractus mesopotamicus), na tentativa de simular
um estimulo estressante com imunossupressao e a possibilidade de compensa-la
usando um imuoestimulante. Foram utilizados 147 peixes juvenis, distribuidos
aleatoriamente em vinte e uma caixas de agua plasticas de 250 L, contendo sete
animais cada, constituindo os tratamentos: NV = néo tratado; CL = controle; L 25
= levamisol (25 mg/kg), L 50 = levamisol (50 mg/kg) , D2 = dexametasona (2
mg/kg), D2+L25 = dexametasona (2 mg/kg + levamisol 25 mg/kg), D2+L50 =
dexametasona (2 mg/kg + levamisol 50 mg/kg). Os pacus foram anestesiados em
solucédo alcodlica de benzocaina (1:10000 v/v) e submetidos ao implante de
laminulas de vidro esterilizadas no tecido subcutaneo, quando administrou-se, por
via intra-muscular, os farmacos de acordo com cada tratamento. Decorridos dois,
sete e 15 dias pds-implante (DPI) os peixes foram novamente anestesiados para
coleta de sangue e eutanasiados (solucdo alcodlica de benzocaina, 1:500 v/v)
para a retirada das laminulas. O sangue destinou-se aos exames hematoldgicos e
as laminulas a avaliacdo da cinética do acumulo de macrofagos e formacédo de
gigantécitos. Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade e demonstraram que ao longo do periodo experimental observou-se
reducdo do numero de eritrécitos e taxa de hemoglobina associadas ao aumento
do volume corpuscular médio, quadro que sugere ligeira anemia macrocitica. Na
avaliacdo da cinética de acumulo celular sobre a laminula, as maiores contagens
de macréfagos isolados ocorreram sete dias apos o implante em todos 0s grupos,
associadas a maior formacdo de células policariontes independentemente do
namero de nucleos. A dexametasona (2,0 mg/kg) inibiu 0 acumulo de macrofagos
na laminula sete dias apos o implante. Quando as drogas foram associadas este
efeito desapareceu. O fosfato de levamisol na concentracdo de 25 mg/Kg,

administrado por via intramuscular, demonstrou a¢édo sobre o perfil hematoldgico



XViii

no 15° dia. A associacdo dos farmacos néo interferiu significativamente na série

eritrocitaria e leucocitaria de qualquer dos tratamentos e tempos estudados.

Palavras-chave: glicocorticéide, granulomatosa, hematologia, imunoestimulante,

inflamacao
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LEVAMISOL AND DEXAMETHASONE IN CHRONIC INFLAMMATION BY
FOREIN BODY IN PACU (Piaractus mesopotamicus)

SUMMARY - The aim of this study was to investigate the effect of parenteral
administration of dexamethasone and levamisole phosphate on the kinetics of
accumulation of macrophages and formation of giant cells in glass cover slips
implanted in subcutaneous tissue of pacu (Piaractus mesopotamicus) to simulate a
stressful stimulus with immunosuppression and the possibility to compensate for it
using an immunostimulant. We used 147 juvenile fish, randomly divided in twenty-
one plastic water tanks of 250 L, containing seven animals each: NV = not treated,
and CL = control, L25 = levamisole (25 mg / kg), L 50 = levamisole (50 mg / kg), D2
= dexamethasone (2 mg / kg), D2 + L25 = dexamethasone (2 mg / kg + levamisole
25 mg / kg), D2 + L50 = dexamethasone (2 mg / kg + levamisole 50 mg / kg). Fish
were anesthetized with an alcoholic solution of benzocaine (1:10,000 v / v),
implanted with sterile glass cover slips at subcutaneous tissue and were
administered intra-muscular drugs, according of each treatment. After two, seven
and 15 days post-implantation (DPI) fish were anesthetized for blood collection and
euthanized (alcoholic solution of benzocaine, 1:500 v / v) to remove the glass
cover slips. The blood was used for hematological tests and the glass cover slips to
assess the kinetics of accumulation of macrophages and formation of giant cells.
Statistical analyses were performed using 5% Tukey test and was observed
reduction in the number of erythrocytes and hemoglobin associated with increase
of mean corpuscular volume, suggesting slight macrocytic anemia. Kinetic
evaluation of cell accumulation on glass cover slip, the highest number of isolated
macrophages occurred at seven days after implantation in all groups, associated
with increased formation of policariontes cells regardless of the number of cores.
The dexamethasone (2.0 mg / kg) inhibited the accumulation of macrophages in
the glass cover slip seven days after implantation. When the drugs were
associated, this effect disappeared. The levamisole phosphate at concentration of
25 mg / kg, administered intramuscularly, has been shown acting on the
hematological profile at 15th day. The combination of drugs did not interfere

significantly in erythrocyte and leukocyte number in any of the treatments.
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|. INTRODUCAO

A aquicultura, como atividade econdmica, apresenta notavel crescimento nos ultimos
anos, tanto no Brasil como no mundo (SCORVO-FILHO, 2004). Como em todo sistema
intensivo de producdo, a piscicultura ndo esta livre de obstaculos que limitam sua
produtividade. Os peixes sdo criados em altas densidades de estocagem, alimentados
com racdo de qualidade questionavel e manejo muitas vezes inadequado, criando uma
porta de entrada para epidemias e subsequentes perdas econdmicas (MARTINS,
1998).

Nas ultimas décadas, intensificou-se o estudo de substancias que, favorecem de
alguma forma a resposta dos mecanismos de defesa (MORAES & MORAES, 2009).
Dentre estas, se destacam o fosfato de levamisol, a vitamina C e a vitamina E (SAKAI,
1999). Genericamente denominados de imunoestimulantes, estas substancias apontam
perspectivas promissoras para 0 manejo sanitario, pois além de atuar como
coadjuvantes na quimioterapia podem ser usadas na profilaxia.

O levamisol é um levo - isbmero do tetramisol. O composto foi utilizado pela
primeira vez em 1966, como anti-helmintico de amplo espectro, e € utilizado com
seguranca na medicina e medicina veterinaria (FINDLAY & MUNDAY, 2000a).

Entretanto, desde a década de 70 se discute a atividade imunoestimulante deste
farmaco, associando-o a dietas, banhos ou vacinas como adjuvante, Os resultados
sugerem elevacdo do nimero de neutréfilos, aumento da atividade fagocitica (SIWICKI,
1987), aumento da atividade e capacidade de fagécitos (FINDLAY & MUNDAY, 2000b),
diminuicdo das lesdes causadas por AGD “Amoebic Gill Disease” (FINDLAY &
MUNDAY, 2000a) e aumento de peso e crescimento (LI et al., 2004).

A inflamacdo divide-se em aguda e crbnica, onde a inflamacdo crbnica se
caracteriza por maior duracdo (dias, meses ou anos) e predominio de células
mononucleares e proliferacao de tecido conjuntivo e vasos (KUMAR et al., 2004). Os
granulomas classificam-se em: "granulomas por corpo estranho” e "granulomas imunes
ou epitelidides” (TIZARD et al., 2002).



Dentre os diversos protocolos experimentais empregados para elucidacdo da
fisiopatologia da inflamagédo, inclui-se o implante de laminulas de vidro no tecido
subcutaneo de peixes que induz a resposta inflamatoria cronica tipo corpo estranho,
apresentando acumulo de macrofagos e formacdo de gigantocitos (PETRIC et al.,
2003a, b; BELO et al. 2005; BELO et al., 2007). Estes formam-se pela fusdo das
membranas de macréfagos e sdo dependentes do recrutamento de mondcitos do
sangue e da taxa de renovacao do granuloma (RYAN & SPECTOR, 1970). No entanto,
de acordo com Belo et al. (2005; 2007) elevados niveis de cortisol circulantes suprimem
significativamente a migracdo de macrofagos em pacus e tilapias, respectivamente.

Decorrente de sua funcdo e da sua posicao filogenética, a utilizacdo de peixes,
como modelo experimental, traz contribuicdes relevantes para a area da patologia
comparada. Além disso, o conhecimento dos principais fatores, que direta ou
indiretamente afetam a homeostase, ligados ao manejo é fundamental para a

exploracdo econdmica de qualquer espécie de peixe (CLAUDIANO, 2011).

Il - REVISAO DE LITERATURA

2.1  INFLAMACAO

2.1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Inflamacéo (derivada de inflammatié que em latim significa incéndio) é a resposta
dos tecidos a agressao quimica, fisica ou biolégica. Assim, o organismo quando
atingido por um estimulo lesivo desencadeia alteragbes da microcirculacdo na area
afetada e em tecidos adjacentes de forma a diluir, destruir ou circunscrever o agente

lesivo (GARCIA-LEME, 1989; KUMAR et al. 2004).



A inflamacdo e a cicatrizagdo sdo fendbmenos complexos em fungcdo dos
diferentes mecanismos de acdo de substancias farmacologicamente ativas liberadas,
sintetizadas ou neoformadas no processo, bem como pelos varios moduladores e pela
dindmica da participacdo de estruturas vasculares, celulares e teciduais (MORAES &
MORAES, 2009). Como resposta protetora do organismo 0 seu ponto de inicio
determina, em Ultima instancia, os limites entre a total resisténcia a infeccdo ou a
instalacdo da injuria (PRADHAN et al., 2008). Esta apesar de estereotipada é altamente
complexa em funcdo de seus mecanismos de controle que envolve substancias
farmacologicamente ativas, como eicosanodides derivados do &cido araquidodnico,
citocinas autacéides, com efeito, autécrino, paracrino e enddécrino, além de horménios
importantes como a insulina e os corticosterdides endégenos (GARCIA-LEME, 1989).

Cornelius Celsus, no inicio da era Crista, enunciou 0s quatros sinais cardinais da
inflamacgao: rubor, tumor, calor e dolor (dor) e, posteriormente, Rodolf Virchow
acrescentou a estes um quinto, o functio laesa, que indica perda de funcdo da area
afetada pela injuria, adicionado no final do século XIX (RYAN & MAJNO, 1977; TAUBER
& CHERNYAK 1991).

Sendo assim, a inflamacdo € definida como uma reacdo as agressdes por
agentes bioldgicos, fisicos e quimicos (KUMAR et al., 2004). Uma das suas principais
caracteristicas é a mobilizagdo adequada e em tempo habil, de leucdcitos da
microcirculacdo para o foco inflamado onde se acumulam (GARCIA-LEME, 1989).

A teoria da fagocitose elaborada por Metchnikoff, em 1883, trouxe o conceito de
que a fagocitose seria principal elemento da inflamacéo para eliminacdo do agente
agressor. Este fenbmeno seria, entdo, uma reacdo do organismo contra os agentes
nocivos, observado tanto em vertebrados como em invertebrados. Por desempenhar
papel relevante na sobrevivéncia dos individuos frente a agresséo, a inflamacéo pode
ser observada em todos os seres vivos, desde os mais primitivos, tornando-se, no
entanto, mais complexa a medida que se evolui na escala filogenética. Entretanto, a
acdo isolada do fendmeno inflamatério ndo se revela eficiente durante a agressao
especifica. Neste caso, a acdo da resposta imune especifica reforca e amplia ao
méaximo a sua eficacia (PERSON, 1992).



A imunidade inata ou ndo especifica € a inflamac&o dirigida contra agentes
antigénicos. A imunidade especifica é representada por reacdes mediadas pela
producdo de imunoglobulinas (lg), sendo a molécula tetramérica similar a IgM de
mamiferos e necessita de sensibilizacdo prévia (SCAPIGLIATI; ROMANO; ABELLI,
1999). As células que participam da reacéo inflamatéria foram classificadas por Spector
(1980), da seguinte forma: células endoteliais, células proprias do tecido (mastocitos,
fibroblastos e macréfagos fixos) e células migratorias (leucdcitos sanguineos).

Nos peixes, alguns relatos demonstram a existéncia de mais trés
imunoglobulinas, sendo elas, a IgD (HIRONO et al., 2003), IgZ (DANILOVA et al., 2005)
e a IgT (HANSEN; LANDIS; PHILLIPS, 2005). A IgM existe sob duas formas alternadas,
uma como receptor de membrana para antigenos de superficie de células B e outra
como proteina soluvel, secretada como componente de fluidos corporais (LITMAN;
ANDERSON; RAST, 1999).

O primeiro fendmeno inflamatério descrito em peixes foi a fagocitose de
eritrocitos de cobaia e de Bacillus anthracis por mononucleares peritoneais
(METCHNIKOFF, 1893). Posteriormente, alguns autores (SUZUKI, 1986; JENKINS &
KLESIUS, 1998; MATUSHIMA & MARIANO, 1996) tentaram caracterizar as células
presentes na inflamacao induzida por varios tipos de flogégenos em diversas espécies
de peixes, tempos de observacdo e modelos experimentais. Matushima & Mariano
(1996) verificaram que a injecdo de carragenina na bexiga natatéria de tilapias
Oreochromis niloticus induz reacao inflamatoria caracterizada por congestdo vascular,
acumulo predominante de trombdcitos e macrofagos, raros granuldcitos e edema.
Resultados semelhantes foram encontrados utilizando-se o mesmo modelo
experimental em Piaractus mesopotamicus em que se colheu 53,7% a 83,6% de
trombacitos seis horas depois da injecdo de carragenina (MARTINS, 2000; MARTINS et
al., 2006). Nesse caso, o macrofago foi o segundo tipo celular predominante no foco
inflamataorio.

Os mondacitos circulantes sdo recrutados para a area de inflamacédo, aderem ao
endotélio vascular e emigram para o tecido, transformando-se em macréfagos teciduais,

gue serdo ativados. Tal ativacdo pode ocorrer por via ndo imunitaria através de



endotoxina, fibronectina e mediadores quimicos ou através da via imunitaria, com a
presenca de células T ativadas, que produzem citocinas, sendo a principal delas o
interferon gama (IFN-y) A ativacdo macrocitaria causa leséo tecidual, devido a producgdo
de metabdlitos toxicos de oxigénio, proteases, fatores quimiotaxicos dos neutrofilos,
fatores de coagulacdo, metabdlitos do acido araquidénico e 6oxido nitrico. A fibrose
depende da producdo de fatores de crescimento (PDGF, TGF, TGF-a), citocinas
fibrinogénicas, fatores de angiogénese (FGF) e colagenases de remodelamento por
macrofagos. (GUYTON,1976).

O acumulo de leucécitos no sitio lesado € um dos principais eventos do processo
inflamatério. A mobilizacdo adequada e em tempo habil de leucdcitos da
microcirculacéo para o foco inflamado é uma das etapas fundamentais da reacéo e se
traduz na primeira acdo de defesa do organismo e na principal caracteristica do
fenbmeno (MORAES & MORAES, 2009).

Os macréfagos e os leucocitos polimorfonucleares recrutados pelos sitios de
lesdo celular desempenham papel fundamental no processo inflamatério mediante a
liberacdo de substéncias sollveis de regulacdo da fase aguda denominados de
citocinas, destacando-se inicialmente a liberacdo de interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) e fator a de necrose tumoral (TNF- a) (CARVALHO; LEMONIA, 1998).

Uma série de substancias enddgenas, também denominadas de mediadores, sdo
produzidas por leucocitos, células endoteliais e plaquetas, por mastécitos e por células
do sistema nervoso periférico. Entre tais substancias podemos incluir principalmente a
bradicinina, serotonina, produtos da cascata do acido araquiddnico, adenosina,
histamina, neuropeptidios como a substancia P e citocinas liberadas pelas células
imunes, destacando-se como mais importantes a interleucina-1b (IL-1b), (TNF-a) e fator
de crescimento neuronal (NGF) (CARVALHO; LEMONIA, 1998).

A fase aguda da inflamacao é caracterizada por vasodilatacdo arteriolar, capilar
e vénular, aumento de permeabilidade vascular acompanhada de formacdo de edema;
aumento da viscosidade sanguinea e marginacéo leucocitaria; diapedese, quimiotaxia,;

acumulo de leucdcitos, particularmente neutréfilos, no foco lesado e fagocitose por



células competentes. Nessa fase, o fendbmeno € de carater exsudativo (MORAES &
MORAES, 2009).

A quimiotaxia de leucécitos envolve um rigido mecanismo de regulacdo de
adesdo destas células ao endotélio e subsequente migracdo trans-endotelial. Esta
interacdo adesiva com o0 endotélio constitui um processo dindmico envolvendo a
ativacdo tanto do endotélio quanto dos leucdcitos, resultando na liberacdo de um
grande numero de moléculas de adeséo, incluindo as selectinas e integrinas, fatores
quimiotaxicos conhecidos como quimiocinas, Oxido nitrico e receptores de adeséo
(CARVALHO; LEMONIA, 1998).

2.1.2 INFLAMACAO CRONICA EM PEIXES TELEOSTEOS

Quando acontece a fase aguda da inflamacdo e o agente agressor persiste nos
tecidos, a reagdo se cronifica e passa a apresentar carater proliferativo, com acumulo
de leucocitos mononucleares, tais como macréfagos e seus derivados epitelidides e
policariontes, linfocitos, plasmadcitos, fibroblastos, fibras colagenas, além de
angiogénese e, na dependéncia do agente causal, polimorfonucleares como os
eosindfilos (GARCIA-LEME, 1989; HARKNESS, 1981).

Pode ser a continuacdo de uma reacdo aguda, mas, muitas vezes, acontece de
maneira insidiosa, como uma reacao pouco intensa e, frequentemente, assintoméatica.
Os macrofagos ativados secretam varios mediadores da inflamacéo, os quais, se nao
controlados, podem levar a destruicdo tecidual e fibrose caracteristicas desse tipo de
inflamacao (GUYTON, 1976).

Este quadro pode sofrer pequenas variacdes em funcdo do tipo de tecido
afetado, do agente causal e do nivel de especificidade da resposta. Todavia, é
estereotipado e altamente complexo em funcdo dos seus mecanismos de regulacdo
envolvendo mediadores quimicos autacoides e moduladores diversos de acgao
autécrina, paracrina e endocrina (GARCIA-LEME, 1989).



A inflamacdo cronica € caracterizada por inflamacdo ativa com infiltracdo de
células mononucleares, destruicdo tecidual e tentativa de reparacdo dos danos. Outra
caracteristica € a formacdo de granulomas, que pode ser composto de varias células,
como macrofagos, células epiteliodies, macréfagos policariontes, linfécitos, fibroblastos
e granulocitos (GAUTHIER, 2004). Os granulomas classificam-se em granulomas por
corpo estranho e granulomas imunes ou epitelidéides (TIZARD et al., 2002).

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

A presenca de macrofagos no tecido cronicamente inflamado é garantida pelo
recrutamento de mondcitos no sangue, proliferacao local de macrofagos e imobilizagédo
local dos macréofagos, sendo o primeiro mecanismo o mais importante (ROBINS &
COTRAN, 2004).

A inflamacao granulomatosa constitui o substrato morfologico de varias doencas
infecciosas, e, em peixes, € descrita na infec¢éo por flavobactérias (KLLUGE, 1965), na
tuberculose em Pleuronectes platessa (TIMUR et al., 1997a); na infeccdo por
Edwardisiella tarda (MIYAZAKI & KAIGE, 1985); no parasitismo por Pseudoterranova
decipiens em trutas Oncorhynchus mykiss e Gadus morhua (RAMAKRSHNA & BURT,
1991); por Mycrosporidium sp na musculatura esquelética de Trisopterus esmarkii
(PUSLFORD & MATHEUS, 1991); e pela inoculacdo de BCG em Oreochromis niloticus
(MATUSHIMA, 1994).

A caracteristica morfolégica basica da inflamac&o granulomatosa é a ocorréncia
de células epitelidides e a disposi¢cdo concéntrica da lesdo total. De acordo com os
agentes que os induzem, os granulomas podem ser divididos em duas grandes
categorias: o primeiro tipo é causado por substancias destituidas de atividade
antigénica e incapazes de suscitar resposta imune. Sdo designados como granulomas
tipo corpo estranho, suas propriedades quimicas sdo capazes de gerar uma reagao que
pouco difere na evolugdo, dinamica, duracdo, severidade e involucdo daqueles

provocados por agentes infecciosos. O espectro da resposta varia entre quiescente e



discreto, como os induzidos por bentonita e carragenina, ou vigoroso a severo, COmo 0s
provocados por silica ou parede celular de estreptococos. A segunda categoria de
granulomas sdo aqueles formados por agentes dotados de propriedades antigénicas
especificas. Entre eles incluem-se bactérias, fungos, virus, protozoarios e alguns metais
como o zirconio e o berilio. Todos esses agentes, apesar da sua diversidade, tem uma
propriedade em comum que € o fato de serem de dificil degradagdo (MARIANO, 1995).

Substancias inertes também induzem o desenvolvimento de inflamacéo crénica,
ndo imune, como na injecdo de silica no tecido muscular de Gadus morthua e
Carassios. auratus que provoca lesdo proliferativa, constituida por macrofagos,
linfécitos e marcada fibroplasia (JANSSON & WAALER, 1967), pela injecdo de
carragenina em P. platessa (TIMUR et al., 1997), pelo implante de tecido 6sseo de
desmineralizado de Anguilla anguilla em tecido muscular de Scyliorhinus canicula
(PEINGNOU-DEVILLE et al., 1989); pelo implante de laminulas de vidro no tecido
subcutaneo de P. mesopotamicus (PETRIC et al., 2003a, b).

O implante de laminulas de vidro no tecido subcutdaneo de pacu (Piaractus
mesopotamicus) induz adesdo e acumulo de macrofagos formando os gigantécitos
policariontes. Seu numero aumenta progressivamente, assim como 0 numero de
nacleos por célula. Inicialmente, formam-se os gigantdcitos tipo corpo estranho que
evoluem mais tardiamente para o tipo Langhans, com nucleos periféricos. Esses
predominam na laminula apds 14 dias e a seguir ocorre a formacdo de capsula
conectiva (PETRIC et al., 2003a, b, BELO et al., 2005).

Petric et al. (2003a) implantaram laminulas de vidro no tecido subcutaneo de
Piaractus mesopotamicus para estudar a cinética do desenvolvimento de granuloma do
tipo corpo estranho. Depois de trés dias de implante observaram-se muitos macréfagos
aderidos a laminula e raros gigantécitos binucleados. Depois de sete dias, havia maior
namero de macrofagos isolados e era perceptivel sua maior organizacdo e havia
predominio de células gigantes do tipo corpo estranho.

Nesse tempo, além dos gigantdcitos do tipo corpo estranho, estavam presentes
outras células cujos nucleos estavam dispostos na periferia do citoplasma conferindo

aspecto de “coroa”. Essas células foram classificadas como do tipo Langhans. Nas



observacdes realizadas apés 14 dias, 0 numero de gigantdcitos do tipo Langhans era
maior que os do tipo corpo estranho e a quantidade de macréfagos isolados havia se
estabilizado.

Aos 30 dias apos o implante, ndo era possivel individualizar as células gigante,
gragas a intensa proliferacdo fibroblastica formando uma capsula constituida também
por fibrécitos, colageno, células mononucleares e neovasos. Aos 45 dias ndo mais se
observou a presenca de gigantocitos, mas sim de capsula conectiva hialina, com
predominio colagenoso, reducdo do numero de vasos neoformados e da celularidade.

Esses resultados foram confirmados por Brum (2003) e Belo et al. (2005).

2.1.3 GIGANTOCITOS E GRANULOMAS EM PEIXES

Em granulomas tipo corpo estranho formam-se macrofagos policariontes pela
fusdo da membrana celular de macréfagos (GILLMAN & WRIGHT, 1966; MARIANO &
SPECTOR, 1974). Em estudo in vitro, MCNALLY & ANDERSON (1995) demonstraram
a formacdo de células gigantes pela fusdo de macréfagos derivados de mondcitos
humanos apoés inducdo com as interleucinas 3 e 4 (IL-3 e IL-4, respectivamente). Em
estudo subsequente, Mcnally & Anderson (1996) constataram que a fusdo dos
macrofagos necessita de receptores de manose (MR) que séo altamente estimulados
pela IL-4. Recentemente, estes autores observaram a participacdo do reticulo
endoplasmatico dos macréfagos durante o processo de fusdo celular, apos
aproximacao destas estruturas aos receptores de manose. Tal mecanismo de
acoplamento apresenta caracteristicas semelhantes as observadas no processo de
fagocitose (MCNALLY & ANDERSON, 1996).

Autores avaliaram, in vivo, o acimulo de macréfagos e a formacdo de células
gigantes em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo de mamiferos (RYAN
& SPECTOR, 1970; MARIANO & SPECTOR, 1974; BIRMAN & MARIANO, 1985).

Gracas ao recrutamento de novos macréfagos ao processo inflamatério inicia-se a
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fuséo celular e formacgéo de células policariontes, denominadas de células gigantes tipo
corpo estranho, em que os ndcleos sao encontrados aleatoriamente no citoplasma,
evoluem para células do tipo Langhans, em que os nudcleos estao dispostos na periferia
da célula, conferindo a ela o aspecto de “coroa” (MARIANO & SPECTOR, 1974).

A taxa de migragdo de macréfagos para a laminula de vidro implantada depende
da natureza da reacado inflamatoria e do tecido conectivo que a envolve. Conforme
demonstrado por Birman & Mariano (1985), a inoculacdo de BCG vivo no local do
implante da laminula, causa drastica reducdo na formagéo de células gigantes, reducao
do nimero de nucleos/célula gigante e bloqueio na transformacédo de célula tipo corpo
estranho para célula tipo Langhans. Este fendmeno pode ser explicado pela inducao do
processo inflamatério provocado pelo BCG vivo ser de alta renovacdo. O contrario
ocorre com a inoculacdo de carragenina, pois esta substancia induz a formacédo de
granuloma de baixa renovagao.

Miyazaki & Kaige (1985) estudaram a resposta inflamatoria granulomatosa em
tilapias do nilo, O. niloticus, infectadas naturalmente por Edwardsiella tarda. No estudo
histopatologico dos peixes foi observado multiplicacdo deste patdégeno no interior dos
macroéfagos. Estes autores relataram a diminui¢do significativa no numero de bactérias
presentes nos granulomas com a evolucdo do processo inflamatorio. A formacao de
células gigantes tipo corpo estranho e de Langhans foi observada em nodulos
presentes no tecido conjuntivo de Pleuronectes platessa, ocorrendo em areas
adjacentes ao parasitismo por Ichthyophonus hoferi e Jarrela glandicephalus,
respectivamente (TIMUR & TIMUR, 1984; EIRAS & REGO, 1989).

Matushima (1994) avaliando o processo inflamatério crénico granulomatoso
induzido pela inoculacdo intramuscular de BCG em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) detectou a presenca de raras células gigantes tipo corpo estranho trés dias
apos a inoculacdo do BCG, que apareceram com maior frequéncia aos sete dias. Apos
21 dias, estas ja possuiam maior organizacao e, aos 33 dias células gigantes do tipo
corpo estranho j& podiam ser encontradas englobando grumos de BCG. Estas células
também podiam ser encontradas em locais mais distantes formando “ninhos” de células

inflamatorias junto com linfécitos, fibroblastos e macréfagos.
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Em pacus jovens, P. mesopotamicus, ocorre o inicio da formacdo de células
policariontes em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo, apos trés dias
do estimulo exercido pelo corpo estranho. A suplementacéo da dieta dos peixes com
100, 200 ou 500 mg de vitamina C/Kg de racdo induz aumento no numero de
macroéfagos policariontes e no niumero de nacleos dos gigantécitos formados e acelera
a transformacéo de células do tipo corpo estranho em células de Langhans (PETRIC et
al., 2003 a, b). Efeito semelhante foi observado por Belo et al. (2005) que verificaram
efeitos benéficos na suplementagcdo dietética com vitamina E sobre a formacéo dos
macrofagos policariontes em pacus mantidos em alta densidade de estocagem,
havendo aumento significativo destes em grupos tratados com 450 mg de vitamina E/
Kg de ragcao na dieta.

Em contrapartida, autores estudaram in vitro a formacdo de gigantécitos em
culturas de macréfagos, obtidos do rim cefélico de diferentes espécies de peixe
(COUSO et al., 2002). Na andlise comparativa entre os resultados observados no
processo evolutivo de diferenciacdo e fusdo dos macrofagos, verificou-se o inicio da
formacéo de células gigantes com 24 horas em S. aurata (COUSO et al., 2002), dois a
trés dias em Cyprinus carpio (BAYNE, 1986) e depois de uma semana em O. mykiss
(SECOMBES, 1985).

2.2 EFEITOS DOS CORTICOSTEROIDES EM PEIXES TELEOSTEOS

O envolvimento do hipotalamo e da glandula pituitaria no controle da secrecao de
corticosteroides em teleésteos foi descrita por Sumpter et al. (1994). Os principais
moduladores quimicos envolvidos neste processo sdo o0 hormonio liberador da
corticotropina (CRH) e o horménio adrenocorticotrépico (ACTH). A producdo de
corticosteroides é localizada nas células interrenais presentes no rim cefalico, sendo o
cortisol o principal corticosterdide produzido por peixes teleésteos (WENDELAAR
BONGA, 1997).
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O cortisol apresenta amplo espectro de atividade em peixes teledsteos,
combinando fun¢gbes mineralocorticéides, comparaveis a apresentada pela aldosterona
em vertebrados terrestres, e glicocorticéide. Portanto, este corticosteréide participa na
regulacdo do equilibrio hidromineral, no metabolismo energético, além de suprimir o
sistema imunoldgico e a capacidade reprodutiva dos animais (WENDELAAR BONGA,
1997). Tal fato ressalta a importancia do estudo e caracterizacdo das alteracbes
fisiologicas relacionadas ao aumento da secrecéo de cortisol, como ocorre no estresse
e das consequéncias da liberacdo deste esterbide sobre respostas organicas.

As respostas fisiolégicas induzidas pelo estresse apresentam efeitos severos
sobre os mecanismos de defesa dos peixes, causando imunossupressao com
diminuicdo da resisténcia organica e predispondo-os ao ataque de agentes patogénicos
(BARTON & IWAMA, 1991).

Em geral os teledsteos submetidos ao estresse agudo ou cronico apresentam
rapido aumento dos niveis sanguineos, seguida de reducdo no numero de linfécitos
circulantes. A diminuicdo sanguinea de linfécitos e mondcitos pode ser resultante do
extravasamento destas células para os tecidos, afetando as fun¢fes dos linfécitos Be T
circulantes. Tal fato esta frequentemente associada com a diminuicdo da resisténcia a
patégenos oportunistas (WENDELAAR BONGA, 1997).

Elevadas concentracbes de cortisol plasmético estdo a susceptibilidade aos
organismos patogénicos, resultante da reducdo dos niveis circulantes de linfocitos e da
producdo de anticorpos, além da diminuicdo da atividade fagocitica de leucécitos
(MONTERO et al. 1999). Apdés a administracdo exogena de cortisol, ocorre aumento
dos niveis circulantes de neutrofilos, no entanto, verifica-se inibicdo da migracéo destas
células para as lesdes inflamatdrias (BARTON & IWAMA, 1991). A migracao, atividade
fagocitica e capacidade respiratoria de macréfagos foram diminuidas em peixes com
elevados niveis de cortisol circulante (MONTERO et al., 1999; ORTUNO et al., 2001).
BELO (2005; 2007) verificaram efeito depressor da atividade corticosteréide sobre o
recrutamento e acumulo de macréfagos e na formacdo de gigantocitos em resposta
inflamatéria induzida por corpo estranho em pacus e tilapias, respectivamente. Os

mecanismos de supressao imunolégica induzidos pelo cortisol em peixes nao estédo
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completamente esclarecidos, mas evidéncias sugerem que o cortisol pode atuar
inibindo a liberagéo de citocinas que sdo necessarias para a diferenciacao de linfécitos
e seus precursores (KAATARI & TRIPP, 1987).

2.2.1 ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDAIS

Os corticosterdides sdo hormoénios secretados pela regido cortical das glandulas
supra-renais. Os glicocorticdides (GC), que sdo os esterbides-alvos desta revisao, sao
produzidos pela zona fasciculada, estao envolvidos em diversas funcdes fisioldgicas e
também na adaptacdo a situacdes de estresse. Sdo drogas amplamente usadas em
decorréncia de seus efeitos imunossupressivos e antiinflamatorios no tratamento de
muitas doencgas reumaticas, além de outras doencas inflamatérias (ANTI et al., 2008). O
hipotalamo sintetiza o CRH (horménio liberador de corticotrofina), que estimula a
hipo6fise a secretar ACTH. Este hormonio, por conseguinte, induz a zona fasciculada do
cortex adrenal a sintetizar cortisona(CARDOZO et al., 2007).

Os GC podem ser classificados de acordo com sua meia vida, sua poténcia e a
duracao de suas acdes (ANTI et al., 2008), tendo a capacidade virtual de inibir todos os
componentes envolvidos no processo inflamatorio. Provocam neutrofilia, linfopenia,
inibbem a fagocitose dos macrofagos, antagonizam a acdo vasodilatadora das
bradicininas e prostaglandina, estabilizam as membranas, particularmente a dos
lisossomos, impedindo o extravasamento de enzimas liticas no local da lesdo (DAMIANI
et al., 1984)

A estrutura molecular basica dos glicocorticoides (GC) é o
ciclopentanoperidrofenantreno, derivado do colesterol que consiste de trés anéis
hexano e um anel pentano (Figural). Todos os GC, naturais e sintéticos, sao variagcdes
dessa estrutura basica e precisam, para ter efeito, de um grupo 11-hidroxilo. Variantes
dessa estrutura levam as diferencas na poténcia, meia vida, metabolismo e efeitos
mineralocorticoides (CARDOZO et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura Molecular do basica dos glicocorticéides (CARDOZO et al., 2007).

Os glicocorticoides sintéticos sédo produzidos a partir do acido célico bovino ou de
plantas das familias Lalaceae e Discoriaceae (ACEROLD, 1976). Dentre o0s
glicocorticoides sintéticos estdo: a prednisona, a prednisolona, a triamcinolona e a
dexametasona (DAMINANI, 2001)

A dexametasona (Figura 2) possui amplo espectro de acdo sendo potente
antiinflamatorio e imunossupressor, uma vez que seu efeito leva a inibicdo da producéo
de vérias citocinas. Diferente de outros analogos, este farmaco apresenta propriedades
mineralocorticoides reduzidas. E cerca de vinte e cinco a trinta vezes mais potente que
seu analogo natural, o cortisol. Seus efeitos sdo mediados em sua maioria por
receptores celulares de glicocorticéides que sdo amplamente distribuidos (PARFITT et
al., 1999).
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Figura 2: Estrutura molecular da dexametasona (SARLIS et al. 1999).

A dexametasona age sobre vasos sanguineos, diversos mediadores, precursores
e tipos celulares inflamatérios e tem atividade marcante sobre o sistema imunoldgico.
Com relacdo a sua acdo antiinflamatéria e imunossupressora pode-se destacar seu
profundo efeito sobre a concentracdo, a distribuicio e a fungcdo dos leucdcitos
periféricos, bem como de seus efeitos supressores sobre a producéo de citocinas e de
outros mediadores lipidicos e glicolipidicos da inflamacao. Dentre as acfes desta droga
pode-se destacar a diminuicdo do numero de leucdcitos na area inflamada, associada a
diminuicdo da liberacdo de mondcitos, linfécitos, eosinofilos e basofilos e ao aumento
da liberacdo de neutrofilos; & diminuicdo da funcdo dos macréfagos teciduais e de
outras células apresentadoras de antigenos no combate a microorganismos
intracelulares; a diminuicéo na liberagédo de radicais téxicos do oxigénio por neutréfilos e
macrofagos; a diminuicdo da funcéo auxiliadora (helper) de linfocitos T; a diminuicdo da
proliferagcéo clonal de linfocitos T por queda da producéo de IL-2; as altera¢des no curso
da resposta imune; a queda na funcao de fibroblastos com diminuicdo da producéo de
colagenos e glicosaminoglicanos; a interferéncia negativa na producdo de mediadores
inflamatérios como leucotrienos, prostaglandinas, fator de agregacédo plaquetaria e
componentes do sistema complemento (BOUMPAS et al., 1993).

Ao entrar na corrente sanguinea, o cortisol liga-se as proteinas plasmaticas,

principalmente albumina, formando complexos néo covalentes, com forca de ligacao
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fraca. Além dessa ligacdo fraca com albumina h& proteinas que se ligam mais
especificamente ao cortisol. As preparagdes nado esterificadas tém absor¢do mais lenta
e vida média mais prolongada, de cerca de quatro horas quando usadas por via
intramuscular (DAMIANI et al., 1984). O mecanismo fundamental que promove a
transativacdo ou a transrepressdo génica inicia-se com o hormdnio, que é lipofilico,
cruzando a membrana citoplasmética da célula-alvo por difuséo passiva.

Ao chegar as células-alvo, o cortisol atravessa a membrana citoplasmatica e liga-
se a receptores citosolicos. Esse processo provoca acumulo do hormonio no interior
das células-alvo, pois, enquanto em outras células entra e sai livremente. Naquelas as
proteinas receptoras desviam o equilibrio para o interior das células. O passo seguinte
€ a entrada desse complexo receptor-hormonio para o interior do nicleo. Uma vez que
o complexo receptor-hormoénio liga-se a cromatina, uma RNA polimerase liga-se a uma
regido especifica do DNA, chamado sitio de iniciagdo e € sintetizado um RNA
mensageiro que transporta o cédigo responsavel por uma sintese protéica em nivel
ribossomal. O efeito final do horménio esterdide dependera, entdo, da sintese que foi
iniciada naquela célula-alvo particular. (DAMIANI et al., 1984).

O metabolismo da dexametasona € principalmente hepatico, com a conversao
final do esterdide a um composto hidrossolivel menos ativo, que seré entéo eliminado
na bile. Parte é reabsorvido no intestino formando um ciclo entero-hepatico de
esteréides (DAMIANI et al., 1984).

Uma das mais importantes acdes fisioloégicas dos GC € a resposta a agressdes
as guais qualquer organismo vivo esta exposto constantemente. Quando administra-se
um GC exdégeno com intuito de obter acdo antiinflamatéria e/ou imunossupressora,
amplifica-se, em Ultima analise, seus mecanismos de acéao fisiologicos (ANTI et al.,
2008).
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2.3 EFEITOS DO LEVAMISOL EM PEIXES TELEOSTEOS

O levamisol é um anti-helmintico utilizado no tratamento de infec¢cdes por
nematddeos em animais seu efeito imunoestimulante em peixes foi descrito em
diferentes concentracdes e de variadas formas de administracdo, tais como dietas,
banhos ou como coadjuvantes em vacinas (SAKAI, 1999).

A elevacdo do numero de neutrofilos em carpas foi demonstrada por Siwicki
(1987). Segundo este autor, a atividade do levamisol depende da dosagem utilizada e,
neste estudo, o levamisol na concentragdo de 5mg/kg de peso vivo apresentou
melhores resultados.

Findlay & Munday (2000) observaram aumento do indice de fagocitose em
salmdes do Atlantico “Salmo salar L.” submetidos a banhos de levamisol hidrocloridrico
a 2,5 mg/l. Findlay et al. (2000) verificaram aumento da resposta imune inespecifica,
fungBes fagociticas e diminuigdo de lesbes causadas pelo desafio com AGD “Amoebic
Gill Disease”.

Mulero et al., (1998b) observaram que o uso do levamisol in vitro ndo interferiu
significativamente na migracdo e na producdo de derivados do oxigénio por fagocitos
em Sparus aurata L., principalmente quando este composto farmacologico foi usado em
concentracdes maiores ou iguais a 10 ng/mL por 48 horas.

Quanto a atividade citotdéxica das células fagociticas, Cuesta et al. (2002)
demonstraram que estas sofrem pequeno aumento quando a ag¢édo do levamisol foi in
vitro. Por outro lado, quando este imidazotiazol foi testado in vivo ocorreu aumento da
atividade citotoxica, principalmente com a dosagem de 300 mg/kg.

S. aurata alimentados com racdo suplementada com imidazotiazol apresentaram
concentracdes de imunoglobulina do tipo M quatro vezes maiores quando comparados
com o grupo controle, além dos titulos de anticorpos permanecerem detectaveis até oito
semanas apos o desafio (Cuesta et al., 2004).

Entretanto, Morrison et al. (2001) demonstraram a ocorréncia de alteracdes

histopatologicas em Salmo salar L., submetidos a vacinacdo contra Vibrio anguillarum,
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utilizando o levamisol como adjuvante. Observaram alteracdes na estrutura das guelras
em animais tratados com banhos e inje¢éo intra-peritoneal de levamisol, tais como,
fusdo lamelar e descamac¢éo multifocal do epitélio, edema no tecido lamelar, aumento
do comprimento da lamela em peixes expostos ao levamisol, além de necrose na base
da lamela em peixes que sofreram injecdo intra-peritoneal com vacina contendo este
imidazotiazol como adjuvante.

Por outro lado, Mulero et al. (1998a) verificaram que S. aurata L. alimentados
com ragéo suplementada com 125, 250 e 500 mg/kg de levamisol tiveram aumento de
tamanho e ganho de peso em relagéo ao grupo controle. Sendo que a dosagem de 125
mg/kg teve o melhor resultado.

Em concordancia com este estudo, Li et al. (2006) observam o aumento do
ganho de peso de hibridos Morone chrysops x M. saxatilis, alimentados com dieta
suplementada com 100, 250 e 500mg de levamisol/kg de ragcdo quando comparados ao
grupo controle ndo suplementado com o levamisol. Os peixes submetidos a dieta com
concentracdo de 100 mg/kg tiveram aumento na eficiéncia nutricional,
aproximadamente em 10% quando comparados ao grupo controle. Em contrapartida, foi
constatada a supressdao do crescimento e deficiéncia nutricional do mesmo hibrido
juvenil quando alimentados com dietas contendo 1000 mg de levamisol/ kg de racao (LI
et al. 2004).

2.4 HEMATOLOGIA EM PEIXES TELEOSTEOS

Hematologia € o estudo do sangue ou da soma de conhecimentos sobre o
sangue, e grande parte das informacdes consiste em medidas e valores de parametros
em condi¢des organicas normais e anormais (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA 2004),
uma vez que o sangue € o fluido corporal mais conspicuo e acessivel dos vertebrados
(HOUSTON, 1997). A hematologia em peixes contribui para a compreensao da fisiologia

comparativa, relacdo filogenética, condicbes alimentares e outros parametros
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ecologicos (LARSSON, 1976). Os peixes sdo desprovidos de medula Ossea e de
linfonodos, assim os tecidos linfoide e mieldide estdo geralmente, associados no
mesmo 6rgao. No teledsteo o 6rgado responsavel pela hematopoiese é a porcado cefalica
do rim (ROCHA; FLORES, 2001). Além da porcao cefélica do rim, a hematopoiese
também pode ser realizada no estroma esplénico e nos espagos periportais hepaticos,
na submucosa intestinal e no timo (MATUSHIMA; MARIANO, 1996).

Vérias teorias foram propostas nesses Ultimos anos sobre a origem e o
desenvolvimento das células sanguineas. Duthie (1939), Tavares Dias & Moraes (2004),
propuseram que uma célula plutipotente, denominada grande hemoblasto linféide,
originaria os granuldcitos por transformacéo direta, que apés a divisdo mitética formaria
os pequenos hemoblastos linfoides, os quais originariam os eritrécitos (hemacias ou
células vermelhas), trombdcitos e linfécitos (células brancas).

Os eritrécitos de peixes tém forma oval, com nucleo central acompanhando a
forma da célula. S&do as células que contem a hemoglobina - pigmento respiratorio
tendo como principal fungéo transportar O, e parte do CO, do sangue (RANZANI-PAIVA,;
SILVA-SOUZA, 2004).

Os eritrécitos maduros sdo as células mais numerosas no sangue, porém em
muitas espécies € comum a presenca de eritrocitos imaturos no sangue periférico
(RANZANI-PAIVA et al., 2004) sendo assim esses dados devem ser interpretados com
cuidado, uma vez que ha o equilibrio entre os tipos de células. Trombdcitos sédo ceélulas
equivalentes a plaguetas em mamiferos, porém estruturalmente diferentes (TAVARES-
DIAS & MORAES, 2004). Os trombdcitos de peixes tém formas variadas,
predominantemente elipticos, ocasionalmente arredondados, ovais ou fusiformes, de
citoplasma hialino, com nucleo grande que acompanha o formato da célula. Agrupam-se
frequentemente em dois ou mais (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004, TAVARES-
DIAS et al, 2002).

Em peixes essas células possuem outras funcdes, entre elas, sugere-se que
respondam a situacbes morbidas, de modo semelhante a plaquetas em mamiferos
(STOSKOPF, 1993), acredita-se que a funcionalidade desta célula em peixes, pode

estar envolvida no processo de coagulacdo do sangue e também ligada a processos
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inflamatérios (MARTINS et al., 2003a) induzidos por diferentes flagogénos (TAVARES-
DIAS, 2003).

Ranzani-Paiva & Silva-Souza (2004), salientam a facilidade de confundir
trombdcitos com leucécitos durante as contagens, pois, devido a sua fragilidade, os
primeiros podem perder citoplasma durante o preparo das extensdes ficando apenas o
nucleo.

Os leucdtcitos sdo implicados nas defesas celulares e imunocelulares do
organismo, sendo que seu significado fisiologico é parcialmente condicionado a
capacidade de realizarem migracdo seletiva e diapedese (RANZANI-PAIVA & SILVA-
SOUZA, 2004).

Linfocitos sdo as células mais numerosas na circulacdo sanguinea em diversas
espécies de peixes teledsteos, neutréfilos, mondcitos e basofilos sdo os leucdcitos
usualmente observados na circulacdo de peixes essa denominacdo é semelhante
aquela utilizada em vertebrados terrestres (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).

Os mondcitos sdo células grandes, normalmente sdo os maiores leucocitos do
sangue periférico de peixes, a quantidade de mondcitos no sangue pode variar
conforme o sexo e ou o estadio de maturagdo gonadal, 0 aumento do niumero dessas
células pode ser interpretado como uma reacao do peixe frente a susceptibilidade de
adquirir algumas enfermidades (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).

Os neutrofilos sdo ceélulas arredondadas, chamadas de polimorfonucleares,
devido a grande variacdo de formas de seu nucleo excéntrico (RANZANI-PAIVA &
SILVA-SOUZA, 2004).

Os eosinofilos séo relativamente pequenos variando de acordo com a quantidade
e o tamanho de granulos no citoplasma (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004,
TAVARES-DIAS et al, 2002a). Muitas vezes estdo ausentes no sangue periférico dos
peixes teledsteos, sendo mais abundante no tecido hematopoiético, submucosa
intestinal, liquido peritoneal, mesentério e branquias (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA,
2004).

Os basofilos sédo células menores que os neutréfilos (RANZANI-PAIVA & SILVA-

SOUZA, 2004), a funcéo dos basdfilos de peixes nao esta definida e parece estar ligada
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aos processos alérgicos, ja que possuem histamina em seus granulos (ROBERTS,
1981). Até agora, esta célula ndo tem sido implicada em nenhum mecanismo de defesa
conhecido em peixes (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).

Células granulociticas especiais (CGE) sdo células grandes, com contorno
regular bem definido e nucleo pequeno (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004,
TAVARES-DIAS et al, 2001). Além do tecido hematopoiético e sangue periférico, pode-
se observar CGE na mucosa intestinal, em raspado peritoneal e nas branquias dos
peixes, ndo demonstrando propriedades de fagocitose (RIBEIRO, 1978 apud RANZANI-
PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).

Nos peixes teledsteos a semelhanca de outros vertebrados e a andlise dos
padrées sanguineos fornece subsidios para o auxilio no diagnéstico e no prognéstico
de condi¢cdes morbidas em populacfes de peixes (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004).
As variaveis relativas a série vermelha dos peixes vém sendo utilizadas no diagnostico
de processos anemiantes (MAHONEY & Mc NULTY, 1992; TAVARES-DIAS &
MORAES, 2004).

Peixes sdo submetidos a diversas influéncias ambientais que podem alterar o
resultado de um hemograma. Sendo assim, varios métodos hematolégicos podem ser
usados como auxilio no diagndstico de doencas. No entanto alguns fatores devem ser
levados em conta como, por exemplo, a espécie do peixe, sexo, caracteristicas fisicas
da agua, dieta, idade do peixe, técnica de amostragem e contagem de células, técnicas
de coloracdo (KLONTZ, 1994). Apesar de haver diversos trabalhos focados na
hematologia de peixes pouco se conhecem sobre a fisiologia do pacu no que diz
respeito as caracteristicas hematolégicas, mesmo sendo esta uma espécie de grande
interesse para aquicultura (TAVARES-DIAS; MATAQUEIRO, 2004).
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- OBJETIVO GERAL

Em resumo ao acima exposto, o presente trabalho pretende estudar a participagao
do fosfato de levamisol na resposta inflamatéria crénica por corpo estranho, induzida
pelo implante de laminulas de vidro no tecido subcutaneo de pacu (Piaractus
mesophotamicus), para avaliar a atividade de macréfagos, submetidos a atividade
imunossupressora da dexametasona e seus efeitos sobre o0s parametros
hematoldgicos.

Avaliar, a acdo do fosfato de levamisol e a atividade imunossupressora da
dexametasona na resposta inflamatéria tipo corpo estranho em pacus (Piaractus
mesophotamicus), a avaliagdo do acumulo das células nas laminulas, assim como o

perfil hematolégico na vigéncia dessas respostas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil hematologico e a cinética do acumulo de macréfagos e formacédo de
gigantacitos policariontes em laminulas implantadas no tecido subcutaneo de pacus.

e Avaliar a atividade imunossupressora da administracdo parenteral de

dexametasona sobre o acumulo de macréfagos e formacédo de

gigantocitos em diferentes concentragbes em pacus submetidos a

inflamacao crénica por corpo estranho;

e Avaliar a atividade imunoestimulante da administracdo parenteral do
fosfato de levamisol sobre o acimulo de macréfagos e formacgéo de
gigantécitos em pacus submetidos a inflamacgéo crénica por corpo
estranho;
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e Avaliar o efeito da administracdo parenteral de fosfato de levamisol e
dexametasona sobre sobre o acimulo de macrofagos e formacgéo de

gigantécitos submetidos a inflamacao crénica por corpo estranho;

e Avaliar o perfil hematolégico em pacus submetidos a administracéo
do sulfato de levamisol, da dexametasona e da sua associagdo na

inflamacéao cronica.

IV - MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na UNESP - Universidade Estadual Paulista,
Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR) (Figura3), Laboratério de
Ictiopatologia e no Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinaria, Campus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo, com aprovagéo

pelo comité de ética protocolo n° 023025/11.

4.1 PEIXES E ACONDICIONAMENTO

O experimento foi realizado durante os meses de outubro a novembro de 2011.
Foram utilizados 147 pacus (Piaractus mesopotamicus), com peso meédio de
200,71+26,73 g e comprimento total médio de 18,27 +1,60 cm, oriundos da mesma
desova. Os peixes foram acondicionados em 21 caixas de fibra , com capacidade de
200 L de agua cada, abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente

de poco artesiano com vazao de 1 L/min,
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A B

Figura 3 — Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR). A: Laboratério de Ictiopatologia; B; Caixas

4.2 MANEJO DOS PEIXES

ApOs o transporte para os aquarios, os peixes foram aclimatados durante 15
dias, para minimizar os efeitos do estresse, tempo necessario para que a concentracao
plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltem aos niveis basais (ROBERTSON et al.,
1988).

Durante a aclimatacdo dos peixes e o experimento, receberam ragdo comercial
peletizada pela manha e a tarde (28% de proteina bruta e 4000 kcal de energia bruta

kg™), correspondendo a 3% da biomassa.

4.3 MONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUA

As caixas foram sifonadas semanalmente, e a qualidade da agua determinada
nos momentos da alimentacdo, sendo a temperatura e concentragcdo de oxigénio

dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo 55, e o potencial hidrogenibnico e a
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condutividade elétrica pelo aparelho YSI, modelo 63. A média de concentracdo de
oxigénio foi 5,03mg/L + D.P, temperatura da agua 29,47 °C + D.P; potencial
hidrogeniénico 7,66 pH e a condutividade elétrica de 117,96 + D.P uS/cm. Esses
resultados revelaram que a agua estava na faixa de conforto para a espécie dos peixes
(BOYD, 1990).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o estudo da resposta inflamatdria crbnica por corpo estranho, os peixes
foram submetidos ao implante de laminula de vidro no tecido subcutaneo, aplicacdo do
fosfato de levamisol e/ou dexametasona via intramuscular (IM) de acordo com o0s
respectivos tratamentos representados na Tabela 1. Foram avaliados sete animais por
tratamento em trés periodos de dois, sete e 15 dias apds o implante das laminulas de
vidro e as aplicacdes de fosfato de levamisol e dexametasona. Os animais foram
distribuidos em vinte e um aquéarios que constituiram as trés repeticbes dos sete

tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicdo dos peixes nos diferentes tratamentos experimentais.

Dias Pés-implante

Grupos experimentais (Namero de peixes)
2(DPI) 7 (DPI) 15 (DPI)

NV = Naive n=7 n=7 n=7
CL = Controle n=7 n=7 n=7
L25 = Levamisol 25mg/kg n=7 n=7 n=7
L50 = Levamisol 50mg/kg n=7 n=7 n=7
D2 = Dexametasona 2mg/kg n=7 n=7 n=7
D2+L25 = Levamisol 25mg/kg + dexametasona 2mg/kg n=7 n=7 n=7
D2+L50 = Levamisol 50mg/kg + dexametasona 2mg/kg n=7 n=7 n=7

NV: Animais ndo implantados com laminulas
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4.5 ANESTESIA DOS PEIXES

Inicialmente, os peixes foram pré-anestesiados (Figura 4) em solugcdo aquosa de
benzocaina (1:20.000) na prépria caixa apés a diminuicdo do nivel da agua e a
verificacdo do plano anestésico, que foi atingido apés permanéncia dos animais por
dois a trés minutos na mesma, verificado através da imobilidade do peixe no fundo da
caixa. Em seguida os peixes foram anestesiados individualmente por imersdo em
solucdo aquosa de benzocaina na proporcao de 1:10. 000 para o implante da laminula.
Inicialmente, a benzocaina foi diluida em alcool 70 % (0,1 g/mL), completando-se o
volume para 1L (WEDEMEYER, 1970; MATUSHIMA, 1988). Ap6és 0 manuseio
experimental, os animais foram novamente colocados nas caixas com fluxo de agua

continuo e aeragao.

Figura 4 — Banho com solugdo anestésica. A: Animais pré-anestesiados em solucdo aquosa de benzocaina
(1:20.000); B: Animais anestesiados individualmente em solucdo aquosa de benzocaina na
proporgdo de 1:10.000 para o implante da laminula.
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46 ADMINISTRACAO DOS FARMACOS

Previamente ao experimento foram testadas quatro doses de fosfato de levamisol
(25; 50; 100 e 200 mg/kg) com base em PETRILLO et al. (2011) que avaliaram o perfil
hematolégico de pacus. Foi verificado que os que receberam 25 e 50 mg/kg
apresentaram aumento das contagens de leucdcitos totais, assim sendo, estas doses
foram indicadas para o experimento propriamente dito.

J4 a dose de dexametasona (2,0mg/kg) utilizada no presente ensaio foi
previamente testada por Claudiano (2011).

Inicialmente os peixes foram pesados, as doses de cada farmaco calculadas e os
peixes divididos aos acaso. Os dos tratamentos L25 e L50 receberam fosfato de
levamisol, (IM), nas doses de 25 e 50 mg/kg.

Os do tratamento D2 receberam dexametasona a 0,2% (Azium, solucéo frasco
10ml, Intervet Schering-Plough), na dose de 2mg/kg,(IM).

Os pacus do tratamento D2+L25 receberam as doses de fosfato de levamisol
25mg/kg e 2,0 mg/kg de dexametasona, IM.

Os do tratamento D2+L50 receberam 50 mg/kg de fosfato de levamisol e
dexametasona na dose de 2mg/kg, IM.

Todas as aplicagfes foram feitas na regido dorsal-lateral direita (Figura 5), com
seringade 1 ml e agulha de 8mm.

O grupo considerado como padrao fisiolégico NV (animais ndo implantados com
laminulas) ndo recebeu laminulas e nem tratamento farmacolégico, ja aquele
considerado com grupo controle, CL, que foram implantadas as laminulas porem nao
foram administrados os farmacos.

Todos 0s animais receberam uma Unica dose tanto de fosfato de levamisol com

de dexametasona, no mesmo momento do implante das laminulas.
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Figura 5 — Administragdo dos farmacos (regido dorsolateral
direita)

4.7 IMPLANTE DAS LAMINULAS DE VIDRO

Apoés anestesiados, os peixes foram submetidos ao implante da laminula de vidro
(0,9 mm de didametro,marca Cover Glass), no tecido subcutdneo na regido latero-dorsal,
atrds do opérculo esquerdo, proximo a insercdo da nadadeira dorsal (PETRIC. M.C.,
2000).

Com o auxilio de bisturi foram removidas as escamas na area do implante e
realizada uma pequena incisédo na regiao latero-dorsal (Figura 6A). O tecido subcutaneo
foi divulsionado com tesoura cirargica (Figura 6B) e a laminula esterilizada (alcool 70%),
implantada entre a pele e o tecido muscular subjacente (Figura 6C). A seguir a pele foi
suturada com pontos simples usando-se fio de ndilon previamente esterilizado (PVPI a
10% / 1% de iodo ativo). Assim cada peixe teve a laminula implantada atras do opérculo

esquerdo na altura do inicio da nadadeira dorsal. Apés 0 manuseio cirdrgico, 0s animais
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retornaram as caixas, aeradas com fluxo continuo de 4gua. O implante da laminula foi
realizado segundo as determinacdes de Petric et al. (2003a,b) e Belo (2005).

Para a prevencéo de infeccdo por agentes oportunistas, foi feito banho de sal
(10g/L), durante 15 minutos, repetindo este procedimento nos dois dias seguintes
(banho de sal 1g/L).

A B C

Figura 6 — Procedimento cirargico do implante da laminula no tecido subcutaneo de pacu (Piaractus mesopotamicus)
A: Incisdo dorso lateral esquerda para implante da laminula; B: Divulsdo do tecido subcutaneo; C:
Implante da laminula de vidro.

4.8 ANALISE HEMATOLOGICA

Para as avaliacbes hematolégicas foram colhidas amostras de sangue nos
tempos dois, sete e 15 dias apés o implante das laminulas. As amostras sanguineas
foram obtidas através de puncdo do venosa caudal (Figura 7), acondicionados em
frascos de “eppendorf” com capacidade para 1,5 mL contendo 20 uL de EDTA a 10%
(quantidade de anticoagulante suficiente para 1 mL de sangue).

O sangue total colhido no frasco com anticoagulante e a temperatura ambiente
foi homogeneizado até garantir perfeita homogeneizacdo da amostra. O hematdcrito
(Htc) foi determinado pelo método manual utilizando-se centrifuga e a proteina
plasméatica em refratdmetro manual. Um tubo de micro-hematocrito (capilar com 75 mm)

de cada amostra foi preenchido com sangue até aproximadamente % de sua
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capacidade. Uma de suas extremidades foi vedada com massa de modelar. O tubo foi
centrifugado a 10, 000 RPM (rotagGes por minuto) por 5 minutos e a altura da coluna de
eritrécitos foi medida como percentagem da coluna de sangue total em cartdo especial
para leitura de hematdcrito.

Para determinacdo da contagem global de eritrcitos foi utilizada a camara de
Neubauer. A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em extensdes sanguineas
com a contagem de 200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de
interesse, apos coloracdo prévia das extensdes com May-Grunwald-Giemsa-Wright
(TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). Para a contagem de leucécitos e trombocitos
totais foram avaliados 10 campos de cada extensdo, quantificando o numero de
eritrocitos, leucocitos e trombdcitos. Os valores de leucdcitos e trombadcitos totais foram

determinados mediante os seguintes célculos:

Leucocitos Totais (ML) = numero de leucdcitos X contagem de eritrécitos (pL)

Numero de eritrécitos na extensdo sanguinea

Trombdcitos Totais (UL) = numero de trombdcitos X contagem de eritrcitos (ul)

Numero de eritrécitos na extensdo sanguinea

Para a determinacéo do teor da concentracdo de hemoglobina, uma aliquota de
sangue (0,5ml), foi utilizada em amostras de sangue total por reagdo colorimétrica de
ponto final. A determinacao do teor de hemoglobina foi realizado através da metodologia
de cianeto de hemoglobina, com reacdo colorimétrica de ponto final e leitura
espectrofotométrica a 540 nm. Para a obtencdo da concentracao em g/dL foi utilizado

um Kit padrédo de hemoglobina.

Hemoglobina (g/dl) = Absorbancia do teste x10

Absorbancia do padrao
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Figura 7 — Puncgéo venosa caudal

4.9 EUTANASIA, COLHEITA, FIXACAO E COLORACAO DAS LAMINULAS

Dois sete e 15 dias ap0s o implante das laminulas, os peixes foram submetidos a
eutanasia por imersdo em benzocaina diluida na agua (1:500). As laminulas foram
cuidadosamente retiradas, lavadas generosamente com solucdo salina 0,9% para
retirada de fibrina e outras células aderentes a laminula que ndo macréfagos e células
gigantes, e em seguida colocadas em cassetes identificados. As laminulas foram
fixadas em solucdo de Bouin por cerca de um minuto e coradas em hematoxilina-eosina
(HE).

Os macrofagos policariontes foram contados “n totum”, assim como, o0 numero
de nucleos por célula gigante, o nimero de gigantécitos do tipo corpo estranho e do tipo
Langhans para estabelecer a correlagao entre eles. Foi realizada contagem de cinco
campos, por laminula, totalizando 40 campos por tratamento, em aumento de 400x de

microscopio optico de luz.
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V - RESULTADOS

51 INFLAMACAO TIPO CORPO ESTRANHO

Tabela 2 apresenta os resultados do estudo da resposta inflamatéria tipo corpo
estranho de pacus submetidos ao implante da laminula de vidro no tecido subcutaneo e
pré-tratados com levamisol e/ou dexametasona. Na avaliagcdo da cinética de acumulo
celular sobre a laminula. observou-se maiores contagens sete dias apds o implante em
todos 0s grupos experimentais, associada ao aumento na formacdo de células
policariontes. Tais resultados observados na contagem dos diferentes tipos celulares
(7DPI) foram estatisticamente superiores (P<0,05) quando comparados aos peixes
amostrados 2 DPI.

Animais tratados com dexametasona associada ao levamisol (50mg) = (D2+L50)
apresentaram aumento significativo (P<0,05) no acumulo de macrofagos e na formacgéo
de policariontes de até 5 nucleos dois dias ap6s o implante da laminula (Tabela 2).
Neste periodo, ndo se observou alteracdes significativas (P>0,05) nas respostas de
acumulo celulares de animais controles quando comparados aos demais tratamentos.

Sete dias apdés o implante da laminula, verificou-se diminuicdo (P<0,05) no
acumulo celular de policariontes maiores de 6 nicleos em pacus tratados com levamisol
(25 mg/Kg) = (L25). O grupo de animais tratados com dexametasona apresentou a
mesma tendéncia, sendo observada menor formacao de gigantécitos com mais de 20

nucleos (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios transformados em log (x+1)!,desvio padrdo anélise de
variancia 2 das contagens de células presentes nas laminulas dois,
sete e quinze dias ap6s o implante no tecido subcutaneo de pacus,
submetidos aos diferentes tratamentos 3.

Tratamentos NUmero de ntcleos
1 2 3a5 6al0 11a20 > 20
2(DPl) CL 3.19 + ABD 0.98 + Bb 0.35 + Bb 0.31 + A 0.21 + A 0.00 + "2
L 25 3.04 £ BP 0.26 + BP 0.00 + B 0.00 £ A 0.00 £ A 0.00 + *a
L 50 326 £ "B g5 & BP 0.39 + B° 0.00 + " 0.00 + *° 0.00 £
D2 338+ *° 0.96 + Bb 0.63 + B° 0.16 + A 021 + A 0.00 £ "
D2+L25 293 + BP 1.02 + Bb 0.00 + B 0,00 £ A 0.00 £ A 0.00 £ #°
D2+L50 353+ 2.00 + " 1.64 + A0 0.85 + ~a 0.00 £ A 0.00 £ #°
7(DP) CL 427 £ M 2.92 £ Aa 257 + A2 1.26 + 82 111 & ABCe  (Bg & ABa
L 25 413 + M 285+ A8 215 + A8 0.85 £ B 046 £ C® 000 £ B®
L 50 430 + M 257 £ A2 247 + A2 1.72 + *a 124 + B2 B4 & Abab
D2 442 + M 296+ A 251 + A 149 + ABa 105 + ABCE Q0 + Ba
D2+L25 425+ ™ 2.91 + Aa 2.72 + Aa 1.74 + ha 1.49 + Aa 0.82 + AB®
D2+L50 424 ™ 291+ A 261 = " 156 + B2 071+ BC 46 £ M
15(DPI) CL 420 + A 2.75 £ A2 2.33 + Aa 1.44 + ha 0.78 + B® (31 + ABa
L 25 412 + ABa 282+ A 2.28 £ A 151 + A2 1.02 £ ABa 025 + ABa
L 50 4,10 + ABa 273+ M 219 £ M 121 + A8 0.25 + BP 0.25 + ABab
D2 3.88 + Bb 272 ha 233 + Aa 1.05 + ~a 050 + B&® 000 + B2
D2+L25 4.06 + “Ba 265+ A 220 + A 1.67 + A 157 + A 0.46 + 7Bab
D2+L50 4.06 + “Ba 282+ M0 255 4 Al 1.81 + ~a 1.16 £ B2 092 + M
Valor de F 16.76 11.70 19.80 5.35 3.85 1.98
Pr> F4 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0206
CV (%)* 7.28 28.67 28.91 63.32 92.90 196.74

1Médias aritméticas, comparadas nas colunas com uma letra em comum nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). 2 Analise
de variancia esta representada por letras mailsculas para comparacdo dos tratamentos dentro de cada dia estudado.. 3
Tratamentos, controle (CL), levamisol 25mg/Kg (L 25), levamisol 50mg/Kg (L 50), dexametasona 2 mg/Kg (D 2), dexametasona 2
mg/Kg + levamisol 25 mg/Kg (D 2+L 25), dexametasona 2 mg/Kg + levamisol 50 mg/Kg (D 2+L 50). Pr>F — Probabilidade de
significancia de F — CV (%) — Coeficiente de variagao.
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5.2 ESTUDO ERITROCITARIO

Na fase mais aguda do processo inflamatério (2 DPI), observou-se diminuicdo
significativa (P<0,05) na contagem de eritrcitos, no sangue circulante associado ao
aumento (P<0,05) no volume corpuscular médio (VCM) de peixes controles quando
comparados a animais “naive” (Tabela 3). Nesta fase da resposta inflamatoria, verificou-
se o efeito do tratamento com dexametasona sobre a série vermelha dos pacus, pois
peixes tratados com este esterdide sem a associacdo com o levamisol apresentaram o
mesmo perfil hematol6gico observado em animais naive.

No sétimo dia ap6s a inducdo do processo inflamatdrio, animais tratados com
levamisol e/ou dexametosona apresentaram significativa (P<0,05) diminuicdo na
contagem global de eritrocitos e aumento (P<0,05) do VCM (Tabela 3). Observou-se
diminuigcdo no numero de eritrécitos (P<0,05) entre animais controles e naives.

Constatou-se recuperacdo na resposta hematoldgica de pacus controles com 15
DPI (Tabela2), sendo observado aumento na contagem global de eritrocitos e
diminuicdo do VCM quando comparados ao grupo de animais naive. No entanto,
animais tratados com a associacdo de dexametosona e levamisol apresentaram baixas
(P<0,05) contagens de eritrocitos circulantes com elevados valores de VCM quando

comparados aos animais controles e naive (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médiost e desvio padrdo da contagem total de eritrécitos (Erit),
hematocrito (Hct), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina (Hg),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) do sangue de
pacus submetidos aos diferentes tratamentos 2.

Tratamentos
Erit Htc VCM Hg CHCM

2(DPI) NV 1.84 £ 0.09 A 4214 + 159 "B 23242 + 1303 D2 9.60 + 0.47 Ba 2285 + 2.28 B2
CL 1.34 + 003 3921 + 0.89 B4 20414 + 1193 *Ba 927 + 055 Ba 2371 + 145 B2
L 25 1.59 + 0.13 B° 4028 + 110 B2  261.00 + 1563 “BCPa 1133 + 130 A 2828 + 240 "
L 50 159 + 0,04 B 4028 + 177 "% 25285 + 702 B 921 + 053 % 2271+ 068 ®°
D2 187 + 015 %@ 4333 + 168 " 23933 + 2078 °® 9.04 + 026 %% 21.00 + 1.34
D2+L25 142 % 0.09 B¢ 4171 £ 131 "8 30266 + 2350 A 907 + 0.70 B2 2214 + 2,04 B2
D2+L50 1.37 + 0.04 BCa 4014 + 098 "B2 28783 + 561 B¢ 950+ 070 B2 2385 214 Ba
7(DP) NV 184 + 0.09 * 4214 + 159 % 23242 + 1303 960 + 047 " 2285+ 228 "
CL 155 + 0.05 B 4000 + 112 % 25828 + 577 DR 859 + 0.38 A8 2157 + 0.61 ™
L25 1.38 + 0.05 5 3937 + 104 8 28815+ 1333 °P* 802+ 033 B 2037+ 053 A
L50 112 £ 0.04 4287 + 240 " 377.00 + 19.75 & 889 + 0.32 " 2050 + 0.64 "
D2 1.03 + 0.08 4110 £ 1.03 A 40225 + 4095 " 832+ 032 " 1975+ 110 ™
D2+L25 098+# 016 39.90 + 1.61 “P2 43850 + 58.39 *° 877 + 034 "8 2220+ 120 M
D2+L50 113 010 3750 + 145 B2 33725 + 2545 B 867 + 036 "% 2320+ 020 "
15(DPI) NV 1.84 + 0,09 BC 4214 + 159 A 23242 + 13,03 B¢ 960 + 047 " 2285 + 2.28 "
CL 2.17 + 0.08 " 39.14 + 110 "8 17983 + 950 P 921 + 024 "8 2371+ 112 %
L25 2.00 + 0.09 ABa 4221 + 007 % 21342 + 1176 ©0® 925 + 027 "8 2200 + 053 A
L 50 1.79 + 0.03 B¢ 3907 + 1.15 "8 21814 + 550 CPb 8.06 + 0.30 B 2071 + 052 *@
D2 1.72 + 0.10 ©p2 3807 + 045 B 22571 + 1501 ©0° 839 + 023 A2 2214 + (050
D2+L25 141+ 007 B 3841 + 0.88 B2 277.16 + 2043 #8b 861+ 027 % 2250 + 050 "
D2+L50 1.53 + 0.11 PEe 4078 + 0.89 A 277.28 + 2442 921 + 025 "8 2257 + (.64 "

Valor de F 11.05 153 10.52 1.95 1.79

Pr>F* <0001 0.08 <0001 0.0146 0.0291

CV (%)* 14.40 8.07 16.36 14.70 14.83

1Médias aritméticas, comparadas nas colunas com uma letra em comum néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). 2 Analise
de variancia esta representada por letras mailsculas para compara¢do dos tratamentos dentro de cada dia estudado.. 3
Tratamentos, controle (CL), levamisol 25mg/Kg (L 25), levamisol 50mg/Kg (L 50), dexametasona 2 mg/Kg (D 2), dexametasona 2
mg/Kg + levamisol 25 mg/Kg (D 2+L 25), dexametasona 2 mg/Kg + levamisol 50 mg/Kg (D 2+L 50). Pr>F — Probabilidade de
significancia de F — CV (%) — Coeficiente de variacao.
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Com 2 DPI, constatou-se aumento na contagem de leucocitos de pacus
submetidos ao estimulo inflamatério quando comparados a animais “naive”, sendo
observado maiores contagens em peixes submetidos ao tratamento parenteral com
levamisol e/ou dexametasona (Tabela 4). Durante a evolugdo do processo inflamatorio,
observou-se supressdo desta resposta nestes animais aos 7 DPI, sendo estes efeitos
mais expressivos em animais tratados somente com dexametasona. Por outro lado,
houve aumento do numero de leucocitos circulantes em pacus submetidos ao implante
da laminula 15 DPI quando comparados aos animais naive, exceto para peixes tratados

com Dexametasona associado a dose de 50 mg/Kg de levamisol (Tabela 4).
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Tabela 5. Valores médios! e desvio padraoandlise de variancia 2 da contagem de diferencial de leucécitos
no sangue expressa em valores relativos de pacus submetidos aos diferentes tratamentos3.

Tratamentos — — m——
Neutrofilo Rel Mondcito Rel Linfocito Rel CGE Rel

2 (DPl) NV 442 + 121 M 271 £ 047 " 9157 + 2.04 " 1.28 + 0.60 BCa
CL 540 + 150 " 320 + 1.24 ™ 91.00 + 2.16 " 040 + 024 ©a
L 25 366 + 055 "2 0.83 + 047 91.16 + 1.07 " 433 + 061 M
L 50 457 + 071 M 3.00 + 0.87 91.00 + 1.36 " 142 + 071 B¢
D2 1.83 + 074 ™ 2.83 £ 0.70 9416 + 1.24 ™ 1.16 + 047 B¢
D2+L25 200+ 100 ** 1.85 + 0.63 A 9442 + 197 M 1.71 + 056 B2
D2+L50 1.28 + 028 M 171 + 0.60 * 96.28 + 0.70 A 071 £ 028 B
7(DPl) NV 442 + 121 M 271 + 047 ©@ 91.57 + 2,04 " 1.28 + 060 "
CL 8.00 + 1.60 " 5.85 + 1.35 “B2 8571 + 210 " 042 + 042
L 25 457 + 094 M 457 + 1.19 B% 9042 + 191 M 042 + 020
L 50 740 £ 1.86 A 7.80 + 1.88 " 83.80 + 241 " 1.00 + 054 A
D2 9.80 + 445 A 8.40 + 0.87 " 80.60 + 5.44 *° 120 £ 0.37 "
D2+L25 520+ 177 *@ 6.40 £ 2.01 “®2  87.80 + 3.89 " 0.60 £ 0.40 A%
D2+L50 340+ 028 " 580 + 2.17 "B 8920 + 3.02 A 1.60 £ 050 "
15 (DPI) NV 442 + 121 ©Ba 271 + 047 " 91.57 + 2.04 B2 1.28 + 0.60 A2
CL 257 + 036 ©Ba 328 + 083 " 9414 + 0.85 " 0.00 £ 0.00 B2
L 25 400 + 127 B2 328 + 1.19 A 9242 + 236 M 0.28 + 0.18  A8b
L 50 16.71 £ 350 @ 1.71 + 0.89 *° 81.42 + 3.65 B2 0.14 + 0.14  #A8b
D2 1.00 + 0.65 B2 2.00 + 0.84 *° 96.71 + 0.80 "2 0.28 + 0.18 #B2
D2+L25 083+ 065 ©B2 2.33 £ 098 *° 96.50 + 1.45 A2 0.33 £ 0.21  ABb
D2+L50 257 + 078 B2 357 + 094 A 09314 + 126 " 071 + 035 A8

Valor de F 1.09 3.53 1.35 4.22

Pr>F4 0.3667 <.0001 0.161 <.0001

CV (%)* 191.6 7455 10.72 116.16

1 Média aritmética de 210 contagens por dia (6 x tratamentos x 7 animais por tratamento x 5 campos por animal), comparados nas

colunas com pelo menos uma letra em comum ndo deferente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).2 Analise de variancia esta

representada por letras mailsculas para comparagdo dos tratamentos dentro cada dia estudado e letras minlUsculas para

comparagdo entre os diferentes dias estudados. 3 Tratamentos, naive (NV), controle (CL), levamisol 25mg/Kg (L 25), levamisol

50mg/Kg (L 50), dexametasona 2 mg/Kg (D 2), dexametasona 2 mg/Kg + levamisol 25 mg/Kg (D 2+L 25), dexametasona 2 mg/Kg +

levamisol 50 mg/Kg (D 2+L 50). * Pr>F — Probabilidade de significancia de F — CV (%) — Coeficiente de variagéo.

No estudo trombocitario (Tabela 4), verificou-se 7 DPI diminuicdo no nimero de

trombadcitos circulantes em pacus submetidos ao estimulo inflamatério, sendo este

efeito mais expressivo em animais tratados somente com dexametosona. Contudo,

animais tratados com dexametasona associada ao levamisol (50mg/kg) apresentaram
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diminuicédo significativa (P<0,05) do nimero de trombdcitos comparados com animais
Naive 15 DPI (Tabela 4). Na contagem diferencial de leucécitos, observou-se linfocitose
absoluta (Tabela 4) e relativa (Tabela 5) 2 e 15 DPI em animais submetidos ao processo
inflamatdrio tipo corpo estranho. Estes achados foram acompanhados por monocitose
absoluta (Tabela 4) e relativa (Tabela 5) 7 DPI, sendo mais expressivos em animais
controles néo tratados.

Apesar das baixas contagens de CGE observadas neste estudo, verificou-se
diminuicdo dos valores absolutos (Tabela 4) e relativos (Tabela 5) em peixes controle
quando comparados a animais “naive” nos trés periodos analisados. Com 2DPI,
observou-se elevadas contagens absolutas destas células em peixes submetidos ao
processo inflamatorio por corpo estranho. Enquanto, na fase mais crénica com 15 DPI,

observou-se as menores contagens relativas de LEPAS (Tabela 5).

VI - DISCUSSAO

6.1 EFEITO DO FOSFATO DE LEVAMISOL E DEXAMETASONA SOBRE OS
PARAMETROS HEMATOLOGICOS

No estudo das varidveis hematoldgicas durante o decorrer do tempo, foram
observadas variag6es significativas entre os parametros eritrocitarios avaliados dois e
sete dias ap6s o implante (numero de eritrécitos, taxa de hemoglobina e volume
corpuscular médio). O valor do VCM ao longo das coletas aumentou significativamente
em peixes tratados ou ndo com fosfato de levamisol e/ou dexametasona embora o valor
do hematdcrito ndo tenha apresentado diferenca significativa. Entretanto observou-se
aumento no nimero de eritrécitos e diminuicdo do volume corpuscular médio em todos
0s grupos estudados nos diferentes tratamentos, quinze dias apos o implante.

O quadro observado na série vermelha sugere ligeira anemia macrocitica, onde



40

predomina a reducédo de glébulos vermelhos sobre a taxa de hemoglobina, em relacéo
ao observado nos grupos CL e NV. Entdo, os 6rgdos hematopoiéticos podem ser
estimulados por essa reducao do nimero de eritrocitos e de hemoglobina e lancarem
na circulacdo hemacias maiores que as normais a fim de carrear a mesma quantidade
de hemoglobina que a observada no estado normal. Esta situacdo € freqiente em
casos de hemdlise (JANNINI; JANNINI FILHO, 1978). Como compensagao o organismo
usa a hemoconcentracdo como estratégia para aumentar a capacidade de transporte de
oxigénio do sangue em situacdes de alta demanda energética (MONTERO et al., 1999;
CARVALHO e FERNANDES, 2006; TRENZATO et al., 2006).

A exposicdo crbnica ao estresse resulta em elevacdo da concentracdo de
cortisol, glicose e em variagdes hematolégicas (YADA e NAKANISHI, 2002). Os agentes
estressores podem comprometer a absorcdo do ferro, a malformacdo ou produzir
hemdlise dos eritrécitos, inibir a sintese de hemoglobina e competir pelo sitio de ligacao
do oxigénio, causando hemodiluicdo ou anemia e reduzir a capacidade de transporte de
oxigénio do sangue (TRENZATO et al., 2006). Esta situagéo foi observada nos grupos
pré-tratados com dexametasona, mas ndo com levamisol. Todavia o0 mesmo quadro foi
observado quando ambas as drogas foram associadas.

Ja no periodo de 15 (DPI), observou-se aumento do numero de eritrécitos
associado a diminuicdo do VCM, nos grupos (CL; L25; L50 e D2). Esses resultados
demonstram a recuperacao da resposta hematoldgica, sendo mais expressiva no grupo
L25. A partir desses dados pode-se especular que, possivelmente, o uso de levamisol
na dose de 25 mg/Kg levou a recuperagédo da quantidade dessas células na circulacao
em peixes com inflamacéo crénica por corpo estranho. Porém, os animais tratados com
o fosfato de levamisol e dexametasona (D2+L25 e D2+L50), ndo apresentaram
recuperacao dessa resposta e mantiveram a ligeira anemia macrocitica hipercromica
observada nos tempos 2 (DPI) e 7(DPI). Provavelmente no grupo tratado com a
associacdo de drogas ndo houve interferéncia do levamisol e foi mantido o efeito
anemiante da dexametasona, embora os efeitos farmacoldgicos deste farmaco sejam
pouco conhecidos em peixes teledsteos (SMYTH et al., 2007). Diminuicdo e aumento

nestes valores foram respectivamente observados por TAVARES DIAS et al. (2001) e
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GOMES et al. (2003). Todavia ocorrem diferencas nos resultados quando a metodologia
de colheita de sangue utilizada, pois o tipo de anticoagulante utilizado pode atuar como
fonte de variacdo de resultados hematolégicos. TAVARES-DIAS & SANDRIN (1998)
demonstraram que o hematécrito e taxa de hemoglobina do sangue heparinizado sao
maiores se comparados ao encontrado no sangue colhido com EDTA, para um mesmo
animal.

O numero total de leucocitos e trombdcitos fornecem informacdes sobre
possiveis alteracdes da homeostase e de repostas as agressdes (BOZZO et al., 2007;;
REQUE et al., 2010). Apesar da importancia, sdo poucos os estudos que analisam o
leucograma e trombograma, principalmente em peixes tropicais (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004; AFFONSO et al., 2007; ANDRADE et al., 2007).

Neste estudo a quantidade de leucdcitos totais de pacus variou em relagdo aos
tratamentos e aos tempos estudados. Dois dias ap6s o implante observou-se aumento
do numero de leucécitos totais em todos os grupos implantados (CL, L25, L50, D2),
tratados ou ndo com fosfato de levamisol e/ou dexametasona, sugerindo leucocitose na
fase inicial do processo inflamatério.

Dentre os componentes do sangue, os leucdcitos tém importante papel na
inflamacé&o ndo especifica e 0s seus valores podem ser considerados como indicadores
do estado de saude dos peixes (MISRA et al., 2006).

Diversos estudos demonstram que a alimentacdo suplementada com
imunoestimulantes pode elevar o numero de leucocitos, conforme foi observado em
matrinxa, B. amazonicus, alimentados com racdo suplementada com altas doses de
vitamina C (AFFONSO et al., 2007); em pacus, P. mesopotamicus, alimentados com
racdo suplementada vitaminas C e E (SAFI et al.,, 2006; ANDRADE et al.,, 2007) e
Saccharomyces cerevisiae (REQUE et al., 2010; SALVADOR et al., 2012).

O aumento no nuamero total de leucdcitos foi observado em tambacu submetido
ao estresse repetitivo da captura (MARTINS et al., 2002) que corresponde ao
observado neste ensaio nos peixes tratados com dexametasona e com a associagao
das drogas no inicio da reacéo inflamatoria.

Tais resultados foram acompanhados de aumento do numero de trombdcitos,
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neutroéfilo, mondcito, linfécitos e LGPAS, sendo mais expressivos em animais tratados
somente com dexametasona (D2).

Para Feldman (2004), o aumento no numero de neutréfilos e mondcitos
circulantes em cées com elevados niveis de glicocorticdides sanguineos sao
decorrentes da diminuicdo dos mecanismos de marginacdo leucocitaria vascular, de
aumento de permeabilidade vascular e diapedese, inibindo a transmigracdo destas
células para fora dos leitos vasculares.

Segundo LATIMER ; MEYER (1992), em mamiferos, a administracdo exégena de
corticosteroide ou ACTH, pode causar neutrofilia. Assim que a inflamacéo ou infecgéo
esteja estabelecida, ocorrerd neutrofilia continuada se a velocidade de liberacdo dos
neutrofilos pela medula 6ssea vier a exceder a velocidade de emigracéo dos neutrofilos
para o tecido (LATIMER & MEYER, 1992). Os neutrofilos sdao completamente
diferenciados e incapazes de dividir-se. Sdo particularmente atraidos até o foco de
inflamado com ou sem infeccdo, chegando rapidamente nessas areas (RINGLER,
1997). Em peixes pode ocorrer fenbmeno semelhante, como o ora observado, em
relacdo ao comportamento do leucograma e trombograma.

Em situacdes de inflamagcdo aguda nos peixes estimulados experimentalmente
ou de forma natural, ocorrem neutrofilia € monocitose no sangue, além do acumulo de
neutrdéfilos e mondcitos na area afetada (ROBERTS, 1989; SUZUKI; LIDA, 1992)

Deve-se destacar que, em algumas situacOes, ocorre 0 aparecimento de
neutroéfilos imaturos no sangue, aumentando dessa forma o niumero dessa ceélula. Este
fato é possivelmente resultado do recrutamento dessas células dos compartimentos de
reserva para o foco inflamado (SECOMBES; CHAPPELI 1996).

Mediadores celulares ou moleculares da inflamacdo produzem substancias
guimiotaxicas que estimulam a liberacdo de neutréfilos e promovem a marginacédo e
adesdo destes ao endotélio vascular, nos locais adjacentes ao sitio da inflamacédo
(RABER et al, 2003).

Os valores obtidos no presente estudo demonstram que os resultados diferem
significativamente entre os grupos tratados com dexametasona associados com o

levamisol (D2+L25 e D2+L50), que apresentaram diminuicdo no numero de neutrofilos,
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trombdcitos, mondcitos e aumento do de linfécitos.

Os linfécitos ocupam o segundo lugar em numero de leucécitos no sangue de
animais sadios. Sao singulares, porque recirculam e preservam a capacidade mitética,
permitindo o recrutamento de linfécitos pelos tecidos (LATIMER; MEYER et al., 1992).

Os linfocitos séo células imunocompetentes com funcdo de defesa (ELLIS et al.,
1976; 1977; HOUSTON et al., 1996; YAMAMOTO et al., 2001), sendo que estudos in
vivo e in vitro sugerem a presenca de linfocitos T citotoxicos em peixes (NAKANISHI et
al., 1999; YAMAMOTO et al., 2001) e essa habilidade foi descrita em Sparus aurata
(MESEGUER et al., 1994a, b; CUESTA et al., 1999) e Cyprinus carpio (MESEGUER et
al., 1994a; PALIKOVA et al., 1998). De acordo com Jeney et al. (1997) em peixes
alimentados com dietas suplementadas com 1,0% de p-glucano apresentaram
linfocitose, neutropenia e monocitopenia.

Imunoestimuladores como vacinas, leveduras, lipopolissacarideos e adjuvantes,
aumentam a resposta proliferativa de linfocitos T e B e a atividade citotoxica de
linfécitos T (Siwicki et al., 1998). Todavia ndo ha observacdes neste sentido para o
levamisol.

Sete dias apd6s o implante, os grupos (L25; L50, D2, D2+L25 e D2+L50),
apresentaram diminuicdo no numero de leucdcitos, trombdcitos, neutrdfilos e linfécitos.

Tais resultados podem estar de acordo com a vida média dos granulécitos na
circulacdo que € de aproximadamente nove dias. Quando entram na corrente
sanguinea tém aproximadamente seis dias de vida e permanecem na circulacéo de seis
a vinte horas. No caso de inflamacao eles deixam a corrente circulatoria por diapedese
e migram para o foco lesado, onde vivem por dois a trés dias (DUKES, 1996).

Em mamiferos quando ha subita demanda dessas células ocorre sua
mobilizacdo da medula éssea, que pode corrigir a neutropenia em algumas horas. No
caso de necessidade de longo prazo estimulam maior diferenciacdo de células
precursoras, que levam de quatro a seis dias para maturar (KERR, 2003).

Segundo Pickering e Pottinger (1985), em peixes, a reducdo do numero de
linfécitos circulantes pode representar importante ligagdo entre a resposta ao estresse e

o surgimento de doencas, devido a elevacdo do nivel plasmatico de cortisol.
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Igualmente, Pickering (1986) relatou que a diminuicdo do numero de linfocitos pode
estar relacionada com a baixa capacidade do peixe de se defender contra agentes
patégenos.

De acordo com dados encontrados na literatura, a diminuicdo do numero de
mondcitos sanguineos pode ser o resultado de combate a infeccdo. Os mondcitos sdo
importantes na inflamacéo, pois secretam diversas substancias biologicamente ativas e
sdo responsaveis pela remocdo e processamento de antigenos, como células
senescentes e debris, bactérias e toxinas do sangue (MEYER et al, 1995).

A diminuicdo do numero de leucécitos pode refletir o inicio de um quadro de
toxicidade do levamisol no processo leucopoiese. Altas dosagens podem ocasionar
toxicidade, caracterizado por imunossupressao, assim como subdosagens podem néao
ser eficientes (LI; et al., 1998). Clarias fuscus suplementados com 600 mg de levamisol/
kg de dieta apresentaram estimulo da atividade imunologica apds sete dias de
tratamento, porem posteriormente esse efeito foi decrescendo chegando a mostrar
efeitos imunossupressivos com oito semanas poés-tratamento (LI et al., 2006).

Respostas de imunossupressdo relacionadas com altas dosagens de
imunoestimulantes foram igualmente observadas por outros autores. Couso et al.
(2003) relataram em dourada menor resisténcia quando desafiada com Photobacterium
damselae, com producdo do reativo intermediario do oxigénio similar ao da dieta
ausente de suplementacdo; Jeney et al. (1997) demonstraram que trutas arco-iris
tornaram-se mais susceptiveis a infeccédo por Flavobacterium colummaris; Robertsen et
al. (1990) demonstraram em salméo do Atlantico alta mortalidade quando injetado via
intraperitoneal com elevadas concentracdes de B-glucano e Whittington et al. (2005)
relataram diminuicdo da resposta imune da tilapia do Nilo quando alimentada com
dietas suplementadas com niveis superiores a 0,1% de B-glucano e desafiadas por
Streptococcus iniae. Os autores supracitados inferiram que as altas dosagens de [3-
glucano podem determinar a exaustdo das células fagociticas com consequente
diminuicdo da atividade. Castro et al. (2006) ressaltaram ndo sé a exaustao do sistema
imune frente a concentragdes elevadas de (-glucano, mas também a poténcia e rapidez

desta resposta.
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No décimo quinto dia apds o implante, os grupos (CL, L25, L50, D2 e D2+L25),
apresentaram aumento do numero de leucécitos totais, mantendo o mesmo perfil
observado no 2(DPI).

A leucocitose pode ser devida exclusivamente ao aumento de um Unico tipo de
célula ou a 2 ou 3 ou todos ao mesmo tempo. Consequentemente observa-se
leucocitose toda vez que houver aumento do numero de qualquer um dos leucdécitos do
sangue desde que ndo haja, ao mesmo tempo, diminuicAo do ndamero de outro
elemento que venha a compensa-lo (JANNINI; JANNINI FILHO, 1978).

Ja no grupo (D2+L50), observou-se diminuicdo do numero total de leucécitos,
gue demonstra mais uma vez que na associacdo do fosfato de levamisol com o
glicocorticoide, o primeiro ndo interfere, mas o segundo pode induzir a reducdo do
namero das células, que resulta em imunossupresséo. De acordo com Krensky et al.,
2001, os efeitos imunossupressores dos glicocorticéides séo relativamente conhecidos,
mas 0s mecanismos especificos de sua acdo imunossupressora ainda nao é claro. Os
glicocorticoides destroem e induzem a redistribuicdo dos linfécitos, resultando na
reducdo das contagens dessas células no sangue periférico.

Entretanto pode-se observar a acdo do fosfato de levamisol no grupo (L25)
apresentou aumento do numero de mondcitos e trombdcitos. Os trombdécitos sao
responsaveis pela homeostasia sanglinea, de modo andlogo as plaquetas em
mamiferos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Além da funcdo homeostatica, 0s
trombaocitos participam de processos moérbidos (STOSKOPF, 1993) e reduzem a
predisposicao a infecgbes (KOZINSKA et al., 1999; TAVARES-DIAS et al., 2007).

O levamisol parece restaurar a fungdo imune deprimida dos linfocitos, monécitos
e macréfagos. Siwicki (1989) observou aumento de leucocitos em carpas Cyprinus
carpio suplementadas com 2 a 8mg de levamisol por kg de peso vivo. A injecédo
intraperitoneal de levamisol na dose de 5 mg/kg de peso vivo (ISPIR; DORUCU, 2005)
e banho na concentracdo de 5/mL por 30 minutos (JENEY; ANDERSON, 1993),
também levaram a maior producdo de leucécitos em truta arco-iris. Entretanto Sahoo e
Murkherjee (2001) ndo observaram aumento do numero de leucécitos em rohu

suplemetados com levamisol na dieta.
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A maioria dos estudos realizados esta voltada a avaliagdo dos efeitos do
levamisol sobre o sistema imune dos peixes (CUESTA et al., 2002; CUESTA et al.,
2006), sendo escassos o0s relacionados com variaveis hematolégicas.

Os diversos trabalhos a respeito do uso de levamisol como imunoestimulante na
producdo de peixes mostram diferentes resultados, muitas vezes conflitantes, com
relacdo a dosagem capaz de trazer beneficios. Segundo Mulero et al, (1998 a) essas
diferencas provém da utilizacdo de diversos métodos de administracdo, idade, padrdo
imunolégico, além da variacdo intra interespecifica. Da mesma forma, Sakai (1999)
enfatiza a importancia da dose e tempo de administracdo de imunoestimulantes para

sua eficacia.

6.2 ESTUDO DA CINETICA DE MACROFAGOS SOBRE A REPOSTA
INFLAMATORIA

A avaliacdo da resposta inflamatoria cronica analisada pela cinética do acumulo
de macréfagos e da formacdo de macrdéfagos policariontes em laminula de vidro,
implantadas no tecido subcutaneo de pacus, tratados ou ndo com fosfato de levamisol e
ou dexametasona estao expressos na Tabelal.

Apesar das baixas contagens dessas células, pode-se observar que dois dias
apos o implante todos os grupos (CL; L25; L50; D2; D2+L25; D2+L50) tratados ou n&o
com fosfato de levamisol e dexametasona, apresentaram aumento progressivo da
contagem dessas células com o decorrer do tempo. Entdo a presenca de macréfagos
assim como de alguns gigantdcitos, com dois e trés a cinco nucleos, demonstra o
recrutamento de macrofagos, formacdo de células policariontes e de parte de seu
processo de maturacéao, refletindo a evolucéo da reacéo e a atividade dos macroéfagos.

Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por PETRIC et al., (2003
a,b); BRUM (2003), BELO et al.,, (2005; 2007) que observaram o acumulo de

macrofagos sobre a laminula de vidro por toda sua extenséo logo apés o implante.
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O grupo D2+L50, apresentou contagem de gigantocitos com trés a cinco nucleos
em numero significativamente maior do que o observado nos demais grupos.

O aumento nas contagens de macréfagos e gigantécitos pode ser observado aos
sete dias apdés o implante se comparado com o0 observado apo6s dois dias. Este fato
esta de acordo com os achados de BELO (2007) e sugerem gue 0 maximo da resposta
dos macrdéfagos ocorre neste periodo, no modelo experimental utilizado.

Pode-se observar que a cinética do acumulo dos macrofagos e a formacéo de
gigantocitos nas laminulas implantadas no tecido subcutaneo evoluiu progressivamente
em todos os tratamentos (CL; L25; L50; D2; D2+L25 e D2+L50) e em todos os tempos
estudados.

Os macréfagos formados possuem nucleos distribuidos aleatoriamente em seu
citoplasma, caracterizando, a inflamacdo tipo corpo estranho. Gradualmente, os
nacleos se organizam na periferia do citoplasma, formando as células de Langhans
(Mariano e Spector, 1974).

A formacdo de macrofagos depende do recrutamento diario de mondcitos dos
compartimentos de reserva do sangue. Seguindo a diapedese e a transformacdo em
macrofagos, estas células vao para o foco da inflamacédo por meio de quimiotaxia, onde
a IL-4 e IL- 13 induzem a fusdo dos macrofagos (Brodbeck & Anderson, 2009). O
interferom-gama participa da formacéo de células gigantes, Langhans (Anderson et al.,
2008).Estes resultados mostram diferencas na evolucdo da resposta de macréfagos
entre as diferentes espécies de peixes e modelos experimentais. Neste modelo de
avaliacdo da inflamacéo crbénica de corpo estranho, apresentou diferencas significativas
na resposta fisiopatolégica do pacu, P. mesopotamicus (PETRIC et al., 2003 a,b; BELO
et al, 2005),onde a formacéo de células gigantes tipo Langhans foi observado 15 dias
apos a implantacdo da laminula, considerando que em tilapias do Nilo essa formacao
foi predominante apds oito dias.

Pouco se conhece sobre os efeitos dos corticosterdides exdgenos em peixes
teledsteos, pois os resultados obtidos nesse periodo nédo estdo de acordo com os de

BELO et al., (2005). Estes autores verificaram que peixes tratados com dexametasona
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apresentaram menor namero de gigantocitos, sendo este efeito supressor, devido a
acao antiinflamatéria do glicocorticéide na fase aguda do processo que inibe a
formacdo de eicosandides e liberagdo de citocinas pro - inflamatérias, com inicio da
quimiotaxia. Este efeito pode ser observado quinze dias apés o implante, em que pacus
tratados com dexametasona (D2), apresentaram atividade imunossupressora, com
menor formacg&o de gigantocitos com seis a dez e onze a vinte nucleos.

Porém a associacao do ester6ide com o fosfato de levamisol apresentou efeitos
progressivos quanto ao acumulo de macrofagos e formacdo de gigantécitos em
laminulas nesse periodo. Estes resultados sugerem que a associacao desses farmacos
ndo interferiu na cinética da evolucdo da resposta uma vez que nao diferiu do
observado no grupo controle.

O efeito do tratamento com dexametasona sobre a formacao de policariontes foi
observado 15 DPI (Tabela 2), pois, houve formacdo de gigantdcitos com mais de 11
nacleos significativamente menor (P<0,05) que o observado no grupo controle.
Contrariamente a associacdo do esteroide com o levamisol manteve a evolugcdo do
processo como ja verificado aos 7 DPI.

Durante a evolucdo da inflamacéo cronica houve formacdo de gigantocitos tipo
corpo estranho no periodo avaliado, mas ndo de células tipo Langhans, cujos nucleos
estéo dispostos na periferia do citoplasma conferindo o aspecto de “coroa”.

De acordo com os resultados pode-se constatar que a evolugdo da adeséao de
macrofagos e formacado de gigantdcitos, foi progressiva durante o experimento. Todavia
nos peixes que receberam dexametasona ocorreu inibicdo da reacao, efeito que pode
ser somado ao do estresse do ato cirargico. Tanto o glicocorticide como o cortisol
liberado pelo estresse podem ter inibido a liberacdo de IL-4 e IL-13 importantes para a
fusdo dos macrofagos (Brodbeck & Anderson, 2009) como o interferon-gamma que
participa da formacédo dos gigantdcitos de Langhans (Anderson et al., 2008).

BELO et al., (2005) observaram efeitos benéficos na suplementacdo dietética
com vitamina E sobre a formacdo dos macrofagos policariontes em pacus. Resultados
semelhantes foram observados por BELO (2007) ao trabalhar com dietas

suplementadas com 500 mg de vitamina E/kg de racdo para a tilapia do Nilo, vacinadas
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e desafiadas com Mycobacterium marinum. O principal beneficio foi a reducdo das
concentracdo plasmatica de cortisol que favoreceu o acumulo de macréfagos e a
formacéo dos gigantécitos (Belo et al., 2005).

Os resultados obtidos no presente estudo com fosfato de levamisol
considerando-se o modelo experimental empregado, ndo demonstraram qualquer efeito

benéfico para os.

VIl = CONCLUSOES

- Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a suplementacdo com
fosfato de levamisol na concentragdo de 25mg/kg, induziu aumento significativo no
nimero de leucdcitos totais, monadcitos e linfécitos sanguineos no 15° dia.

- No sétimo dia a dexametasona interferiu significativamente na série eritrocitaria
com diminuicdo transitéria do nimero de eritrécitos, da taxa de hemoglobina e VCM,
bem como no leucograma provocando diminui¢do transitoria do numero de leucdcitos,
linfécitos e mondcitos.

- A dexametasona isoladamente inibiu a atividade dos macrofagos na reposta
inflamatéria crénica com diminuicdo do acumulo das células e formacéo de gigantécitos
na laminula sete dias ap6s o implante.

O fosfato de levamisol ndo interferiu na atividade dos macrofagos pois nédo
estimulou seu acumulo e a formacé&o de gigantécitos.

- A associacao dos farmacos pode ter inibido os efeitos da dexametasona, ja que
0S peixes apresentaram a mesma cinética de acumulo dos macréfagos nas laminulas
de vidro quando comparados aos demais grupos.

- Os pacus tratados com a associacdo das drogas apresentaram variacbes no

perfil hematolégico que foram inconclusivas..
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