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Manifesto 52 
 

Toda a humanidade foi dividida 
Desde, o princípio da existência, 
Separados por línguas e culturas 
Cada indivíduo com sua carência. 

 
O saber de toda a raça humana 
Foi repartido em varias ciências 
Tornando os mestres e doutores 
prisioneiros da sua sapiência. 

 
A fé, há tempos vai sendo dizimada 
por aqueles que camuflam a verdade 

que são os bons atos e amor ao próximo, 
ingredientes que salvarão a humanidade. 

 
Em conseqüência, seres humanos matam 
movidos por interesses estúpidos e fúteis 

por causas mal resolvidas  e 
outras paixões inúteis. 

 
E assim...caminhando vai a humanidade 
poucos enxergando a verdadeira razão 

do papel que cada um de nós representa, 
na grande e infinita espiral da evolução. 

 
Porem, apesar de tantas as desgraças 

que observamos nos arredores do mundo 
há motivos para conservar a esperança, 

pois, existe pureza no coração da criança, 
cabe a nós mantê-la viva, fomentá-la, 

 
Ainda existem jovens escolhendo uma profissão 

para melhorar suas vidas mas, também colaborar, 
com o saber contribuir oferecendo uma solução. 

 
Sempre existirão mestres dispostos a contribuir 

quando os discípulos, seu conhecimento buscarão 
o saber acadêmico e sua vivencia vão compartir, 

assim o conhecimento adquirido jamais será em vão. 
 

Resistirão os poetas com sua poesia a espalhar 
Palavras de força para que nossa luta continue. 
Pois, como nos diz um grandioso dito popular: 

“não há bem que perdure e nem o mal que perpetue”. 
 

Valter Montani 



x 
 

 

AGRADECIMENTOS 
 

Corro o risco de não dar conta desse ‘muitíssimo obrigado’ como é 

merecido, porque será difícil exprimir a beleza que foi esse movimento de energias 

e impulsos que foram chegando. 

As minhas primeiras palavras de agradecimento são para meus pais, 

Antonio Marcos e Marcia Regina. A vocês, que se doaram inteiros e renunciaram 

aos seu sonhos, para que, muitas vezes pudéssemos realizar os nossos. Sem o 

amor, carinho e todo o apoio que sempre me deram ao longo dos anos 

possivelmente não estaria aqui.  

Aos meus irmãos queridos Thassia Nathalia e Tarcio Marcos, que me 

incentivaram, a correr atrás dos meus objetivos sendo além de irmãos amigos, 

agradeço de coração.  

Ao meu orientador Profº. Doutor Flávio Ruas de Moraes, pelo empenho, 

paciência e credibilidade, obrigada por tudo, ao Profº. Dr. Marco Antonio de 

Andrade Belo meu co-orientador, que pelos seus conselhos e espírito de 

interajuda me permitiram a concretização do trabalho. 

Aos meus companheiros de pesquisa e trabalho Gustavo, Hurzana, Wilson, 

Marcelo, Fernando, Ed Jhonny e Alessandra que me ajudaram muito durante a 

execução desse trabalho. O resultado desse estudo foi possível apenas pela 

cooperação e pelo esforço de todos. 

Em especial Gustavo e Hurzana sem vocês seriam impossível, agradeço de 

coração, falo não só do carinho, do respeito e acima de tudo a verdadeira, que 

não cobra nada, que não tem valor material, mais que é capaz de enriquecer a 

alma de quem está próximo, mudando toda uma trajetória de vida, a amizade. 

De qualquer forma, todos os que realizam um trabalho de pesquisa sabem 

que não o fazem sozinhos. 

Todos vocês são co-autores deste trabalho.  
 

 
 



xi 
 

 

 
SUMÁRIO 

 
Página 

LISTA DE ABREVIATURAS....................................................................................xiii 
LISTA DE FIGURAS............................................................................................... xv 
LISTA DE TABELAS...............................................................................................xvi 
RESUMO.............................................................................................................. xvii 
SUMARY.................................................................................................................xix 
1. INTRODUÇÃO......................................................................................................1 

2. REVISÃO DE LITERATURA................................................................................ 2 

2.1 Inflamação....................................................................................................... 2 

        2.1.1 Considerações gerais..............................................................................2 

        2.1.2 Inflamação crônica em peixes teleósteos................................................6 

        2.1.3 Gigantócitos e granulomas em peixes.....................................................9 

   2.2 Efeitos dos corticosteróides em peixes teleósteos........................................11 

        2.2.1 Antiinflamatórios esteroidais..................................................................13 

   2.3 Efeitos do levamisol em peixes teleósteos....................................................17 

   2.4 Hematologia em peixes teleósteos................................................................18 

3. OBJETIVO GERAL.............................................................................................22 

3.1 Objetivos específicos......................................................................................22 

4. MATERIAL E MÉTODOS....................................................................................23 

4.1  Peixes e acondicionamento...........................................................................23 

4.2  Manejo dos peixes.........................................................................................24 

4.3  Monitoramento da qualidade de água...........................................................24 

   4.4 Delineamento experimental...........................................................................25 

4.5  Anestesia dos peixes.....................................................................................26 

4.6  Administração dos fármacos..........................................................................27 

4.7  Implante das lamínulas de vidro....................................................................28 

4.8  Análise hematológica.....................................................................................28 

   4.9 Eutanásia, colheita, fixação e coloração das lamínulas.................................31 

5. RESULTADOS....................................................................................................32 

5.1 Inflamação tipo corpo estranho.......................................................................32 

5.2 Estudo eritrocitário..........................................................................................34 



xii 
 

 

6. Discussão..........................................................................................................39 

6.1 Efeito do levamisol e dexametasona no perfil hematológico.........................39 

6.2 Estudo da cinética de macrófagos sobre a resposta inflamatória..................46    

7. Conclusões........................................................................................................49 

REFERÊNCIAS......................................................................................................50 



xiii 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 

 

AA 

 

Ácido araquidônico 

ACTH Hormônio adrenocorticotrópico 

AGD  

BCG 

CGE 

Amoebic Gill Disease 

Bacilo de Calmette-Guérin 

Células granulocísticas especiais 

CL Controle 

CHCM Concentração de hemoglobina corpuscular média 

CRH  

CV 

Hormônio liberador de corticotrofina  

Coeficiente de variação 

DEXA 

DL 

DPI           

Dexametasona 

Decilitro 

Dias após implante 

D2 Dexametasona 2mg/kg 

D2+L25 Dexametasona 2 mg/kg e levamisol 25mg/kg 

D2+L50 

EDTA 

Dexametasona 2mg/kg e levamisol 50mg/kg 

Ácido etilenodiamino tetra-acético 

ERIT Eritrócito 

FGF Fatores de angiogênese 

GC Glicocorticóide 

HE Hematoxilina eosina 

HCM Hemoglobina corpuscular média 

HG Hemoglobina 

Htc Hematócrito 

IFN-γ Interferon gama 

Ig 

IgD 

IgM 

IgT 

Imunoglobulina 

Imunoglobulina D 

Imunoglobulina M 

Imunoglobulina T 



xiv 
 

 

IgZ Imunoglobulina 

IL Interleucina 

Kg Kilograma 

L 25 Levamisol 25mg/kg 

L 50 Levamisol 50mg/kg 

LEV 

LOG 

Levamisol 

Logaritmo 

MG 

ML 

N 

NGF 

PDGF 

Pr 

Miligrama 

Mililitro 

Numero  

Fator de crescimento neuronal 

Fator de crescimento derivado de plaquetas 

Probabilidade de significância 

RPM Rotação por minuto 

TGF 

TGF-alfa 

TNF 

Fator de crescimento transformante  

Fator de transformação de crescimento alfa 

Fator de necrose tumoral 

VCM Volume corpuscular médio 

%L           Porcentagem 
 
PEPAS      Leucócito granular positivo



xv 
 

 

LISTA DE FIGURAS 
 

Página 
 

Figura 1 Estrutura molecular básica dos glicocorticóides ...............................

 

14 

Figura 2 Estrutura molecular da dexametasona ...............................................

 

15 

Figura 3 Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR).................. 

  

24 

Figura 4 Banho com solução anestésica. A: Animais pré-anestesiados 

em solução aquosa de benzocaína (1:20.000); B: Animais 

anestesiados individualmente em solução aquosa de 

benzocaína na proporção de 1:10.000 para o implante da 

lamínula....................................................................................... 

 

 

 

 

 

26 

Figura 5 Administração dos fármacos (região latero-dorsal direita) ..............

 

28 

Figura 6 Procedimento cirúrgico do implante da lamínula no tecido 

subcutâneo de pacu (Piaractus mesopotamicus) A: Incisão 

dorso lateral esquerda para implante da lamínula; B: Divulsão 

do tecido subcutâneo; C: Implante da lamínula de 

vidroAdministração dos fármacos (região latero-dorsal direita) ....

 

 

 

 

 

29 

Figura 7 Punção venosa caudal................................................................ 

 

 

 

 

 

31 

 

 

 

 

 

   



xvi 
 

 

LISTA DE TABELAS 
Páginas 

 

Tabela 1 Distribuição dos peixes nos diferentes tratamentos 
experimentais.......................................................................... 

 

 
25 

Tabela 2 Valores médios transformados em log (x+1)¹, desvio padrão 
análise de variância ² das contagens de células presentes 
nas lamínulas dois, sete e quinze dias após o implante no 
tecido subcutâneo de pacus, submetidos aos diferentes 
tratamentos ³........................................................................... 

 

 
 
 
 

33 

Tabela 3 Valores médios¹ e desvio padrão ² da contagem total de 
eritrócitos (Erit), hematócrito (Hct), volume corpuscular 
médio (VCM), hemoglobina (Hg), concentração de 
hemoglobina corpuscular média (CHCM) do sangue de 
pacus submetidos aos diferentes 
tratamentos³............................................................................ 
 

 
 
 
 
 

35 

Tabela 4 Valores médios¹ e desvio padrão² da contagem de 
leucócitos, trombócitos, neutrófilos, monócitos, linfócitos e 
LGPAS do sangue de pacus, submetidos aos diferentes 
tratamentos³............................................................................ 

 

 
 
 

  37 

Tabela 5 Valores médios¹ e desvio padrão ² da contagem de 
neutrófilos, monócitos, linfócitos e CGE do sangue expressa 
em valores relativos de pacus submetidos aos diferentes 
tratamentos³............................................................................ 

 

 
 
 

38 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 



xvii 
 

 

LEVAMISOL E DEXAMETASONA NA INFLAMAÇÃO CRÔNICA POR CORPO 
ESTRANHO EM PACU (Piaractus mesopotamicus) 

 
RESUMO - Este ensaio teve por objetivos avaliar o efeito da administração 

parenteral de dexametasona e fosfato de levamisol sobre a cinética de acúmulo de 

macrófagos e formação de gigantócitos em lamínulas de vidro, implantadas no 

tecido subcutâneo de pacus (Piaractus mesopotamicus), na tentativa de simular 

um estímulo estressante com imunossupressão e a possibilidade de compensa-la 

usando um imuoestimulante. Foram utilizados 147 peixes juvenis, distribuídos 

aleatoriamente em vinte e uma caixas de água plásticas de 250 L, contendo sete 

animais cada, constituindo os tratamentos: NV = não 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 

solução alcoólica de benzocaína (1:10000 v/v) e submetidos ao implante de 

lamínulas de vidro esterilizadas no tecido subcutâneo, quando administrou-se, por 

via intra-muscular, os fármacos de acordo com cada tratamento. Decorridos dois, 

sete e 15 dias pós-implante (DPI) os peixes foram novamente anestesiados para 

coleta de sangue e eutanasiados (solução alcoólica de benzocaína, 1:500 v/v) 

para a retirada das lamínulas. O sangue destinou-se aos exames hematológicos e 

as lamínulas à avaliação da cinética do acúmulo de macrófagos e formação de 

gigantócitos. Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey, a 5% de 

probabilidade e demonstraram que ao longo do período experimental observou-se 

redução do número de eritrócitos e taxa de hemoglobina associadas ao aumento 

do volume corpuscular médio, quadro que sugere ligeira anemia macrocítica. Na 

avaliação da cinética de acúmulo celular sobre a lamínula, as maiores contagens 

de macrófagos isolados ocorreram sete dias após o implante em todos os grupos, 

associadas à maior formação de células policariontes independentemente do 

número de núcleos. A dexametasona (2,0 mg/kg) inibiu o acúmulo de macrófagos 

na lamínula sete dias após o implante. Quando as drogas foram associadas este 

efeito desapareceu. O fosfato de levamisol na concentração de 25 mg/Kg, 

administrado por via intramuscular, demonstrou ação sobre o perfil hematológico 
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no 15o dia. A associação dos fármacos não interferiu significativamente na série 

eritrocitária e leucocitária de qualquer dos tratamentos e tempos estudados. 

  

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

inflamação 
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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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I. INTRODUÇÃO 
 

 

A aqüicultura, como atividade econômica, apresenta notável crescimento nos últimos 

anos, tanto no Brasil como no mundo (SCORVO-FILHO, 2004). Como em todo sistema 

intensivo de produção, a piscicultura não está livre de obstáculos que limitam sua 

produtividade. Os peixes são criados em altas densidades de estocagem, alimentados 

com ração de qualidade questionável e manejo muitas vezes inadequado, criando uma 

porta de entrada para epidemias e subsequentes perdas econômicas (MARTINS, 

1998). 

Nas últimas décadas, intensificou-se o estudo de substâncias 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 substâncias apontam 

perspectivas promissoras para o manejo sanitário, pois além de atuar como 

coadjuvantes na quimioterapia podem ser usadas na profilaxia. 

O levamisol é um levo - isômero do tetramisol. O composto foi utilizado pela 

primeira vez em 1966, como anti-helmíntico de amplo espectro, e é utilizado com 

segurança na medicina e medicina veterinária (FINDLAY & MUNDAY, 2000a). 

Entretanto, desde a década de 70 se discute a atividade imunoestimulante deste 

fármaco, associando-o a dietas, banhos ou vacinas como adjuvante, Os resultados 

sugerem elevação do número de neutrófilos, aumento da atividade fagocítica (SIWICKI, 

1987), aumento da atividade e capacidade de fagócitos (FINDLAY & MUNDAY, 2000b), 

diminuição das lesões causadas por AGD “Amoebic Gill Disease” (FINDLAY & 

MUNDAY, 2000a) e aumento de peso e crescimento (LI et al., 2004). 

A inflamação divide-se em aguda e crônica, onde a inflamação crônica se 

caracteriza por maior duração (dias, meses ou anos) e predomínio de células 

mononucleares e proliferação de tecido conjuntivo e vasos (KUMAR et al., 2004). Os 

granulomas classificam-se em: "granulomas por corpo estranho" e "granulomas imunes 

ou epitelióides" (TIZARD et al., 2002).   
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Dentre os diversos protocolos experimentais empregados para elucidação da 

fisiopatologia da inflamação, inclui-se o implante de lamínulas de vidro no tecido 

subcutâneo de peixes que induz a resposta inflamatória crônica tipo corpo estranho, 

apresentando acúmulo de macrófagos e formação de gigantócitos (PETRIC et al., 

2003a, b; BELO et al. 2005; BELO et al., 2007). Estes formam-se pela fusão das 

membranas de macrófagos e são dependentes do recrutamento de monócitos do 

sangue e da taxa de renovação do granuloma (RYAN & SPECTOR, 1970). No entanto, 

de acordo com Belo et al. (2005; 2007) elevados níveis de cortisol circulantes suprimem 

significativamente a migração de macrófagos em pacus e tilápias, respectivamente. 

Decorrente de sua função e da sua posição filogenética, a utilização de peixes, 

como modelo experimental, traz contribuições relevantes para a área da patologia 

comparada. Além disso, o conhecimento dos principais fatores, que direta ou 

indiretamente afetam a homeostase, ligados ao manejo é fundamental para a 

exploração econômica de qualquer espécie de peixe (CLAUDIANO, 2011). 

 
 
II - REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 INFLAMAÇÃO 
 
 
2.1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 
 

Inflamação (derivada de inflammátìó que em latim significa incêndio) é a resposta 

dos tecidos à agressão química, física ou biológica. Assim, o organismo quando 

atingido por um estímulo lesivo desencadeia alterações da microcirculação na área 

afetada e em tecidos adjacentes de forma a diluir, destruir ou circunscrever o agente 

lesivo (GARCIA-LEME, 1989; KUMAR et al. 2004). 
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A inflamação e a cicatrização são fenômenos complexos em função dos 

diferentes mecanismos de ação de substâncias farmacologicamente ativas liberadas, 

sintetizadas ou neoformadas no processo, bem como pelos vários moduladores e pela 

dinâmica da participação de estruturas vasculares, celulares e teciduais (MORAES & 

MORAES, 2009). Como resposta protetora do organismo o seu ponto de início 

determina, em última instância, os limites entre a total resistência à infecção ou a 

instalação da injúria (PRADHAN et al., 2008). Esta apesar de estereotipada é altamente 

complexa em função de seus mecanismos de controle que envolve substâncias 

farmacologicamente ativas, como eicosanóides derivados do ácido araquidônico, 

citocinas autacóides, com efeito, autócrino, parácrino e endócrino, além de hormônios 

importantes como a insulina e os corticosteróides endógenos (GARCIA-LEME, 1989). 

Cornelius Celsus, no inicio da era Cristã, enunciou os quatros sinais cardinais da 

inflamação: rubor, tumor, calor e dolor (dor) e, posteriormente, Rodolf Virchow 

acrescentou a estes um quinto, o functio laesa, que indica perda de função da área 

afetada pela injúria, adicionado no final do século XIX (RYAN & MAJNO, 1977; TAUBER 

& CHERNYAK 1991). 

Sendo assim, a inflamação é definida como uma reação às agressões por 

agentes biológicos, físicos e químicos (KUMAR et al., 2004). Uma das suas principais 

características é a mobilização adequada e em tempo hábil, de leucócitos da 

microcirculação 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 inflamação para eliminação do agente 

agressor. Este fenômeno seria, então, uma reação do organismo contra os agentes 

nocivos, observado tanto em vertebrados como em invertebrados. Por desempenhar 

papel relevante na sobrevivência dos indivíduos frente à agressão, a inflamação pode 

ser observada em todos os seres vivos, desde os mais primitivos, tornando-se, no 

entanto, mais complexa à medida que se evolui na escala filogenética. Entretanto, a 

ação isolada do fenômeno inflamatório não se revela eficiente durante a agressão 

específica. Neste caso, a ação da resposta imune específica reforça e amplia ao 

máximo a sua eficácia (PERSON, 1992). 
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A imunidade inata ou não específica é a inflamação dirigida contra agentes 

antigênicos. A imunidade específica é representada por reações mediadas pela 

produção de imunoglobulinas (Ig), sendo a molécula tetramérica similar à IgM de 

mamíferos e necessita de sensibilização prévia (SCAPIGLIATI; ROMANO; ABELLI, 

1999). As células que participam da reação inflamatória foram classificadas por Spector 

(1980), da seguinte forma: células endoteliais, células próprias do tecido (mastócitos, 

fibroblastos e macrófagos fixos) e células migratórias (leucócitos sanguíneos). 

Nos peixes, alguns relatos demonstram a existência de mais três 

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 antígenos de superfície de células B e outra 

como proteína solúvel, secretada como componente de fluídos corporais (LITMAN; 

ANDERSON; RAST, 1999). 

O primeiro fenômeno inflamatório descrito em peixes foi a fagocitose de 

eritrócitos 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 inflamação induzida por vários tipos de flogógenos em diversas espécies 

de peixes, tempos de observação e modelos experimentais. Matushima & Mariano 

(1996) verificaram que a injeção de carragenina na bexiga natatória de tilápias 

Oreochromis niloticus induz reação inflamatória caracterizada por congestão vascular, 

acúmulo predominante de trombócitos e macrófagos, raros granulócitos 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 

trombócitos seis horas depois da injeção de carragenina (MARTINS, 2000; MARTINS et 

al., 2006). Nesse caso, o macrófago foi o segundo tipo celular predominante no foco 

inflamatório. 

Os monócitos circulantes são recrutados para a área de inflamação, aderem ao 

endotélio vascular e emigram para o tecido, transformando-se em macrófagos teciduais, 

que serão ativados. Tal ativação pode ocorrer por via não imunitária através de 
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endotoxina, fibronectina e mediadores químicos ou através da via imunitária, com a 

presença de células T ativadas, que produzem citocinas, sendo a principal delas o 

interferon gama (IFN-γ) A ativação macrocitária causa lesão tecidual, devido à produção 

de metabólitos tóxicos de oxigênio, proteases, fatores quimiotáxicos dos neutrófilos, 

fatores de coagulação, metabólitos do ácido araquidônico e óxido nítrico. A fibrose 

depende da produção de fatores de crescimento (PDGF, TGF, TGF-α), citocinas 

fibrinogênicas, fatores de angiogênese (FGF) e colagenases de remodelamento por 

macrófagos. (GUYTON,1976). 

O acúmulo de leucócitos no sítio lesado é um dos principais eventos do processo 

inflamatório. A mobilização adequada e em tempo hábil de leucócitos da 

microcirculação para o foco inflamado é uma das etapas fundamentais da reação e se 

traduz na primeira ação de defesa do organismo e na principal característica do 

fenômeno (MORAES & MORAES, 2009). 

Os macrófagos e os leucócitos polimorfonucleares recrutados pelos sítios de 

lesão celular desempenham papel fundamental no processo inflamatório mediante a 

liberação de substãncias solúveis de regulação da fase aguda denominados de 

citocinas, destacando-se inicialmente a liberação de interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 

(IL-6) e fator α de necrose tumoral (TNF- α) (CARVALHO; LEMONIA, 1998). 

Uma série de substâncias endógenas, também denominadas de mediadores, são 

produzidas por leucócitos, células endoteliais e plaquetas, por mastócitos e por células 

do sistema nervoso periférico. Entre tais substâncias podemos incluir principalmente a 

bradicinina, serotonina, produtos da cascata do ácido araquidônico, adenosina, 

histamina, neuropeptídios como a substância P e citocinas liberadas pelas células 

imunes, destacando-se como mais importantes a interleucina-1b (IL-1b), (TNF-α) e fator 

de crescimento neuronal (NGF) (CARVALHO; LEMONIA, 1998). 

 A fase aguda da inflamação é caracterizada por vasodilatação arteriolar, capilar 

e vênular, aumento de permeabilidade vascular acompanhada de formação de edema; 

aumento da viscosidade sanguínea e marginação leucocitária; diapedese, quimiotaxia; 

acúmulo de leucócitos, particularmente neutrófilos, no foco lesado e fagocitose por 
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células competentes. Nessa fase, o fenômeno é de caráter exsudativo (MORAES & 

MORAES, 2009). 

A quimiotaxia de leucócitos envolve um rígido mecanismo de regulação de 

adesão destas células ao endotélio e subsequente migração trans-endotelial. Esta 

interação adesiva com o endotélio constitui um processo dinâmico envolvendo a 

ativação tanto do endotélio quanto dos leucócitos, resultando na liberação de um 

grande número de moléculas de adesão, incluindo as selectinas e integrinas, fatores 

quimiotáxicos conhecidos como quimiocinas, óxido nítrico e receptores de adesão 

(CARVALHO; LEMONIA, 1998). 

 
 
2.1.2 INFLAMAÇÃO CRÔNICA EM PEIXES TELEÓSTEOS 
 

 

Quando acontece a fase aguda da inflamação e o agente agressor persiste nos 

tecidos, a reação se cronifica e passa a apresentar caráter proliferativo, com acúmulo 

de leucócitos mononucleares, tais como macrófagos e seus derivados epitelióides e 

policariontes, linfócitos, plasmócitos, fibroblastos, fibras colágenas, além de 

angiogênese e, na dependência do agente causal, polimorfonucleares como os 

eosinófilos (GARCIA-LEME, 1989; HARKNESS, 1981). 

Pode ser a continuação de uma reação aguda, mas, muitas vezes, acontece de 

maneira insidiosa, como uma reação pouco intensa e, frequentemente, assintomática. 

Os macrófagos ativados secretam vários mediadores da inflamação, os quais, se não 

controlados, podem levar à destruição tecidual e fibrose características desse tipo de 

inflamação (GUYTON, 1976). 

Este quadro pode sofrer pequenas variações em função do tipo de tecido 

afetado, do agente causal e do nível de especificidade da resposta. Todavia, é 

estereotipado e altamente complexo em função dos seus mecanismos de regulação 

envolvendo mediadores químicos autacóides e moduladores diversos de ação 

autócrina, parácrina e endócrina (GARCIA-LEME, 1989). 



7 
 

 

A inflamação crônica é caracterizada por inflamação ativa com infiltração de 

células mononucleares, destruição tecidual e tentativa de reparação dos danos. Outra 

característica é a formação de granulomas, que pode ser composto de várias células, 

como macrófagos, células epiteliódies, macrófagos policariontes, linfócitos, fibroblastos 

e granulócitos (GAUTHIER, 2004). Os granulomas classificam-se em granulomas por 

corpo estranho e granulomas imunes ou epitelióides (TIZARD et al., 2002). 

As células envolvidas na resposta inflamatória crônica de teleósteos possuem 

morfologia semelhante às células epitelióides de mamíferos, envolvendo alta atividade 

metabólica, fagossomos, interdigitações entre células adjacentes e formação de 

granulomas epitelióides (NOGA; DYKSTRA; WRIGTH, 1989). 

A presença de macrófagos no tecido cronicamente inflamado é garantida pelo 

recrutamento de monócitos no sangue, proliferação local de macrófagos e imobilização 

local dos macrófagos, sendo o primeiro mecanismo o mais importante (ROBINS & 

COTRAN, 2004). 

A inflamação granulomatosa constitui o substrato morfológico de várias doenças 

infecciosas, e, em peixes, é descrita na infecção por flavobactérias (KLLUGE, 1965), na 

tuberculose em Pleuronectes platessa (TIMUR et al., 1997a); na infecção 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 inoculação de BCG em Oreochromis niloticus 

(MATUSHIMA, 1994). 

A característica morfológica básica da inflamação granulomatosa é a ocorrência 

de células epitelióides e a disposição concêntrica da lesão total. De acordo com os 

agentes que os induzem, os granulomas podem ser divididos em duas grandes 

categorias: o primeiro tipo é causado por substâncias destituídas de atividade 

antigênica e incapazes de suscitar resposta imune. São designados como granulomas 

tipo corpo estranho, suas propriedades químicas são capazes de gerar uma reação que 

pouco difere na evolução, dinâmica, duração, severidade e involução daqueles 

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



8 
 

 

discreto, como os induzidos por bentonita e carragenina, ou vigoroso a severo, como os 

provocados por sílica ou parede celular de estreptococos. A segunda categoria de 

granulomas são aqueles formados por agentes dotados de propriedades antigênicas 

específicas. Entre eles incluem-se bactérias, fungos, vírus, protozoários e alguns metais 

como o zircônio e o berílio. Todos esses agentes, apesar da sua diversidade, tem uma 

propriedade em comum que é o fato de serem de difícil degradação (MARIANO, 1995). 

Substâncias inertes também induzem o desenvolvimento de inflamação crônica, 

não imune, como na injeção de sílica no tecido muscular de Gadus morthua e 

Carassios. auratus que provoca lesão proliferativa, constituída por macrófagos, 

linfócitos e marcada fibroplasia (JANSSON & WAALER, 1967), pela injeção de 

carragenina em P. platessa (TIMUR et al., 1997), pelo implante de tecido ósseo de 

desmineralizado de Anguilla anguilla em tecido muscular de Scyliorhinus canicula 

(PEINGNOU-DEVILLE et al., 1989); pelo implante de lamínulas de vidro no tecido 

subcutâneo de P. mesopotamicus (PETRIC et al., 2003a, b). 

O implante de lamínulas de vidro no tecido subcutâneo de pacu (Piaractus 

mesopotamicus) induz adesão e acúmulo de macrófagos formando os gigantócitos 

policariontes. Seu número aumenta progressivamente, assim como o número de 

núcleos por célula. Inicialmente, formam-se os gigantócitos tipo corpo estranho que 

evoluem mais tardiamente para o tipo Langhans, com núcleos periféricos. Esses 

predominam na lamínula após 14 dias e a seguir ocorre à formação de cápsula 

conectiva (PETRIC et al., 2003a, b, BELO et al., 2005). 

Petric et al. (2003a) implantaram lamínulas de vidro no tecido subcutâneo de 

Piaractus mesopotamicus para estudar a cinética do desenvolvimento de granuloma do 

tipo corpo estranho. Depois de três dias de implante observaram-se muitos macrófagos 

aderidos à lamínula e raros gigantócitos binucleados. Depois de sete dias, havia maior 

número de macrófagos isolados e era perceptível sua maior organização e havia 

predomínio de células gigantes do tipo corpo estranho. 

Nesse tempo, além dos gigantócitos do tipo corpo estranho, estavam presentes 

outras células cujos núcleos estavam dispostos na periferia do citoplasma conferindo 

aspecto de “coroa”. Essas células foram classificadas como do tipo Langhans. Nas 
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observações realizadas após 14 dias, o número de gigantócitos do tipo Langhans era 

maior que os do tipo corpo estranho e a quantidade de macrófagos isolados havia se 

estabilizado. 

Aos 30 dias após o implante, não era possível individualizar as células gigante, 

graças à intensa proliferação fibroblástica formando uma cápsula constituída também 

por fibrócitos, colágeno, células mononucleares e neovasos. Aos 45 dias não mais se 

observou a presença de gigantócitos, mas sim de cápsula conectiva hialina, com 

predomínio colagenoso, redução do número de vasos neoformados e da celularidade. 

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

 
 
2.1.3 GIGANTÓCITOS E GRANULOMAS EM PEIXES 

 

 

Em granulomas tipo corpo estranho formam-se macrófagos policariontes pela 

fusão da membrana celular de macrófagos (GILLMAN & WRIGHT, 1966; MARIANO & 

SPECTOR, 1974). Em estudo in vitro, MCNALLY & ANDERSON (1995) demonstraram 

a formação de células gigantes pela fusão de macrófagos derivados de monócitos 

humanos após indução com as interleucinas 3 e 4 (IL-3 e IL-4, respectivamente). Em 

estudo subsequente, Mcnally & Anderson (1996) constataram que a fusão dos 

macrófagos necessita de receptores de manose (MR) que são altamente estimulados 

pela IL-4. Recentemente, estes autores observaram a participação do retículo 

endoplasmático dos macrófagos durante o processo de fusão celular, após 

aproximação destas estruturas aos receptores de manose. Tal mecanismo de 

acoplamento apresenta características semelhantes às observadas no processo de 

fagocitose (MCNALLY & ANDERSON, 1996). 

Autores avaliaram, in vivo, o acúmulo de macrófagos e a formação de células 

gigantes em lamínulas de vidro implantadas no tecido subcutâneo de mamíferos (RYAN 

& SPECTOR, 1970; MARIANO & SPECTOR, 1974; BIRMAN & MARIANO, 1985). 

Graças ao recrutamento de novos macrófagos ao processo inflamatório inicia-se a 
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fusão celular e formação de células policariontes, denominadas de células gigantes tipo 

corpo estranho, em que os núcleos são encontrados aleatoriamente no citoplasma, 

evoluem para células do tipo Langhans, em que os núcleos estão dispostos na periferia 

da célula, conferindo a ela o aspecto de “coroa” (MARIANO & SPECTOR, 1974). 

A taxa de migração de macrófagos para a lamínula de vidro implantada depende 

da natureza da reação inflamatória e do tecido conectivo que a envolve. Conforme 

demonstrado por Birman & Mariano (1985), a inoculação de BCG vivo no local do 

implante da lamínula, causa drástica redução na formação de células gigantes, redução 

do número de núcleos/célula gigante e bloqueio na transformação de célula tipo corpo 

estranho para célula tipo Langhans. Este fenômeno pode ser explicado pela indução do 

processo inflamatório provocado pelo BCG vivo ser de alta renovação. O contrário 

ocorre com a inoculação de carragenina, pois esta substância induz a formação de 

granuloma de baixa renovação. 
Miyazaki & Kaige (1985) estudaram a resposta inflamatória granulomatosa em 

tilápias do nilo, O. niloticus, infectadas naturalmente por Edwardsiella tarda. No estudo 

histopatológico dos peixes foi observado multiplicação deste patógeno no interior dos 

macrófagos. Estes autores relataram a diminuição significativa no número de bactérias 

presentes nos granulomas com a evolução do processo inflamatório. A formação de 

células gigantes tipo corpo estranho e de Langhans foi observada em nódulos 

presentes no tecido conjuntivo de Pleuronectes platessa, ocorrendo em áreas 

adjacentes ao parasitismo por Ichthyophonus hoferi e Jarrela glandicephalus, 

respectivamente (TIMUR & TIMUR, 1984; EIRAS & REGO, 1989). 

 Matushima (1994) avaliando o processo inflamatório crônico granulomatoso 

induzido pela inoculação intramuscular de BCG em tilápias do Nilo (Oreochromis 

niloticus) detectou a presença de raras células gigantes tipo corpo estranho três dias 

após a inoculação do BCG, que apareceram com maior frequência aos sete dias. Após 

21 dias, estas já possuíam maior organização e, aos 33 dias células gigantes do tipo 

corpo estranho já podiam ser encontradas englobando grumos de BCG. Estas células 

também podiam ser encontradas em locais mais distantes formando “ninhos” de células 

inflamatórias junto com linfócitos, fibroblastos e macrófagos. 
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Em pacus jovens, P. mesopotamicus, ocorre o início da formação de células 

policariontes em lamínulas de vidro implantadas no tecido subcutâneo, após três dias 

do estímulo exercido pelo corpo estranho. A suplementação da dieta dos peixes com 

100, 200 ou 500 mg de vitamina C/Kg de ração induz aumento no número de 

macrófagos policariontes e no número de núcleos dos gigantócitos formados e acelera 

a transformação 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 suplementação dietética com vitamina E sobre a formação dos 

macrófagos policariontes em pacus mantidos em alta densidade de estocagem, 

havendo aumento significativo destes em grupos tratados com 450 mg de vitamina E/ 

Kg de ração na dieta. 

Em contrapartida, autores estudaram in vitro a formação de gigantócitos em 

culturas de macrófagos, obtidos do rim cefálico de diferentes espécies de peixe 

(COUSO et al., 2002). Na análise comparativa entre os resultados observados no 

processo evolutivo de diferenciação e fusão dos macrófagos, verificou-se o início da 

formação de células gigantes com 24 horas em S. aurata (COUSO et al., 2002), dois a 

três dias em Cyprinus carpio (BAYNE, 1986) e depois de uma semana em O. mykiss 

(SECOMBES, 1985). 

 
 
2.2 EFEITOS DOS CORTICOSTERÓIDES EM PEIXES TELEÓSTEOS 
 

 

O envolvimento do hipotálamo e da glândula pituitária no controle da secreção de 

corticosteróides em teleósteos foi descrita por Sumpter et al. (1994). Os principais 

moduladores químicos envolvidos neste processo são o hormônio liberador da 

corticotropina (CRH) e o hormônio adrenocorticotrópico (ACTH). A produção de 

corticosteróides é localizada nas células interrenais presentes no rim cefálico, sendo o 

cortisol o principal corticosteróide produzido por peixes teleósteos (WENDELAAR 

BONGA, 1997).  
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 O cortisol apresenta amplo espectro de atividade em peixes teleósteos, 

combinando funções mineralocorticóides, comparáveis à apresentada pela aldosterona 

em vertebrados terrestres, e glicocorticóide. Portanto, este corticosteróide participa na 

regulação do equilíbrio hidromineral, no metabolismo energético, além de suprimir o 

sistema imunológico e a capacidade reprodutiva dos animais (WENDELAAR BONGA, 

1997). Tal fato ressalta a importância do estudo e caracterização das alterações 

fisiológicas relacionadas ao aumento da secreção de cortisol, como ocorre no estresse 

e das consequências da liberação deste esteróide sobre respostas orgânicas. 

As respostas fisiológicas induzidas pelo estresse apresentam efeitos severos 

sobre os mecanismos de defesa dos peixes, causando imunossupressão com 

diminuição da resistência orgânica e predispondo-os ao ataque de agentes patogênicos 

(BARTON & IWAMA, 1991). 

 Em geral os teleósteos submetidos ao estresse agudo ou crônico apresentam 

rápido aumento dos níveis sanguíneos, seguida de redução no número de linfócitos 

circulantes. A diminuição sanguínea de linfócitos e monócitos pode ser resultante do 

extravasamento destas células para os tecidos, afetando as funções dos linfócitos B e T 

circulantes. Tal fato esta frequentemente associada com a diminuição da resistência a 

patógenos oportunistas (WENDELAAR BONGA, 1997). 

 Elevadas concentrações de cortisol plasmático estão à susceptibilidade aos 

organismos patogênicos, resultante da redução dos níveis circulantes de linfócitos e da 

produção de anticorpos, além da diminuição da atividade fagocítica de leucócitos 

(MONTERO et al. 1999). Após a administração exógena de cortisol, ocorre aumento 

dos níveis circulantes de neutrófilos, no entanto, verifica-se inibição da migração destas 

células para as lesões inflamatórias (BARTON & IWAMA, 1991). A migração, atividade 

fagocítica e capacidade respiratória de macrófagos foram diminuídas em peixes com 

elevados níveis de cortisol circulante (MONTERO et al., 1999; ORTUNÕ et al., 2001). 

BELO (2005; 2007) verificaram efeito depressor da atividade corticosteróide sobre o 

recrutamento e acúmulo de macrófagos e na formação de gigantócitos em resposta 

inflamatória induzida por corpo estranho em pacus e tilápias, respectivamente. Os 

mecanismos de supressão imunológica induzidos pelo cortisol em peixes não estão 
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completamente esclarecidos, mas evidências sugerem que o cortisol pode atuar 

inibindo a liberação de citocinas que são necessárias para a diferenciação de linfócitos 

e seus precursores (KAATARI & TRIPP, 1987). 

 
 
2.2.1 ANTIINFLAMATÓRIOS ESTEROIDAIS 

 

 

Os corticosteróides são hormônios secretados pela região cortical das glândulas 

supra-renais. Os glicocorticóides (GC), que são os esteróides-alvos desta revisão, são 

produzidos pela zona fasciculada, estão envolvidos em diversas funções fisiológicas e 

também na adaptação a situações de estresse. São drogas amplamente usadas em 

decorrência de seus efeitos imunossupressivos e antiinflamatórios no tratamento de 

muitas doenças reumáticas, além de outras doenças inflamatórias (ANTI et al., 2008). O 

hipotálamo sintetiza o CRH (hormônio liberador de corticotrofina), que estimula a 

hipófise a secretar ACTH. Este hormônio, por conseguinte, induz a zona fasciculada do 

córtex adrenal a sintetizar cortisona(CARDOZO et al., 2007). 

Os GC podem ser classificados de acordo com sua meia vida, sua potência e a 

duração de suas ações (ANTI et al., 2008), tendo a capacidade virtual de inibir todos os 

componentes envolvidos no processo inflamatório. Provocam neutrofilia, linfopenia, 

inibem a fagocitose dos macrófagos, antagonizam a ação vasodilatadora das 

bradicininas e prostaglandina, estabilizam as membranas, particularmente a dos 

lisossomos, impedindo o extravasamento de enzimas líticas no local da lesão (DAMIANI 

et al., 1984) 

A estrutura molecular básica dos glicocorticóides (GC) é o 

ciclopentanoperidrofenantreno, derivado do colesterol que consiste de três anéis 

hexano e um anel pentano (Figura1). Todos os GC, naturais e sintéticos, são variações 

dessa estrutura básica e precisam, para ter efeito, de um grupo 11-hidroxilo. Variantes 

dessa estrutura levam às diferenças na potência, meia vida, metabolismo e efeitos 

mineralocorticóides (CARDOZO et al., 2007). 
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                  Figura 1. Estrutura Molecular do básica dos glicocorticóides (CARDOZO et al., 2007). 

 

Os glicocorticóides sintéticos são produzidos a partir do acido cólico bovino ou de 

plantas das famílias Lalaceae e Discoriaceae (ACEROLD, 1976). Dentre os 

glicocorticóides sintéticos estão: a prednisona, a prednisolona, a triamcinolona e a 

dexametasona (DAMINANI, 2001) 

A dexametasona (Figura 2) possui amplo espectro de ação sendo potente 

antiinflamatório e imunossupressor, uma vez que seu efeito leva a inibição da produção 

de várias citocinas. Diferente de outros análogos, este fármaco apresenta propriedades 

mineralocorticóides reduzidas. É cerca de vinte e cinco a trinta vezes mais potente que 

seu análogo natural, o cortisol. Seus efeitos são mediados em sua maioria por 

receptores celulares de glicocorticóides que são amplamente distribuídos (PARFITT et 

al., 1999). 
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                      Figura 2: Estrutura molecular da dexametasona (SARLIS et al. 1999). 

 

A dexametasona age sobre vasos sanguíneos, diversos mediadores, precursores 

e tipos celulares inflamatórios e tem atividade marcante sobre o sistema imunológico. 

Com relação a sua ação antiinflamatória e imunossupressora pode-se destacar seu 

profundo efeito sobre a concentração, a distribuição e a função dos leucócitos 

periféricos, bem como de seus efeitos supressores sobre a produção de citocinas e de 

outros mediadores lipídicos e glicolipídicos da inflamação. Dentre as ações desta droga 

pode-se destacar a diminuição do número de leucócitos na área inflamada, associada à 

diminuição da liberação de monócitos, linfócitos, eosinófilos e basófilos e ao aumento 

da liberação de neutrófilos; à diminuição da função dos macrófagos teciduais e de 

outras células apresentadoras de antígenos no combate a microorganismos 

intracelulares; à diminuição na liberação de radicais tóxicos do oxigênio por neutrófilos e 

macrófagos; a diminuição da função auxiliadora (helper) de linfócitos T; a diminuição da 

proliferação clonal de linfócitos T por queda da produção de IL-2; as alterações no curso 

da resposta imune; a queda na função de fibroblastos com diminuição da produção de 

colágenos e glicosaminoglicanos; a interferência negativa na produção de mediadores 

inflamatórios como leucotrienos, prostaglandinas, fator de agregação plaquetária e 

componentes do sistema complemento (BOUMPAS et al., 1993). 

Ao entrar na corrente sanguínea, o cortisol liga-se às proteínas plasmáticas, 

principalmente albumina, formando complexos não covalentes, com força de ligação 
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fraca. Além dessa ligação fraca com albumina há proteínas que se ligam mais 

especificamente ao cortisol. As preparações não esterificadas têm absorção 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 

transativação ou a transrepressão gênica inicia-se com o hormônio, que é lipofílico, 

cruzando a membrana citoplasmática da célula-alvo por difusão passiva. 

Ao chegar às células-alvo, o cortisol atravessa a membrana citoplasmática e liga-

se a receptores citosólicos. Esse processo provoca acúmulo do hormônio no interior 

das células-alvo, pois, enquanto em outras células entra e sai livremente. Naquelas as 

proteínas receptoras desviam o equilíbrio para o interior das células. O passo seguinte 

é a entrada desse complexo receptor-hormônio para o interior do núcleo. Uma vez que 

o complexo receptor-hormônio liga-se à cromatina, uma RNA polimerase liga-se a uma 

região específica do DNA, chamado sítio de iniciação e é sintetizado um RNA 

mensageiro que transporta o código responsável por uma síntese protéica em nível 

ribossomal. O efeito final do hormônio esteróide dependerá, então, da síntese que foi 

iniciada naquela célula-alvo particular. (DAMIANI et al., 1984). 

O metabolismo da dexametasona é principalmente hepático, com a conversão 

final do esteróide a um composto hidrossolúvel menos ativo, que será então eliminado 

na bile. Parte é reabsorvido no intestino formando um ciclo entero-hepático de 

esteróides (DAMIANI et al., 1984). 

Uma das mais importantes ações fisiológicas dos GC é a resposta a agressões 

às quais qualquer organismo vivo está exposto constantemente. Quando administra-se 

um GC exógeno com intuito de obter ação antiinflamatória e/ou imunossupressora, 

amplifica-se, em última análise, seus mecanismos de ação fisiológicos (ANTI et al., 

2008). 
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2.3 EFEITOS DO LEVAMISOL EM PEIXES TELEÓSTEOS 
 

 

O levamisol é um anti-helmíntico utilizado no tratamento de infecções por 

nematódeos em animais seu efeito imunoestimulante em peixes foi descrito em 

diferentes concentrações e de variadas formas de administração, tais como dietas, 

banhos ou como coadjuvantes em vacinas (SAKAI, 1999). 

A elevação do número de neutrófilos em carpas foi demonstrada por Siwicki 

(1987). Segundo este autor, a atividade do levamisol depende da dosagem utilizada e, 

neste estudo, o levamisol na concentração de 5mg/kg de peso vivo apresentou 

melhores resultados. 

Findlay & Munday (2000) observaram aumento do índice de fagocitose em 

salmões do Atlântico “Salmo salar L.” submetidos a banhos de levamisol hidroclorídrico 

a 2,5 mg/l. Findlay et al. (2000) verificaram aumento da resposta imune inespecífica, 

funções fagocíticas e diminuição de lesões causadas pelo desafio com AGD “Amoebic 

Gill Disease”. 

Mulero et al., (1998b) observaram que o uso do levamisol in vitro não interferiu 

significativamente na migração e na produção de derivados do oxigênio por fagócitos 

em Sparus aurata L., principalmente quando este composto farmacológico foi usado em 

concentrações maiores ou iguais a 10 ng/mL por 48 horas. 

Quanto à atividade citotóxica das células fagocíticas, Cuesta et al. (2002) 

demonstraram que estas sofrem pequeno aumento quando a ação do levamisol foi in 

vitro. Por outro lado, quando este imidazotiazol foi testado in vivo ocorreu aumento da 

atividade citotóxica, principalmente com a dosagem de 300 mg/kg. 

S. aurata alimentados com ração suplementada com imidazotiazol apresentaram 

concentrações de imunoglobulina do tipo M quatro vezes maiores quando comparados 

com o grupo controle, além dos títulos de anticorpos permanecerem detectáveis até oito 

semanas após o desafio (Cuesta et al., 2004). 

Entretanto, Morrison et al. (2001) demonstraram a ocorrência de alterações 

histopatológicas em Salmo salar L., submetidos à vacinação contra Vibrio anguillarum, 
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utilizando o levamisol como adjuvante. Observaram alterações na estrutura das guelras 

em animais tratados com banhos e injeção intra-peritoneal de levamisol, tais como, 

fusão lamelar e descamação 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 injeção intra-peritoneal com vacina contendo este 

imidazotiazol como adjuvante. 

Por outro lado, Mulero et al. (1998a) verificaram que S. aurata L. alimentados 

com ração suplementada com 125, 250 e 500 mg/kg de levamisol tiveram aumento de 

tamanho e ganho de peso em relação ao grupo controle. Sendo que a dosagem de 125 

mg/kg teve o melhor resultado. 

Em concordância com este estudo, Li et al. (2006) observam o aumento do 

ganho de peso de híbridos Morone chrysops x M. saxatilis, alimentados com dieta 

suplementada com 100, 250 e 500mg de levamisol/kg de ração quando comparados ao 

grupo controle não suplementado com o levamisol. Os peixes submetidos à dieta com 

concentração de 100 mg/kg tiveram aumento na eficiência nutricional, 

aproximadamente em 10% quando comparados ao grupo controle. Em contrapartida, foi 

constatada a supressão do crescimento e deficiência nutricional do mesmo híbrido 

juvenil quando alimentados com dietas contendo 1000 mg de levamisol/ kg de ração (LI 

et al. 2004). 

 

 

2.4 HEMATOLOGIA EM PEIXES TELEÓSTEOS 

 

 

Hematologia é o estudo do sangue ou da soma de conhecimentos sobre o 

sangue, e grande parte das informações consiste em medidas e valores de parâmetros 

em condições orgânicas normais e anormais (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA 2004), 

uma vez que o sangue é o fluido corporal mais conspícuo e acessível dos vertebrados 

(HOUSTON, 1997). A hematologia em peixes contribui para a compreensão da fisiologia 

comparativa, relação filogenética, condições alimentares e outros parâmetros 
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ecológicos (LARSSON, 1976). Os peixes são desprovidos de medula óssea e de 

linfonodos, assim os tecidos linfoide e mielóide estão geralmente, associados no 

mesmo órgão. No teleósteo o órgão responsável pela hematopoiese é a porção cefálica 

do rim (ROCHA; FLORES, 2001). Além da porção cefálica do rim, a hematopoiese 

também pode ser realizada no estroma esplênico e nos espaços periportais hepáticos, 

na submucosa intestinal e no timo (MATUSHIMA; MARIANO, 1996). 

Várias teorias foram propostas nesses últimos anos sobre a origem e o 

desenvolvimento das células sanguíneas. Duthie (1939), Tavares Dias & Moraes (2004), 

propuseram que uma célula plutipotente, denominada grande hemoblasto linfóide, 

originaria os granulócitos por transformação direta, que após a divisão mitótica formaria 

os pequenos hemoblastos linfóides, os quais originariam os eritrócitos (hemácias ou 

células vermelhas), trombócitos e linfócitos (células brancas). 

Os eritrócitos de peixes têm forma oval, com núcleo central acompanhando a 

forma da célula. São as células que contem a hemoglobina - pigmento respiratório 

tendo como principal função transportar O2 e parte do CO2 do sangue (RANZANI-PAIVA; 

SILVA-SOUZA, 2004). 

Os eritrócitos maduros são as células mais numerosas no sangue, porém em 

muitas espécies é comum a presença de eritrócitos imaturos no sangue periférico 

(RANZANI-PAIVA et al., 2004) sendo assim esses dados devem ser interpretados com 

cuidado, uma vez que há o equilíbrio entre os tipos de células. Trombócitos são células 

equivalentes a plaquetas em mamíferos, porém estruturalmente diferentes (TAVARES-

DIAS & MORAES, 2004). Os trombócitos de peixes têm formas variadas, 

predominantemente elípticos, ocasionalmente arredondados, ovais ou fusiformes, de 

citoplasma hialino, com núcleo 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 funções, entre elas, sugere-se que 

respondam a situações mórbidas, de modo semelhante à plaquetas em mamíferos 

(STOSKOPF, 1993), acredita-se que a funcionalidade desta célula em peixes, pode 

estar envolvida no processo de coagulação do sangue e também ligada a processos 
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inflamatórios (MARTINS et al., 2003a) induzidos por diferentes flagogênos (TAVARES-

DIAS, 2003). 

Ranzani-Paiva & Silva-Souza (2004), salientam a facilidade de confundir 

trombócitos com leucócitos durante as contagens, pois, devido à sua fragilidade, os 

primeiros podem perder citoplasma durante o preparo das extensões ficando apenas o 

núcleo. 

Os leucócitos são implicados nas defesas celulares e imunocelulares do 

organismo, sendo que seu significado fisiológico é parcialmente condicionado à 

capacidade de realizarem migração seletiva e diapedese (RANZANI-PAIVA & SILVA-

SOUZA, 2004). 

Linfócitos são as células mais numerosas na circulação sanguínea em diversas 

espécies de peixes teleósteos, neutrófilos, monócitos e basófilos são os leucócitos 

usualmente observados na circulação de peixes essa denominação é semelhante 

àquela utilizada em vertebrados terrestres (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). 

Os monócitos são células grandes, normalmente são os maiores leucócitos do 

sangue periférico de peixes, a quantidade de monócitos no sangue pode variar 

conforme o sexo e ou o estádio de maturação gonadal, o aumento do número dessas 

células pode ser interpretado como uma reação do peixe frente a susceptibilidade de 

adquirir algumas enfermidades (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004). 

Os neutrófilos são células arredondadas, chamadas de polimorfonucleares, 

devido à grande variação de formas de seu núcleo excêntrico (RANZANI-PAIVA & 

SILVA-SOUZA, 2004). 

Os eosinófilos são relativamente pequenos variando de acordo com a quantidade 

e o tamanho de grânulos no citoplasma (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004, 

TAVARES-DIAS et al, 2002a). Muitas vezes estão ausentes no sangue periférico dos 

peixes teleósteos, sendo mais abundante no tecido hematopoiético, submucosa 

intestinal, liquido peritoneal, mesentério e brânquias (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 

2004). 

Os basófilos são células menores que os neutrófilos (RANZANI-PAIVA & SILVA-

SOUZA, 2004), a função dos basófilos de peixes não esta definida e parece estar ligada 
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aos processos alérgicos, já que possuem histamina em seus grânulos (ROBERTS, 

1981). Até agora, esta célula não tem sido implicada em nenhum mecanismo de defesa 

conhecido em peixes (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004). 

Células granulocíticas especiais (CGE) são células grandes, com contorno 

regular bem definido e núcleo 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 brânquias dos 

peixes, não demonstrando propriedades de fagocitose (RIBEIRO, 1978 apud RANZANI-

PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004). 

Nos peixes teleósteos à semelhança de outros vertebrados e a análise dos 

padrões sanguíneos fornece subsídios para o auxílio no diagnóstico e no prognóstico 

de condições mórbidas em populações de peixes (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). 

As variáveis relativas à série vermelha dos peixes vêm sendo utilizadas no diagnóstico 

de processos anemiantes (MAHONEY & Mc NULTY, 1992; TAVARES-DIAS & 

MORAES, 2004). 

Peixes são submetidos a diversas influências ambientais que podem alterar o 

resultado de um hemograma. Sendo assim, vários métodos hematológicos podem ser 

usados como auxilio no diagnóstico de doenças. No entanto alguns fatores devem ser 

levados em conta como, por exemplo, a espécie do peixe, sexo, características físicas 

da água, dieta, idade do peixe, técnica de amostragem e contagem de células, técnicas 

de coloração (KLONTZ, 1994). Apesar de haver diversos trabalhos focados na 

hematologia de peixes pouco se conhecem sobre a fisiologia do pacu no que diz 

respeito às características hematológicas, mesmo sendo esta uma espécie de grande 

interesse para aquicultura (TAVARES-DIAS; MATAQUEIRO, 2004). 
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III – OBJETIVO GERAL 
 

 

Em resumo ao acima exposto, o presente trabalho pretende estudar a participação 

do fosfato de levamisol na resposta inflamatória crônica por corpo estranho, induzida 

pelo implante de lamínulas de vidro no tecido subcutâneo de pacu (Piaractus 

mesophotamicus), para avaliar a atividade de macrófagos, submetidos à atividade 

imunossupressora da dexametasona e seus efeitos sobre os parâmetros 

hematológicos. 

Avaliar, a ação do fosfato de levamisol e a atividade imunossupressora da 

dexametasona na resposta inflamatória tipo corpo estranho em pacus (Piaractus 

mesophotamicus), a avaliação do acúmulo das células nas lamínulas, assim como o 

perfil hematológico na vigência dessas respostas. 

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Avaliar o perfil hematológico e a cinética do acúmulo de macrófagos e formação de 

gigantócitos policariontes em lamínulas implantadas no tecido subcutâneo de pacus. 

� Avaliar a atividade imunossupressora da administração parenteral de 

dexametasona sobre o acúmulo de macrófagos e formação de 

gigantócitos em diferentes concentrações em pacus submetidos a 

inflamação crônica por corpo estranho;  

 

� Avaliar a atividade imunoestimulante da administração parenteral do 

fosfato de levamisol sobre o acúmulo de macrófagos e formação de 

gigantócitos em pacus submetidos a inflamação crônica por corpo 

estranho;  
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� Avaliar o efeito da administração parenteral de fosfato de levamisol e 

dexametasona sobre sobre o acúmulo de macrófagos e formação de 

gigantócitos submetidos à inflamação crônica por corpo estranho; 

 

� Avaliar o perfil hematológico em pacus submetidos à administração 

do sulfato de levamisol, da dexametasona e da sua associação na 

inflamação crônica. 

 

 

IV - MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

O experimento foi conduzido na UNESP – Universidade Estadual Paulista, 

Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR) (Figura3), Laboratório de 

Ictiopatologia e no Departamento de Patologia Veterinária da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinária, Campus de Jaboticabal, Estado de São Paulo, com aprovação 

pelo comitê 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 médio 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 água cada, abastecidos com água corrente desprovida de cloro, proveniente 

de poço artesiano com vazão de 1 L/min,  
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A B
 

Figura 3 – Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR). A: Laboratório de Ictiopatologia; B; Caixas 
 
 
4.2 MANEJO DOS PEIXES 

 

 

Após o transporte para os aquários, os peixes foram aclimatados durante 15 

dias, para minimizar os efeitos do estresse, tempo necessário para que a concentração 

plasmática de cortisol e a osmolaridade voltem aos níveis basais (ROBERTSON et al., 

1988). 

Durante a aclimatação dos peixes e o experimento, receberam ração comercial 

peletizada pela manhã e a tarde (28% de proteína bruta e 4000 kcal de energia bruta 

kg-1), correspondendo a 3% da biomassa. 

 

 

4.3 MONITORAMENTO DA QUALIDADE DE ÁGUA 
 

 

As caixas foram sifonadas semanalmente, e a qualidade da água determinada 

nos momentos da alimentação, sendo a temperatura e concentração de oxigênio 

dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo 55, e o potencial hidrogeniônico e a 
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condutividade elétrica pelo aparelho YSI, modelo 63. A média de concentração de 

oxigênio foi 5,03mg/L ± D.P, temperatura da água 29,47 ºC ± D.P; potencial 

hidrogeniônico 7,66 pH e a condutividade elétrica de 117,96 ± D.P μS/cm. Esses 

resultados revelaram que a água estava na faixa de conforto para a espécie dos peixes 

(BOYD, 1990). 

 

 

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 

 

Para o estudo da resposta inflamatória crônica por corpo estranho, os peixes 

foram submetidos ao implante de lamínula de vidro no tecido subcutâneo, aplicação do 

fosfato de levamisol e/ou dexametasona via intramuscular (IM) de acordo com os 

respectivos tratamentos representados na Tabela 1. Foram avaliados sete animais por 

tratamento em três períodos de dois, sete e 15 dias após o implante das lamínulas de 

vidro e as aplicações de fosfato de levamisol e dexametasona. Os animais foram 

distribuídos em vinte e um aquários que constituíram as três repetições dos sete 

tratamentos (Tabela 1). 

 
Tabela 1- Distribuição dos peixes nos diferentes tratamentos experimentais. 

Grupos experimentais (Número de peixes) 
      Dias Pós-implante 

2(DPI) 7 (DPI)   15 (DPI) 

NV =  Naive  

CL =   Controle 

  n=7 

  n=7 

  n=7 

  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 não implantados com lamínulas 
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4.5 ANESTESIA DOS PEIXES 
 

 

Inicialmente, os peixes foram pré-anestesiados (Figura 4) em solução aquosa de 

benzocaína (1:20.000) na própria caixa após a diminuição do nível da água e a 

verificação do plano anestésico, que foi atingido após permanência dos animais por 

dois a três minutos na mesma, verificado através da imobilidade do peixe no fundo da 

caixa. Em seguida os peixes foram anestesiados individualmente por imersão em 

solução aquosa de benzocaína na proporção de 1:10. 000 para o implante da lamínula. 

Inicialmente, a benzocaína foi diluída em álcool 70 % (0,1 g/mL), completando-se o 

volume para 1L (WEDEMEYER, 1970; MATUSHIMA, 1988). Após o manuseio 

experimental, os animais foram novamente colocados nas caixas com fluxo de água 

contínuo e aeração. 

 

 

A B
   

Figura 4 – Banho com solução anestésica. A: Animais pré-anestesiados em solução aquosa de benzocaína 
(1:20.000); B: Animais anestesiados individualmente em solução aquosa de benzocaína na 
proporção de 1:10.000 para o implante da lamínula. 
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4.6 ADMINISTRAÇÃO DOS FÁRMACOS 
 

 

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 

hematológico de pacus. Foi verificado que os que receberam 25 e 50 mg/kg 

apresentaram aumento das contagens de leucócitos totais, assim sendo, estas doses 

foram indicadas para o experimento propriamente dito. 

 Já 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 fármaco 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, solução 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 aplicações foram feitas na região dorsal-lateral direita (Figura 5), com 

seringa de 1 ml    e agulha de 8mm. 

O grupo considerado como padrão fisiológico NV (animais não implantados com 

lamínulas) não recebeu lamínulas e nem tratamento farmacológico, já aquele 

considerado com grupo controle, CL, que foram implantadas as lamínulas porem não 

foram administrados os fármacos. 

  Todos os animais receberam uma única dose tanto de fosfato de levamisol com 

de dexametasona, no mesmo momento do implante das lamínulas. 
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                                              Figura 5 – Administração dos fármacos (região dorsolateral 

direita) 
 

 

4.7 IMPLANTE DAS LAMÍNULAS DE VIDRO 
 

 

Após anestesiados, os peixes foram submetidos ao implante da lamínula de vidro  

(0,9 mm de diâmetro,marca Cover Glass), no tecido subcutâneo na região latero-dorsal, 

atrás do opérculo esquerdo, próximo à inserção da nadadeira dorsal (PETRIC. M.C., 

2000). 

Com o auxílio de bisturi foram removidas as escamas na área do implante e 

realizada uma pequena incisão na região latero-dorsal (Figura 6A). O tecido subcutâneo 

foi divulsionado com tesoura cirúrgica (Figura 6B) e a lamínula esterilizada (álcool 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 náilon previamente esterilizado (PVPI a 

10% / 1% de iodo ativo). Assim cada peixe teve a lamínula implantada atrás do opérculo 

esquerdo na altura do início da nadadeira dorsal. Após o manuseio cirúrgico, os animais 
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retornaram as caixas, aeradas com fluxo contínuo de água. O implante da lamínula foi 

realizado segundo as determinações de Petric et al. (2003a,b) e Belo (2005). 

Para a prevenção de infecção 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 cirúrgico do implante da lamínula no tecido subcutâneo de pacu (Piaractus mesopotamicus) 
A: Incisão dorso lateral esquerda para implante da lamínula; B: Divulsão do tecido subcutâneo; C: 
Implante da lamínula de vidro. 

 
 
4.8 ANÁLISE HEMATOLÓGICA 

 

 

Para as avaliações hematológicas foram colhidas amostras de sangue nos 

tempos dois, sete e 15 dias após o implante das lamínulas. As amostras sanguíneas 

foram obtidas através de punção do venosa caudal (Figura 7), acondicionados em 

frascos de “eppendorf” com capacidade para 1,5 mL contendo 20 µL de EDTA à 10% 

(quantidade de anticoagulante suficiente para 1 mL de sangue). 

O sangue total colhido no frasco com anticoagulante e à temperatura ambiente 

foi homogeneizado até garantir perfeita homogeneização da amostra. O hematócrito 

(Htc) foi determinado pelo método manual utilizando-se centrífuga e a proteína 

plasmática em refratômetro manual. Um tubo de micro-hematócrito (capilar com 75 mm) 

de cada amostra foi preenchido com sangue até aproximadamente ¾ 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 (rotações por minuto) por 5 minutos e a altura da coluna de 

eritrócitos foi medida como percentagem da coluna de sangue total em cartão especial 

para leitura de hematócrito. 

Para determinação da contagem global de eritrócitos foi utilizada a câmara de 

Neubauer. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada em extensões sanguíneas 

com a contagem de 200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de 

interesse, após coloração prévia das extensões com May-Grunwald-Giemsa-Wright 

(TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). Para a contagem de leucócitos e trombócitos 

totais foram avaliados 10 campos de cada extensão, quantificando o número de 

eritrócitos, leucócitos e trombócitos. Os valores de leucócitos e trombócitos totais foram 

determinados mediante os seguintes cálculos: 

 

           Leucócitos Totais (μL) = número de leucócitos X contagem de eritrócitos (μL) 

                                                           Número de eritrócitos na extensão sanguínea 

 

           Trombócitos Totais (μL) = número de trombócitos X contagem de eritrócitos (μL) 

                                                           Número de eritrócitos na extensão sanguínea 

 
Para a determinação do teor da concentração de hemoglobina, uma alíquota de 

sangue (0,5ml), foi utilizada em amostras de sangue total por reação colorimétrica de 

ponto final. A determinação do teor de hemoglobina foi realizado através da metodologia 

de cianeto de hemoglobina, com reação colorimétrica de ponto final e leitura 

espectrofotométrica a 540 nm. Para a obtenção da concentração em g/dL foi utilizado 

um Kit padrão de hemoglobina. 

 

           Hemoglobina (g/dl) =  Absorbância  do teste   x10 

                                              Absorbância do padrão 
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                          Figura 7 – Punção venosa caudal 

 

 

4.9 EUTANÁSIA, COLHEITA, FIXAÇÃO E COLORAÇÃO DAS LAMÍNULAS 

 

 

Dois sete e 15 dias após o implante das lamínulas, os peixes foram submetidos à 

eutanásia por imersão em benzocaína diluída na água (1:500). As lamínulas foram 

cuidadosamente retiradas, lavadas generosamente com solução salina 0,9% para 

retirada de fibrina e outras células aderentes à lamínula que não macrófagos e células 

gigantes, e em seguida colocadas em cassetes identificados. As lamínulas foram 

fixadas em solução de Bouin por cerca de um minuto e coradas em hematoxilina-eosina 

(HE). 

Os macrófagos policariontes foram contados “in totum”, assim como, o número 

de núcleos por célula gigante, o número de gigantócitos do tipo corpo estranho e do tipo 

Langhans para estabelecer a correlação entre eles. Foi realizada contagem de cinco 

campos, por lamínula, totalizando 40 campos por tratamento, em aumento de 400x de 

microscópio óptico de luz. 
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V - RESULTADOS 
 
 

5.1 INFLAMAÇÃO TIPO CORPO ESTRANHO 
 

 

Tabela 2 apresenta os resultados do estudo da resposta inflamatória tipo corpo 

estranho de pacus submetidos ao implante da lamínula de vidro no tecido subcutâneo e 

pré-tratados com levamisol e/ou dexametasona. Na avaliação da cinética de acúmulo 

celular sobre a lamínula. observou-se maiores contagens sete dias após o implante em 

todos os grupos experimentais, associada ao aumento na formação 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 acúmulo de macrófagos e na formação 

de policariontes de até 5 núcleos dois dias após o implante da lamínula (Tabela 2). 

Neste período, não se observou alterações significativas (P>0,05) nas respostas de 

acúmulo celulares de animais controles quando comparados aos demais tratamentos. 

 Sete dias após o implante da lamínula, verificou-se diminuição (P<0,05) no 

acúmulo celular de policariontes maiores de 6 núcleos em pacus tratados com levamisol 

(25 mg/Kg) = (L25). O grupo de animais tratados com dexametasona apresentou a 

mesma tendência, sendo observada menor formação de gigantócitos com mais de 20 

núcleos (Tabela 2). 
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Tabela 2. Valores médios transformados em log (x+1)¹,desvio padrão análise de 
variância ² das contagens de células presentes nas lamínulas dois, 
sete e quinze dias após o implante no tecido subcutâneo de pacus, 
submetidos aos diferentes tratamentos ³. 

 

6 a 10 11 a 20               ˃  20 
2 (DPI) CL 3.19 ± ABb 0.98 ± Bb 0.35 ± Bb 0.31 ± Ab 0.21 ± Ab 0.00 ± Aa

L 25 3.04 ± Bb 0.26 ± Bb 0.00 ± Bb 0.00 ± Ab 0.00 ± Ab 0.00 ± Aa

L 50 3.26 ± ABb 0.85 ± Bb 0.39 ± Bb 0.00 ± Ab 0.00 ± Ab 0.00 ± Ab

D 2 3.38 ± Ac 0.96 ± Bb 0.63 ± Bb 0.16 ± Ab 0.21 ± Ab 0.00 ± Aa

D 2 + L 25 2.93 ± Bb 1.02 ± Bb 0.00 ± Bb 0,00 ± Ab 0.00 ± Ab 0.00 ± Ab

D 2 + L 50 3.53 ± Ab 2.00 ± Ab 1.64 ± Ab 0.85 ± Aa 0.00 ± Ab 0.00 ± Ab

7 (DPI) CL 4.27 ± Aa 2.92 ± Aa 2.57 ± Aa 1.26 ± ABa 1.11 ± ABCa 0.58 ± ABa

L 25 4.13 ± Aa 2.85 ± Aa 2.15 ± Aa 0.85 ± Bab 0.46 ± Cab 0.00 ± BCa

L 50 4.30 ± Aa 2.57 ± Aa 2.47 ± Aa 1.72 ± Aa 1.24 ± ABa 0.64 ± Abab

D 2 4.42 ± Aa 2.96 ± Aa 2.51 ± Aa 1.49 ± ABa 1.05 ± ABCa 0.00 ± Ba

D 2 + L 25 4.25 ± Aa 2.91 ± Aa 2.72 ± Aa 1.74 ± Aa 1.49 ± Aa 0.82 ± ABab

D 2 + L 50 4.24 ± Aa 2.91 ± Aa 2.61 ± Aa 1.56 ± ABa 0.71 ± BCab 0.46 ± Aa

15 (DPI) CL 4.20 ± Aa 2.75 ± Aa 2.33 ± Aa 1.44 ± Aa 0.78 ± Bab 0.31 ± ABa

L 25 4.12 ± ABa 2.82 ± Aa 2.28 ± Aa 1.51 ± Aa 1.02 ± ABa 0.25 ± ABa

L 50 4.10 ± ABa 2.73 ± Aa 2.19 ± Aa 1.21 ± Aa 0.25 ± Bb 0.25 ± ABab

D 2 3.88 ± Bb 2.72 ± Aa 2.33 ± Aa 1.05 ± Aa 0.50 ± Bab 0.00 ± Ba

D 2 + L 25 4.06 ± ABa 2.65 ± Ab 2.20 ± Aa 1.67 ± Aa 1.57 ± Aa 0.46 ± ABab

D 2 + L 50 4.06 ± ABa 2.82 ± Aab 2.55 ± Aa 1.81 ± Aa 1.16 ± ABa 0.92 ± Aa

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 (%)⁴ 7.28 28.67 28.91 63.32 92.90 196.74

                                      Número de núcleos
1 2         3 a 5 

         Tratamentos

 

¹Médias aritméticas, comparadas nas colunas com uma letra em comum não diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). ² Análise 
de variância esta representada por letras maiúsculas para comparação 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 
significância de F – CV (%) – Coeficiente de variação. 
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5.2 ESTUDO ERITROCITÁRIO 
 

 

 Na fase mais aguda do processo inflamatório (2 DPI), observou-se diminuição 

significativa (P<0,05) na contagem de eritrócitos, 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 inflamatória, verificou-

se o efeito do tratamento com dexametasona sobre a série vermelha dos pacus, pois 

peixes tratados com este esteróide sem a associação com o levamisol apresentaram o 

mesmo perfil hematológico observado em animais naive. 

No sétimo dia após a indução do processo inflamatório, animais tratados com 

levamisol e/ou dexametosona apresentaram significativa (P<0,05) diminuição na 

contagem global de eritrócitos e aumento (P<0,05) do VCM (Tabela 3). Observou-se 

diminuição no número de eritrócitos (P<0,05) entre animais controles e naives. 

Constatou-se recuperação na resposta hematológica de pacus controles com 15 

DPI (Tabela2), sendo observado aumento na contagem global de eritrócitos e 

diminuição do VCM quando comparados ao grupo de animais naive. No entanto, 

animais tratados com a associação de dexametosona e levamisol apresentaram baixas 

(P<0,05) contagens de eritrócitos circulantes com elevados valores de VCM quando 

comparados aos animais controles e naive (Tabela 3). 
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Tabela 3. Valores médios¹ e desvio padrão da contagem total  de eritrócitos (Erit), 
hematócrito (Hct), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina (Hg), 
concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) do sangue de 
pacus submetidos aos diferentes tratamentos ³. 

 

Hg CHCM
2 (DPI) NV 1.84 ± 0.09 Aa 42.14 ± 1.59 ABa 232.42 ± 13.03 Da 9.60 ± 0.47 Ba 22.85 ± 2.28 Ba

CL 1.34 ± 0.03 Cb 39.21 ± 0.89 Ba 294.14 ± 11.93 ABa 9.27 ± 0.55 Ba 23.71 ± 1.45 Ba

L 25 1.59 ± 0.13 Bb 40.28 ± 1.10 ABa 261.00 ± 15.63 ABCDa 11.33 ± 1.30 Aa 28.28 ± 2.40 Aa

L 50 1.59 ± 0.04 Ba 40.28 ± 1.77 ABa 252.85 ± 7.02 BCDb 9.21 ± 0.53 Ba 22.71 ± 0.68 Ba

D 2 1.87 ± 0.15 Aa 43.33 ± 1.68 Aa 239.33 ± 20.78 CDb 9.04 ± 0.26 Ba 21.00 ± 1.34 Ba

D 2 + L 25 1.42 ± 0.09 BCa 41.71 ± 1.31 ABa 302.66 ± 23.50 Ab 9.07 ± 0.70 Ba 22.14 ± 2.04 Ba

D 2 + L 50 1.37 ± 0.04 BCab 40.14 ± 0.98 ABa 287.83 ± 5.61 ABCab 9.50 ± 0.70 Ba 23.85 ± 2.14 Ba

7 (DPI) NV 1.84 ± 0.09 Aa 42.14 ± 1.59 Aa 232.42 ± 13.03 Ea 9.60 ± 0.47 Aa 22.85 ± 2.28 Aa

CL 1.55 ± 0.05 Bb 40.00 ± 1.12 Aa 258.28 ± 5.77 DEa 8.59 ± 0.38 ABa 21.57 ± 0.61 Aa

L 25 1.38 ± 0.05 BCb 39.37 ± 1.04 ABa 288.15 ± 13.33 CDa 8.02 ± 0.33 Bb 20.37 ± 0.53 Ab

L 50 1.12 ± 0.04 Db 42.87 ± 2.40 Aa 377.00 ± 19.75 ABa 8.89 ± 0.32 ABa 20.50 ± 0.64 Aa

D 2 1.03 ± 0.08 Db 41.10 ± 1.03 Aab 402.25 ± 40.95 Aa 8.32 ± 0.32 ABa 19.75 ± 1.10 Aa

D 2 + L 25 0.98 ± 0.16 Db 39.90 ± 1.61 ABa 438.50 ± 58.39 Aa 8.77 ± 0.34 ABa 22.20 ± 1.20 Aa

D 2 + L 50 1.13 ± 0.10 CDb 37.50 ± 1.45 Ba 337.25 ± 25.45 BCa 8.67 ± 0.36 ABa 23.20 ± 0.20 Aa

15 (DPI) NV 1.84 ± 0.09 BCa 42.14 ± 1.59 Aa 232.42 ± 13.03 BCa 9.60 ± 0.47 Aa 22.85 ± 2.28 Aa

CL 2.17 ± 0.08 Aa 39.14 ± 1.10 ABa 179.83 ± 9.50 Db 9.21 ± 0.24 ABa 23.71 ± 1.12 Aa

L 25 2.00 ± 0.09 ABa 42.21 ± 0.07 Aa 213.42 ± 11.76 CDb 9.25 ± 0.27 ABb 22.00 ± 0.53 Ab

L 50 1.79 ± 0.03 BCa 39.07 ± 1.15 ABa 218.14 ± 5.50 CDb 8.06 ± 0.30 Ba 20.71 ± 0.52 Aa

D 2 1.72 ± 0.10 CDa 38.07 ± 0.45 Bb 225.71 ± 15.01 CDb 8.39 ± 0.23 ABa 22.14 ± 0.50 Aa

D 2 + L 25 1.41 ± 0.07 Ea 38.41 ± 0.88 Ba 277.16 ± 20.43 ABb 8.61 ± 0.27 ABa 22.50 ± 0.50 Aa

D 2 + L 50 1.53 ± 0.11 DEa 40.78 ± 0.89 Aa 277.28 ± 24.42 Ab 9.21 ± 0.25 ABa 22.57 ± 0.64 Aa

Valor de F 11.05 1.53 10.52 1.95 1.79
Pr ˃F⁴ ˂ .0001 0.08 ˂ .0001 0.0146 0.0291
CV (%)⁴ 14.40 8.07 16.36 14.70 14.83

Erit Htc VCM
         Tratamentos

 
¹Médias aritméticas, comparadas nas colunas com uma letra em comum não diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). ² Análise 
de variância esta representada por letras maiúsculas para comparação 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 
significância de F – CV (%) – Coeficiente de variação. 
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 Com 2 DPI, constatou-se aumento na contagem de leucócitos de pacus 

submetidos ao estímulo inflamatório quando comparados a animais “naive”, sendo 

observado maiores contagens em peixes submetidos ao tratamento parenteral com 

levamisol e/ou dexametasona (Tabela 4). Durante a evolução do processo inflamatório, 

observou-se supressão desta resposta nestes animais aos 7 DPI, sendo estes efeitos 

mais expressivos em animais tratados somente com dexametasona. Por outro lado, 

houve aumento do número de leucócitos circulantes em pacus submetidos ao implante 

da lamínula 15 DPI quando comparados aos animais naive, exceto para peixes tratados 

com Dexametasona associado à dose de 50 mg/Kg de levamisol (Tabela 4).
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Tabela 5. Valores médios¹ e desvio padrãoanálise de variância ² da contagem de diferencial de leucócitos 
 no sangue expressa em valores relativos de pacus submetidos aos diferentes tratamentos³.  
 

Monócito Rel Linfócito Rel CGE Rel
2 (DPI) NV 4.42 ± 1.21 Aa 2.71 ± 0.47 Aa 91.57 ± 2.04 Aa 1.28 ± 0.60 BCa

CL 5.40 ± 1.50 Aa 3.20 ± 1.24 Aa 91.00 ± 2.16 Aa 0.40 ± 0.24 Ca

L 25 3.66 ± 0.55 Aa 0.83 ± 0.47 Ab 91.16 ± 1.07 Aa 4.33 ± 0.61 Aa

L 50 4.57 ± 0.71 Ab 3.00 ± 0.87 Ab 91.00 ± 1.36 Aa 1.42 ± 0.71 BCa

D 2 1.83 ± 0.74 Aa 2.83 ± 0.70 Ab 94.16 ± 1.24 Aa 1.16 ± 0.47 BCa

D 2 + L 25 2.00 ± 1.00 Aa 1.85 ± 0.63 Ab 94.42 ± 1.97 Aa 1.71 ± 0.56 Ba

D 2 + L 50 1.28 ± 0.28 Aa 1.71 ± 0.60 Ab 96.28 ± 0.70 Aa 0.71 ± 0.28 BCa

7 (DPI) NV 4.42 ± 1.21 Aa 2.71 ± 0.47 Ca 91.57 ± 2.04 Aa 1.28 ± 0.60 Aa

CL 8.00 ± 1.60 Aa 5.85 ± 1.35 ABa 85.71 ± 2.10 Aa 0.42 ± 0.42 Aa

L 25 4.57 ± 0.94 Aa 4.57 ± 1.19 BCa 90.42 ± 1.91 Aa 0.42 ± 0.20 Ab

L 50 7.40 ± 1.86 Aab 7.80 ± 1.88 Aa 83.80 ± 2.41 Aa 1.00 ± 0.54 Aab

D 2 9.80 ± 4.45 Aa 8.40 ± 0.87 Aa 80.60 ± 5.44 Ab 1.20 ± 0.37 Aa

D 2 + L 25 5.20 ± 1.77 Aa 6.40 ± 2.01 ABa 87.80 ± 3.89 Aa 0.60 ± 0.40 Aab

D 2 + L 50 3.40 ± 0.28 Aa 5.80 ± 2.17 ABa 89.20 ± 3.02 Aa 1.60 ± 0.50 Aa

15 (DPI) NV 4.42 ± 1.21 Ba 2.71 ± 0.47 Aa 91.57 ± 2.04 ABa 1.28 ± 0.60 Aa

CL 2.57 ± 0.36 Ba 3.28 ± 0.83 Aa 94.14 ± 0.85 Aa 0.00 ± 0.00 Ba

L 25 4.00 ± 1.27 Ba 3.28 ± 1.19 Aab 92.42 ± 2.36 Aa 0.28 ± 0.18 ABb

L 50 16.71 ± 3.50 Aa 1.71 ± 0.89 Ab 81.42 ± 3.65 Ba 0.14 ± 0.14 ABb

D 2 1.00 ± 0.65 Ba 2.00 ± 0.84 Ab 96.71 ± 0.80 Aa 0.28 ± 0.18 ABa

D 2 + L 25 0.83 ± 0.65 Ba 2.33 ± 0.98 Ab 96.50 ± 1.45 Aa 0.33 ± 0.21 ABb

D 2 + L 50 2.57 ± 0.78 Ba 3.57 ± 0.94 Aab 93.14 ± 1.26 Aa 0.71 ± 0.35 ABa

Valor de F 1.09 3.53 1.35 4.22
Pr ˃F⁴ 0.3667 ˂ .0001 0.161 ˂ .0001
CV (%)⁴ 191.6 74.55 10.72 116.16

Neutrófilo Rel
       Tratamentos

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 não deferente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).² Análise de variância esta 

representada por letras maiúsculas para comparação dos tratamentos dentro cada dia estudado e letras minúsculas para 

comparação 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). ⁴ Pr>F – Probabilidade de significância de F – CV (%) – Coeficiente de variação. 

 

No estudo trombocitário (Tabela 4), verificou-se 7 DPI diminuição no número de 

trombócitos circulantes em pacus submetidos ao estímulo inflamatório, 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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diminuição significativa (P<0,05) do número de trombócitos comparados com animais 

Naive 15 DPI (Tabela 4). Na contagem diferencial de leucócitos, observou-se linfocitose 

absoluta (Tabela 4) e relativa (Tabela 5) 2 e 15 DPI em animais submetidos ao processo 

inflamatório tipo corpo estranho.  Estes achados foram acompanhados por monocitose 

absoluta (Tabela 4) e relativa (Tabela 5) 7 DPI, sendo mais expressivos em animais 

controles não tratados. 

Apesar das baixas contagens de CGE observadas neste estudo, verificou-se 

diminuição dos valores absolutos (Tabela 4) e relativos (Tabela 5) em peixes controle 

quando comparados a animais “naive” nos três períodos analisados. Com 2DPI, 

observou-se elevadas contagens absolutas destas células em peixes submetidos ao 

processo inflamatório por corpo estranho. Enquanto, na fase mais crônica com 15 DPI, 

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

 
 

VI -  DISCUSSÃO 
 
 
6.1 EFEITO DO FOSFATO DE LEVAMISOL E DEXAMETASONA SOBRE OS 
PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS 

 

 

No estudo das variáveis hematológicas durante o decorrer do tempo, foram 

observadas variações significativas entre os parâmetros eritrocitários avaliados dois e 

sete dias após o implante (numero de eritrócitos, taxa de hemoglobina e volume 

corpuscular médio). O valor do VCM ao longo das coletas aumentou significativamente 

em peixes tratados ou não com fosfato de levamisol e/ou dexametasona embora o valor 

do hematócrito não tenha apresentado diferença significativa. Entretanto observou-se 

aumento no número de eritrócitos e diminuição do volume corpuscular médio em todos 

os grupos estudados  nos diferentes tratamentos, quinze dias após o implante.  

O quadro observado na série vermelha sugere ligeira anemia macrocítica, onde 
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predomina a redução de glóbulos vermelhos sobre a taxa de hemoglobina, em relação 

ao observado nos grupos CL e NV. Então, os órgãos hematopoiéticos podem ser 

estimulados por essa redução do número de eritrócitos e de hemoglobina e lançarem 

na circulação hemácias maiores que as normais a fim de carrear a mesma quantidade 

de hemoglobina que a observada no estado normal. Esta situação é freqüente em 

casos de hemólise (JANNINI; JANNINI FILHO, 1978). Como compensação o organismo 

usa a hemoconcentração como estratégia para aumentar a capacidade de transporte de 

oxigênio do sangue em situações de alta demanda energética (MONTERO et al., 1999; 

CARVALHO e FERNANDES, 2006; TRENZATO et al., 2006). 

A exposição crônica ao estresse resulta em elevação da concentração de 

cortisol, glicose e em variações hematológicas (YADA e NAKANISHI, 2002). Os agentes 

estressores podem comprometer a absorção do ferro, a malformação ou produzir 

hemólise dos eritrócitos, inibir a síntese de hemoglobina e competir pelo sitio de ligação 

do oxigênio, causando hemodiluição ou anemia e reduzir a capacidade de transporte de 

oxigênio do sangue (TRENZATO et al., 2006). Esta situação foi observada nos grupos 

pré-tratados com dexametasona, mas não com levamisol. Todavia o mesmo quadro foi 

observado quando ambas as drogas foram associadas. 

Já no período de 15 (DPI), observou-se aumento do numero de eritrócitos 

associado à diminuição do VCM, nos grupos (CL; L25; L50 e D2). Esses resultados 

demonstram a recuperação da resposta hematológica, 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 à recuperação da quantidade dessas células na circulação 

em peixes com inflamação crônica por corpo estranho. Porém, os animais tratados com 

o fosfato de levamisol e dexametasona (D2+L25 e D2+L50), não apresentaram 

recuperação dessa resposta e mantiveram a ligeira anemia macrocitica hipercrômica 

observada nos tempos 2 (DPI) e 7(DPI). Provavelmente no grupo tratado com a 

associação de drogas não houve interferência do levamisol e foi mantido o efeito 

anemiante da dexametasona, embora os efeitos farmacológicos deste fármaco sejam 

pouco conhecidos em peixes teleósteos (SMYTH et al., 2007). Diminuição e aumento 

nestes valores foram respectivamente observados por TAVARES DIAS et al. (2001) e 
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GOMES et al. (2003). Todavia ocorrem diferenças nos resultados quando a metodologia 

de colheita de sangue utilizada, pois o tipo de anticoagulante utilizado pode atuar como 

fonte de variação de resultados hematológicos. TAVARES-DIAS & SANDRIN (1998) 

demonstraram que o hematócrito e taxa de hemoglobina do sangue heparinizado são 

maiores se comparados ao encontrado no sangue colhido com EDTA, para um mesmo 

animal. 

O número total de leucócitos e trombócitos fornecem informações sobre 

possíveis alterações da homeostase e de repostas às agressões (BOZZO et al., 2007;; 

REQUE et al., 2010). Apesar da importância, são 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 leucócitos totais de pacus variou em relação aos 

tratamentos e aos tempos estudados. Dois dias após o implante observou-se aumento 

do número de leucócitos totais em todos os grupos implantados (CL, L25, L50, D2), 

tratados ou não com fosfato de levamisol e/ou dexametasona, sugerindo leucocitose na 

fase inicial do processo inflamatório.  

Dentre os componentes do sangue, os leucócitos têm importante papel na 

inflamação não específica e os seus valores podem ser considerados como indicadores 

do estado de saúde dos peixes (MISRA et al., 2006). 

Diversos estudos demonstram que a alimentação suplementada com 

imunoestimulantes pode elevar o numero de leucócitos, conforme foi observado em 

matrinxã, B. amazonicus, alimentados com ração suplementada com altas doses de 

vitamina C (AFFONSO et al., 2007); em pacus, P. mesopotamicus, alimentados com 

ração 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 número total de leucócitos 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 associação 

das drogas no início da reação inflamatória.  

Tais resultados foram acompanhados de aumento do numero de trombócitos, 
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neutrófilo, monócito, linfócitos e LGPAS, sendo mais expressivos em animais tratados 

somente com dexametasona (D2). 

Para Feldman (2004), o aumento no número de neutrófilos e monócitos 

circulantes em cães com elevados níveis de glicocorticóides sanguíneos são 

decorrentes da diminuição dos mecanismos de marginação leucocitária vascular, de 

aumento de permeabilidade vascular e diapedese, inibindo a transmigração destas 

células para fora dos leitos vasculares. 

Segundo LATIMER ; MEYER (1992), em mamíferos, a administração exógena de 

corticosteróide ou ACTH, pode causar neutrofilia. Assim que a inflamação ou infecção 

esteja estabelecida, ocorrerá neutrofilia continuada se a velocidade de liberação dos 

neutrófilos pela medula óssea vier a exceder a velocidade de emigração dos neutrófilos 

para o tecido (LATIMER & MEYER, 1992). Os neutrófilos são completamente 

diferenciados e incapazes de dividir-se. São particularmente atraídos até o foco de 

inflamado com ou sem infecção, chegando rapidamente nessas áreas (RINGLER, 

1997). Em peixes pode ocorrer fenômeno semelhante, como o ora observado, em 

relação ao comportamento do leucograma e trombograma. 

Em situações de inflamação aguda nos peixes estimulados experimentalmente 

ou de forma natural, ocorrem neutrofilia e monocitose no sangue, além do acúmulo de 

neutrófilos e monócitos na área afetada (ROBERTS, 1989; SUZUKI; LIDA, 1992) 

Deve-se destacar que, em algumas situações, ocorre o aparecimento de 

neutrófilos imaturos no sangue, aumentando dessa forma o número dessa célula. 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 inflamação produzem substâncias 

quimiotáxicas que estimulam a liberação de neutrófilos e promovem a marginação e 

adesão destes ao endotélio vascular, nos locais adjacentes ao sítio da inflamação 

(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 diminuição no número de neutrófilos, 
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trombócitos, monócitos e aumento do de linfócitos. 

Os linfócitos ocupam o segundo lugar em número de leucócitos no sangue de 

animais sadios. São singulares, porque recirculam e preservam a capacidade mitótica, 

permitindo o recrutamento de linfócitos pelos tecidos (LATIMER; MEYER et al., 1992). 

Os linfócitos são células imunocompetentes com função 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 presença de linfócitos T citotóxicos 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; PALIKOVÁ et al., 1998). De acordo com Jeney et al. (1997) em peixes 

alimentados com dietas suplementadas com 1,0% de β-glucano apresentaram 

linfocitose, neutropenia e monocitopenia. 

Imunoestimuladores como vacinas, leveduras, lipopolissacarídeos e adjuvantes, 

aumentam a resposta proliferativa de linfócitos T e B e a atividade citotóxica de 

linfócitos T (Siwicki et al., 1998). Todavia não há observações neste sentido para o 

levamisol. 

Sete dias após o implante, os grupos (L25; L50, D2, D2+L25 e D2+L50), 

apresentaram diminuição no número de leucócitos, trombócitos, neutrófilos e linfócitos. 

Tais resultados podem estar de acordo com a vida média dos granulócitos na 

circulação que é de aproximadamente nove dias. Quando entram na corrente 

sanguínea têm aproximadamente seis dias de vida e permanecem na circulação de seis 

a vinte horas. No caso de inflamação eles deixam a corrente circulatória por diapedese 

e migram para o foco lesado, onde vivem por dois a três dias (DUKES, 1996). 

Em mamíferos quando há súbita demanda dessas células ocorre sua 

mobilização da medula óssea, que pode corrigir a neutropenia em algumas horas. No 

caso de necessidade de longo prazo estimulam maior diferenciação de células 

precursoras, que levam de quatro a seis dias para maturar (KERR, 2003).   

Segundo Pickering e Pottinger (1985), em peixes, a redução do número de 

linfócitos circulantes pode representar importante ligação entre a resposta ao estresse e 

o surgimento de doenças, devido a elevação do nível plasmático de cortisol. 
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Igualmente, Pickering (1986) relatou que a diminuição do número de linfócitos pode 

estar relacionada com a baixa capacidade do peixe de se defender contra agentes 

patógenos.  

De acordo com dados encontrados na literatura, a diminuição do número de 

monócitos sanguíneos pode ser o resultado de combate à infecção. Os monócitos são 

importantes na inflamação, pois secretam diversas substâncias biologicamente ativas e 

são responsáveis pela remoção e processamento de antígenos, como células 

senescentes e debris, bactérias e toxinas do sangue (MEYER et al, 1995).  

A diminuição do número de leucócitos pode refletir o início de um quadro de 

toxicidade do levamisol no processo leucopoiese. Altas dosagens podem ocasionar 

toxicidade, caracterizado por imunossupressão, assim como subdosagens podem não 

ser eficientes (LI; et al., 1998). Clarias fuscus suplementados com 600 mg de levamisol/ 

kg de dieta apresentaram estímulo da atividade imunológica após sete dias de 

tratamento, porem posteriormente esse efeito foi decrescendo chegando a mostrar 

efeitos imunossupressivos com oito semanas pós-tratamento (LI et al., 2006).  

Respostas de imunossupressão relacionadas com altas dosagens de 

imunoestimulantes foram igualmente observadas por outros autores. Couso et al. 

(2003) relataram em dourada menor resistência quando desafiada com Photobacterium 

damselae, com produção do reativo intermediário do oxigênio similar ao da dieta 

ausente de suplementação; Jeney et al. (1997) demonstraram que trutas arco-íris 

tornaram-se mais susceptíveis a infecção por Flavobacterium colummaris; Robertsen et 

al. (1990) demonstraram em salmão do Atlântico alta mortalidade quando injetado via 

intraperitoneal com elevadas concentrações de β-glucano e Whittington et al. (2005) 

relataram diminuição da resposta imune da tilápia do Nilo quando alimentada com 

dietas suplementadas com níveis superiores a 0,1% de β-glucano e desafiadas por 

Streptococcus iniae. Os autores supracitados inferiram que as altas dosagens de β-

glucano podem determinar a exaustão das células fagocíticas com conseqüente 

diminuição da atividade. Castro et al. (2006) ressaltaram não só a exaustão do sistema 

imune frente a concentrações elevadas de β-glucano, mas também a potência e rapidez 

desta resposta. 
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No décimo quinto dia após o implante, os grupos (CL, L25, L50, D2 e D2+L25), 

apresentaram aumento do numero de leucócitos totais, mantendo o mesmo perfil 

observado no 2(DPI). 

A leucocitose pode ser devida exclusivamente ao aumento de um único tipo de 

célula ou a 2 ou 3 ou todos ao mesmo tempo. Consequentemente observa-se 

leucocitose toda vez que houver aumento do número de qualquer um dos leucócitos do 

sangue desde que não haja, ao mesmo tempo, diminuição do número de outro 

elemento que venha a compensá-lo (JANNINI; JANNINI FILHO, 1978). 

Já no grupo (D2+L50), observou-se diminuição do número total de leucócitos, 

que demonstra mais uma vez que na associação do fosfato de levamisol com o 

glicocorticóide, o primeiro não interfere, mas o segundo pode induzir a redução do 

número das células, que resulta em imunossupressão. De acordo com Krensky et al., 

2001, os efeitos imunossupressores dos glicocorticóides são relativamente conhecidos, 

mas os mecanismos específicos de sua ação imunossupressora ainda não é claro. Os 

glicocorticóides destroem e induzem a redistribuição dos linfócitos, resultando na 

redução das contagens dessas células no sangue periférico. 

Entretanto pode-se observar a ação do fosfato de levamisol no grupo (L25) 

apresentou aumento do número de monócitos e trombócitos. Os trombócitos são 

responsáveis pela homeostasia sangüínea, de modo análogo às plaquetas em 

mamíferos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Além da função homeostática, os 

trombócitos participam de processos mórbidos (STOSKOPF, 1993) e reduzem a 

predisposição a infecções (KOZINSKA et al., 1999; TAVARES-DIAS et al., 2007). 

 O levamisol parece restaurar a função imune deprimida dos linfócitos, monócitos 

e macrófagos. Siwicki (1989) observou aumento de leucócitos em carpas Cyprinus 

carpio suplementadas com 2 a 8mg de levamisol por kg de peso vivo. A injeção 

intraperitoneal de levamisol na dose de 5 mg/kg de peso vivo (ISPIR; DORUCU, 2005) 

e banho na concentração de 5/mL por 30 minutos (JENEY; ANDERSON, 1993), 

também levaram a maior produção de leucócitos em truta arco-íris. Entretanto Sahoo e 

Murkherjee (2001) não observaram aumento do numero de leucócitos em rohu 

suplemetados com levamisol na dieta.  



46 
 

 

 A maioria dos estudos realizados está voltada à avaliação dos efeitos do 

levamisol sobre o sistema imune dos peixes (CUESTA et al., 2002; CUESTA et al., 

2006), sendo escassos os relacionados com variáveis hematológicas. 

 Os diversos trabalhos a respeito do uso de levamisol como imunoestimulante na 

produção de peixes mostram diferentes resultados, muitas vezes conflitantes, com 

relação à dosagem capaz de trazer benefícios. Segundo Mulero et al, (1998 a) essas 

diferenças provém da utilização de diversos métodos de administração, idade, padrão 

imunológico, além da variação intra interespecífica. Da mesma forma, Sakai (1999) 

enfatiza a importância da dose e tempo de administração de imunoestimulantes para 

sua eficácia. 

  

 

6.2 ESTUDO DA CINÉTICA DE MACRÓFAGOS SOBRE A REPOSTA 
INFLAMATÓRIA 

 

 

A avaliação da resposta inflamatória crônica analisada pela cinética do acúmulo 

de macrófagos e da formação de macrófagos policariontes em lamínula de vidro, 

implantadas no tecido subcutâneo de pacus, tratados ou não com fosfato de levamisol e 

ou dexametasona estão expressos na Tabela1. 

Apesar das baixas contagens dessas células, pode-se observar que dois dias 

após o implante todos os grupos (CL; L25; L50; D2; D2+L25; D2+L50) tratados ou não 

com fosfato de levamisol e dexametasona, apresentaram aumento progressivo da 

contagem dessas células com o decorrer do tempo. Então a presença de macrófagos 

assim como de alguns gigantócitos, com dois e três a cinco núcleos, demonstra o  

recrutamento de macrófagos, formação de células policariontes e de parte de seu 

processo de maturação, refletindo a evolução da reação e a atividade dos macrófagos. 

Esses resultados são semelhantes aos encontrados por PETRIC et al., (2003 

a,b); BRUM (2003), BELO et al., (2005; 2007) que observaram o acúmulo de 

macrófagos sobre a lamínula de vidro por toda sua extensão logo após o implante.  
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O grupo D2+L50, apresentou contagem de gigantócitos com três a cinco núcleos 

em número significativamente maior do que o observado nos demais grupos. 

O aumento nas contagens de macrófagos e gigantócitos pode ser observado aos 

sete dias após o implante se comparado com o observado após dois dias. Este fato 

está de acordo com os achados de BELO (2007) e sugerem que o máximo da resposta 

dos macrófagos ocorre neste período, no modelo experimental utilizado.  

Pode-se observar que a cinética do acúmulo dos macrófagos e a formação de 

gigantocitos nas lamínulas implantadas no tecido subcutâneo evoluiu progressivamente 

em todos os tratamentos (CL; L25; L50; D2; D2+L25 e D2+L50) e em todos os tempos 

estudados.  

Os macrófagos formados possuem núcleos distribuídos aleatoriamente em seu 

citoplasma, caracterizando, a inflamação tipo corpo estranho. Gradualmente, os 

núcleos se organizam na periferia do citoplasma, formando as células de Langhans 

(Mariano e Spector, 1974). 

A formação de macrófagos depende do recrutamento diário de monócitos dos 

compartimentos de reserva do sangue. Seguindo a diapedese e a transformação em 

macrófagos, estas células vão para o foco da inflamação por meio de quimiotaxia, onde 

a IL-4 e IL- 13 induzem a fusão dos macrófagos (Brodbeck & Anderson, 2009). O 

interferom-gama participa da formação de células gigantes, Langhans (Anderson et al., 

2008).Estes resultados mostram diferenças na evolução da resposta de macrófagos 

entre as diferentes espécies de peixes e modelos experimentais. Neste modelo de 

avaliação da inflamação crônica de corpo estranho, apresentou diferenças significativas 

na resposta fisiopatológica do pacu, P. mesopotamicus (PETRIC et al., 2003 a,b; BELO 

et al, 2005),onde a formação de células gigantes tipo Langhans foi observado 15 dias 

após a implantação da lamínula, considerando que em tilápias do Nilo essa formação 

foi predominante após oito dias.  

Pouco se conhece sobre os efeitos dos corticosteróides exógenos em peixes 

teleósteos, pois os resultados obtidos nesse período não estão de acordo com os de 

BELO et al., (2005). Estes autores verificaram que peixes tratados com dexametasona 
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apresentaram menor número de gigantócitos, sendo este efeito supressor, devido à 

ação antiinflamatória do glicocorticóide na fase aguda do processo que inibe a 

formação de eicosanóides e liberação de citocinas pro - inflamatórias, com inicio da 

quimiotaxia. Este efeito pode ser observado quinze dias após o implante, em que pacus 

tratados com dexametasona (D2), apresentaram atividade imunossupressora, com 

menor formação de gigantócitos com seis a dez e onze a vinte núcleos. 

Porém a associação do esteróide com o fosfato de levamisol apresentou efeitos 

progressivos quanto ao acúmulo de macrófagos e formação de gigantócitos em 

lamínulas nesse período. Estes resultados sugerem que a associação desses fármacos 

não interferiu na cinética da evolução da resposta uma vez que não diferiu do 

observado no grupo controle.  

O efeito do tratamento com dexametasona sobre a formação de policariontes foi 

observado 15 DPI (Tabela 2), pois, houve formação de gigantócitos com mais de 11 

núcleos significativamente menor (P<0,05) que o observado no grupo controle. 

Contrariamente a associação do esteróide com o levamisol manteve a evolução do 

processo como já verificado aos 7 DPI. 

Durante a evolução da inflamação crônica houve formação de gigantócitos tipo 

corpo estranho no período avaliado, mas não de células tipo Langhans, cujos núcleos 

estão dispostos na periferia do citoplasma conferindo o aspecto de “coroa”. 

De acordo com os resultados pode-se constatar que a evolução da adesão de 

macrófagos e formação de gigantócitos, foi progressiva durante o experimento. Todavia 

nos peixes que receberam dexametasona ocorreu inibição da reação, efeito que pode 

ser somado ao do estresse do ato cirúrgico. Tanto o glicocorticóide como o cortisol 

liberado pelo estresse podem ter inibido a liberação de IL-4 e IL-13 importantes para a 

fusão dos macrófagos (Brodbeck & Anderson, 2009) como o interferon-gamma que 

participa da formação dos gigantócitos de Langhans (Anderson et al., 2008). 

BELO et al., (2005) observaram efeitos benéficos na suplementação dietética 

com vitamina E sobre a formação dos macrófagos policariontes em pacus. Resultados 

semelhantes foram observados por BELO (2007) ao trabalhar com dietas 

suplementadas com 500 mg de vitamina E/kg de ração para a tilápia do Nilo, vacinadas 
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e desafiadas com Mycobacterium marinum. O principal benefício foi a redução das 

concentração plasmática de cortisol que favoreceu o acúmulo de macrófagos e a 

formação dos gigantócitos (Belo et al., 2005). 

Os resultados obtidos no presente estudo com fosfato de levamisol 

considerando-se o modelo experimental empregado, não demonstraram qualquer efeito 

benéfico para os.  

 

 

VII – CONCLUSÕES 
 

 

- Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a suplementação com 

fosfato de levamisol na concentração de 25mg/kg, induziu aumento significativo no 

número de leucócitos totais, monócitos e linfócitos sanguíneos no 15o dia. 

- No sétimo dia a dexametasona interferiu significativamente na série eritrocitária 

com diminuição transitória do número de eritrócitos, da taxa de hemoglobina e VCM, 

bem como no leucograma provocando diminuição transitória do número de leucócitos, 

linfócitos e monócitos. 

- A dexametasona isoladamente inibiu a atividade dos macrófagos na reposta 

inflamatória crônica com diminuição do acúmulo das células e formação de gigantócitos 

na lamínula sete dias após o implante. 

O fosfato de levamisol não interferiu na atividade dos macrófagos pois não 

estimulou seu acúmulo e a formação de gigantócitos. 

- A associação dos fármacos pode ter inibido os efeitos da dexametasona, já que 

os peixes apresentaram a mesma cinética de acúmulo dos macrófagos nas lamínulas 

de vidro quando comparados aos demais grupos.  

- Os pacus tratados com a associação das drogas apresentaram variações no 

perfil hematológico que foram inconclusivas.. 
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