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ESTUDO DO EFEITO MODULADOR DO MACROLIDEO TILOSINA NA REAGAO
INFLAMATORIA AGUDA DE TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus),
VACINADAS E DESAFIADAS COM Streptococcus agalactiae

Resumo: O presente estudo avaliou o efeito modulador da tilosina sobre a resposta
hematoldgica de tilapias, administrado de forma oral na rag&o, sobre a reagao
inflamatodria aguda de tilapias do Nilo, O. niloticus, vacinadas e desafiadas com S.
agalactiae. 104 tilapias (x 300g) foram acondicionadas aleatoriamente em 13
aquarios (n=8), constituindo quatro tratamentos: PF= Padrao Fisioldégico (n=8);
NT+V= N&o tratados com tilosina e vacinados (n=24); NT+NV= Nao tratados com
tilosina e ndo vacinados (n=24); T+V= Tratados com tilosina e vacinados (n=24);
T+NV= Tratados com tilosina e ndo vacinados (n=24) Sendo amostrados em trés
periodos, isto é: seis, 24 e 48 horas pods-desafio (HPD), para a avaliagdo da resposta
no tempo. Bacterina de S. agalactiae (1,0X10° células/mL) foi intramuscularmente
administrada 15 dias antes do desafio bacteriano. A aerocistite demonstrou um
aumento no numero de migragao celular conforme a evolugao da reagao inflamatoria
(P<0.001), tendo o pico de acumulo em 48 HPD. Peixes vacinados mostraram maior
numero de células no exsudato inflamatério em 6 e 48 HPD. No inicio da reacao
inflamatoéria (6 HPD), peixes vacinados e tratados com tilosina apresentaram
leucocitose com marcada linfocitose absoluta, monocitose relativa e neutrofilia
relativa e absoluta. Tardiamente com 48 HPD, estes animais recuperaram os valores
leucocitarios, apresentando contagens préximas as observadas em animais
controles (PF). Na fase inicial 6 HPD, tilapias apresentaram microcitose, aumento de
creatinina, da atividade enzimatica de fosfatase alcalina e aspartato
aminotransferase, além de alteragdes no metabolismo energético com diminuigao do
colesterol, aumento de triglicerideos e glicose. Com a evolugéo da infecgdo 24 e 48
HPD, observou-se macrocitose, diminui¢cdes nas contagens de eritrocitos e
hemoglobina, sendo estas respostas influenciadas pelo tratamento com tilosina. Os
triglicerideos e colesterol retornaram aos niveis basais em animais vacinados e
ocorreu recuperacao mais precoce das alteragdes de creatinina e fosfatase alcalina
em tilapias vacinadas e tratadas com tilosina. Tildpias vacinadas e n&o tratadas
apresentaram diminuicao significativa na atividade respiratéria dos leucdcitos (Burst
oxidativo), sendo diferente de todos os outros tratamentos em 48 HPD (P<0.01),
sendo estes achados influenciados pela niumero de neutrdfilos circulantes. Por outro
lado, as tilapias apresentaram pico de concentragao sérica de lisozima 24 HPD. A
atividade sérica desta enzima foi fortemente influenciada pela contagem de
monadcitos no sangue e pelo tratamento com tilosina. No proteinograma das tilapias,
observou-se aumento significativo nos valores de ceruloplasmina e haptoglobina em
peixes vacinados e tratados com 48 HPD. O estudo histopatolégico revelou
alteragbes patoldgicas na mucosa gastrica e intestinal, cérebro, coragao, rins e
figado decorrentes da infecgcao por S. agalactae, porém peixes tratados com tilosina
e vacinados apresentaram lesbes com menor gravidade. Contudo, a vacinacao
associada ao tratamento com tilosina auxiliou as respostas de defesa organica das
tildpias amenizando as alteracdes deletérias observadas da estreptococose,
demonstrando o efeito imunomodulador deste macrolideo neste teledsteo.

Palavras-Chaves: Tilapicultura, estreptococose, macrolideos.
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STUDY MODULATOR MACROLIDE TYLOSIN EFFECT IN ACUTE
INFLAMMATORY REACTION OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus),
VACCINATED AND CHALLENGED WITH Streptococcus agalactiae

Abstract: This study evaluated the effect modulator tylosin on hematologic response
of tilapia, administered orally in feed, on acute inflammatory response of Nile tilapia,
O. niloticus, vaccinated and challenged with S. agalactiae. 104 tilapia (£ 300 g) were
placed randomly in 13 aquariums (n = 8), constituting four treatments: PF = Standard
Saline (n = 8); + V NT = not treated with tylosin and vaccinated (n = 24); NV + NT =
Not treated with tylosin and non-vaccinated (n = 24); T + V = treated with tylosin and
vaccinated (n = 24); T + = NV treated with tylosin and non-vaccinated (n = 24). The
bacterin of S. agalactiae (1,0x10° cells / ml) was intramuscularly administered 15
days before the bacterial challenge. The aerocistite study showed an increase in cell
migration number as the evolution of the inflammatory response (P <0.001) with peak
accumulation in 48 of the HPD. Fish vaccinated showed greater number of cells in
the inflammatory exudate 6 and 48 HPD. At the beginning of the inflammatory
reaction (6 HPD), fish vaccinated and treated with tylosin showed leukocytosis with a
marked absolute lymphocytosis on monocyte and neutrophil relative and absolute.
Late 48 HPD, these animals recovered the leukocyte values, with scores close to
those seen in control animals (PF). In the initial phase 6 HPD, tilapia had
microcytosis, increased creatinine, the enzymatic activity of alkaline phosphatase
and aspartate aminotransferase, and changes in energy metabolism with decreased
cholesterol, increased triglycerides and glucose. With the evolution of the infection
HPD 24 and 48, there was macrocytosis, decreases in hemoglobin and red blood cell
counts, these responses are affected by treatment with tylosin. Triglycerides and
cholesterol returned to baseline levels in vaccinated animals and occurred earlier
recovery of creatinine and alkaline phosphatase changes in vaccinated and treated
with tylosin tilapia. Vaccinated tilapia and untreated showed a significant decrease in
respiratory activity of leukocytes (oxidative burst), being different from all other
treatments in 48 HPD (P <0.01), and these findings influenced by the number of
circulating neutrophils. Moreover, tilapia showed peak serum concentration of
lysozyme HPD 24. The serum activity of this enzyme was strongly influenced by
monocyte count in the blood and the treatment with tylosin. The protein profile of
tilapia, there was a significant increase in ceruloplasmin and haptoglobin values in
fish vaccinated and treated with HPD 48. Histopathological examination showed
pathological changes in the gastric and intestinal mucosa, brain, heart, kidneys and
liver resulting from infection with S. agalactae, but fish vaccinated and treated with
tylosin showed less severe lesions. However, vaccination associated with the
treatment with tylosin helped the defense responses of organic tilapia mitigating the
harmful changes seen the estreptococose, demonstrating the immunomodulatory
effect of macrolide this teleost.

Key Words: tilapia, estreptococose, macrolides, bacterins.
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1. INTRODUGCAO

O setor de pescado no Brasil apresentou um crescimento de 31,2% na
producdo anual entre os anos 2008 e 2010, atingindo quase 500 mil toneladas/ano
(FLORES e FILHO, 2013) . A criagao de algumas espécies de peixes vem crescendo
significativamente nos ultimos anos, dentre estas, destacam-se as tilapias, pois
apresentam elevada precocidade e rusticidade, além também da sua carne ser

altamente apreciada pelo consumidor (CASTRO et al., 2014a).

A biomanipulagdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizagcdo dos
recursos produtivos traz consigo inumeros desafios, dentre os quais se destaca o
controle sanitario das populagdes de peixes. Em geral, 0 aumento de espécimes por
area, somado as praticas de manejo, resulta na ocorréncia do estresse, condi¢gao
fisiolégica responsavel por imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes,
predispondo-os as mais diversas enfermidades (BELO et al., 2005; REQUE et al.,
2010; BELO et al., 2012a; CLAUDIANO et al., 2013).

Agentes etiologicos que causam aparentemente poucos danos as populagdes
de peixes em seu habitat natural podem tornar-se agentes precursores de doencgas
de grande importancia econdmica quando submetidos as condi¢des de criagéo
(TORT, 2011).

O Streptococcus agalactiae representa um importante patégeno para a
tilapicultura intensiva brasileira, sendo responsavel por significativas perdas
econbmicas e inumeras estratégias vém sendo estudadas para controlar surtos
desta doenga nos plantéis piscicolas (SALVADOR et al.,, 2012; CASTRO et al.,
2014b). Por outro lado, estudos buscam compreender e avaliar alteragbes
fisiopatoldgicas na evolucao destas enfermidades, nas quais a analise hematoldgica
e bioquimica sérica fornecem subsidios importantes no diagndstico e progndstico de

condigdes morbidas em populagdes animais (BELO et al., 2013; 2014).

Compostos terapéuticos que apresentam tanto acao antibacteriana, bem
como efeitos moduladores em mecanismos de defesa, sdo promissores para o

tratamento de doengas causadas por bactérias nos peixes. Ao longo das ultimas



duas décadas, tem havido um interesse crescente nos potenciais efeitos
moduladores do sistema imunoldgico dos antimicrobianos do grupo dos macrolideos
como a tilosina (GOOD et al., 2012), porém sao escassas as informagdes do uso

deste farmaco no controle de enfermidades bacterianas nos peixes.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Partindo-se da importancia patogénica da streptococcose para tilapicultura
intensiva e da importancia da reacéo inflamatéria na resposta de defesa dos peixes
teledsteos, este estudo tem por objetivo avaliar a atividade imunomodulatéria do
macrolideo tilosina sobre a reacdo inflamatéria aguda de tilapias, O. niloticus,

vacinadas e desafiadas com S. agalactiae.

2.2 Especifico

e Avaliar a atividade imunomodulatéria do macrolideo tilosina sobre o acumulo
celular no foco inflamado na aerocistite infecciosa de tilapias (O. niloticus)
vacinadas e desafiadas com S. agalactiae.

e Avaliar a atividade imunomodulatéria do macrolideo tilosina sobre o
Hemograma, leucograma e trombograma de tilapias (O. niloticus) vacinadas e
desafiadas com S. agalactiae.

e Avaliar a atividade imunomodulatéria do macrolideo tilosina sobre a resposta
bioquimica sérica de tilapias (O. niloticus) vacinadas e desafiadas com S.
agalactiae.

e Avaliar a atividade imunomodulatéria do macrolideo tilosina sobre a atividade
respiratoria dos leucécitos e de lisozima sérica de tilapias (O. niloticus)

vacinadas e desafiadas com S. agalactiae.



e Avaliar a atividade imunomodulatéria do macrolideo tilosina sobre o
proteinograma de tilapias (O. niloticus) vacinadas e desafiadas com S.
agalactiae.

e Avaliar a atividade imunomodulatéria do macrolideo tilosina sobre os indices
somaticos dos orgaos de tilapias (O. niloticus) vacinadas e desafiadas com S.

agalactiae.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Inflamagao em Teleésteos

Segundo Contran et al. (2004) as infeccdes bacterianas sdo agressdes
biolégicas ao organismo dos peixes que respondem através do processo
inflamatorio na tentativa de diluir, circunscrever e isolar ou destruir o agente
agressor. Uma das suas principais caracteristicas € a mobilizacdo adequada e em
tempo habil, de leucécitos da microcirculacdo para o foco inflamado onde se
acumulam (MORAES; MORAES, 2009). Nos mamiferos inflamagdo aguda tem
duracao relativamente curta, perdurando por minutos, horas, por um ou dois dias, e
se caracteriza por vasodilatagcdo arteriolar, capilar e venular, aumento de
permeabilidade vascular e instituicdo de edema; aumento da viscosidade sanguinea
e marginacgao leucocitaria, diapedese, quimiotaxia, acumulo de leucdcitos no foco
lesado e fagocitose por células competentes (MORAES; MORAES, 2009), podendo
sofrer pequenas variagdes em fungéo do tipo de tecido afetado, do agente causal,
da intensidade da agressdo e do nivel de especificidade da resposta. Outros
mecanismos de defesa envolvem a producao de peptideos para controle microbiano,
atividade de lisozima, sistema complemento e outras proteinas sanguineas
(COLONNA et al., 2006).



Por inoculagdo de carragenina na bexiga natatéria de O. niloticus e Piaractus.
mesopotamicus houve uma resposta inflamatéria caracterizada por congestao
vascular, acumulo de células mononucleares e raros granuldcitos (MATUSHIMA;
MARIANO, 1996; MARTINS et al., 2006). A inoculagdo de Aeromonas hydrophila
inativada, tioglicolato e lipopolissacarideo de Escherichia coli na bexiga natatéria de
P. mesopotamicus, demonstrou apds 24 horas maior acumulo de exsudato com
presengca marcante de trombdcitos, linfécitos, macrofagos e granuldcitos que

variaram de acordo com o tipo de estimulo inflamatério (BOZZO et al., 2007).

No entanto, Endo (1997) com a injecdo de LPS na bexiga natatéria de O.
niloticus houve a formacédo de exsudato constituido principalmente por neutrdfilos
(96%) 24 horas depois da aplicagdo, o mesmo acumulo de granulécitos foi
encontrado por Moraes et al. (2011) em estimulo por Aeromonas hydrophilana

mesma especie.

O pico de produgéo das proteinas de fase aguda geralmente ocorre entre 12
e 24 horas apos o inicio da resposta inflamatdria aguda. A eletroforese permite uma
avaliagdo aproximada das concentragdes de varias proteinas importantes, cujas
alteracdes estruturais, seja de regulagdo de suas sinteses, ou de seu maior
consumo, podem refletir nas suas modalidades eletroforéticas ou nas suas
concentracdes (FELDMAN, 2000).

3.2. Tilapicultura intensiva no Brasil

O crescente aumento na comercializagdo mundial das tilapias, espécies de
teledsteos dos géneros Oreochromis e Tilapias, especialmente pelo aumento da
producao na China e outros paises em desenvolvimento, como o Brasil, transformou
este grupo de peixes no segundo mais importante para a aquicultura e o terceiro
mais importado pelos EUA e Europa, depois somente dos camardes marinhos e
salmbes (CONRAY; CONRAY, 2004). Tal fato é resultante do potencial fisioldgico

reprodutivo e de adaptacdo destes animais, que apresentam elevada rusticidade,



facil domesticagdo e excelente valor agregado para a comercializagdo, gerando
perspectivas de se tornarem o mais importante grupo de espécies aquicolas neste
século XXI (FITZSIMMONS, 2000).

De acordo com as estatisticas do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a
producao de tilapias representou cerca de 38% da producéo de pescado continental
no Brasil no ano de 2010, sendo este ciclideo o grupo de peixes mais criado. Neste
contexto, destaca-se a espécie Oreochromis niloticus, comumente chamada de
“tilapia nildtica”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo, pertencente a
familia Cichlidae. Para Zimmermann e Fitzsimmons (2004), no Brasil, a tilapicultura
segue a mesma tendéncia mundial, com predominio de tilapias niléticas ao invés de
tilapias vermelhas, pois estas apresentam crescimento mais rapido e um rendimento

de filé superior quando comparadas as demais espécies de tilapias.

Por outro lado, as disputas por novos mercados, a concorréncia com outros
paises neste inicio das exportacdes, a necessidade de se desenvolver um mercado
interno mais forte, bem como as novas oportunidades de uma aquicultura intensiva,
deverao considerar os aspectos sanitarios na produgdo das tilapias, através de
manejos eficientes do sistema aquatico que visem melhorar ndo somente a
produtividade, mas também proteger o consumidor e 0 meio ambiente
(ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004).

3.3 Streptococcus agalactiae

Dentre as enfermidades de etiologia bacteriana em sistemas de criagao
intensiva de tilapia, destaca-se a septicemia por Streptococcus spp. (SURESH,
1998). O Streptococcus agalactiae é classificado como do grupo B Lancefield
apresentando células esféricas ou cubdides. Esta bactéria € Gram-positiva, catalase
negativa, unem-se em forma de pares ou cadeias, € imovel, ndo esporulada e
anaerobia facultativa. Obtém energia por meio da fermentag¢ao de carboidratos como

a glicose (HARDIE; WHILEY, 1997). Seu papel mais importante esta na capacidade



de seus polissacarideos inibirem a fagocitose por macréfagos e neutrofilos do
hospedeiro (NIZET, 2002), sendo bactérias oportunistas amplamente distribuidas no
ambiente aquatico associadasa ma qualidade da agua, manejo inadequado e
condi¢cdes de criagao intensiva, causando prejuizos importantes para a aquicultura
mundial (BUNCH; BEJERANO, 1997).

Nos peixes, o quadro clinico principal é a meningoencefalite acompanhada de
anorexia, natagdo erratica com movimentos giratérios na superficie da agua e
escurecimento da pele. Macroscopicamente encontram-se hemorragias cutaneas
difusas em todo o corpo, na regido cefalica e caudal, além de esplenomegalia, ascite
e septicemia (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997).

3.4. Antibioticos Macrolideos e a Tilosina

Os macrolideos reunem um grupo de farmacos muito utilizados no tratamento
de diversas doencgas infecciosas. Esses farmacos atuam inibindo a sintese proteica
e o crescimento bacteriano, fazendo com que proteinas vitais deixem de ser
sintetizadas e causando a morte do patdogeno. Alguns estudos apontaram que,
independente de sua atividade antimicrobiana, os macrolideos apresentam

propriedades anti-inflamatdrias e antivirais (BEIGELMAN et al., 2009).

A origem da descoberta do mecanismo anti-inflamatério dos macrolideos
ocorreu na década de 1980 no Japao, quando o uso desse medicamento aumentou
significativamente a sobrevida de pacientes com panbronquiolite difusa (PBD), uma
grave doenca pulmonar crénica, com intensa inflamacao neutrofilica (JAFFE; BUSH,
2001). Dentre seus efeitos mais relevantes estao a inibicao da sintese e secrecao de
citocinas pro-inflamatoérias e o aumento da secregao de citocinas anti-inflamatdrias,
assim como efeitos na atividade dos neutrdéfilos através da inibicdo da sua migragao
para os sitios de inflamacéo. Os macrolideos também podem inibir a degranulagao
dos leucécitos, reduzir a inflamacgao eosinofilica, ativar a fagocitose dos macréfagos
e ainda aumentar o transporte mucociliar, diminuindo a produgéo de muco in vivo e
in vitro. Esses farmacos apresentaram efeito na imunidade adaptativa através da

regulagao de células T e da apresentagao de antigenos (GOOD et al., 2012).



O Tilmicosin € um antibiético macrolideo semissintético, derivado da tilosina,
provou ser eficaz no tratamento de doencgas inflamatorias das vias aéreas de gado
bovino segundo Fodor et al. (2000) e Picavet et al. (1991), em ovelhas (NACCARI et
al., 2001), suina (MOORE et al., 1996) e as e mastite em animais ruminantes
(NACCARI et al.,, 2003). Segundo Scorneaux e Shryock (1999), a eficacia da
tilmicosin é atribuida ao seu carater farmacodinamico e baixas concentragbes
inibitérias. Ha evidéncias para sugerir que tilmicosin exerce acgdes
imunomoduladoras sobre apoptose de neutrofilos (LEE et al, 2004) e da produgao
modulada de fatores inflamatodrios, incluindo prostaglandina E2 (PGE 2) em
macrofagos (LAKRITZ et al., 2002). Outros investigadores também descobriram que
os macrolideos utilizados em humanos inibiu a indugdo de (NO) por macréfagos
alveolares INOS mRNA e 6xido nitrico, bem como a expressao de iINOS e COX-2 de
proteinas em macrofagos, e diminuicdo da produgao de citocinas, tais como TNF-q,
IL-1 e IL-8 e um aumento da produgdo de IL-10 em mondcitos humanos (KOHRI et
al., 2000).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Peixes e acondicionamento

Para o estudo foram utilizadas 104 tilapias do Nilo (+ 400 g) oriundas da
mesma desova, acondicionadas em 13 tanques (n=8), com capacidade de 500L de
agua cada, abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente de
poco artesiano, com vazao de 1 L/min. Apds o transporte para os aquarios, 0s
peixes foram aclimatados durante 15 dias para a concentragdo plasmatica de
cortisol e a osmolaridade voltem aos niveis basais. Nos primeiros trés dias de
aclimatagéo, os animais foram submetidos a banhos em solugao de NaCl na
concentragao de 6,0 g/L (CARNEIRO; URBINATI, 2001).



Durante o experimento os peixes foram alimentados com ragdo comercial
peletizada (32% de proteina bruta), constituindo a dieta basal. O arragpamento dos
animais foi feito duas vezes ao dia, alimentados pela manha e tarde,
correspondendo a 3% da biomassa dos aquarios. A qualidade da agua determinada
nos momentos da alimentagc&do, sendo a temperatura e concentragdo de oxigénio
dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo 55, e o pH e a condutividade elétrica
pelo aparelho YSI, modelo 63. Durante todo o experimento as variaveis fisico-
quimicas (temperatura= 30,5 £ 1,0 °C, oxigénio dissolvido = 4,1 + 1,0 mg /L, pH =
8,20 + 0,3 e condutividade = 204,5 + 20,1 mS /cm) mantiveram-se em zona de

conforto para a espécie (BOYD, 1990).

4.2 Delineamento experimental

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 13 tanques, constituindo os
seguintes tratamentos (Tabela 1): PF= Padrdo Fisiolégico (n=8); NT+V= Né&o
tratados com tilosina e vacinados (n=24); NT+NV= Nao tratados com tilosina e néao
vacinados (n=24); T+V= Tratados com tilosina e vacinados (n=24); T+NV= Tratados
com tilosina e ndo vacinados (n=24). Sendo amostrados em trés periodos, isto é:

seis, 24 e 48 horas poés-desafio (HPD), para a avaliagado da resposta no tempo.

Tabela 1: Distribuicao dos grupos de Tilapias nos diferentes tratamentos.

HPD (Horas pés-desafio®)

GRUPOS TRATAMENTOS 5 o4 48
PF2 Padrao Fisioldgico n=8
NT+V Nao tratados com tilosina® e vacinados n=8 n=8 n=8
NT+NV  Nao tratados com tilosina® e nao vacinados n=8 n=8 n=8
T+V Tratados com tilosina® e vacinados n=8 n=8 n=8
T+NV Tratados com tilosina® e ndo vacinados n=8 n=8 n=8

' Desafio com S. agalactiae em bexiga natatéria.

2 Grupo padrao fisiolégico para obtengdo de valores de referéncia de peixes ndo vacinado e nao
tratado, sem desafio bacteriano.

* Tartarato de Acetilisovaleriltilosina, Aivlosin FG50°, Sanphar.



4.3 Dietas experimentais contendo tilosina

A composicao da dieta basal seguiu as exigéncias para tilapias, estabelecidas
no NRC, através da utilizacdo de racdo comercial peletizada LAGUNA-Socil® (28%
de proteina bruta e 4000 kcal de energia bruta kg™'). Para padronizagdo da dieta
experimental contendo o macrolideo tilosina, a ragdo comercial foi finamente
triturada para ser misturada na propor¢do de 400mg/Kg de tartarato de acetil
isovaleril tilosina (Aivlosin®, Sanphar), respectivamente, conforme recomendagéo do
fabricante do farmaco. A mistura contendo o macrolideo foi novamente peletizada e

estocada em saco plastico escuro, a - 16°C até o uso.

4.4 Anestesia dos peixes

Os peixes foram anestesiados por imersdo em solugdo aquosa de benzocaina
na proporgédo de 1:10.000 para sedagdo e captura dos animais no momento do
desafio bacteriano e 1:500 no momento da eutanasia. Inicialmente, a benzocaina foi
diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o volume para 1L (WEDEMEYER,
1970). Apdés o manuseio experimental, os animais foram novamente colocados nos

aquarios com fluxo de agua continuo e aeragéo.

4.5 Producao e administragao da vacina contra Streptococcus agalactiae

A suspenséo bacteriana utilizada como vacina foi produzida pelo cultivo de
aliquota do isolado de S. agalactiae conforme metodologia de Pilarski et al. (2008).

Brevemente, a suspensdo antigénica foi adicionado o adjuvante incompleto de
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Freund (na proporgao de 1:1) e essa mistura foi emulsionada em misturador elétrico

e mantida sobre refrigeragdo até o momento do uso.

A vacina foi administrada via intramuscular na regido dorso-lateral
esquerda na dose de 0,5 mL. Realizou-se uma estimulagao vacinal 15 dias antes do
desafio bacteriano nas duas repetigbes dos grupos T+V e NT+V. Enquanto, os
peixes dos grupos T+NV e NT+NV foram submetidos a administragdo de solugao
fisiolégica + adjuvante incompleto de Freund (na proporcao de 1:1) na mesma dose,

para padronizacao do estresse de captura e manejo.

4.6 Desafio bacteriano

As cepas de S. agalactiae utilizada neste estudo foram Laboratério de
Imunopatologia de Peixes, Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP). As
cepas foram mantidas congeladas a -70°C e no momento do uso, uma aliquota do
isolado foi descongelada e o material semeado em caldo BHI (Brain Heart Infusion —

Difco) em duplicata para incubagéo a 25° C, durante 48 horas.

Ensaios para estabelecimento da DL50, dose letal que causa a mortalidade
de 50% dos animais, foram conduzidos de acordo com a metodologia proposta por
Plumb (1999), utilizando as concentracdes de 10°-10° UFC por peixe, sendo a DL50
estabelecida em 1,0 x 10° UFC. Com os peixes anestesiados, foi injetado o inoculo

de S. agalactiae na bexiga natatoria.

4.7 Aerocistite infecciosa

Para a avaliacdo do acumulo de células totais, ao término dos tempos pré-
estabelecidos de seis, 24 e 48 HPD, os animais foram dissecados dando acesso a
bexiga natatdria. A seguir, esta foi lavada cuidadosamente com 1 mL de solugao
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gelada de PBS contendo EDTA a 0,09%. O mesmo volume injetado foi coletado com
auxilio de micropipeta monocanal, e transferido para tubos tipo eppendorf mantidos
no gelo. A solugdo PBS-EDTA-exsudato foi centrifugada a 1000 rpm, por cinco
minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento total foi ressuspendido com a
adicdo de 100 pL do sobrenadante previamente retirado e uma aliquota desse
volume foi transferida para camara de Neubauer para contagem das células
inflamatorias totais em microscopia de luz, coradas pelo método Tavares-dias e
Moraes (2003).

Para a contagem diferencial de trombdcitos, linfocitos, macréfagos e
granulécitos foi colocada uma gota deste exsudato sobre |amina histologica,
juntamente com uma gota de soro de tilapia, extraida no dia anterior e mantidos sob
refrigeragcdo. Apds homogeneizacao, foi feita a extensdo, deixou-se secar em
temperatura ambiente para posterior fixacdo em alcool metilico. Depois de secas,
foram coradas pancromicamente com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2003) para posterior contagem em microscopia de luz

de até 200 células dentre os diferentes tipos acumulados no foco inflamatério.

4.8 Hematoloégia

Para avaliagdo do hemograma foram colhidas amostras de sangue dos peixes
por pungdo de vaso caudal, com auxilio de seringas descartaveis previamente
heparinizadas, as 6, 24 e 48 horas apos estimulo bacteriano. A partir das amostras
de sangue total foi feita a contagem direta de eritrécitos, leucécitos e trombdcitos em
camara de Neubauer, utilizando-se a solugcéo de Natt e Herrick (1952) como diluente
na proporgdo de 1:100 (v:v). Os eritrécitos foram quantificados nos cincos
quadrantes secundarios em diagonal do quadrado central, sendo este valor
multiplicado por 5000. Em relagdo a determinacéo total de leucdcitos e trombdcitos
foram quantificados todos juntos nos 25 quadrantes secundarios do quadrado
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central, sendo este valor multiplicado por 1000. Para determinag¢ao da proporcéo de
trombdcitos e leucocitos no sangue foram realizadas extensbes sanguineas em
lamina. Depois de secas, foram coradas com corante “May-Grunwald-Giemsa-
Wrigth” segundo Tavares-dias e Moraes (2003). Assim, estabelecendo o percentual

de cada tipo celular de interesse.

4.9 Avaliagao do bioquimico sérico

A glicemia dos animais foi determinada utilizando o aparelho Accu-Chek
Performa, e aliquotas de soro foram destinadas a avaliagao da atividade hepatica de
fosfatase alcalina, glicose, colesterol, triglicerideos, através da determinacao
enzimatica e colorimétrica em analisador bioquimico semi-automatico (Modelo
LabQuest — Bioplus®).

4.10 Analise da atividade respiratoéria dos leucécitos e de lisozima sérica

Realizou-se analise da atividade respiratéria dos leucécitos seguindo a
técnica descrita por Biller-Takahashi et al. (2013). Brevemente, coletaram-se 2 mL
de sangue periférico com heparina de cada peixe/tratamento/tempo, deste
utilizaram-se 100 uL para leitura do burst, aos 100 pL de sangue foi acrescentado
100 pL de NBT (0,2% w/v PBS — Sigma®). Esta mistura foi incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente (25 °C) no escuro. Seguidamenten as amostras
foram agitadas em vortex e retirado 50 yl de cada amostra e transferidas para outro
tudo tipo Eppendorf, em seguida foi acrescentado 1 mL de N, N-dimetil formamida -
DMF (Sigma®) homogeneizado e centrifugado a 3000 G durante 5 min.
Posteriormente foi realizada a leitura do sobrenadante em 540 nm em
espectrofotdmetro (Biospectro SP-22) previa calibragem com o branco. Para o
branco utilizaram-se todos os passos excluindo o sangue, sendo substituir por 100
ML de agua destilada.
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Para a analise de lisozima sérica Uma aliquota de sangue sem anticoagulante
foi deixado em repouso por duas horas em temperatura ambiente e centrifugado a
3000 rpm por cinco minutos, a 10°C, para extracdo de soro que foi armazenado a -
20°C até determinagao da concentragao da lisozima. A analise foi realizada segundo
Ellis (1990) e adaptado por Marzocchi-Machado et al. (1999) e Abreu et al. (2009). A
curva padrao foi estabelecida com seis concentragdes de lisozima (50, 80, 100, 150,
200 e 300 ng em 300 uL de tampao fosfato de sédio — NaH,POg4; 0,05 M; pH 7,4).
Um volume de 300 uL de cada concentragao foi pipetado em uma cubeta de 1 mL
seguido da adigcédo de 300 uL de suspensao de Micrococcus lysodeikticus (10 mg de
bactéria em 50mL de tampao fosfato de sodio). A densidade optica (DO) foi medida
imediatamente por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras
realizadas a cada 20 segundos em comprimento de onda de 450 nm. A diferencga
entre a DO inicial e final (ADO) de cada concentracao foi calculada em 5 minutos de
leitura e a curva representada graficamente. As amostras de soro mantidas a — 20
°C foram submetidas a tratamento térmico de 56 °C por 30 minutos, para inativagao
das proteinas do sistema complemento e garantia de que a lise foi provocada pela
lisozima.O mesmo procedimento que determinou a curva padrao foi realizado com
as amostras, utilizando-se volumes de 100 uL de soro e 150 yL de tampéao fosfato
de sddio. A concentracdo da lisozima de cada amostra foi quantificada pela curva
padrao determinada, utilizando-se a equacao da reta e as respectivas ADOs (WON
et al., 2004).

4.12 Proteinograma

Aliguotas de soro foram destinadas a avaliacdo de proteinas totais e albumina
através da determinagéo enzimatica e colorimétrica em analisador bioquimico semi-
automatico (Modelo LabQuest — Bioplus®). As concentragdes de globulinas totais
foram determinadas pela subtracdo das albuminas totais em relagdo as proteinas
totais plasmaticas, tendo como resultado a expressdo dos valores das globulinas

totais.
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Para a analise das proteinas de fase aguda o fracionamento eletroforético foi
realizado em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).
Foi realizado por técnica descrita por Laemmli (1970) modificada, utilizando-se o
sistema vertical de eletroforese (PROTEAN Il XI-VERTICALELETROPHORESIS
CELLS®- BIO-RAD) com amostra de soro. Para polimerizagado do gel foi necessario
a adicao de 15,0 pL de tetrametiletilenodiamina e 0,3 pL de persulfato de aménia a
10%. A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado em contato com
uma cuba superior contendo solugao tampéao de pH 8,5, constituida de 36,30g de
tris-base, 112,509 de glicina, 10g de dodecil sulfato de sddio (SDS) e agua destilada
estéril suficiente para completar um litro de solugdo. A parte superior da placa que
contem o gel entrara em contato com uma cuba contendo solugédo tampéao de pH 8,5
constituida de 18,159 de tris-base, 46,259 de glicina, 10g de SDS, em um litro de
agua destilada estéril. As placas foi preenchidas com o gel de separagéo a 10% e

gel de empilhamento a 4%.

As amostras para o fracionamento das proteinas foram preparadas
utilizando-se 10 uL de soro sanguineo diluidos em 30 pL de tampéao-fosfato (PBS) e
20 pL de gel mix e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota
de 5 pL das referidas amostras foi depositada no fosso do gel. A placa foi colocada
em suporte apropriado, em contato com solugao tampao com pH 8,5 e submetida a
corrente elétrica a 20 mA, em fonte adequada. Terminada a separagao, o gel foi
corado durante duas horas em solugdo de azul de comassie 0,2%, no agitador
horizontal, para uma coloragdo uniforme e, em seguida, retirado o excesso de
corante com solucdo descorante, até que as fracbes se apresentem nitidas. Os
pesos moleculares e as concentracdes das fragdes protéicas foi determinados por
densitometria computadorizada (SHIMADZU CS-930) através do escaneamento das

amostras.

4.13 Avaliagdao somatica dos 6rgaos
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ApOs a necropsia, figado, rim caudal, e bago foram coletados para avaliagéo
morfométrica realizada de acordo com Weibel et al. (1969), através da proporgao
entre peso do 6rgao (PO) e peso corporal (PC) expressos como indice somatico
hepatico, renal, e esplénico calculado pela férmula: indice somatico (IS) = PO X
100/PC.

4.14 Analise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia através de
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com parcela subdividida
no tempo “Split Plot Design” (2 tratamentos com o macrolideo X 2 vacinagdo X 3
tempos), utilizando-se o pacote estatistico SAS, pelo procedimento PROC GLM,
versao 8.2 (SAS, 2001). As comparagdes multiplas foram aferidas pelo Teste de

Tukey ao nivel de 95% de confianga de acordo com Snedecor e Cochran (1974).
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5. RESULTADOS

5.1 Aerocistite infecciosa

O estudo da aerocistite (Tabela 2) demonstrou um aumento no numero de
migragdo celular conforme o passar do tempo (P<0.001), tendo o pico deste
acumulo em 48 HPD. Peixes vacinados mostraram incremento altamente
significativo, principalmente na fase mais aguda e em 48 HPD. O tratamento com
tilosina (T+NV) n&o demonstrou alteragdes estatistica quando comparados aos

outros grupos.

De um modo geral, em relagdo ao estimulo da reagao inflamatoéria observou-
se maior acumulo de células granulociticas no exsudato em comparagdo com outros
tipos celulares. O tratamento com tilosina quando n&o associado a vacina teve
aumento no percentual relativo de granuldcitos conforme o passar do tempo, sendo
0 pico em 48 horas, diferentemente, quando associado o tratamento com a
vacinagao, observa-se este pico em 24HPD. Os valores absolutos destas células
teve diferenca estatistica em animais vacinados (NT+V e T+V) principalmente em
48HPD.

Os valores relativos de linfocitos sofreram uma reducéo conforme o passar do
tempo experimental (P<0.001), sendo o pico de percentual celular agudo em 6 HPD,
com excegao de animais do controle positivo (NT+NV) que apresentaram o pico em
24 HPD. Em 6HPD animais T+NV tiveram maior numero de linfécitos quando
comparados aos outros grupos, seguido por animais vacinados (NT+V e T+V),
ambos demonstraram maiores valores que o grupo NT+NV. Diferentemente em 48
HPD animais V+NT obtiveram maior presenca desta célula no exsudato, enquanto

T+NV apresentaram menor valor.

Analisando a evolugao da reacao inflamatéria em relacdo a macréfagos, de
um modo geral o acumulo ocorreu tardiamente no tempo de 48 HPD. No periodo de
24 HPD o grupo NT+NV obteve maior acumulo de macréfagos quando comparados

a animais tratados e vacinados.
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Tabela 2: Valores médios (n=8) e analise de variancia' dos resultados observados na avaliacdo do acumulo celular na aerocistite de tilapias, O.
niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéo por S. agalactiae.

T 2 oo 0 Vacinacao? Células Totais Linfocito Macréfagos Granulécitos Trombdécito
empo ratamento acinagao (x1 Os/uL) R (%)4 A (x1 03/pL)4 R (%) A (x1 03/pL) R (%) A (x1 03/“|_) R(%) A 03/pL)
NT \% 2307 15.50"82 35%° 3.75"° 9P 78.75% 1814P 2.00%2 4h°
5 NT NV 1927° 5.00% ghe 2.75"° ghe 91.62"2 176"° 0.63% qha
T \% 286"° 12.128% 39°° 5.124° 154 80.75"B2 226"° 2.00% 6™?
T NV 251A° 21.25%2 5442 7.12°2 16"° 67.25% 169" 438" 10”2
NT \% 329218 8.12° 24770 6.25"%° 216"° 84.62"2 2782°° 1.00"2 45"°
” NT NV 3832"° 9.75"2 40472 8.50"? 345Ma 81.12"2 3053"° 0.63%° 2972
T \Y 3729°FP 8.25"% 220"° 6.12"% 132°P 84.62"° 33314P 1.00"® 44n@
T NV 2389%° 8.75"" 21872 7.3772 162120 82.62"° 1976"° 1.25"° 3142
NT \% 50156"° 5.25"° 2608"  10.75" 539172 83.37"%  41815"  0.63" 315"
48 NT NV 17312% 237" 52282 7.75%% 1544 88.25"% 15006  1.63"° 23978
T \Y 36750 4.62"° 189452  11.37"@ 4520%2 82.75" 2991182 1.25M2 42272
T NV 17606 3.12°° 57152 10.25"2 2133“ 85.12%%  14726% 15" 17472
Tempo® 615.86** 13.08** 0.68"° 7.43* 32.21* 178" 598.21* 4.99* 1,63
Tratamento® 1.16"° 1.73" 0.00"® 1.26M 0.06"° 3.08" 223" 5.45* 4.55*
Vacinagao® 18.12** 0.15"° 191" 0.00" 0.12"% 0.01" 17.36** 1.03"® 337"
Tempo*Tratamento® 3.15* 207" 1.16™° 0.81"® 1.80N 240" 215" 233" 0.13"°
Tempo*Vacinaggo® 13.77* 0.37"° 0.99"° 0.98"° 5.71* 0.63"° 11.34* 0.37"° 0.93"°
Tratamento*Vacinag&o® 0.13"° 4.65* 0.00"® 0.32"° 0.64"° 3.81* 0.04"° 3.01" 0.30"
Tempo*Vacinacdo*Tratamento® 7.22* 453* 0.36"° 0.28"° 0.36"° 3.46* 6.72* 3.66* 1.94"°
Coeficiente de variacio 3.76 86.75 424 76.52 24.66 13.87 3.93 114.50 93.61

' Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras mailsculas comparam os tratamentos em
cada dia analisado e letras minusculas comparam a evolugéo de cada tratamento ao longo do tempo.

2 periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apos o inicio do tratamento;0 e 1,5 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ragéo.

3 SignificAncia estatistica: NS- ndo significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** - Significativo para P<0,01

*R: Valor relativo, A: Valor absoluto (x103/pL)
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5.2 Hematolodgia

5.2.1 Série vermelha

O estudo hematoldgico das tilapias durante aerocistite infecciosa por S.
agalactae revelou alteragdes microciticas e hipercrdbmicas na fase inicial da resposta
de defesa 6 HPD, marcado pela diminui¢do dos valores de hematdcrito e do volume
corpuscular médio (VCM), assim como, pelo aumento da hemoglobina e da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) quando comparados aos

valores de referéncia observados nos animais controles (padréo fisioldgico).

Na comparacao entre os tratamentos, verificou-se efeitos mais deletérios em
peixes tratados com tilosina e ndo vacinados (T+NV) com aumento significativo
(P<0,05) do CHCM e diminuigdo dos valores percentuais de hematdcrito quando
comparados aos animais nao tratados e ndo vacinados (NT+NV), demonstrando a

participacado benéfica da estimulagao vacinal que amenizou parcialmente tais efeitos.

Com a evolucao do processo inflamatério 24 HPD, a participacado benéfica da
imunizagdo dos peixes e o efeito negativo do tratamento com tilosina sobre a
resposta hematologica ficaram mais evidentes. Nesta fase, os peixes apresentaram
diminuicdo do numero de hemacias e aumento do VCM quando comparadas aos
peixes controles (padrao fisioldgico), exceto tilapias vacinadas e nao tratadas com
tilosina. Peixes tratados com tilosina e vacinados apresentaram diminuigao
significativa (P<0,05) no numero de eritrocitos e aumento significativo (P<0,05) do
VCM.

A diminuigdo no numero de eritrécitos se manteve com 48 HPD e apesar de
nao existir diferenga entre os tratamentos, peixes somente vacinados (NT+V) nao
apresentaram variagao significativa (P>0,05) entre os trés periodos observados,
confirmando a hip6tese de que a estimulagao vacinal amenizou os efeitos deletérios
da aerocistite infecciosa por S. agalactae. Inclusive tilapias tratadas com tilosina e

nao vacinadas (T+NV) apresentaram alteragbes mais severas no quadro
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hematologico (48 HPD) com menor valor médio na contagem de eritrocitos,
associado a diminuicao significativa (P<0,05) do hematdcrito e na quantidade de

hemoglobina

Tabela 3: Valores médios (n=8) e analise de variancia' dos resultados observados no estudo
hematoldgico de tilapias (O. niloticus) submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéao
por S. agalactiae.

Tempo2 Tratamento? Vacinag;éo2 Hemacia®* Hematdcrito* Hemoglobina® VCM? CHCM?®
Padrio fisiologico® 1.61+0.17 46.00+£267  1024+0.37  290.48+36.46 2224 +1.21

NT \% 15772 40.87"B2 12.08%2 262" 29788

6 NT NV 1,617 41.25" 11.03% 25742 262

T v 1.63% 36.8782 11,9875 226"° 33"

T NV 14172 35.62% 11,5582 2544 3472

NT \% 1.58"2 39.62" 8.72"% 260 214

NT NV 1.37"% 39.007 7.85% 300°F2 20"°

24

T \% 1.31% 42 25" 8.977° 3274 2170

T NV 1.35788 42 42" 8.33°8° 311482 20"°

NT \% 1.49M 38.50"%2 8.96"" 26272 23"

" NT NV 1.38%° 39.25" 7.46%° 29272 191°

T \% 1.42°° 39.87°° 9.02° 280" 23"

T NV 1.26" 33.28%° 6.70% 266" 214
Tempo* 5.02* 231" 107.86** 6.91* 39.27*

Tratamento* 4.46* 1.28N° 0.10" 0.22" 3.84*
Vacinagso® 4.28* 0.99" 26.59** 0.97™ 3.29"°
Tempo*Tratamento® 021" 3.70* 0.92" 251" 2.78"
Tempo*Vacinagao® 0.14"8 0.51" 2.99* 0.02"% 0.39"
Tratamento*Vacinagao® 0.05" 1.28N° 0.00" 1.08N° 1.52N
Tempo*Vacinagao*Tratamento® 232" 1.00" 0.93NS 1.60" 031"

Coeficiente de variacao 16.15 14.88 11.38 19.31 20.32

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada tempo analisado e letras minusculas
comparam a evolug¢ao de cada tratamento ao longo do tempo.
2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinagao. Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apds o inicio
do tratamento;0 e 1,5 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ragéo; V=vacinados e NV= nao
vacinados com S. agalactiae.
3 Hemacia = x106/pL, Hematécrito= %, Hemoglobina= g/dL, VCM (volume corpuscular médio)= fL, e
CHCM (concentragdo hemoglobina corpuscular média)= g/dL.
* Valor determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas condicdes
experimentais (nutricdo e ambiéncia)

Significancia estatistica: NS- nao significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** -
Significativo para P<0,01
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5.1.2 Leucograma

A associagdo da vacina coma tilosina fez com que o grupo V+T que
inicialmente (6HPD) teve leucocitose com marcada linfocitose absoluta, monocitose
relativa e neutrofilia relativa e absoluta. Apds, teve uma queda demonstrando
leucopenia (24 HPD) com neutrofilia e monocitose, ambas relativas e absolutas. Em
48 HPD esta associagdo consegui recuperar os valores leucocitarios proximo ao

grupo PF, mas ainda com monocitose e neutrofilia relativa e absoluta.
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Figura 1: Valores médios (n=8) e analise de varidncia' dos resultados observados no estudo
leucocitario de tilapias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéo por
S. agalactiae.

' Médias seguidas pela mesma letra n3o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada tempo analisado e letras minusculas
comparam a evolugdo de cada tratamento ao longo do tempo. 2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC=
vacinagao. Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apds o inicio do tratamento;0 e 1,5 mg de tartarato
de acetil isovaleril tilosina/Kg de racéo; V=vacinados e NV= ndo vacinados com S. agalactiae.

Animais desafiados e n&o vacinados (grupos: NT+NV e T+NV) apresentaram
uma leucocitose aguda (6HPD), seguida por queda no total de leucécitos conforme o
passar do tempo experimental. O grupo T+ NV demonstrou menores valores de
leucocitos quando comparados aos outros grupos, marcado principalmente por

linfopenia, monocitose e neutropenia em 48 HPD.
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Tabela 4: Valores médios (n=8) e analise de variancia® dos resultados observados no estudo diferencial leucocitario de tilapias, O. niloticus,
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéo por S. agalactiae.

> > ] 5 Linfécito Mondcito Neutrofilo
Tempo Tratamento Vacinacao (%) (uL) (%) (uL) (%) (L)
Padrao fisiologico® 75.16 4.16 20.66

NT Vv 76.00%2 54514"2 20.85"° 1487473 3.14"2 221473

6 NT NV 80.75"2 7541572 16.75"2 1731372 2.50"° 2254473
T \Y 78.42"2 717902 20.00"? 18135"2 1.5742 143772
T NV 83.14"2 59614"2 15.85"2 1121372 1.00"° 69272

NT \Y 80.62"2 40674"2 16.37/%° 7906"° 3.00%2 10314P

o4 NT NV 86.00%2 34771°° 10.00"2 3658"° 4.00"° 1646"°
T \% 75.00"B2 17842°° 23.00"? 4944°° 2.00"? 492°P
T NV 69.148° 8795 26.71°2 381472 4.147° 736"°

NT \Y 71.12%2 47103"2 24 12”2 172672 4.7552 3297/

e NT NV 65.12°P 14801°5° 23.8772 5698°5° 11.00"2 2539°%°
T \% 62.5"° 24700°° 32.87°2 135962 4.6282 1776"2

T NV 62.57"° 9374 25.85"2 377352 11.5742 1922BP

Tempo? 13.78** 51.01** 20.78** 1.22N 6.68* 17.10**

Tratamento® 3.89* 21.97** 0.52" 0.00"° 6.64* 1.01N
Vacinacao® 0.04Ns 17.66** 9.87* 0.00N® 2.10N8 13.54*
Tempo*Tratamento® 2.58N 7.10* 0.41N 3.13* 2.93* 0.23"°
Tempo*Vacinacdo® 0.86"° 9.08* 7.22* 0.09"° 017" 3.31*
Tratamento*Vacinagéo® 0.13" 1.80N 0.16"° 0.21N 0.07"° 0.09"°
Tempo*Vacinacdo*Tratamento® 1.08"N° 0.82"° 0.04N 0.02"° 1.38N 0.33"°

Coeficiente de variacdo 15.42 5.21 83.67 27.85 46.13 8.64

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada
dia analisado e letras minusculas comparam a evolugdo de cada tratamento ao longo do tempo.

2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinag¢ao. Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apés o inicio do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil
isovaleril tilosina/Kg de ragao; V=vacinados e NV= n&o vacinados com S. agalactiae.

3 Valor determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas condi¢des experimentais (nutricdo e ambiéncia).

4 Significancia estatistica: NS- n&o significativo para P>0,05; * - Significativo para P<0,05;** - Significativo para P<0,01.
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5.1.3 TROMBOGRAMA

A analise do trombograma demonstrou a agao da vacina nos grupos NT+V e
T+V em manter os niveis proximos aos obtidos no grupo PF = 14,83x10%+4,26/uL, na
fase inicial de 6 horas, passando a trombocitopenia em 24HPD e recuperando esse
valor em 48 HPD. Diferentemente dos animais ndo vacinados (NT+NV e T+NV) que

apresentaram trombocitopenia em todos os tempos com quedas maiores em 24 e 48
HPD.
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Figura 2: Valores médios (n=8) e analise de variancia' dos resultados observados da contagem de
trombdcitos de Tilapias Vacinadas e Desafiadas com Streptococcus agalactiae, tratadas com
Tilosina.

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras minUsculas comparam a
evolugdo de cada tratamento ao longo do tempo. % Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apos o
inicio do tratamento;NT= n&o tratados com Tilosina e T= tratados com1 mg de tartarato de acetil
isovaleril tilosina/Kg de ragao; V=vacinados e NV= ndo vacinados com S. agalactiae. * Valor
determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas condigcdes
experimentais (nutricdo e ambiéncia).



23

5.3 Bioquimica sérico

Aumento na atividade enzimatica de aspartato aminotrasnferase (AST) e
fosfatase alcalina foram observadas em peixes com aerocistite infecciosa quando
comparadas aos animais controles (padréao fisioldgico), sendo que a fosfatase
apresentou pico na atividade enzimatica na fase inicial 6 HPD enquanto a AST com
48 HPD. Na comparagdo entre os tratamentos, tilapias tratadas com tilosina e
vacinadas (T+V) apresentaram diminui¢cao significativa da atividade enzimatica da
fosfatase alcalina na fase mais aguda com 6 HPD quando comparado a animais n&o
tratados com tilosina, inclusive somente este tratamento ndo apresentou variagcoes

significativas (P>0,05) para fosfatase alcalina entre os trés periodos avaliados.

Peixes com aerocistite infecciosa por S. agalactae apresentaram aumento
circulante de creatinina 6 e 24 HPD, exceto peixes tratados com tilosina e vacinados
(T+V) que apresentaram recuperagao dos niveis basais com 24 HPD. Enquanto nos

demais tratamentos essa recuperagao ocorreu 48 HPD.

O estudo do metabolismo energético dos animais com aerocistite revelou
aumento nos valores circulantes de glicose e triglicerideos associados a diminui¢ao
da quantidade de colesterol 6 HPD, porém nao houve diferenga significativa entre os
diferentes tratamentos, exceto peixes tratados com tilosina e vacinados (T+V) que
apresentaram aumento significativo (P<0,05) de triglicerideos. Peixes vacinados
apresentaram recuperac¢ao dos niveis basais de triglicerideos 24 e 48 HPD quando
comparados as tildpias ndo vacinadas que apresentaram exaustdo das reservas

deste lipideo.
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Tabela 5: Valores médios (n=8) e analise de variancial dos resultados observados na avaliagdo bioquimica sérica de Tilapias Vacinadas e Desafiadas

com Streptococcus agalactiae, tratadas com Tilosina.

5

Temp02 Tratamento’ Vacinagé02 ALT AST’ Creatinina’ FA® Glicose® Colesterol’
Padrao ﬁsi()lt')gicn3 38.00 36.87 0.76 42 00 53.05 184.02
NT \% 2962 49.00™ 1.25" 73.37 71.62" 148.12™
5 NT NV 32.25"°* 48.12™ 1.20™" 76.12" 63.12"" 14462
T % 21.87°%" 45.50™ 1.31% 58.75%° 75.28" 137.75"
T NV 39.25™ 48.62™ 1.13" 73.00"°* 76.87" 140.75™
NT \ 41.12°% 54.37" 1.40™ 59.50™" 77.37™ 150.37"%°
o4 NT NV 4537 55.12™ 1.33™ 4437 80.62"" 138.62™
T v 28.75" 5825 075" 55.75™ 78.12 156.00°°*°
T NV 2842 42 85™ 127" 51.00"" 88.42" 170.14™
NT \% 31.50" 51.37°% 0.73" 50.50"" 76.87™° 175.12"
r NT NV 33.00™ 41.50" 0.88"" 40.50™ 88.12" 133.12°
T % 42.37°° 62.75"° 1.11°% 48.62™° 75.37"° 174.87*
T NV 36.71%° 56.71°% 0.65 4057 70.42"° 124.28°
Tempo® 1.44"° 0.89"° 6.62* 16.83" 1.48"° 1.79"°
Tratamento® 0.80"° 0. 50"'S 1.05"™ 0.75"° 0.06"° 0.23"°
Vacinagao® 131" 1.72% 0.02" 1.11M 0.23"® 877"
Tempo*Tratamento® 493" 227" 203" 0.9"® 1.48"° 259"
Tempo*Vacinagao” 153" 067" 168" 2,128 0.44"° 9.02*
Tratamento*Vacinagao® 0.03"° 0.15"¢ 0.07" 1.39"° 0.00"® 0.55"¢
Tempo*Vacinagio*Tratamento® 1.46"° 0.86"° 3.40* 0.24"° 0.84"® 0.88"°
Coeficiente de variacéo 40.75 34 41.32 3212 28.36 16.67

" Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiusculas comparam os tratamentos
em cada dia analisado e letras minusculas comparam a evolugéo de cada tratamento ao longo do tempo.
2 Amostrados 6, 24 e 48 horas apos o desafio bacteriano;0 e 25 ppm de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ragéo; Vac=vacinados e NV= nao

vacmados com S. agalactiae.

Valor de referéncia para tilapias sem nenhum estimulo e mantidas nas mesmas condi¢cdes experimentais (mesma desova, nutricdo e ambiéncia)

Slgnlflcan0|a estatistica: NS- nao significativo para P>0,05; *

- Significativo para P<0,05;**

- Significativo para P<0,01

° AST: Aspartato aminotrasferase (U/L), ALT: alanina aminotransferase (U/L), FA: fosfatase alacalina (mg/dL), glicose (mg/dL), colesterol (mg/dL),

triglicerideos (mg/dL) e creatinina (mg/dL).
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5.4 Atividade respiratoria dos leucécitos e de lisozima sérica

Animais T+V quando comparados ao PF mostraram uma queda em 6 HPD,
passando por uma recuperagao em 24 HPD e voltando a cair em 48 horas,
diferentemente de animais n&o tratados e vacinados que ndao demonstraram esta
recuperacdo. O grupo V+NT apresentou maior queda nos valores de Burst
respiratério, sendo diferente de todos os outros tratamentos em 48 HPD (P<0.01).
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Figura 3: Valores médios (n=8) observados na atividade respiratéria de leucdcitos (Burst oxidativo
respiratério) de tilapias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamacgéo por
S. agalactiae.

' Valor determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas condi¢des
experimentais (nutricdo e ambiéncia).? Absorbancia 540nM. HPD?® Periodos amostrados 6, 24 e 48
horas apo6s o inicio do tratamento;NT= nédo tratados com Tilosina e T= tratados com1 mg de tartarato
de acetil isovaleril tilosina/Kg de racéo; V=vacinados e NV= ndo vacinados com S. agalactiae.

A analise da concentragao de lisozima (Figura 6) demonstraram um pico em
24 horas, sendo que animais nao tratados demoraram mais para ter os valores
aumentados (apos 6 HPD) e em 48 HPD obtiveram maiores valores comparados aos

outros grupos.



26

4,1 -
Aa
39 » '~
3,7 - 7, TETce N AR
/.0 ®e 0
/ .. - \ ..M
3,5 - K
:.5‘_ 3,3 - / ., \ TABa
}:2 Aa / .0.0 \
- 3,1 1 x o
E v oo
5 29 / /ABb.,- . - NT+V
i} [ ]
SR V. ..[ / NT+NV
[ ]
o® Bb e o ofp o T+V
2,5 - 7 . #
Fee® . = T+NV
2,3 - §e° -
# o amm o
2,1 T T T 1
PF 6 24 48
HPD'

Figura 4: Valores médios (n=8) observados na concentragcdo de lisozima de tilapias, O. niloticus,
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéao por S. agalactiae.

' Valor determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas condigdes
experimentais (nutricdo e ambiéncia).? Absorbancia 540nM. HPD?® Periodos amostrados 6, 24 e 48
horas apo6s o inicio do tratamento;NT= ndo tratados com Tilosina e T= tratados com1 mg de tartarato
de acetil isovaleril tilosina/Kg de ragéo; V=vacinados e NV= ndo vacinados com S. agalactiae.

A analise de correlacao entre neutréfilos e mondcitos com os valores de Burst
respiratério demonstrou-se interagao altamente significativa, onde, quanto maior
valor de burst maior numero de neutréfilos e mondécitos, principalmente em animais
nao vacinados (P= 0.0227), e em 48 HPD (P= 0.0230). Quando esta comparagao se
torna mais especifica, somente com neutréfilos e niveis de burst, ocorreu interagao
principalmente em animais n&o vacinados (P=0.0150), animais tratados com tilosina
(P=0.0059) e no periodo mais tardio 48 HPD (P=0.0119).

Quando correlacionados valores obtidos de lisozima com numero de mondcitos
observou-se correlagdo de positiva de 40%(P=0.0468), mostrando a influéncia do

tratamento com tilosina na resposta infecciosa.
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Tabela 6: Analise de correlagdo entre os valores de atividade respiratoria ou lisozima sérica ao
numero absoluto de neutréfilos e mondcitos contados no sangue de tilapias submetidas aos
diferentes tratamentos durante aerocistite infecciosa por Streptococcus agalacteae.

Parametros _ Analise de correlagao
_ 1 Amostragem Experimental 5 5

correlacionados p Prob > |p|
Todos animais (n=89) 0.3469 0.0011

(Neutr. + Mon.) X Burst Nao vacinados (n=42) 0.3510 0.0227
48 HPI (n=34) 0.4073 0.0230

Todos animais (n=132) 0.2114 0.0150

- Né&o vacinados (n=67) 0.3713 0.0020

Neutréfilos X Burst

eUlrotios A BUrs 48 HPI (n=46) 0.3679 0.0119
Tilosina 1,5 (n=57) 0.3603 0.0059

Monéecitos X Lisozima Tilosina 1,5 (n=57) 0.4097 0.0468

' Numero absoluto de mondcitos e neutrdfilos no sangue; atividade respiratoria (Burst) e de lisozima
no sangue.
2 p2= Coeficiente de correlagao de Spearman; Prob.> |p| % _ Probabilidade de significancia do valore

de p.

5.5 Proteinograma

Todos os animais estudados apresentaram hiperproteinemia aguda (6 HPD) e
queda destes niveis durante o processo experimental, com exceg¢do do grupo T+V,
onde, a associagao da vacina com o tratamento incrementou as concentragdes de

proteinas totais, tendo pico em 48 HPD.

Animais vacinados e nao tratados sairam da hiperproteinemia inicial (6HPD),
para valores préximos ao grupo PF em 48 HPD, diferentemente de animais que dos

grupos nao vacinados que demonstraram hipoproteinemia em 48 HPD.

Os valores de albumina acompanharam os valores de proteinas totais,
demonstrando melhores valores em animais vacinados, e principalmente quando
associados ao tratamento, onde o grupo T+V manteve os niveis plasmaticos desta
proteina proximo a valores do grupo PF. Observou-se hipoalbuminemia em animais

tratados e nao vacinados (T+NV) durante todos os periodos amostrais.
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Tabela 7: Valores médios (n=8) e analise de variancia® dos resultados observados na concentragéo
de proteina total e albumina de tilapias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida
inflamagéao por S. agalactiae.

Tempo2 Tratamento® Vacinagé02 Proteina Total Albumina
Padrio fisiologico® 3.09+0.16 1.00+0.13
NT \Y 3.70" 1.07%
: NT NV 3.50" 0.92"
T \Y 3.20°° 1.02
T NV 3.30" 1.05"
NT v 3.35"%® 1.05"
24 NT NV 2 8oPBP 0.00™®
T v 332 1.04"°
T NV 3,007 1.08"°
NT \Y% 3.10% 1.16"°
48 NT NV 2.40°%° 0.88"°
T \Y 3.50" 1.04"52
T NV 2.10%° 0.71%°
Tempo' 13.45" 1.50M°
Tratamento* 057" 0.06"°
Vacinagio® 2421 14.24*
Tempo*Tratamento” 246N 360"
Tempo*Vacinagio’ 837" 4047
Tral::amento“’Vacina(;e'io4 0.18" 177"
Tempo*Vacinagéo‘Tratamento" 281N 1.16"°
Coeficiente de variagdo 15.42 17.84

' Médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras minisculas comparam a
evolucao de cada tratamento ao longo do tempo.

2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinagao. Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apds o inicio
do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ragao; V=vacinados e NV= nao
vacinados com S. agalactiae.

3 Valor determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas condi¢des
experimentais (nutricdo e ambiéncia).

4 SignificAncia estatistica: NS- ndo significativo para P<0,05; * - Significativo para P<0,05;** -
Significativo para P<0,01.

Os niveis de globulinas (relacéo proteinas totais e albumina) demonstraram
principalmente a agdo da vacina no incremento, animais vacinados e nao tratados
apresentaram pico plasmatico em 24 HPD e em 48 horas alcangaram niveis basais.
Diferentemente, peixes V+T tiveram pico em 48 horas, e animais nao vacinados

quando comparados ao grupo PF apresentaram valores inferiores.
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Figura 5: Valores médios (n=8) e analise de variancia' dos resultados observados na
relacdo entre a concentragdo de proteinas totais e albumina (globulinas) de tilapias, O.

niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamacgao por S. agalactiae.

Os niveis de haptoglobina tiveram diminuicdo conforme passar do tempo,
sendo observado pico em 6 HPD em todos os grupos analisados. Sendo, maior a

concentracido desta proteina em animais tratados e vacinados e animais T+V.

A vacinagdo também influenciou nos niveis de ceruliplasmina, em 6 HPD
animais vacinados apresentaram maiores valores de concentracdo desta proteina.
Peixes T+V obtiveram maior incremento em 48 HPD, quando comparados aos
outros grupos. Animais nao vacinados nao demonstraram alteragdes significativas

durante o passar do tempo experimental.

O pico observado na avaliagao da transferrina em animais dos grupos NT+V e
T+ NV na fase mais aguda (6HPD), ndo foi observado em animais NT+NV e T+V,
onde alcangaram pico em 24 horas. Ja em 48 HPD, observou-se menor valor desta

proteina em animais tratados (T+V e T+NV).
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Tabela 8: Valores médios (n=8) e analise de variancia® dos resultados observados na
concentracao de proteinas de fase aguda de tilapias, O. niloticus, submetidas aos

diferentes tratamentos e induzida inflamacao por S. agalactiae.

Tempo2 Tratamento? Vacinagéoz Ceruloplasmina Haptoglobina Transferrina

Padrio fisiolagico®

NT \Y 0.10"82 0.118"° 0.04752

6 NT NV 0.07% 0.095"EP 0.038¢
T \Y 0.12%2 0.080%° 0.02%

T NV 0.08%¢ 0.074% 0.04"8

NT v 0.05% 0.063" 0.03"%2

o4 NT NV 0.08™ 0.061" 0.04"2
T v 0.06"5 0.059" 0.03%

T NV 0.0g"Ba 0.055% 0.01%

48 NT v 0.07%° 0.04958 0.03"8
NT NV 0.0852 0.0475% 0.03%

T \Y 0.12%4 0.042%4 0.03"8

T NV 0.0782 0.039% 0.02%0

Tempo® 6.05* 37 .55 2 1gNS

Tratamento? 5.29* 1.63% 6.38*

Vacinacsio? 4271+ 4.08* 0.00M
Tempo*Tratamento? 0.96NS 1.57N 135N
Tempo*Vacinacio? 8.96* 579 0.80N°
Tratamento*Vacinacio® 797 0.534 0.01M8
Tempo*Vacinacao* Tratamento” 219" 477 744"
Coeficiente de variacao 30.94 31.73 38.02

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

(P<0,05). Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras
minusculas comparam a evolugado de cada tratamento ao longo do tempo.

2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinac¢ao. Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apds
o inicio do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de ragéo;
V=vacinados e NV= nao vacinados com S. agalactiae.

® Valor determinado (n=8) de tilapias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas
condigbes experimentais (nutricdo e ambiéncia).

* Significancia estatistica: NS- nao significativo para P<0,05; * - Significativo para P<0,05;** -

Significativo para P<0,01.
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5.6 Estudo do indice hepatico, esplénico e renal somatico

Tabela 9: Anadlise de correlagdo entre os valores de avaliagdo somatica de tilapias
submetidas aos diferentes tratamentos durante aerocistite infecciosa por Streptococcus
agalacteae.

Tempo2 Tratamento® Vacinaq;éo2 IHS® IGS® 1SS°
Padrio fisiolégico’ 1.72£0.15 0.12 + 0.04 0.07 £ 0.02

6 NT Vv 1.914 0.10" 0.08"
6 NT NV 2.02"2 0.12" 0.08*
6 T Vv 2.27%2 0.10" 0.07%
6 T NV 1.964% 0.10%b 0.05%
24 NT Vv 1.585 0.13% 0.15™
24 NT NV 1.7378 0.14482 0.14%
24 T Vv 1.95°8® 0.13% 0.12%
24 T NV 2.10% 0.17% 0.13%
48 NT Vv 1,758 0.14% 0.14%
48 NT NV 2.00"2 0.16" 0.23*
48 T Vv 1.56% 0.13" 0.16%
48 T NV 1,555 0.13"% 0.23*
Tempo” 448" 8.65™ 45.34*

Tratamento® 0.55"° 057" 0.48"%

Vacinagao’ 0.37" 362" 555N
Tempo*Tratamento® 4.92* 1.56M° 076"
Tempo*Vacinagio’ 077" 0.59* 6.67"
Tratamento*Vacinagao” 1.56"° 0.03"% 0.04"
Tempo"Vacina(,‘e'zo"’Tratamento4 0.46"° 0.74% 0.38%
Coeficiente de variagéo 23.41 28.03 36.97

' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(P<0,05). Letras maiusculas comparam os tratamentos em cada dia analisado e letras
minusculas comparam a evolugado de cada tratamento ao longo do tempo.

2 T=tempo, TTO= Tratamento, VAC= vacinagdo. Periodos amostrados 6, 24 e 48 horas apds
0 inicio do tratamento;0 e 1 mg de tartarato de acetil isovaleril tilosina/Kg de racgao;
V=vacinados e NV= nao vacinados com S. agalactiae.

® Valor determinado (n=8) de tildpias sem nenhum estimulo, e mantidos nas mesmas
condigbes experimentais (nutricdo e ambiéncia).

4 Significancia estatistica: NS- nao significativo para P<0,05; * - Significativo para P<0,05;* -
Significativo para P<0,01.

°|HS: indice hepatossomatico, ISS: indice esplenossomatico e IRS: indice renal somatico
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Todos o0s grupos demonstraram aumento significativo nos indices
esplenossomaticos, sendo observado que animais vacinados obtiveram menores
valores quando comparados a nao vacinados. O tratamento ndo demonstrou

alteragdes significativas.

Resultados observados no estudo hepatossomatico mostrou que nado houve
diferenca estatistica entre os grupos na fase aguda (6HPD). No entanto, em 24 HPD
o grupo T+NV demonstrou um aumento do IHP quando comparado aos outros
grupos, também em 24 horas pode-se notar que animais V+NT tiveram menor valor
do indice somatico deste 6rgdo. Ja em 48 HPD todos os grupos se mostraram
proximos ao PF, com excecdo de animais que nao foram vacinados e nao tiveram

tratamento (NT+NV), que se mantiveram acima dos valores basais (PF).

A avaliagao renal somatica demonstrou uma redug¢ao no periodo de 6 HPD em
quase todos os grupos, com excecdo de animais NT+NV que se mantiveram
préximo ao grupo PF, este mesmo grupo apresentou aumento conforme o passar do
tempo, tendo em 48 HPD o maior valor de IRS. animais vacinados n&o tiveram
diferenga estatistica quando associados ao tratamento ou ndo. O tratamento com a
tilosina (T+NV) incrementou o IRS em 24 diferentemente de quando associada a

vacina, tendo pico em 48 HPD.

5.7 Estudo Histopatolégico

No estudo histopatolégico hepatico, nao observou-se em 48 HPI influéncia
dos tratamentos em tilapias com aerocistite por S. agalactiae. Sendo que todos os
animais afetados apresentaram desarranjo nos corddes, moderada necrose de

hepatdcitos, degeneragao hidrépica e dilatagédo sinosoide hepatica.

Na avaliacao histopatolégica 48 HPI do baco de tilapias desafiadas com S.
agalactiae animais n&o vacinados e nao tratados apresentaram congestao
esplénica, todos os tratamentos apresentaram formagbes de centros de

melanomacrofagos (CMM) e melanomacrofagos livre.
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O coragado dos animais do grupo controle pdde-se observar a disposigao das
fibras musculares estriadas cardiacas (miocardio), a organizagdo da serosa
(pericardio) e o revestimento interno das camaras (endocardio), os quais
apresentaram padrao de normalidade para esse 6rgdo. Em todos os tratamentos
avaliados, observamos uma ligeira pericardite, sendo que animais nao vacinados

apresentaram maior celularidade na serosa.

Os cortes histologicos do encéfalo, feitos para a analise, mostram que a parte
correspondente aos cortes foi a regidao této otico, sendo observadas alteragdes

histologicas nas meninges, tendo aumento de células inflamatodrias e espessamento.

Histologicamente, o estomago da tilapia ndo se observaram variagdes
significativas quanto a mucosa e a serosa, porém as glandulas gastricas de animais
tratados com tilosina se mostrou mais espessa no estomago. Neste estudo
observou-se um moderado aumento de células caliciformes na mucosa intestinal de

todos os tratamentos quando comparados ao grupo controle.
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Figura 6: Fotomicrografia de corte histolégico de figado de tilapias, O. niloticus,
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagao por S. agalactiae. A
(4x),B (40x) e C (40x) Tilapias Nao tratadas e vacinadas. D(4x), E (40x)e F(40x) Nao
tratadas e nao vacinadas. G (4x), H (40x)e | (40x)Tratadas com tilosina e vacinadas.
J (4x), K (40x)e L (40x) Tratadas e ndo vacinadas. Seta preta: desarranjo nos
cordbes hepaticos, HP: hepatopancreas, NE: necrose, DH e ponta seta:
degeneracao hidrépica, CMM: Centro de Melanomacrofagos, Circulo: Dilatagao

sinosoide hepatica. Coloragao H.E.
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Figura 7: Fotomicrografia de corte histologico de bago de tilapias, O. niloticus,
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagdo por S. agalactiae.
CMM: Centro de Melanomacrofagos. A: Nao tratado e vacinado (10x), MM:
melanomacroéfagos livres e acumulo de lipofuscina. B: No tratados e ndo vacinados
(10x), CG: congestao. C: Tratados e vacinados (10x). D (10x) e E (4x) tratados e ndo

vacinados. Coloragao H.E.
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Figura 8: Fotomicrografia de corte histolégico de coragéo de tilapias, O. niloticus,
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagao por S. agalactiae.. A:
Nao tratado e vacinado (10x). B: Nao tratados e ndo vacinados (10x). C: Tratados e
vacinados (10x). D tratados e nao vacinados (10x) Seta: pericardite com infiltrado
inflamatorio. Coloragao H.E

Figura 9: Fotomicrografia de corte histolégico de cérebro (teto éptico) de tilapias, O.
niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamacao por S.
agalactiae.. A: Nao tratado e vacinado (10x). B: Nao tratados e nao vacinados (10x).
C: Tratados e vacinados (10x). D tratados e nao vacinados (10x) Seta: meningite
com infiltrado inflamatério. Coloracédo H.E..
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Figura 10: Fotomicrografia de corte histolégico de rim caudal de tilapias, O. niloticus,
submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagdo por S. agalactiae.
Coloragao H.E.

A: Nao tratado e vacinado (10x), seta branca: infiltrado inflamatério com
predominancia de células mononucleares, G: glomérulo, estrelas: edema, contorno:

degeneragao de tubulos renais, seta vermelha: diminuigdo da luz do tabulo renal.

B: Nao tratados e ndo vacinados (10x). seta branca: perda do espa¢co de Bowman
pelo aumento do tufo glomerular, estrelas: infiltrado inflamatério, contorno:

degeneragao de tubulos renais, seta vermelha: diminuigdo da luz do tabulo renal.

C: Tratados e vacinados (10x), seta branca: perda do espa¢co de Bowman pelo
aumento do tufo glomerular, estrelas: edema, seta vermelha: diminuigdo da luz do

tubulo renal, contorno: : infiltrado inflamatério.

D tratados e nao vacinados (10x) seta branca: perda do espago de Bowman pelo

aumento do tufo glomerular, estrelas: edema, contorno: : infiltrado inflamatério
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Figura 11: Fotomicrografia de corte histolégico de por¢céo proximal do estomago de

tilapias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéao
por S. agalactiae. Coloracédo H.E. A (4x),B (40x) Tilapias Nao tratadas e vacinadas.
C(4x) e D (40x) Nao tratadas e n&o vacinadas. E (4x) e F (40x) Tratadas com tilosina
e vacinadas. G (4x) e H (40x) Tratadas e nao vacinadas. M: mucosa, S: serosa, E:
epitélio colunar, GF: Glandulas gastrica. Seta: aumento na mucosa, com aumento

numero de glandulas gastrica.
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Figura 12: Fotomicrografia de corte histologico de porgao proximal do estomago de

tilapias, O. niloticus, submetidas aos diferentes tratamentos e induzida inflamagéao
por S. agalactiae. Coloracao H.E. A (4x),B (40x) Tilapias N&o tratadas e vacinadas.
C(4x) e D (40x) Nao tratadas e nao vacinadas. E (4x) e F (40x) Tratadas com tilosina
e vacinadas. G (4x) e H (40x) Tratadas e n&o vacinadas. Seta: bordas em escova,
Circulo ligeiro aumento de células de Gobilet..
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6. DISCUSSAO

A avaliagdo do acumulo celular da aerocistite demosntrou aumento
significativo no numero de células com relagdo ao tempo, alcangando pico em 48
HPD, diferentemente dos achados de Castro et al. (2014) que ao induzir a aerocistite
por Streptococcus agalactiae em tilapias demonstrou pico celular em 24 horas e
queda em 48 HPD. Tais achados corroboram com Moraes (2014), onde durante
infeccdo por Aeromonas hydrophila atribuiu a diferenga observada ao tipo de
estimulo empregado, sendo, o estimulo da bacterina mais facilmente debelado pelo

organismo.

A avaliagdo do acumulo celular na aerocistite revelou-se predominio de
granulécitos no local inflamado em todos os tempos estudados, corroborando com
achados de Endo et al. (1997) e Prado (2014). Segundo Good et al. (2012), os
macrolideos podem reduzir a inflamacdo eosinofilica, assim como efeitos na
atividade dos neutrofilos através da inibicdo da sua migragdo para os sitios de
inflamacao, respaldando os achados em animais tratados e n&do vacinados, no qual
apresentaram menores valores de granulécitos em todos os periodos amostrais,

embora somente em 48 HPD esta reducéo foi significativa (P<0.001).

Analisando a evolugéo da reacao inflamatoria da bexiga natatoria em relagéo
aos macroéfagos, de um modo geral, o acumulo ocorreu tardiamente no tempo de 48
HPI na maioria dos grupos. Na reacao inflamatéria de peixes teledsteos, grandes
quantidades de macréfagos migram para o foco inflamado mais tardiamente
corroborando os achados de Moraes et al. (2011) e Prado (2014), usando este
mesmo modelo experimental em tilapias, Belo (2006) e Belo et al., (2012) verificaram
aumento significativo no acumulo de macrofagos em laminulas de vidro implantadas
no tecido subcutaneo de tilapias e pacus durante reagao inflamatéria crbnica tipo

corpo estranho, respectivamente.

BEIGELMAN et al.(2009) afirmaram que independente de sua atividade
antimicrobiana, os macrolideos apresentam propriedades anti-inflamatorias, os

achados deste estudo demonstram tal propriedade, sendo animais tratados com
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tilosina apresentaram menores valores leucocitarios quando comparados a animais
nao tratados, esta queda pode estar relacionada também ao efeito antimicrobiano

deste farmaco debelando o processo infeccioso.

Peixes vacinados contra S. agalactiae e desafiados apresentaram leucocitose
como reflexo de linfocitose em relagdo aos peixes ndo vacinados, tais achados se
igualam aos de Barbuio (2013). O aumento de linfécitos em peixes vacinados
também € notado neste estudo, porém na fase mais aguda (6HPD). A linfocitose em
peixes pode sugerir um estimulo imune. Isto é comprovado pelo aumento no numero
destas células em tilapia do Nilo apds vacinagao, conforme observado por Bailone et
al. (2010) e Barbuio (2013), estes autores verificaram que 48 horas apds o desafio o
numero de linfocitos em peixes vacinados se manteve maior do que os peixes nao

vacinados, demonstrando forte incremento na resposta de defesa.

As alteragdes microciticas e hipercrémicas na fase inicial da resposta de
defesa 6 HPD sdo comumente observadas em casos de deficiéncia de ferro
(TVEDTEN, 2010) e de desequilibrio liquido-eletrolitico por hiponatremia (BELO et
al.,, 2014). Muitos microrganismos patogénicos necessitam de ferro para o seu
crescimento, sendo capazes de competir com sucesso por estes ions nos tecidos e
fluidos corporais do hospedeiro (NEVES et al., 2009).

De acordo com a revisao feita por Verschuere et al. (2000), diversos estudos
comprovaram que a suplementacao de ferro na dieta durante o curso de bacterioses
resultou em aumento da mortalidade dos peixes. Alteragdbes macrociticas e
normocrémicas sdo observadas em peixes apresentando insuficiéncia hepatica
durante casos de intoxicagdo por mercurio, em surtos bacterianos por Aeromonas
sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp. e Flavobacterium columnaris, assim como, em
peixes apresentado deficiéncia de ions de ferro (CLAUSS et al.,, 2008). Tilapias
tratadas com tilosina e ndo vacinadas (T+NV) apresentaram alteragdes mais severas
no quadro hematolégico (48 HPD) com menor valor médio na contagem de
eritrécitos, associado a diminuigao significativa (P<0,05) do hematdcrito e na
quantidade de hemoglobina. e conforme Grant (2015) estas alteragdes em conjunto

ocorrem nos quadros de anemia.
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O aumento da atividade sérica da fosfatase alcalina na fase inicial 6 HPD e
AST em 48 HPD pode ser resultado de alteragdes patolégicas no figado, pois
segundo Belo et al. (2012b) casos de citotoxicidade hepatica ou alteragdes na
permeabilidade da membrana dos hepatdcitos podem resultar no extravasamento

destas enzimas para a circulagado sanguinea.

Na patologia clinica, o “clearance” da creatinina € realizado para avaliagao e
determinacao da funcionalidade dos rins, tendo em vista que 0 aumento sérico da
mesma pode ocorrer em casos de alteracdes e lesdes renais, associadas a perda da
capacidade de filtracdo glomerular (PIRARAT et al., 2012).

De acordo com (MOMMSEN et al., 1999), processos neoglicogénicos
resultantes da participacédo de catecolaminas e glicocorticoides enddgenos durante a
resposta ao estresse aumentam a demanda metabdlica e consequentemente os
valores séricos de ftriglicerideos e glicose. A biossintese de cortisol nas células
interrenais dos peixes € realizada a partir da degradagao metabdlica do colesterol
(TORT, 2011), justificando os achados de diminuicao deste lipideo. Porém peixes

vacinados apresentaram recuperacgao dos niveis basais 48 HPD.

Para Mommsen et al. (1999), as relagbes entre os valores séricos de cortisol
e glicose, assim como as reservas de glicogénio sdo complexas e irdo depender de
inumeros fatores, como intensidade do estimulo estressante, condicdo nutricional do
animal, espécie de peixe, entre outros. Neste estudo, os achados comprovam o
efeito benéfico da imunizagao das tilapias sobre o metabolismo energético durante

aerocistite infecciosa por S. agalactae.

A atividade respiratéria dos leucécitos demonstra a capacidade dos fagécitos
em produzir espécies reativas de oxigénio, com o objetivo de atacar os patégenos
invasores durante o processo de fagocitose, atuando sobre as membranas e
destruindo os agentes invasores (BASHEERA-JOHN et al., 2002). Segundo Verlhac
e Gabaudan (1997) assim que a fagocitose inicia, ocorre intenso aumento no
consumo de oxigénio molecular (atividade respiratoria). O aumento deste parametro
mesmo sem diferenca estatistica sugere a melhora do sistema imunoldgico
(FARIAS, 2012), em 6 HPD animais tratados (T+NV) demonstraram uma maior
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resposta, diferentemente de animais vacinados que em 6 e 24 mantiveram maiores

niveis deste parametro.

A lisozima é uma enzima importante capaz de causar lise em bactérias,
encontrada em varias espécies de peixes (LIE et al.,, 1989). Em algumas situagao
suas concentracbes podem sofrer alteragbes no sangue, como por exemplo em
infeccdo ou estresse, ocorrendo variagdo nas ceélulas brancas (VERLHAC;
GABAUDAN, 1997; WENDEELAR BONGA, 1997; MARTINS et al., 2000), pois os
principais produtores de lisozima em peixes séo os leucdcitos, principalmente em
neutréfilos, mondcitos e em macrofagos (LIE et al., 1989), Durante analise de
correlacdo entre valor achado de lisozima e quantidade mondcitos circulantes,
observou-se interagao positiva de 40% em animais tratados com o macrolideo. A
determinacdo da concentragdo de lisozima € um parametro importante para a
avaliacdo da imunidade inata nos peixes. Kumari e Sahoo (2006) concluiram que o
uso de imunoestimulantes aumentam a concentracdo e atividade de lisozima, tal
achado corrobora com os encontrados neste estudo onde animais tratados com

tilosina apresentaram maiores valores de concentragao de lisozima em 48 HPD.

Segundo Quintana (2002) os niveis de proteinas totais no plasma sao
alterados rapidamente apds o inicio da reacdo inflamatdria e pode durar por varios
dias, dependendo da intensidade do estimulo. Resultados da literatura demonstram
que peixes acometidos tanto por bactérias como por parasitos apresentaram
reducao nos niveis de proteinas do sangue (BOON et al.,, 1990). A albumina é a
proteina mais abundante no plasma, responsavel pela manutencdo do equilibrio
osmético do sangue transporte e de nutrientes. As globulinas séricas sao
sintetizadas no figado ou por células do sistema imunitario, e estdo envolvidas

diretamente nos mecanismos de defesa do animal (THOMAS, 2000).

Solter (1991) observou que avaliagdo da concentracdo haptoglobina e
ceruloplasmina, foi até 6 vezes mais sensivel do que da concentracido de
fibrinogénio ou leucdcitos contagem na detecgdo de inflamacao. A transferrina é
uma glicoproteina, assim como a maioria das proteinas plasmaticas (KANEKO et al.,
1997)
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Segundo Gruys et al. (1994) a ceruloplasmina € uma glicoproteina (a-1),
essencial para a eritropoiese por ser transportadora do cobre, tendo acéao
antioxidante nas células e tecidos, protegendo-os de compostos gerados por
fagocitose de microorganismos e diminuicdo de neutréfilos endoteliais (CERON et
al., 2005). Dentre as proteinas de fase aguda (PFA) analisadas, a ceruloplasmina
foi, aparentemente, a de maior produgédo diante do processo inflamatério agudo,
apresentando aumento discreto quando comparado ao das outras PFA, fato que
também havia sido observado por Kogika et al. (2003). Conner et al. (1988) afirmou
que a ceruloplasmina é liberada na circulagdo sanguinea imediatamente apods a
instalagdo do processo inflamatério. Assim, a ceruloplasmina poderia ser
determinada como um indicador precoce do processo inflamatério Kogika et al.
(2003). A vacinacgao influenciou nos niveis de ceruliplasmina, em 6 HPD animais

vacinados apresentaram maiores valores de concentragéo desta proteina.

A haptoglobina é uma proteina a-2 responsavel pelo transporte de
hemoglobina nas células do sistema mononuclear fagocitario para que haja a
recuperacao do ion ferro durante o processo de hemocaterese e na defesa contra
microorganismos. A concentragdo da haptoglobina aumenta em resposta a diversas
situagdes: estresse organico, infec¢do, inflamagdo aguda ou necrose tecidual
(CORAZZA, 1997). Os niveis de haptoglobina tiveram diminui¢do conforme passar
do tempo, sendo observado pico em 6 HPD em todos os grupos analisados. Os
niveis de haptoglobina caem apds um processo hemolitico ou em doengas
hepaticas. Neste estudo observou-se a diminuicdo no volume dos eritrécitos

provavelmente por um desequilibrio hidroeletrolitico causado pela infec¢ao.

O figado de teledsteos € um 6rgao multifuncional, envolvendo atividades
como conversdao do alimento e até desintoxicagdo de compostos estranhos
(STEGEMAN; LECH, 1991). Entre as fung¢des hepaticas mais importantes,
destacam-se a formacdo de: proteinas plasmaticas, uréia e sintese de certos
aminoacidos (Honorato et al. 2013). Sendo assim disfungbes hepaticas graves
causada por varias etiologias, podem propiciar um quadro irreversivel, levando em
alguns casos a diminuicdo da taxa de crescimento, e a morte do animal.
(RASKOVIC et al. 2011).
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O parénquima do tecido hepatico da tilapia € composto por hepatdcitos, veias
centrais, capilares sinusoides e hepatopancreas exdcrino. A partir das veias centrais
partem capilares sinusoides formando arranjos cordonal, os hepatécitos apresentam
citoplasma claro, levemente arredondado com nucleo levemente deslocado para a
periferia da célula e com nucléolo evidente (BARBUIO, 2013). Todos animais
infectados apresentaram desarranjo nos corddes, moderada necrose de hepatécitos,
degeneragao hidropica e dilatacdo sinosoide hepatica. Tais achados demonstram
aumento da atividade enzimatica do figado, causado pelo metabolismo de toxinas da
bactéria (CARRASCHI et al., 2012). As areas de necrose focal encontradas nos
animais infectados com S. agalactiae corroboram com os achados de Zamri-Saad et
al. (2010). Alteragdes como vacuolizagao dos hepatdcitos, infiltrados inflamatdrios e
alteracao no formato dos vasos sinusoides podem ser interpretados como respostas
ao estresse, sendo, desta forma, considerados como indicadores histopatolégicos da
qualidade do ambiente (TEH et al., 1997).

As alteragdes provocada pela infeccdo natural por S. agalactiae em tilapias
foram observadas pela associacdo da presengca das colbnias bacterianas,
exotoxinas, e lesdes do figado, bago, rins e cérebro (ZAMRI-SAAD et al., 2010).
Histologicamente ocorre severa inflamagcéo granulomatosa inclusive, necrose,
vacuolizagao de hepatécitos e congestédo esplénica em animais com estreptococose
(EVANS et al., 2000).

O baco e o rim cefélico, sdo os principais 6rgaos hematopoiéticos, uma vez
que os centros hematopoiéticos desses 6rgados sao responsaveis pela origem e
formacdo dos eritrocitos, linfocitos, mondcitos, trombdcitos e granulécitos (PIMPAO,
2006). Segundo Carneiro (1999) o bago constitui importante 6rgao de defesa contra
microrganismos que penetram nos vasos sanguineos, em virtude da riqueza de

células fagocitarias, sendo o principal 6érgao destruidor de eritrécitos.

ROBERTS (1981) definiu CMM como fagocitos originarios de mondcitos
circulantes e que apresentam seus graus de pigmentacao variando de acordo com a
espécie estudada e a idade e estado de saude do animal, o colorido dos pigmentos
varia do negro ao amarelo, dependendo do tipo de material fagocitado, o qual

poderia ser de natureza melanica, lipofuscinica, cerdide ou hemossiderinica. Sao
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inumeras as fungdes atribuidas aos melanomacrofagos, tais como: fagocitose de
bactérias. Os CMM s&o considerados parte integrante do sistema hematopoiético de
teledsteos (ROBERTS, 1975).

Por ser um 6rgao de grande fluxo sanguineo e com elevada presenga de
compostos quimicos o rim pode sofrer mudangas patoldgicas na capsula de
Bowman, como proliferagdo anormal das células epiteliais e o espessamento da
lamina basal, levando a reducédo do espaco de Bowman, além do aparecimento de
células sanguineas ou agregados de células sanguineas ou de matéria estranha no
espaco de Bowman (TAKASHIMA & HIBIYA, 1995).

A camada de muco constituido por glicoproteinas insoluveis em agua
secretada pelas células caliciformes tem papel importante na protecdo contra
infeccdes, pois impede o contato de microrganismos com as células epiteliais e tem
efeito bactericida devido a presencga de lisozima e acidos graxos de baixo peso
molecular (NOGA 1995), cuja fungao principal € proteger e lubrificar o revestimento
do intestino (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
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7.CONCLUSAO

A associagdo da vacinagdo e o tratamento com tilosina auxiliou as respostas
de defesa orgéanica das tilapias (O. niloticus) amenizando as alteragdes deletérias
observadas na estreptococose, demonstrando o efeito imunomodulador do

macrolideo tilosina sobre a reagéo inflamatdria.
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