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CETOCONAZOL SOBRE O EFEITO GLICOCORTICOIDE EM TILAPIAS DO NILO
DURANTE AEROCISTITE AGUDA

RESUMO - Com o objetivo de estudar a fisiopatologia da reacao inflamatdria em
tilapias, este estudo avaliou a participacdo do tratamento exdgeno com cetoconazol
sobre o efeito glicocorticoide de tildpias do Nilo, Oreochromis niloticus, durante
aerocistite aguda induzida por Aeromonas hydrophila. Para tanto, foram utilizadas 91
tilapias, constituindo cinco tratamentos: N&o tratado e n&o inoculado (Padréo
fisiolégico); N&o tratado e inoculado (controle infectado); Tratado com dexametasona
(DEXA) e inoculado; Tratado com cetoconazol (CETO) e inoculado; Tratado com
DEXA + CETO e inoculado. Apés anestesia profunda nos periodos experimentais de
6, 24 e 48 horas pés-inoculacdo (HPI) coletou-se o exsudato para contagem celular
e sangue para determinacdo do hemograma completo, proteinograma, bioquimico
sérico. Na fase inicial da infeccdo (6HPI), o tratamento subcutaneo das tilapias com
200 Ul-kg™* de cetoconazol resultou em atividade pré-inflamatéria caracterizada pelo
aumento do acumulo de granulécitos e diminuicdo de trombdcitos no exsudato,
associado a neutrofilia e aumento dos niveis séricos de haptoglobina e
ceruloplasmina. No quadro eritrocitario inicial de tilapias tratadas com cetoconazol,
observou-se diminuicdo do niumero de hemécias com diminuicdo do hematdcrito e
do volume corpuscular médio, caracterizando altera¢cdes microciticas comuns em
deficiéncias por ferro, corroborando os aumentos observados nos niveis séricos das
proteinas de fase aguda haptoglobina e ceruloplasmina. No pico de exsudacéo
celular para o foco inflamado 24 HPI, tilapias tratadas com cetoconazol
apresentaram aumento do acumulo de trombdcitos associado a trombocitopenia e
aumento dos niveis séricos de transferrina. Na fase tardia da infeccdo (48 HPI), o
tratamento subcutaneo das tilapias com 200 Ul-kg™t de cetoconazol resultou em
atividade pré-inflamatéria caracterizada pelo aumento do acimulo de macréfagos no
exsudato associado ao quadro de monocitose e diminui¢cdo da producéo de espécies
reativas de oxigénio na atividade respiratoria leucocitaria. Contudo, os resultados da
participacdo do cetoconazol no efeito glicocorticoide demonstraram atividade pré-
inflamatoria por favorecer a cinética de acumulo de granulécitos na fase inicial e de
macrofagos em fase mais tardia com aumento de atividade de proteinas de fase
aguda, entretanto, efeitos deletérios transitorios foram evidentes no quadro
hematoldgico associados a patogenia da aeromonose em animais tratados com este
derivado do imidazol.

Palavras-chave: derivado do imidazol, aeromonose, inflamacéo, peixes teledsteos.



KETOCONAZOLE ON GLUCOCORTICOID EFFECT ON NILO TILAPS DURING
ACUTE AEROCYSTITIS

ABSTRACT - In order to study the pathophysiology of the inflammatory reaction in
tilapias, this study evaluated the participation of the exogenous treatment with
ketoconazole on the glucocorticoid effect of Nile tilapia, Oreochromis niloticus, during
acute aerocysteine induced by Aeromonas hydrophila. For this, 91 tilapias were
used, constituting five treatments: Untreated and uninoculated (Physiological
pattern); Untreated and inoculated (infected control); Treated with dexamethasone
(DEXA) and inoculated; Treated with ketoconazole (CETO) and inoculated; Treated
with DEXA + CETO and inoculated. After deep anesthesia in the experimental
periods of 6, 24 and 48 hours post-inoculation (HPI), the exudate was collected for
cell count and blood for determination of the complete blood count, proteinogram,
serum biochemistry. In the initial phase of infection (6HPI), the subcutaneous
treatment of tilapia with 200 1U kg -1 of ketoconazole resulted in proinflammatory
activity characterized by increased granulocyte accumulation and decreased
thrombocytes in the exudate associated with neutrophilia and increased levels of
serum levels of haptoglobin and ceruloplasmin. In the initial erythrocyte framework of
ketoconazole-treated tilapia, a decrease in the number of red cells with decreased
hematocrit and mean corpuscular volume was observed, characterizing common
microcytic changes in iron deficiencies, corroborating the observed increases in
serum levels of acute phase proteins haptoglobin and ceruloplasmin. At the peak of
cellular exudation to the inflamed focus 24 HPI, tilapia treated with ketoconazole
showed increased thrombocyte accumulation associated with thrombocytopenia and
increased serum levels of transferrin. In the late phase of infection (48 HPI),
subcutaneous treatment of tilapia with 200 IU kg-1 of ketoconazole resulted in
proinflammatory activity characterized by increased accumulation of macrophages in
the exudate associated with monocytosis and decreased production of reactive
oxygen species (ROS) in the leukocyte respiratory activity. However, the results of
the participation of ketoconazole in the glucocorticoid effect demonstrated a
proinflammatory activity, favoring the kinetics of accumulation of granulocytes in the
early phase and of later macrophages with increased activity of acute phase proteins,
however, transient deleterious effects were evident in the hematological profile
associated with the pathogenesis of aeromonosis in animals treated with this
imidazole derivative.

Keywords: Derived from imidazole, aeromonose, inflammation, teleost fish.
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1. INTRODUGCAO

O relatério da FAO de 2016 estima que o Brasil deva registrar um crescimento
de 104% na producdo aquicola até o ano de 2025, com grande destaque para a
producado de tilapias (FAO, 2016). A intensificacdo dos recursos produtivos, com o
objetivo de atender a nova realidade de mercado, representa um desafio para as
autoridades sanitarias. Pois, o elevado adensamento populacional nos diferentes
sistemas de criacdo favorece o aparecimento de enfermidades, que comprometem
economicamente as pisciculturas, e em casos de zoonoses representam Seérios
problemas para a saude publica (CASTRO et al., 2014).

Neste preceito, agentes etioldgicos que causam aparentemente poucos danos
as populacbes de peixes em seu habitat natural, podem tornar-se agentes
precursores de doencas de grande importancia econdmica quando submetidos as
condicBes de criacdo (BELO et al., 2012), tais como a Aeromonas hydrophila agente
primério causador de lesdes ulcerativas e septicemias hemorragicas em peixes de
agua doce, acarretando perdas na producédo e na qualidade do pescado (REQUE et
al., 2010).

A inflamacé&o é uma reacao do organismo contra um agente agressor ou leséo
tecidual. Segundo Belo et al. (2014), os processos infecciosos, inflamatérios e
cicatricidis e seus mecanismos de controle sdo bem conhecidos em mamiferos.
Entretanto, pouco se conhecem destes processos em outras classes, principalmente
os peixes. O cetoconazol, derivado do imidazol, € um farmaco de primeira linha
usado para supressao da esteroidogénese e bloqueio endégeno da producao de
cortisol, largamente empregado no tratamento médico da doenca de Cushing em
seres humanos e atua por bloquear as enzimas CYP450 11-B-hidroxilase e 17-a-
hidroxilase (BURNS et al.,, 2016). Porém, pouco se sabe sobre o efeito deste
farmaco em peixes teledsteos.

Partindo da importancia da tilapicultura para economia brasileira, associada a
necessidade de estudar a fisiopatologia da reacdo inflamatoria, a presente
investigacdo buscou em condi¢Ges experimentais controladas, avaliar a participacao
do cetoconazol sobre o efeito glicocorticoide durante aerocistite aguda induzida por

Aeromonas hydrophila em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).



2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da administracdo exégena de cetoconazol sobre a resposta
glicocorticoide de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, durante aerocistite
infecciosa por Aeromonas hydrophila

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar o componente celular presente no exsudato da aerocistite
e Avaliar o hemograma, bioquimica sérica, indice sométicos hepatico e
esplénico e proteinograma

e Avaliar a atividade respiratdria dos leucocitos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Inflamagdo em peixes teledsteos

A inflamac&o é um processo que pode ser definido como a reacéo dos tecidos
vascularizados frente a injaria local. Caracteriza-se morfologicamente pela saida de
liquidos e de células do sangue para o intersticio. Na inflamagcdo aguda ocorre
vasodilatacdo, exsudacdo e infiltracdo de neutrofilos. Este processo é ativado e
amplificado por uma série de fatores extracelulares que coordenam o processo
inflamatério (ADAMS-CHAPMAN; STOLL, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004) e envolvem os sistemas imunologico, cardiovascular, endécrino e nervoso
(KIM; DEUTSCHMAN, 2000). Embora a inflamacdo aguda seja benéfica, a
inflamacéo crénica pode precipitar a sindrome da resposta inflamatoria sistémica,
caracterizada por HPIler- inflamacédo que pode levar a lesédo organica, choque e
morte (ADAMS-CHAPMAN; STOLL, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Na maioria das situacdes, apdés a lesdo, a regeneracdo ocorre em
decorréncia da resposta inflamatéria adequada e recuperacao da homeostasia (KIM;
DEUTSCHMAN, 2000). O eixo Hipofisario-adrenal e os componentes do sistema
imune inato e adaptativo desempenham papel fundamental na regulacdo da
inflamacédo e imunidade (RHEN; CIDLOWSKI, 2005).

A resposta de um organismo a lesdo e seu padrdo estereotipado
caracteristico, depende mais da espécie ou individuo do que a natureza do agente
prejudicial. E a partir desta reacdo estereotipada que a resposta do organismo é
mediada endogenamente por materiais ativos mobilizados, denominados de
mediadores quimicos da resposta inflamatéria que agem localmente. No entanto, o
processo inflamatoério, devido a sua complexidade, pode evoluir para les6es crbnicas
afetando o organismo como um todo. Particularmente, a inflamacéo é um processo
modulador, quando, o organismo passa a responder a intensidade e a persisténcia
do estimulo nocivo, assim sendo, os "moduladores da inflamacao" séo ativados
(GARCIA-LEME, 1981).

Qualquer estagio inflamatério ou resposta imunoldgica é afetada por acdes
hormonais. Isso sugere que os horménios atuam como moduladores da reagdo do

hospedeiro contra traumas e infec¢cdes. Os receptores hormonais especificos sao
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detectados nas estruturas inflamadas. As ligacdes de hormonios aos receptores
celulares especificos por sua vez, desencadeiam as respostas inflamatoérias.
Diversos hormdnios com funcbes anti-inflamatérias sdo capazes de influenciar
eventos inflamatorios (GARCIA-LEME; FARSKY, 1993).

As citocinas sdo mediadores necessarios da resposta inflamatéria ao local de
infeccdo e lesdo, ademais sdo promotores essenciais da cicatrizacdo de feridas. Em
casos de lesbes graves ou infeccdo, ha persisténcia das respostas de citocinas pro-
inflamatoérias podendo levar a leséo e disfuncdes de 6rgdos. A presenca de citocinas
anti-inflamatoérias podem servir para atenuar algumas dessas respostas exageradas,
contudo, em excesso torna 0 paciente imunocomprometido e susceptivel a
morbidade infecciosa (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; KIM; DEUTSCHMAN, 2000).

Ha duas categorias de substancias formadas ou liberadas nas éareas
inflamadas que melhoram a aderéncia de leucécitos as células endoteliais. Sdo as
citocinas e 0s produtos quimiotaticos. A adesdo das glicoproteinas especificas
expressam na superficie dos leucécitos e das células endoteliais papel semelhante
ao fendmeno adesivo (GARCIA-LEME; FARSKY, 1993).

As citocinas sdo mediadores polipeptidicos classicamente associados com a
regulacdo da imunidade e da inflamac&o. No sistema imunolégico atuam como
mensageiros intercelulares responsaveis pela modulacdo da atividade de células
adjacentes, através da interacdo com receptores especificos de elevada afinidade.
As principais citocinas proé-inflamatérias sdo a interleucina - 1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) que, juntamente, com as citocinas anti-inflamatérias
interleucina - 6 (IL-6), regulam os processos inflamatdrios nos tecidos locais e
medeiam a resposta pelo sistema nervoso central frente a infecgéo e inflamacéao.
Estas respostas sado caracterizadas por febre e alteracbes comportamentais
expressos por sinais clinicos inerentes as doengas, bem como, alteracdes na
atividade neuroendécrina (TURNBULL; RIVIER, 1995).

Muitas citocinas pro-inflamatérias liberadas em resposta a injurias
inflamatorias exercem influéncia direta sobre o0 eixo Hipotalamo-Hipdfise-
adrenocortical promovendo a liberacdo de glicocorticéide que atuam na resposta
inflamato6ria para manter a homeostasia neuroenddécrina. Os mecanismos pelos

quais as citocinas fazem a liberagdo dos glicocorticéides sdo complexos, contudo,
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sofre dano ao serem afetados por estimulos continuos decorrentes a processo
infeccioso ou tenséo do tipo abibtica ou bidtica, e ainda, sofrem influéncia direta da
idade e dos mecanismos contra-regulatérios (HADDAB; SAABE; SAFIEH-
GARABEDIAN, 2002; JOHN; BUCKINGHAM, 2003; LEONARD, 2005).

Os processos infecciosos podem ser de etiologia viral, fingica ou bacteriana.
Dentre as bactérias amplamente distribuidas e com potencial patogénico destacam-
se 0s microrganismos do género Aeromonas que tém como caracteristica a
capacidade de secretar vasta gama de enzimas associadas a patogenicidade e
adaptabilidade ambiental. Dentre elas, as mais estudadas sédo as [B-lactamases,
proteases, lipases, enterotoxinas hemoliticas, quitinases, nucleases e amilases
(PEMBERTON; KIDD; SCHMIDT, 1997).

Inicialmente, as Aeromonas foram reconhecidas apenas como causadoras de
doencas sistémicas em animais. Hoje, o género Aeromonas € considerado ndo so6
como um importante patégeno causador de doencas em peixes, mas como agente
etiologico responsavel por uma variedade de complicacfes infecciosas (JANDA,;
ABBOTT, 2010).

Recentemente, estudos realizados por Ni et al. (2016) demonstraram 0s
efeitos de lipidios na dieta sobre o crescimento e imunidade em infeccdo por A.
hydrophila sobre a resposta imunolégica nos tecidos do rim e do baco em Carpa
capim (Ctenopharyngodon idella). Portanto, a identificacdo dos fatores responsaveis
pela resposta imunoldgica a infec¢do por A. hydrophila tem grande importancia para
prevencéao e controle de doencas em Ctenopharygodon idella (YANG et al., 2016).

A bexiga natatoria do peixe € uma vesicula cheia de gas com funcao
hidrostatica, envolta por uma membrana colagenosa fina e bem vascularizada. Esta
estrutura possui caracteristica ideias para se estudar a administracédo de farmacos
em peixes por ndo causar maiores danos ao organismo, uma vez que a membrana
circulante impede o refluxo e o espalhamento dos agentes injetados. Considera-se
meétodo util para outros estudos imunoldgicos, jA que € possivel isolar grandes
nameros de células de defesa sem contaminantes (ENDO et al., 1995).

A cinética celular inflamatéria induzida pela carragenina na bexiga natatéria
de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),demonstrou processo inflamatorio por

congestdo, edema de sua parede e migracdo de ceélulas predominantemente
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mononucleares na luz do 6rgdo (MATUSHIMA; MARIANO, 1996; MARTINS et al.,
2006). Apos inoculacéo de lipopolissacarideos (LPS) em bexiga natatoria de Tilapia
do Nilo houve a formacdo de exsudato contendo principalmente neutrofilos apés 24
horas de aplicacdo (ENDO et al., 1997).

Castro et al (2014), estudaram a resposta inflamatoria e a cinética de seus
componentes em tilapias do Nilo, alimentadas com dietas suplementadas como
carboquelato de cromo (18mg/kg), parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae (0,3%) e sua associacdo com a resposta inflamatéria aguda induzida na
bexiga natatdéria dos inoculados com Streptococcus agalactiae inativado
observaram maior acumulo de linfocitos no foco inflamatorio.

A utilizagéo de A. hydrophila inativada em estudos com inflamacéo em peixes
Piaractus mesopotamicus e O. niloticus sugere predominancia de células como
trombdcitos e linfocitos (BOZZO et al., 2007; CASTRO, 2008; REQUE et al., 2010).
Todavia, elementos celulares deste processo ainda ndo estdo determinados e
muitas davidas ainda existem. Pouco se sabe sobre a mediacdo quimica nesta
classe de animais, interferéncia da resposta imunolégica, relacdo dos agentes
infecciosos e patogénese da inflamacado (MATUSHIMA; MARIANO, 1996). Variaveis
como a espécie de peixes e sua posicdo filogenética dificulta a distincdo entre
diferentes tipos celulares (JORGENSEN et al., 1993).

3.2. Fisiologia do estresse em teledsteos

O cortisol € o principal corticosteroide do peixe teledsteo. Sua sintese e
secrecdo ocorrem pelo tecido inter-renal situado na regido superior dos rins ou pro-
nefrons. As células cromafins, homoélogas a adrenal dos mamiferos, secretam
catecolaminas que sao misturadas dentro das ilhotas situadas ao longo dos seios da
veia cardinal (HONTELA, 1998).

Quando secretado pelas células inter-renais, o0 cortisol provoca
imunossupressao, catabolismo proteico no musculo, e a sintese de glicose no figado
a partir de aminoacidos e &cidos graxos (gliconeogénese) durante exposicdo ao
estresse. Os teledsteos quando expostos a situacdo estressantes, liberam

serotonina pelo sistema nervoso central. A serotonina estimula o hipotalamo a liberar
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o fator liberador de corticotrofina (CRF), o qual aumenta a liberagdo de hormonio
adenocorticotrofico ou corticotrofina (ACTH) pela adenoipdéfise. O ACTH atua nas
células inter-renais, secretando o cortisol. A urotensina | (Ul) age como
neurotransmissor e € liberado pelo Hipotdlamo e atua na adenoipdfise (Figura 1). Os
niveis de cortisol aumentam no sangue até que, por retroalimentacdo negativa,
inibem a liberacdo de CRF e Ul pelo HPIlotdlamo, que leva a reducédo da liberagcéo
de ACTH e do cortisol (BALDISSEROTTO, 2013).

O cortisol, juntamente com as catecolaminas liberadas pelos tecidos
cromafins adrenérgicos, permitem aos animais lidarem com situacdes estressantes
ao ativarem um conjunto de respostas fisiologicas como diminuicdo do glicogénio
hepatico, aumento da glicose plasmatica, aumento na frequéncia cardiaca, aumento
no fluxo sanguineo para as guelras e mudanca em eletrdlitos plasmaticos
(HONTELA, 1998). Os sitios especificos dos receptores de ligacdo ao cortisol estdo
localizados nas branquias, figado, cérebro e intestino de peixes teledsteos (MAULE;
SCHRECK, 1991; POTTINGER; KNUDSEN; WILSON, 1994).
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Figura 1. Representacdo esquematica do controle da liberagdo do cortisol pelo eixo
Hipotalamo-Hipofise-interrenal (IH) no peixe teledsteo.
DA: Dopamina, 5-HT: serotonina, CRF: Fator liberador de corticotrofina, Ul:
Urotensina |, ADE: adenoipofise, ACTH: hormdnio adenocorticotrofico, (+):
estimulacao, (-): inibicdo (TURNBULL; RIVIER, 1995).
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O eixo hipotalamo-hipdfise-inter-renal (IH) no peixe é estimulado em todas as
formas de estresse ambiental. A elevacédo do cortisol plasmaticos € utilizada como
medida quantitativa da magnitude da resposta ao estresse. Este horménio na
resposta ao estresse esta relacionado a sua mobilizacdo de energia, principalmente
a gliconeogénese (JANSSENS; WATERMAN, 1988; PICKERING, 1993).

Os estresses em peixes pode ser agudo ou crbénico. O estresse agudo é
caracterizado pelo aumento dos niveis séricos de cortisol durante algumas horas e
retorna aos valores basais, durante o manuseio destes animais (PICKERING, 1993;
PICKERING; POTTINGER, 1989). No estresse cronico, os niveis de cortisol podem
permanecer elevados por dias ou semanas, sob condicbes de superlotacdo por
exemplo, e podem retornar aos valores basais apesar de ainda permanecerem na
presenca do agente estressor (PICKERING; STEWART, 1984; PICKERING, 1993).

Os peixes respondem ao estresse refletindo sua severidade e a duracéo do
estimulo. Estas respostas preparam o0 organismo para a fuga e a luta. As
consequéncias das reacoes fisiologicas dos peixes a este tipo agudo de estresse
necessita ser analisada, tanto a resposta ao tipo de estresse, como sua intensidade
(BRANDAO; GOMES; CHAGAS, 2006) (Figura 2).

O estresse em peixes € uma consequéncia inevitavel da pratica de manejo
normal dentro da aquicultura. Em casos extremos, uma variedade de estressores,
incluindo a captura e manipulacdo, densidade de estocagem, e estado nutricional
podem ter efeitos negativos sobre reproducéo, taxa de crescimento e qualidade de
carne, além da susceptibilidade a agentes infecciosos (WELLS; PANKHURST,
1999). Existem trés respostas integradas ao estresse do peixe, cita-se a primaria,
secundaria e terciaria (PICKERING, 1981; WEDEMEYER; BARTON; Mc LEAVY,
1990; PICKERING; POTTINGER, 1995; BARTON, 2002; LIMA et al., 2006).
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Figura 2. Consequéncias organicas da fisiologia do estresse em peixe teledsteo. As
setas irregulares mostram a interrupcdo potencial do processo normal. (1)
Percepcédo de estimulo. (2) Sintese e secre¢cdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH). (3) Sintese e secrec¢ao do cortisol. (4) Percepcdo de estimulos internos. (5)
Funcdes fisioldgicas (HONTELA, 1998).

A resposta primaria a tais perturbacdes € fisioldgica de origem enddécrina
(WELLS; PANKHURST, 1999), compreendendo a ativacdo dos centros cerebrais,
resultando em liberacdo de catecolaminas e corticosterodides (LIMA et al., 2006), em
qgue transitoriamente horménios adrenérgicos dao lugar a elevacdo dos niveis de
corticosteroides quando o estresse persiste como uma condicdo crénica (WELLS,;
PANKHURST, 1999). O cortisol é principal corticosteroide para ativacdo do estresse
primario (MOMMSEN et al., 1999).

Os efeitos secundarios do estresse sao definidos como a canalizacdo das
acoes e dos efeitos imediatos desses horménios no sistema circulatério e nos
tecidos (LIMA et al., 2006) alterando o equilibrio homeostatico do metabolismo
(WELLS; PANKHURST, 1999; BARTON, 2002), causando ainda perturbacdo no
equilibrio hidromineral (LIMA et al., 2006). Podem ocorrer mudangas nos parametros
fisiolégicos e bioguimicos (MOMMSEN et al., 1999). Os efeitos terciarios sdo o
comprometimento no desempenho, mudancas no comportamento e aumento da
suscetibilidade a doencas (MOMMSEN et al., 1999; BARTON, 2002). A limitacdo da
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capacidade do animal tolerar agentes estressores subsequentes ou adicionais é
atribuida a manifestacdes da resposta terciaria (LIMA et al., 2006).

Estimulos estressantes sdo amplamente utilizados como um indice de
confianca para ativagdo de resposta neuroendocrina apos alterar o nivel de cortisol
no sangue de peixes (BARTON; IWAMA, 1991; POTTINGER; CARRICK, 1999). O
eixo Hipotalamo-pituitaria-interrenal é estimulado pelo estresse ambiental. A
elevacdo do cortisol no plasma é amplamente utilizado como medida quantitativa da
magnitude da resposta ao estresse. O cortisol possui varias funcdes em peixes
teledsteos e a provavel funcdo deste hormbnio para a resposta adaptativa ao
estresse relaciona-se a sua propriedade de mobilizar energia (gliconeogénese
primaria). Os efeitos catabdlicos do cortisol em peixes com estresse cronico sao
responsaveis pela supresséo do crescimento nestes animais (PICKERING, 1993).

Os glicocorticoides mobilizam energia para promover o catabolismo e a
redistribuicdo desta energia em recursos energéticos endégenos para processos
fisioloégicos tais como imunidade e reproducdo, e redistribui estas energias em
recursos no sentido de restaurar a homeostase (MOMMSEN et al., 1999;
ZOLDERDO et al., 2016). O aumento agudo do glicocorticéide inicializa a funcéo
imune, aumentando a disponibilidade de energia (DHABHAR; Mc EWEN, 1997;
DHABHAR, 2000). No entanto, o aumento crénico de glicocorticéide supre a funcéo
imune. Especificamente, o glicocorticéide estimulado cronicamente eleva a
concentracdo e redistribuicdo de leucécitos no corpo e altera os receptores de
glicocorticéide em células linfaticas e outros leucdcitos (CIDLOWSKI et al., 1996;
LEONARD; SONG, 2002; FRENCH et al., 2007). A elevada concentracdo do
estresse oxidativo aumenta a respiragdo e o0 metabolismo, consequentemente,
causam danos significativos as biomoléculas (ZOLDERDO et al., 20016).

A resposta ao estresse € um processo dindmico e tomadas de medigbes
fisiologicas durante o curso de tempo sdo apenas representacdes instantaneas
deste processo. A medicdo de cortisol plasmatico sozinho pode néo refletir
necessariamente o grau de estresse experimentado pelo peixe naquele instante,
mas é provavel ser representativa da extensao aguda ou resposta inicial do ocorrido.
Fatores que afetam a magnitude, duracdo e recuperagdo do cortisol e outras

alteracdes fisioldgicas em peixe durante a resposta ao estresse sao importante para
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a interpretacdo adequada dos experimentos. Além disso, a compreensdo da
mudanca que ocorre nos peixes em resposta a alteragcdes, manifesta no seu
desempenho da populacédo prejudicando sua saude e sobrevivéncia (BARTON,
2002).

3.3 Efeito anti-inflamatério do cortisol

Um medicamento padrdo ouro para terapia anti-inflamatéria € a
dexametasona. E um potente glicocorticéide utilizado no tratamento de muitas
doencas pois inibe eficazmente a expressdo de mediadores da inflamacdo como
citocinas/ quimiocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1
beta (IL-1B), IL-2 e IL-6. Possuindo diversos mecanismos complexo de agédo que
envolvem a interacdo com alvos tanto no citosol, quanto no nucleo (SIMION et al.,
2016).

O cortisol é um horménio anti-inflamatério que limita o aumento da
permeabilidade nos vasos sanguineos e, consequentemente, o acumulo de células
no local da inflamacéo (BELO et al., 2005). Em resposta a uma lesao, o cortisol, tem
efeito anti-inflamatdério, inibindo a ativacdo de células imunes inatas e adaptativas,
induz a apoptose em linfécitos, e a liberagdo de neutrdfilos pela medula éssea
(LORD et al., 2014).

A farmacocinética do glicocorticéide inclui absorcéo, distribuicdo e eliminacéo,
importantes determinantes da magnitude e duracdo da acdo. Os regimes de
dosagem do glicocorticéide ndo sdo dependentes de parametros farmacocinéticos.
O clearence pode ser alterado por estado de algumas doencas, desta forma, alguns
pacientes necessitam de doses mais elevadas, uma vez que o clearance esta
aumentado, resultando sempre em beneficios terapéuticos (SPAHN, 1999).

A administracdo de glicocorticoides ha muito tempo é usada nas doencas
inflamatorias e em resposta imune deletéria. Os esterdides utilizados em terapia
glicocorticéide sao analogos ao cortisol (GARCIA-LEME; FARSKY, 1993). Elevados
niveis de glicocorticéide suprimem os fatores responsaveis pela resposta
inflamatoria, inibindo leucocitos no local da inflamacgdo, reduzindo leucdcitos e
linfécitos circulantes (MAULE; SHRECK, 1991; ENGELSMA et al., 2003) e

efetivamente inibe a expressdo de muitos mediadores como citocinas/quimiocinas:
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fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B), IL-2, e IL-6
(FRANCHIMONT et al., 1998; SIMION et al., 2016).

Estudos adicionais descreveram a correlacdo entre niveis de cortisol,
imunossupressdo e aumento da suscetibilidade & doencas baseado na
administracéo exdgena de cortisol (SIITERI et al., 1982; FAST et al., 2008).

A dexametasona € um corticosteroide sintético mais potente que o0s
esteroides naturais na supressao da funcdo adrenal em mamiferos, amplamente
utiizados no estudo do eixo Hipotdlamo-Hipdfise-interrenal (DONALDSON;
McBRIDE, 1967; SIMION et al., 2016). Os esteroides reduzem a vasodilacao, edema
e hemorragia. Ou seja, reduzem a Hipersensibilidade tardia e reac6es imunoldgicas
mediadas por células, este efeito deve-se a uma diminuicdo do acumulo de
macréfagos e linfocitos no local da inflamacao. A diminuicdo no namero de linfécitos
explica parcialmente a diminuicdo do poder microbicida do macréfago em
tratamentos com corticosterdides (DANNENBERG, 1979).

3.4. Cetoconazol

O cetoconazol é uma medicamento de primeira linha usado para supressao
da esteroidogénese no tratamento médico da doenca de Cushing, uma vez que, em
determinados pacientes humanos o procedimento cirargico € contraindicado. Desta
forma, o cetoconazol, derivado de imidazole, possui capacidade de bloquear as
enzimas CYP450 11-B-hidroxilase e 17-a-hidroxilase e ajuda a controlar e melhorar
as caracteristicas de pessoas com a doenca de Cushing (BURNS et al., 2016).

Alteracdes no metabolismo da droga devido a farmacocinética da interacao
medicamentosa no organismo ocorrem pela acdo da enzima de inducédo ou pela
acdo de enzima de inibigcdo. O cetoconazol, por exemplo, é uma farmaco que inibe a
enzima CYP, fazendo com que haja acumulo de medicamentos. Os resultados sdo
efeitos adversos fatais da droga co-administrada (SASAKI; SHIMODA, 2015).

O cetoconazol € um derivado do imidazol utilizado pela primeira vez como
terapia anti-fungica. Observou-se, adicionalmente, que pacientes desenvolveram
insuficiéncia na adrenal em altas doses (CUEVAS-RAMOS; LIM;FLESERIU, 2016).

Por sua vez, reduz, também, os niveis de cortisol pela sua atividade adrenolitica
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e/ou inibicdo direta enzimatica, além de bloquear a a¢do do cortisol no seu receptor
(NIEMAN, 2002) ou ainda, competir com o cortisol nos receptores para
glicocorticéides (VILAR et al., 2000). Drogas que inibem a sintese de esteroide,
como o cetoconazol, pode ser usada para reduzir, farmacologicamente, altos niveis
de cortisol sérico (McQUADE; YOUNG, 2000; ALHURA; BRASIL, 2005).

Os efeitos endocrinos do cetoconazol resultam da interacdo do anel
imidazélico com o citocromo P-450 constituinte de varios sistemas de enzimas
esteroidogénicas dos mamiferos. In vivo, a administracdo de baixas doses de
cetoconazol levam a uma redugao significativa nas concentragcdes de androgénio
sérica, em doses mais altas, a secrecdo de cortisol fica suprimida (FELDMAN,
2004). O cetoconazol apresenta propriedades antiinflamatérias provavelmente
medidas pela inibi¢cdo da atividade 5-lipoxigenase (TABOADA, 2004).

E postulado que determinada dose de cetoconazol inibe a liberagio de cAMP
basal, que por sua vez, age negativamente no CRF diminuindo a secrecao
corticotrofica de ACTH (basal e estimulada) (STALLA et al., 1988; VILAR et al.,
2000; FEELDERS; HOFLAND, 2013). Atuam em varias etapas da esteroidogénese,
logo os efeitos colaterais apresentado pelo uso do cetoconazol sdo decorrentes do
bloqueio das reacdes catalisadas pelo citocromo P50 (CYP3A4). O principal efeito é
sobre a atividade adrenal de 11-B-hidroxilase, enzima 17-a-hidroxilase e 17,20 liase,
18-hidroxilase e a colesterol desmolase. Acredita-se que a acdo do cetoconazol é
benéfica em situacbes que a finalidade seja a inibicdo da esteroidogénese como
meta terapéutica (LOOSE et al.,, 1983; ENGELHARDT; JACOB; DOERR, 1989;
VILAR et al., 2000).

O cetoconazol e o itraconazol séo bases fracas que necessitam de ambientes
acidos para absorcdo oral maxima. Estes farmacos concentram-se na pele, sendo a
distribuicdo realizada via sebo. Além de serem amplamente metabolizados no figado
e excretados na bile e, em um menor grau, na urina (TABOADA, 2004).

A hepatotoxidade € grave na maioria dos tratamentos (elevacdo > 5 vezes
das transaminases e aparecimento de insuficiéncia hepatica), por isso recomenda-
se que sempre a funcdo hepatica seja monitorada. Sugere-se a reducdo da dose,
descontinuacdo ou associagcdo com outra droga (NIEMAN et al., 2015; CUEVAS-
RAMOS; LIM; FLESERIU, 2016). Outros efeitos adversos incluem hipogonadismo
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em homens e sintomas gastriintestinais como dirreia e nauseas na primeira semana
de tratamento (FEELDERS; HOFLAND, 2013; FLESERIU, 2014).

3.5. Hematologia e bioguimica em peixes

Devido aos avangos tecnolégicos associados as pesquisas, meédicos
veterinarios e demais profissionais da saude disp6em de inUmeras ferramentas para
auxilio do diagnéstico das enfermidades que acometem seres humanos e animais.
Entretanto, muitas delas ndo sdo desenvolvidas ou aplicadas para o diagndstico de
doencas em peixes (HRUBEC; CARDINALE; SMITH, 2000).

O avanco da industria da aquicultura € acompanhado de desafios a criacéo,
manutencdo da qualidade da agua e estado de saude dos peixes. Dentre 0s
principais desafios, podemos citar o0 adensamento populacional, ocorréncia de endo
e ectoparasitos, alteracdes das condigBes de qualidade ambiental, variaveis fisicas e
quimicas da &gua do viveiro, presenca de agentes téxicos, danos provocados por
manejos periédicos inadequados, e dietas ndo balanceadas (RANZANI-PAIVA,
1991; RANZANI-PAIVA et al., 2013). Logo, existe a crescente necessidade de
aprimoramento de ferramentas para auxilio ao diagnostico.

A hematologia clinica € uma ferramenta aplicada a producéo de peixes, pois
permite a avaliacdo das condi¢cdes de defesa organica e permite ao pesquisador
identificar as respostas dos peixes frente aos desafios de criacdo (RANZANI-PAIVA,
1991; RANZANI-PAIVA et al.,, 2013). Os valores hematolégicos somados aos
bioguimicos podem proporcionar substanciais informac6es diagnésticas (HRUBEC;
CARDINALE; SMITH, 2000).

Os parametros bioguimicos metabdlicos e hematologicos, além de serem
usados como indicadores biolégicos no monitoramento da saude dos peixes e do
ambiente, servem para identificar de forma rapida o estresse que o ambiente pode
impor a esses animais. Portanto, permitem avaliar e controlar o estado fisiolégico de
determinados peixes, padronizando as condi¢des ideais de seu cultivo (CENTENO
et al., 2007; TAVARES-DIAS et al., 2007; TAVARES-DIAS; MORAES, 2007,
ARAUJO et al., 2009). Segundo, Tavares-Dias et al. (1999) a andlise hematolédgica

de peixes sédo de grande valia na piscicultura, jA que podem ser utilizados como
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indicadores do seu estado fisioldégico, no controle de patologias e estresse de
manipulacéo.

Os parametros clinicos correspondentes ao estado higido dos peixes podem
apontar importantes informacdes para diagnéstico e progndéstico auxiliando a
identificar enfermidades ou ainda problemas relacionados ao estresse (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004; TAVARES-DIAS et al., 2007; TAVARES-DIAS; MORAES,
2007; DRUMOND et al., 2010). Os parametros hematoldgicos, por sua vez, variam
devido as diferentes espécies, forma de coleta ou método analitico, idade ou sexo
dos animais, temperatura da agua, estacdo do ano ou fotoperiodo (TOCIDLOWSKI;
LEWBART; STOSKOPF, 1997).

As avaliacbes hematoldgicas estdo se tornando praticas rotineiras para
avaliar a saude dos peixes criados intensivamente. O numero de leucdcitos e
trombdcitos sdo indicadores importantes do estado de saude dos peixes e Uteis para
a avaliacdo do sistema imune (TAVARES-DIAS; MORAES, 2007). Segundo o
estudo realizado por Tavares-Dias (2015) demonstrou que o eritrograma é de
grande importancia na identificacdo de processos anemiantes. Por outro lado, o
leucograma e trombograma auxiliam no diagnoéstico nos processos infecciosos.
Assim, os leucécitos podem fornecer informacfes sobre o sistema imunolégico
auxiliando no diagndstico e progndstico em peixes de ambientes naturais e ambiente
de producéo.

O conteudo i6nico do fluido corporal pode variar de acordo com o ambiente, e
outros fatores. Deste modo, parametros bioquimicos sanguineos de peixes podem
ser usados para analise, tais como, identificar dano celular por exposicao de
substancias toxicas, infeccbes por patdégenos, manipulacdo traumatica, efeitos da
dieta e resposta ao estresse (TAVARES-DIAS, 2015).

A aquicultura precisar de informacdes para identificar e controlar situagdes de
estresse e/ou doenca com a finalidade de garantir e manter a sanidade na producéo.
A avaliagdo dos parametros sanguineos é a maneira mais rapida de detectar esses
sinais clinicos (TAVARES-DIAS, MORAES, 2006).
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3.6 Proteinas de fase aguda

A resposta de fase aguda € uma resposta nao especifica e complexa do
hospedeiro que ocorre logo apos qualquer leséo tecidual. Tem por objetivo restaurar
a homeostase e remover a causa da lesdo. E considerada também como parte do
sistema de defesa inato resposnséavel pela sobrevivéncia do hospedeiro durante a
fase inicial do ataque (PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005).

Estudos com ratos albinos Wistar machos tratados por injecéao intraperitoneal
com diferentes doses de dexametasona para avaliara as respostas de fase aguda foi
possivel verificar aumento nas concentracdes de haptoglobina e ceruloplasmina
enquanto que as concentracdes de albumina tenderam a diminuir (ULUTAS et al.,
2007). Niveis séricos de ceruloplasmina sob diferentes tipos de condicbes
inflamatorias aguda e cronica induzida experimentalmente em ratos tratados com
oxifenilbutazona e hidrocortizona apresentaram aumento concomitante do nivel
sérico de ceruloplasmina durante as condi¢des inflamatorias o que sugere o
envolvimento sérico desta proteina com um dos mecanismos denfensivos inerentes
ao corpo contra as respostas nocivas ou a inflamacdo (DESHMUKH et al., 1985). A
presenca de aumento de ceruloplasmina sérico pode ser usado como critério para
determinar a gravidade ou quantificar a inflamacéo (SWEENEY, 1967).

Em uma pesquisa sobre a atividade de ceruloplasmina em soro de recém-
nascido a termo e prematuros foi medida nos primeiro dia de vida. Os recém-
nascidos prematuros que receberam tratamento com corticosterdides pré-natal
tiveram atividade da enzima equivalente a dos bebés a termo. Pouco ou nenhuma
ceruloplasmina sérica foi encontrada naqueles prematuros que nasceram sem
profilaxia esteroides. Logo, foi observada correlagcéo significativa entre a atividade
inicial de ceruloplasmina e a morbidade e mortalidade da sindrome do desconforto
respiratorio (SZABO et al., 1987). Ao examinar a imunossupresséo induzida por
administragcdo por dexametasona em resposta imunoldgica em bovino por vacina
polivalente multivalente respiratoria contendo agentes de replicacdo e ndo replicacéo
obtiveram como resultados o aumento da replicagdo dos agentes vacinais e a
imunossupressao induzida por dexametasona atenuou a resposta das proteinas de

fase aguda (Ceruloplasmina e haptoglobina) e de anticorpos contra os agentes nao
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replicantes (RICHESON et al., 2016). Em estudo realizado por Higuchi et al. (1995) a
partir do isolamento de células do parénquima do figado de vitelos machos,
realizado cultura em monocamadas tratadas com dexametasona, foi possivel
concluir que ha liberacdo da haptoglobina pelo figado e o uso desta droga sugere o
desenvolvimento de esteatose hepética em bovinos.

Em cées com inflamacdo o nivel sérico de haptoglobina é moderado. Esta
proteina € particularmente sensivel aos efeitos corticosteroides, logo, seus niveis
séricos permanecem elevados apds tratamento com corticoides ou em cées com
hiperadrenocorticismo (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004; McGROTTY et al., 2005;
ECKERSALL; BELL, 2010). Ademais, a haptoglobina tem efeito inibidor na
guimiotaxia de granuldcitos, fagocitose e atividade bactericida (ROSSBACHER et
al., 1999; MURATA et al., 2004).

A transferrina € uma proteina do plasma sanguineo esta associada a
imunidade inata. Além de, ser encontrada na mucosa e ligada ao ferro, criando
assim um ambiente pobre em ferro onde poucas bactérias sdo capazes de
sobreviver. Os niveis de transferrina diminuem na inflamacgéo, isto é aparentemente
contraditorio a sua funcdo, porém, esta diminuicdo esta relacionada a quantidade de
transferrina que resultaria em hemossiderina no figado (JAIN et al., 2011).
Pesquisas com hepatdécitos fetais de ratos tratados com dexametasona verificou-se
aumento nos niveis de transferrina (KRAEMER et al., 1986; LESCOAT et al., 1987).

3.7. Burst - Atividade Respiratéria

A atividade oxidativa de leucdcitos € um indicador da imunidade inata em
mamiferos. Foi observada pela primeira vez em 1930 quando alguns pesquisadores
perceberam que a fagocitose esta relacionada ao elevado consumo de oxigénio.
Atualmente, esta relacionada diretamente com a liberagdo de citocinas e a resposta
inflamatoéria em peixes (BILLER-TAKAHASHI et al.,, 2013). O mecanismo mais
importante de defesa é a fagocitose. Logo, pode ocorrer em leucdcitos, neutrofilos,
mondcitos e macrofagos (TAVARES-DIAS et al., 2007b). Os mondcitos, macrofagos

e neutrofilos séo fagocitos profissionais, no entanto, outras células pode executar a
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fagocitose de modo que a célula requera a detec¢do da particula externa através de
receptores de membrana (STUART; EZEKOWITZ, 2005; MATHIAS et al., 2009).

Agentes microbicidas séo liberados apds fagocitose de particulas estranhas
ou bactérias apds processo de atividades respiratorias (SECOMBES, 1996). Neste
processo 0 oxigénio é reduzido via sistema nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (Nadph-oxidade) ao anion superdxido, apdés acdo da enzima
superéxidodismutase (SOD), transformando em peréxido de hidrogénio (CASTRO,
2008). Sua complexidade est4 relacionada ao controle espacial e temporal que sua
atividade esta sujeita. Na célula em repouso, 0os componentes da oxidase s&o
distribuidos entre o citosol e a membrana plasmética, no entanto, quando a célula é
exposta a um estimulo, os componentes citosélicos deslocam-se para a membrana
plasmética para reunir ativa oxidase (BABIOR, 1991).

De todas as substancias oxidantes produzidas durante a atividade respiratoria
o peroxido de hidrogénio € o mais estavel e facil de mensurar (MORITOMO et al.,
2003). A atividade respiratéria burst € usado como indicador de imunidade inata em
peixes (SAHOO et al., 2005). Em relacdo a espécies de peixes nativos brasileiros,
muito pouco se sabe sobre a resposta imune inata (BELO et al., 2005; BILLER-
TAKAHASHI et al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste estudo foi aprovado pela comissdo de
ética no uso de animais - CEUA, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP - Campus de Jaboticabal - SP, em reunido ordinaria do dia 16 de fevereiro
de 2016 (Protocolo n° 22098/15).

A parte experimental foi desenvolvida nas dependéncias do Nucleo de
Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia, NEPEAM, Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterindrias da Universidade Estadual Paulista, CAmpus de Jaboticabal,
SP.

4.1. Peixes e acondicionamento

Durante o estudo foram utilizadas 91 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
com peso médio 300g oriundas da mesma desova. Apds o transporte (Figura 3 A),
foram acondicionadas em 13 mesocosmos com capacidade de 500L de agua cada,
abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente de poco artesiano,
com vazédo de 1 L/min. ApGs o transporte para 0S mesocosmos, 0s peixes foram
aclimatados durante 15 dias para a concentracdo plasmatica de cortisol e a
osmolaridade voltarem aos niveis basais (Figura 3B). Nos primeiros trés dias de
aclimatizacdo, os animais foram submetidos a banhos em solu¢cdo de NaCl na
concentracdo de 6,0 g/L para diminuicdo da resposta fisiolégicas do estresse
(CARNEIRO; URBINATI, 2001). Receberam racdo comercial peletizada (32% de
proteina bruta), constituindo a dieta basal. O arragcoamento dos animais foi realizado
duas vezes ao dia sendo alimentados pela manha e a tarde. A quantidade oferecida
correspendeu 3% da biomassa das caixas. A medi¢cdo dos parametros fisico-
guimicos da &gua (oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e pH)
foram realizados todos os dias do estudo as 14:00 horas utilizando o aparelho YSI,
modelo 63.
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Figura 3. Transporte de Tildpias do Nilo - Oreochromis niloticus (A) e

acondicionamento nos microcosmos (B). FCAV- Unesp Jaboticabal, 2017.

4.2. Delineamento experimental

Os peixes foram distribuidos em cinco grupos, constituindo os seguintes

tratamentos, conforme Tabela 1. Foram avaliados sete animais por grupos, sendo

amostrados em quatro periodos, isto é: zero, seis; 24; 48 horas pdés-inoculacéao (HPI)

de A. hydrophila na bexiga natatéria, para a avaliacdo da resposta no tempo.

Todas as coletas de amostras foram realizadas no mesmo dia. E os

procedimentos laboratoriais foram iniciados imediatamente ap6s as coletas das

amostras.

Tabela 1- Distribuicdo das tildpias no estudo da administracdo do cetoconazol sobre
o efeito glicocorticoide em tilapias do Nilo durante aerocistite infecciosa induzida por
Aeromonas hydrophila. FCAV- Unesp Jaboticabal, 2017.

Grupos

Padréo Fisiolégico (PF)
NN
ND
CN
CD

Protocolos terapéuticos

Né&o tratada com DEXA + N&o tratado com CETO

Tratada com DEXA 2mg/kg + Né&o tratado com CETO

Né&o tratada com DEXA + Tratado com CETO (200 Ul/kg)
Tratada com DEXA 2 mg/kg + Tratado com CETO (200 Ul/kg)

Horas apdés in6culo (HPI)

0
N= 07

6

N= 07
N= 07
N= 07
N= 07

24

N= 07
N= 07
N= 07
N= 07

48

N= 07
N= 07
N= 07
N= 07
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4.3. Anestesia dos peixes

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

colocados nos mesocosmos com fluxo de agua continuo e aeracéo.

4.4. Isolamento da Aeromonas hydrophila

A estirpe de Aeromonas hydrophila foi isolada de peixes naturalmente
infectados e foram fornecidas pelo laboratério de Imunologia de Peixe, Universidade
Estadual do Norte do Parana (UENP). A identificacdo foi realizada segundo Popoff
(1984), acrescido de outras provas recomendadas por Buchanan e Palumbo (1985)
e Abeyta Junior et al. (1986).

Utilizaram o meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth) para crescimento da
bactéria. Apds o crescimento, as coldnias caracteristicas foram repicadas em meios
de cultura e submetidas as provas bioquimicas para identificacdo da espécie.

Para a confirmacdo da espécie bacteriana foi feita extracio do DNA por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene 16SrDNA e
sequenciamento do PCR.

As sequéncias obtidas foram visualizadas e manipuladas no programa
Sequencer 5.0 (Gene Codes Corporation), Centro de Recursos Biologicos e Biologia
Genbmica - Crebio (FCAV - Unesp Jaboticabal - SP).

Com a ferramenta BLASTn (ang://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), o
fragmento foi comparado com as sequéncias depositadas no GenBank
(ang://'www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo-se concordancia de no minimo

99% para confirmagdo da especificidade da sequéncia. O resultado do
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sequenciamento confirmou a espécie como Aeromonas hydrophila subespécie

dinakensis.

4.5. Preparacdo do inoculo e indugéo do processo inflamatorio

As colbnias puras, foram semeadas em meio liquidos TSB e apds 24 horas de
incubacéo a 28°C, o material foi centrifugado a 3.000 rpm/5 minutos, em centrifuga
clinica, desprezando-se o0 sobrenadante. A massa bacteriana precipitada foi diluida
em solucdo salina (0,65%), esterilizada até a obtencdo da concentracdo 3 x 10°
UFC/mL Aeromonas hydrophila, utilizando-se o padréo de turvacédo entre 3 a 4 na
escala de MacFarland (BOZzO, 2007). Com os peixes anestesiados, realizou-se a
inoculacdo de 3 x 10° UFC/mL de A. hydrophila inativada em 1 mL de solucao salina

a 0,65% na cavidade celomatica (Figura 4).

Figura 4. Administracdo do inoculo de A. hydrophila na bexiga natatéria em Tilapias
do Nilo.FCAV- Unesp Jaboticabal, 2017.

4.6. Administracdo de dexametasona (DEXA) e cetoconazol (CETO)

Imediatamente apds a inoculagdo de A. hydrophila nos grupos
correspondentes, realizou-se a aplicagcdo das drogas de acordo com o0s protocolos
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terapéuticos. Portanto, em tratamentos com administracdo de glicocorticoide!, a
mesma foi realizada pela via intramuscular na regido dorso-lateral esquerda, na
dose Unica de 2mg/kg conforme Belo et al. (2011) e administracéo de cetoconazol?
via subcutanea na regido caudal-ventral da nadadeira peitoral esquerda na dose
Unica de 200 Ul/kg de peso vivo de acordo com padronizacdo em ensaio piloto. Nas
figuras 5 A e 5 B pode ser ver os locais de aplicagcbes do glicocorticéide e do

cetoconazol respectivamente.

Figura 5. Administracéo de glicocorticoide (Alcort®) por via intramuscular na regido
dorso - lateral esquerda (5A). E administracdo de cetoconazol (ceto-C®) via
subcutanea na regido caudal-ventral da nadadeira peitoral esquerda (5B) em
Tilapias do Nilo. FCAV- Unesp Jaboticabal, 2017.

4.7. Avaliacao do exsudato inflamatério induzido na bexiga natatéria

Os animais foram eutanasiados 6, 24 e 48 HPI (conforme item 4.3). Logo em
seguida, foi injetado 1 mL de solucédo gelada de PBS, contendo EDTA a 0,065%, a
esquerda do final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha e
seringa estéril de 1mL para atingir a bexiga natatoria.

Os peixes foram dissecados para ter acesso a bexiga natatoria (Figura 6A e
6B). Desta forma, o volume total do exsudato inflamatério foi recolhido com

micropipeta estéril e descartavel, (Figura 6C) e transferido para tubo tipo eppendorf

tAlcort®
>Ceto-C®
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e mantidos posteriormente em temperatura de refrigeracdo. A solugdo PBS-EDTA-
exsudato foi centrifugada a 1.000 rpm por cinco minutos em centrifuga clinica. O
sobrenadante foi desprezado, o sedimento total ressuspendido com a adicdo de
volume conhecido (PBS) e uma aliquota desse volume transferida para camara de
Neubauer para contagem das células inflamatoérias totais em microscopia de luz
(Figura 6D). Em seguida, multiplicou-se o valor de células encontrado na camara de

Neubauer pelo fator de diluicao.
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Figura 6. Necropsia de Tilapias do Nilo - Oreochromis niloticus com corte
longitudinal ventral e corte longitudinal ventro-lateral-dorsal para acesso a bexiga
natatéria (6A e 6B). Acesso a bexiga natatéria para coleta do exsudato com pipeta
de Pasteur estéril (6C). Contagem de células na camara de Neubauer pelo fator de
diluicho (6D) para o estudo da administracdo do cetoconazol sobre o efeito
glicocorticéide em Tilapias do Nilo. FCAV- Unesp Jaboticabal, 2017.

Para a contagem diferencial de trombdcitos, linfécitos, macréfagos e
granuldcitos realizou-se a extensdo de uma gota do sedimento total ressuspendido
em lamina histologica. Nesta lamina previamente foi feito uma extensédo de soro de
tilapia. Apos fixou-se em alcool metilico, por um minuto e posterior coloracdo. Com

corante “May-Grunwald-Giemsa-Wrigth” (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003) para
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posterior contagem em microscopia de luz de até 200 células dentre os diferentes

tipos acumulados no foco inflamatério (Figura 7).

Figura 7. Diferentes tipos de células provenientes do exsudato de Tilapias Tilapias
do Nilo - Oreochromis niloticus. 5um Linfécito (7A). Neutrofilos (7B - seta vermelha).
Trombdcitos (7B- seta preta). Macrofago (7C). Estudo da administracdo do
cetoconazol sobre o efeito glicocorticoide em Tilapias do Nilo. FCAV- Unesp
Jaboticabal, 2017.

4.8. Avaliacdo hematoldgica

Foram colhidas amostras de sangue dos peixes por puncdo de vaso caudal
apos desafio bacteriano (Figura 8A). A determinacdo da contagem global de células
vermelhas e brancas foi realizada em camara de Neubauer, utilizando a solucéo de
Natt e Herrick (1952) com diluente na proporcéo de 1:100 (Figura 8B). Os eritrocitos
foram quantificados nos cincos quadrantes secundarios em diagonal do quadrado
central, sendo este valor multiplicado por 5.000. Em relacdo a determinacao total de
leucécitos e trombdcitos foram quantificados todos juntos nos 25 quadrantes
secundarios do quadrado central, sendo este valor multiplicado por 1.000. Para
determinacao da proporcdo de trombdcitos e leucécitos no sangue foram realizadas
extensbes sanguineas em lamina. Depois de secas, foram coradas com “May-

Grunwald-Giemsa-Wrigth” segundo Tavares-dias e Moraes (2003).
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Figura 8. Coleta de amostra de sangue por puncdo do vaso caudal (A) em Tilapias
Tildpias do Nilo - Oreochromis niloticus. Determinacdo da contagem global de
células sanguineas realizadas em camara de Neubauer (B) durante estudo da
administracdo do cetoconazol sobre o efeito glicocorticéide em Tilapias do Nilo.
FCAV- Unesp Jaboticabal, 2017

4.9. Avaliacdo da atividade respiratéria dos leucécitos (burst respiratério)

O sangue coletado para as analises hematologicas e bioquimicas também foi
utilizado para a analise da atividade respiratoria dos leucdcitos (burst respiratorio),
segundo o protocolo de Anderson e Siwichi (1995) modificado por Biller (2008). O
método consistiu em determinar as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
pelo burst respiratério por meio do ensaio colorimétrico baseado na reducdo do
corante Nitroblue Tetrazolium (NBT) que formam granulos de formazan, que sao
precipitados de material insolivel e apresentam coloragdo escuro no interior dos
fagécitos (KLEIN, 1990). Uma aliquota de 0,1 mL de sangue heparinizado foi
colocado em tubos com 0,1 mL de NBT (Sigma, St.Louis, MO, USA). A solucéo foi
homogeneizada e incubada por 30 min em 25°C. ApoOs esse periodo, 50 uL da
suspensao formada foi colocada em tubos de ensaio com 1 mL de n,n-dimetil-
formamida (DMF< Sigma, St. Louis, MO, USA) e centrifugado a 3000 g por 5
minutos. O DMF produziu a lise da parede celular dos granulos de formazan e assim
liberaram na solucdo o corante NBT reduzido. A densidade Optica da solucdo foi
determinada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm (SAHOO et
al., 2005).
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4.10. Determinacédo das proteinas de fase aguda

O fracionamento eletroforético foi realizado em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). A técnica utilizada € descrita por Laemmli
(1970) modificada, utilizando-se o sistema vertical de eletroforese (PROTEAN Il XI-
VERTICALELETROPHORESIS CELLS ®- BIO-RAD) com amostra de soro. Para
polimerizagdo do gel adicionou 15 pL de tetrametiletienodiamina 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 solucédo tampéao de pH 8,5
constituida de 36,30 g de tris-base, 112,50 g de glicina, 10 g de dodecil sulfato de
sédio (SDS) e agua destilada estéril suficiente para completar um litro de solugéo. A
parte superior da placa que contém o gel entrou em contato com uma cuba contendo
solucéo tampéao de pH 8,5, constituida de 18,15¢g de tris-base, 46,259 de glicina, 10g
de SDS, em um litro de agua destilada estéril. As placas foram preenchidas com o
gel de separagdo a 10% e gel de empilhamento a 4%. As amostras para o
fracionamento das proteinas foram preparadas utilizando 10 uL de soro sanguineo
diluidos em 30 pL de tampao-fosfato (PBS) e 20 pyL de gel mix e aquecidas sobre
agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5 pL das referidas amostras
foram depositadas no fosso do gel. A placa foi colocada em suporte apropriado, em
contanto com solucdo tampao com pH 8,5 e submetida a corrente elétrica a 20 mA,
em fonte adequada. Terminada a separacéo, o gel foi colocado durante duas horas
em solucédo de azul de comassie 0,2%, no agitador horizontal, para uma coloracéo
uniforme e, em seguida, retirado 0 excesso de corante com solu¢do descorante, até
que as fracOes se apresentassem nitidas. Os pesos moleculares e as concentracfes
das fracbes protéicas foram determinadas por densitometria computadorizada
(SHIMADZU CS-930) através do escaneamento das amostras. Para a identificacéo
das proteinas foram utilizados marcadores (SIGMA MARKER ™ wide range, 6,5 a
200 KD) de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29 e 20 KD, além das
proteinas purificadas albumina, alfa-1-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina,
transferrina e 1gG. Para a avaliagdo densitométrica das bandas protéicas foram

feitas curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padrao.
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4.11. indice Somatico

ApOs a necropsia, figado e baco foram coletados para avaliacdo morfométrica
gue foi realizada de acordo com Weibel et al. (1969), (Figura 9A e 9B) através da

proporcao entre peso do orgao (PO) e peso corporal (PC), Figura 9C, expressos

como indice somatico hepatico e esplénico calculado pela férmula: indice somaético
(IS) = PO x 100/PC.

;J R ——— ,,-.,w‘ i

Figura 9. Necropsia em Tilapias do Nilo - Oreochromis niloticus. Abertura da
cavidade celomatica (A), separacdo dos orgdos (B), e pesagem dos 6rgdos para
calculo de indice soméatico (C) realizadas durante estudo da administracdo do
cetoconazol sobre o efeito glicocorticoide em Tilapias do Nilo. FCAV- Unesp
Jaboticabal, 2017.

4.12. Avaliacéo da bioquimica sérica

Amostras de sangue colhidas sem anticoagulante (conforme item 4.8) foram
centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos para obtencdo de soro (Figura 10 A e
10 B). O estudo do bioquimico sérico de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (FA), proteinas totais, albumina, glicose, colesterol, triglicerideos e foram
determinadas enzimaticamente e colorimetricamente em analisador bioquimico

semi-automatico (Modelo LabQuest-Bioplus) (Figura 10 C).
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r .
Figura 10. Analise bioquimica sérica do soro sanguineo de Tilapias do Nilo -
Oreochromis niloticus. Centrifugacdo do sangue (A). Dissoracdo sanguinea (B) e
analisador bioquimico Lab Quest (C) utilizado no estudo da administracdo do
cetoconazol sobre o efeito glicocorticoide em Tilapias do Nilo. FCAV- Unesp
Jaboticabal, 2017.

4.13. Andlise 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 cetoconazol x 2 tratamentos com
dexametazona x 4 tempos), utilizando-se o0 pacote estatistico SAS, pelo
procedimento PROC GLM, verséo 8.2 (SAS, 2001). As comparacdes multiplas foram
aferidas pelo Teste de Tukey ao nivel de 99% de confianca, de acordo com
Snedecor e Cochran (1974).

5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo do exsudato

O pico de acumulo celular presente no exsudato ocorreu 24 HPI em todos os
grupos experimentais (Figura 11). Porém, ndo se observou variagdes significativas
no tempo para peixes tratados somente com cetoconazol (CN).
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Figura 11. Contagem absoluta do acumulo celular presente no exsudato da bexiga natatéria de
tilapias do Nilo inoculadas com Aeromonas hydrophila. Média (n=7) seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste T (P<0,05).A analise de varidncia estatistica é representada por letras maiusculas
que comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental e letras minUsculas
comparam a evolugéo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais. NN (ndo tratado com
cetoconazol e nado tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN
(tratado com 200UI/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 Ul/Kg
de cetoconazol).

Ambos os grupos tratados com dexametasona (ND e CD) apresentaram
diminuicéo significativa (P<0,05) no acumulo celular 48 HPI (Figura 11), entretanto
somente no grupo ND houve reducdo significativa no acumulo celular na fase mais
aguda (6 HPI).

A Tabela 2 apresenta os resultados observados na contagem diferencial

relativa de acumulo celular no foco inflamado.
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Tabela 2. Valores médios* e ANOVA? observados no estudo da contagem relativa
do exsudato de tilapias tratadas ou ndo com cetoconazol e/ou dexametasona
durante aerocistite por A. hydrophila.

Linfécitos Trombdcitos Granulécitos Macréfagos

Tempo Tratamento® Relativo Relativo Relativo Relativo

(%) (%) (%) (%)

NN 2.35 Ab 3.14 A2 94.14 Aa 0.35 Ab

< ND 2.45 Aa 2.20 ABD 94.65 Aa 0.81 AP
Q CN 2.62 Adb 1.40 B0 95.58 Ad 0.67 AP
cD 1.67 Aa 1.45 Bb 94.72 Ad 2.58 Ab

NN 2.92 Ab 1.50 Bb 90.40 ABa 5.60 A2

= ND 1.65 Aa 1.28 Bo 91.14 Aa 5.61 Aa
S CN 1.97 Ab 1.97 ABab 86.55 BP 9.50 A2
CcD eVl 2.55 A 87.38 ABD GRIES

NN 9.97 Ad 2.27 Abab 80.01 Bb 7.77 Ba

% ND 3.75 BCa 3.27 Aa 85.60 AP 7.60 Ba
X CN 4.87 B3 2.54 ABa 78.87 BC 13.90 A2
CD 2.24 €2 2.12 Bab 78.37 Bc 17.41 Aa

C 3.95* 1.57 NS 6.31 " 14.36 **

D 9.27 ** 0.00 NS 1.20 NS 0.76 NS

T 13.67 ** 3.98 72.32 " 38.24 ™~

CxD 3.37 Ns 0.09 NS 1.64 NS 0.09 Ns
DxT 8.33 ** 1.14 NS 0.69 NS 1.12 NS

CxT 5.44 ** 8.21 ™ 2.74 NS 471"

CxDxT 2.10 NS 3.24* 0.94 NS 1.12 NS
cVv.® 68.93 45.96 4.98 69.62

*Média (n=7) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste T (P<0,05).

’A anélise de variancia estatistica é representada por letras maitisculas que comparam os diferentes tratamentos experimental,
Ietras minlsculas comparam a evolucédo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3NN (nao tratado com cetoconazol e ndo tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado
com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol).

“C (cetoconazol); D (dexametasona); T (tempo). Valor de F com significAncia estatistica: NS (ndo significativo), *(P<0,05) e
**(P<0,01).

®C.V.= Coeficiente de Variag&o.

Peixes tratado com cetoconazol apresentaram diminuicdo significativa
(P<0,05) na contagem de trombdcitos 6 HPI, diminui¢cdo significativa (P<0,05) no
percentual de granulécitos 24 HPI e aumento significativo (P<0,05) na contagem de
macrofagos 48 HPI quando comparados com peixes tratados infectados e néo
tratados (NN). Peixes tratados apenas com dexametasona apresentaram aumento

nas contagens de granulécitos nas fases mais tardias 24 e 48 HPI quando
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comparados aos peixes infectatos e ndo tratados (NN) que apresentarma aumento

significativo na contagem de linfécitos 48 HPI (Tabela 2).

5.2. Avaliagdo do hemograma na aerocistite

Na contagem global de eritrocitos (Tabela 3), ndo observou alteracdes
significativas (P<0,05) entre os tratamentos quando comparados dentro de cada dia
experimental. No entanto, o estudo comparativo da evolugcéo de cada tratamento ao
longo do tempo revelou que peixes tratados com cetoconazol apresentaram
aumento na contagem global de eritrcitos, sendo este aumento verificado 24 HPI
para peixes tratados com associacdo de dexametasona e cetoconazol e 48 HPI para
peixes tratados somente com cetoconazol.

O tratamento com cetoconazol resultou em diminuicdo significativa (P<0,05)
dos valores de percentuais de hematdcrito 6 e 24 HPI, sendo inclusive muito
inferiores aos observados no padrdo fisiolégico. Na fase inicial do processo
inflamatorio (6 HPI), ocorreu aumento transitério significativo no VCM de peixes
tratados com cetoconazol e dexametasona. No entanto, com a evolugdo do
processo inflamatério ocorreu diminuicdo significativa (P<0,05) no tamanho das
hemacias de peixes tratados somente com cetoconazol (CN) 48 HPI (Tabela 3).

No hemograma das tilapias, observou-se menores valores circulantes de
hemoglobina em todos os grupos de peixes infectados em relagdo ao padrao
fisioldégico (Tabela 3). Nesta andlise vale ressaltar que peixes somente infectados
apresentaram diminui¢do significativa na fase inicial (6 HPI) e foram recuperando os
valores circulantes de hemoglobina ao longo do periodo experimental. Da mesma
forma, a analise de CHCM demonstrou significativa diminuicdo neste grupo controle
infectado 6 HPI. Peixes tratados com a associacdo de dexametosona e cetoconazol

também apresentaram diminuic&o significativa (P<0,05) de CHCM 6 HPI.
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Tabela 3. Valores médios’ e ANOVA? observados no estudo da contagem
hematoldgica de tilapias tratadas ou ndo com cetoconazol e/ou dexametasona
durante aerocistite por A. hydrophila.

- i o? Eritrécito Hematécrito Hemoglobina VCM CHCM
empo ratamento
P (x 10%/puL) (%) (g/dL) (fl) (g/dL)
Padr&o Fisiolégico 1.99 + 0.24 395+ 3.2 14.52 + 1.76 195.5 + 51.7 37.05 ¢ 6.35
NN 1.91 A 36 ABa 9.65 Ba 196 Ba 26.51 Ba
% ND 2.01 Ad 35 ABa 12.04 Aa 177 Ba 33.62 Aa
8 CN 1.82 AP 33 Ba 12.1 A2 184 Ba 37.34 Aa
cD 1.68 AP 39 Aa 9.8 Bb 236 A2 25.50 Bb
NN 2.06 A2 36 ABa 10.88 ABa 184 A 30.13 Aa
% ND 2.01 Ad 35 ABa 9.12 Bb 180 A 28.71 Aa
5 CN 2.01 AP 32 Ba 9.08 B 167 A2 26.92 AP
cD 2.22 Aa 3g Ad 12.27 Aa 173 Ab 32.46 Aa
NN 2.13 A 38 Ad 11.28 Aa 181 A 29.77 Aa
% ND 2.04 Aa 37 Aa 11.88 Aa 186 A2 32.92 Aa
® CN 2.34 Aa 34 Aa 13 Aa 148 Bb 36.06 Aab
CcD 2.06 Ab 36 Ad 12.62 Aa 176 Ab 33.68 Aa
C 0.04 NS 0.96 NS 2.55 NS 0.20 NS 1.39 NS
D 0.31 NS 1.84 NS 0.49 NS 2.10 NS 0.00 NS
T 4.04 0.31 NS 6.43 ™~ 4.06 * 2.08 NS
CxD 0.13 NS 4,98 * 0.05 NS 4.70 * 4.03 *
DxT 0.68 NS 0.28 NS 0.21 NS 0.45 NS 0.78 NS
CxT 1.62 NS 0.37 NS 0.50 NS 3.05~ 0.44 NS
CxDxT* 0.75 NS 0.62 NS 9.27 ™~ 1.38 NS 6.50 **
(AN 1.31 14.64 17.34 19.15 19.65

*Média (n=7) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste T (P<0,05).

’A anélise de variancia estatistica é representada por letras maitisculas que comparam os diferentes tratamentos experimental,
letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3NN (nao tratado com cetoconazol e ndo tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado
com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol).

“C (cetoconazol); D (dexametasona); T (tempo). Valor de F com significAncia estatistica: NS (ndo significativo), *(P<0,05) e
**(P<0,01).

®C.V.= Coeficiente de Variag&o.

5.3. Leucograma e trombograma

Os resultados observados no estudo leucocitario e trombocitario das tilapias
estdo expressos na Tabela 4. Verifica-se que ocorreu aumento circulante de
trombdcitos durante todo estudo em animais infectados quando comparados as
contagens observadas no padrao fisiolégico, exceto peixes tratados somente com

cetoconazol que apresentaram trombocitopenia 24 HPI.
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Tabela 4. Valores médios' e ANOVA? observados no estudo da contagem absoluta
de leucdcitos e trombdcitos no sangue de tilapias tratadas ou ndo com cetoconazol
e/ou dexametasona durante aerocistite por A. hydrophila.

Tempo Tratamento® Trombdcitos Leucécitos totais Linfécitos Mondcitos Neutréfilos
(IpL) (pL) (/pL) (IpL) (pL)
Padréo Fisiologico 7188 + 3264 47006 + 3264 37408 + 5275 848 + 538 8017 + 4542

NN 10972 A2 25274 Bb 16307 AP 929 Aa 7931 Ba

E ND 8950 A2 37457 Aa 21146 A2 1251 Aa 15021 ABa
= CN 9796 A2 42649 A2 24596 A2 841 A2 17093 Aa
cD 9989 A 25574 BD 16866 AP 1020 Aa 18598 A2
NN 10511 Aa 24497 Bb 17900 Aa 429 Ba 6169 A2

E ND 9609 ABa 40793 A2 23753 Aa 854 Ba 10680 Aab
N CN 4374 B2 31984 ABa 24112 Aa 600 Ba 7341 AP
cD 14332 A2 37517 Abab 25998 A2 2524 Aab 8995 AP
NN 15472 Aa 38475 Aa 26489 A 2120 A2 9654 Ad
E ND 10803 Aa 37609 A2 31615 A2 667 Ba 5295 Ab

© CN 9031 Aa 49438 A2 43002 AP 1617 A2 8315 Aab
CcD 14386 Aa 48301 A2 37523 Aa 3028 AP 7644 AP
C 1.43 NS 1.72 NS 2.78 Ns 2.06 NS 1.66 NS
D 0.31 NS 0.55 NS 0.01 Ns 2.83 NS 0.07 NS
T 0.48 NS 326" 751" 335~ 6.56 **
CxD 467" 554" 1.80 Ns 192 NS 0.69 NS
DxT 0.82 NS 1.42 NS 0.02 Ns 296" 2.13 Ns
CxT 0.02 NS 0.40 NS 0.13 Ns 1.65Ns 0.06 NS
cxDxT 0.53 NS 2.30 NS 0.64 Ns 0.15 NS 2.26 NS
cv.s 9.15 4.18 5.50 30.71 7.39

*Média (n=7) seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste T (P<0,05).

’A anélise de variancia estatistica é representada por letras maitisculas que comparam os diferentes tratamentos experimental,
letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3NN (nao tratado com cetoconazol e ndo tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado
com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol).

“C (cetoconazol); D (dexametasona); T (tempo). Valor de F com significancia estatistica: NS (n&o significativo), *(P<0,05) e
**(P<0,01).

®C.V.= Coeficiente de Variag&o.

No estudo leucocitario (Tabela 4), peixes infectados apresentaram diminuicao
dos valores circulantes de leucocitos quando comparados aos animais do grupo
padrdo fisiol6gico, exceto peixes tratados com cetoconazol que apresentaram
recuperacdo das contagens basais 48 HPI. Na comparagcdo entre 0S grupos,
verificou-se que peixes infectados e ndo tratados (NN) sofreram diminuicdes
significativas (P<0,05) nas contagens de leucécitos 6 e 24 HPI, sendo inclusive
estatisticamente significativo a evolugcdo desta resposta no tempo. Este perfil
leucocitario dos peixes foi fortemente influenciado pelas contagens de linfocitos

circulantes (Tabela 4) que apresentaram a mesma tendéncia.
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O estudo circulante de mondcitos revelou aumento diminuigdo significativa
(P<0,05) destas células em peixes tratados com dexametasona 48 HPI, enquanto
peixes quando se associou 0 cetoconazol a dexametasona vericou-se aumento
significativo de mondcitos 24 e 48 HPI (Tabela 4).

As contagens de neutréfilos na fase inicial do processo inflamatério foram
fortemente influenciadas pelo tratamento com dexametasona, e principalmente pelo
cetoconazol quando comparadas a peixes infectados e ndo tratados (NN) e ao

padréo fisiolégico (Tabela 4).

5.4. Bioquimica sérica

Os resultados observados nas analises bioquimicas séricas das tilapias estédo
expressos na Tabela 5. Tilapias infectadas e ndo tratadas (NN) apresentaram
diminuicao transitoria significativa (P<0,05) dos niveis séricos de colesterol 6 HPI
guando comparados aos demais peixes tratados com dexametasona e cetoconazol.
Porém os valores circulantes deste lipidio voltaram aos niveis basais 24 e 48 HPl em
todos 0s grupos experimentais.

Peixes infectados apresentaram aumento dos valores séricos de glicose na
fase inicial do processo inflamatério 6 HPI quando comparados aos animais do
grupo padréao fisiolégico (Tabela 5). Na comparacdo entre os animais infectados,
observou-se aumento significativo (P<0,05) em tilpias tratadas com a associacdo
de cetoconazol e dexametasona. Os valores circulantes de glicose observados nos
animais infectados voltaram aos niveis basais 24 e 48 HPI.

A andlise da atividade enzimatica de ALT revelou aumento significativo em
peixes tratados com dexametasona e cetoconazol quando comparados a peixes
somente infectados 6 HPI. Com a evolugéo da reacéo inflamatoria (24 HPI), peixes
somente infectados (NN) apresentaram aumento significativo de atividade
enzimatica sérica de ALT quando comparados aos demais tratamentos.

Aumento da atividade enzimatica sérica de fosfatase alcalina foi observado na
fase inicial da inflamacdo (6 HPI) em todos os grupos quando comparadas ao

padrédo fisiolégico (Tabela 5). Na comparacdo entre os peixes infectados, verificou-
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se aumento significativo fosfatase alcalina em peixes tratados com cetoconazol 48
HPI.

Tabela 5. Valores médios' e ANOVA? observados no estudo da contagem absoluta
do bioguimico sanguineo de tilapias tratadas ou ndo com cetoconazol e/ou
dexametasona durante aerocistite por A. hydrophila.

Colesterol Glicose ALT FA
Tempo  Trat to®
B ratamento (mg/dL) (mg/dL) (L) (L)
Padréo Fisiolégico 152.57 + 19.12 50.42 £ 7.93 23 + 15.45 30.83 £ 15.14
NN 112 Bb 88 ABa 22 Aa 53 Aa
% ND 150 Aa 96 ABa 62 Aa 43 Aa
8 CN 143 Ad 80 Ba 62 Aa 40 A2
CD 143 A2 104 A2 89 Aa 60 A2
NN 156 A2 59 Ab 114 AP 22 Aa
e ND 167 Aa 67 Ab 58 Ba 34 Aa
S CN 165 Aa 57 Ab 13 Ba 32 Aa
CcD 157 Aa 61 AP 45 Ba 46 Aa
NN 146 A2 65 Aa 22 Aa 18 Ba
% ND 160 Aa 65 AP 19 Aa 27 Ba
X CN 170 A2 65 A 78 A2 64 A2
CD 154 Aa 74 Ab 13 Ab 25 Ba
C 1.09 NS 0.00 Ns 0.00 NS 1.95 NS
D 1.14 NS 3.32 NS 0.09 NS 0.02 NS
T 5.80 ** 15.79 ** 1.45Ns 1.55 NS
CxD 523 * 0.47 NS 0.04 NS 0.09 NS
DxT 1.00 NS 0.61 NS 2.15 NS 1.11 NS
CxT 0.33 NS 0.26 NS 5.28 ** 0.52 NS
CxDxT 0.18 NS 0.36 NS 2.92 NS 1.95 NS
(A 18.82 29.67 92.92 92.71

"Média (n=7) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste T (P<0,05).

2A andlise de variancia estatistica é representada por letras maitsculas que comparam os diferentes tratamentos experimental,
letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

NN (n&o tratado com cetoconazol e nao tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado
com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol).

“C (cetoconazol); D (dexametasona); T (tempo). Valor de F com significancia estatistica: NS (n&o significativo), *(P<0,05) e
**(P<0,01).

®C.V.= Coeficiente de Variag&o.
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5.4. Proteinograma

O proteinograma das tilapias revelou diminuicdo nos valores séricos de
proteinas totais em peixes infectados e nado tratados (NN) na fase inicial do processo
inflamatorio 6 HPI. Tais achados foram estatisticamente significativos (P<0,05)
quando comparados a peixes infectados e tratados com a associacdo de
dexametosona e cetococanazol (Tabela 6).

N&o se obserou alteracdes significativas nos valores séricos de albumina
entre os diferentes grupos de animais infectados e também quando comparados aos
valores observados no padrédo fisiologico (Tabela 6). Variagdes significativas
(P<0,05) nos niveis de albumina foram observadas somente na evolucdo do
tratamento com cetoconazol (CN), pois peixes apresentaram diminuicao transitoria
dos valores circulantes com 24 HPI.

Peixes infectados apresentaram diminuicao significativa (P<0,05) nos valores
circulantes de globulinas na fase incial 6 HPI, exceto tilapias tratadas com a
associacdo de cetoconazol e dexametasona (Tabela 6). Com a evolucdo do
processo infeccioso (24 e 48 HPI), os valores séricos de globulinas voltaram aos
niveis basais observados nos animais do padréo fisiolégico.

Tilapias infectadas e nao tratadas (NN) apresentaram diminuicdo significativa
nos valores séricos de ceruloplasmina 6 HPI quando comparadas aos peixes
tratados com a associacdo de dexametasona e cetoconazol (Tabela 6). Com 24 HPI,
peixes somente infectados apresentaram aumento dos valores séricos de
ceruloplasmina, sendo estatisticamente significante (P<0,05) quando comparados
aos demais grupos de peixes infectados e tratados.

A andlise da trasnferrina revelou que peixes tratados com dexametasona
apresentaram diminui¢cdo nos niveis séricos circulantes na fase inicial 6 HPl. Com a
evolucdo da resposta de defesa (24 HPI), ocorreu aumento significativo desta
proteina em peixes tratados dexametasona quando comparados a peixes somente
infectados (Tabela 6).

O estilulo infeccioso com A. hydrophila resultou em aumento circulante de
haptoglobina (Tabela 6) quando comparados aos valores observados nos peixes do
grupo padréo fisiologico, porém na fase inicial do processo de defesa com 6 HPI,
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peixes tratados com cetoconazol apresentaram aumento significativo (P<0,05) de
haptoglobina quando comparados aos animais tratados com dexametasona (DN) ou

somente infectados (NN).

Tabela 6. Valores médios* e ANOVA? observados no estudo da anélise somatica
das proteinas de fase aguda de tilapias tratadas ou ndo com cetoconazol e/ou
dexametasona durante aerocistite por A. hydrophila.

PPT Albumina Globulina* CERU TRANS HAPTO
Tempo  Tratamento®
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (UrdL) (mg/dL) (mgHBC/dL)
Padréo Fisiologico 2.91 + 0.50 0.89 + 0.18 2.01+0.38 0.042 + 0.031 0.046 + 0.015 0.071 + 0.032

NN 2.62 Ba 0.89 Aa 1.89 Ba 0.017 Bb 0.042 A2 0.072 Ba
% ND 3.01 ABa 0.93 A2 1.78 BO 0.049 ABa 0.016 Ab 0.050 BP

= CN 2.82 ABa 0.99 Aa 1.83 Ba 0.072 ABa 0.021 AP 0.1 A
CcD 3.25 Aa 0.81 Aa 2.44 Aa 0.121 A2 0.048 A2 0.172 A2
NN 3.02 Aa 0.94 Aa 2.08 Aa 0.091 A2 0.029 Ba 0.091 A2
% ND 3.21 Aa 0.89 Aa 2.31 Aa 0.034 Ba 0.060 A2 0.125 A2
S CN 2.78 A2 0.76 Ab 2.02 A2 0.020 Ba 0.053 ABab 0.133 A2
cD 3.12 Aa 0.83 Aa 2.29 Aa 0.025 Bb 0.054 ABa 0.135 A2
NN 2.85 Aa 0.81 Aa 2.04 Aa 0.055 Aab 0.056 A2 0.125 A2

% ND 2.81 Aa 0.80 A2 2.00 Agb 0.014 A2 0.080 A2 0.091 Aab
= CN 3.18 Aa 0.94 Aab 2.29 Aa 0.045 A2 0.063 A2 0.116 A2
CcD 3.18 Aa 0.99 Aa 2.19 Aa 0.050 Ab 0.053 Aa 0.150 A2
C 1.38 NS 0.05 Ns 1.89 NS 0.81 NS 0.05 Ns 9.16 ™
D 3.55Ns 0.06 Ns 2.33Ns 0.01 Ns 1.12 NS 0.70 NS
T 0.30 NS 0.36 NS 1.16 NS 1.13 NS 5.29 ** 0.63 NS
CxD 0.12 NS 0.02 Ns 153 NS 2.43 NS 0.05 Ns 1.87 NS
DxT 1.20 Ns 0.35Ns 0.82 Ns 2.06 Ns 0.40 Ns 0.21Ns
CxT 1.82 Ns 2.96 * 0.90 Ns 4.84 0.76 Ns 1.37 Ns
CxDxT° 0.03 NS 1.10Ns 1.14 NS 0.21 NS 3.07~ 1.72 NS
cV.® 17.52 24.58 22.08 112.74 56.91 48.81

*Média (n=7) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste T (P<0,05).

’A anélise de variancia estatistica é representada por letras maitisculas que comparam os diferentes tratamentos experimental,
letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3NN (nao tratado com cetoconazol e ndo tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado
com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol).

“Valores estimados obtidos pela férmula: Globulina= PPT

®C (cetoconazol); D (dexametasona); T (tempo). Valor de F com significancia estatistica: NS (nao significativo), *(P<0,05) e
**(P<0,01).

®C.V.= Coeficiente de Variag&o.

CERU = Ceruloplasmina

TRANS = Transferrina

HAPTO = Haptoglobina

5.6. Estudo do indice hepatico e esplénico

A avaliacdo do indice hepatossomatico (IHS) demonstrou aumento relativo do

tamanho do figado dos peixes infectados quando comparados aos animais do
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padrdo fisiolégico. Na comparacdo entre os tratamentos, peixes tratados com
dexametosona (ND) e somente infectados (NN) apresentaram recuperacdo do
tamanho do 6rgdo com 48 HPI, apresentando valores proximos aos observados nos
peixes do padrdo fisiologico. A analise nefrossomatica (IES) ndo apresentou
variacbes significativas (P>0,05) ao longo do estudo na comparacdo entre oS
tratamentos e quando comparados ao valores basais observados no padréo

fisiologico.

Tabela 7. Valores médios* e ANOVA? observados no estudo da analise somaética
hepatica (IHS) e esplénica (IES) de tilapias tratadas ou ndo com cetoconazol e/ou
dexametasona durante aerocistite por A. hydrophila.

Tempo  Tratamento® HS =S
% %

Padréo Fisiologico 1.04 £ 0.23 0.093 £ 0.04
NN 1.51 A2 B4l A8
E ND 1.99 A2 0.103 A2
© CN 1.49 Ad 0.104 A3
CcD 1.75 A2 0.076 A2
NN 1.69 A2 0.092 Aa
% ND 1.52 A2 0.080 A2
N CN 1.40 A2 0.107 A2
CD 1.52 Aa 0.096 A2
NN 1.15 Ba 0.059 Aa
E ND 1.20 BP 0.089 Aa
X CN 1.30 ABa 0.116 A2
CD 1.75 Aa 0.116 Aa
C 0.05 Ns 1.10 NS
D 3.73~ 0.14 Ns
T 357~ 0.05 NS
CxD 0.58 NS 0.41Ns
DxT 1.30 NS 0.60 NS
CxT 2.54 NS 1.75Ns
CxDxT 0.87 Ns 0.13 Ns
C.Vv.° 25.98 52.07

'Média (n=7) seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste T (P<0,05).

2A andlise de variancia estatistica é representada por letras maitsculas que comparam os diferentes tratamentos experimental,
letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

NN (n&o tratado com cetoconazol e nao tratado com dexametasona); ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado
com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol).
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“C (cetoconazol); D (dexametasona); T (tempo). Valor de F com significancia estatistica: NS (n&o significativo), *(P<0,05) e
**(P<0,01).

°C.V.= Coeficiente de Variagdo.

IHS - Indice hepatossomatico IES - Indice esplenossoméatico

5.7. Burst oxidativo

Os resultados da andlise atividade respiratoria dos leucocitos revelaram
diminuicdo dos valores apds o estimulo infeccioso, ocorrendo recuperacédo ao longo
do estudo (Figura 12). O estudo da evolugcao dos tratamentos no tempo demonstrou
gue peixes tratados com cetoconazol ndo apresentaram variacdes significativas na

guantidade de ROS produzidos durante os trés periodos analisados.

Burst Oxidativo
0,45 0,452 (PF)
0,404 Aa
0,4 -
035 - ,376 Aa
0,3 - 0,286 Ba
0,25 - 0,276 Ba
0,2 -
0, 0,16
0,15 0,154 Ab
0)1 T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 43

Periodo experimental

—NN ND —CN —CD

Figura 12. Valores médios (ANOVA) observados na producdo de espécies de oxigénio reativos
(ROS) em tilapias infectadas com Aeromonas hydrophila e tratadas com dexametasona e/ou
cetoconazol. Média (n=7) seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste T (P<0,05).A analise de
variancia estatistica é representada por letras mailsculas que comparam os diferentes tratamentos
dentro de cada dia experimental e letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos
diferentes dias experimentais. NN (ndo tratado com cetoconazol e ndo tratado com dexametasona);

ND (tratado com 2m/kg de dexametasona); CN (tratado com 200Ul/kg de cetoconazol); CD (tratado
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com 2 mg/Kg de dexametasona e com 200 UI/Kg de cetoconazol). PF (padrdo fisiologico
0,452+0.061).

Enquanto, peixes tratados com dexametasona (ND) e somente infectados
apresentaram recuperacao dos niveis basais 48HPI (Figura 12), com valores muito
préximos aos observados em animais do grupo padrao fisiolégico, sendo estes
significativamente superiores aos observados nos animais tratados com cetoconazol
(CN e CD).

6. DISCUSSAO

A avaliacdo do acumulo celular do foco inflamatério demonstrou ser maior em
24 HPI apos inducdo do processo por A. hydrophila com redug¢do do acumulo de
célular 48 horas apés, corroborando os achados de Claudiano et al. (2013), Moraes
(2014), Castro et al. (2014) e Prado (2014) que verificaram um acumulo progressivo
de células inflamatérias em bexiga natatéria no tempo de 24 horas pos inoculagao
por A. hydrophila em tilapias do Nilo. Endo et al. (1997) verificaram predominancia
significativa nas populagbes de neutrofilos na fase mais aguda da aerocistite
infecciosa. Enquanto, Bozzo et al. (2007) observaram maior participagcdo de
trombdcitos na andlise do processo inflamatério induzido por A. hydrophila em P.
mesopotamicus.

A inducdo do processo inflamatério nas tilapias foi determinada pela
inoculacdo de A. hydrophila viva na bexiga natatoria dos peixes, favorecendo os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na quimiotaxia e recrutamento de leucécitos
no sangue, assim como seu acumulo no foco inflamado, permitindo avaliar os efeitos
modulatorios dos tratamentos com cetoconozol e dexametsona. Os
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) favorecem o estimulo de respostas induzidas
por neutréfilos no organismo mediadas por fatores do complemento como Cbha, e em
menor grau, para leucotrienos B4 e fatores ativadores de plaquetas (FITTSCHEN et
al., 1988). De acordo com Nolasco (2013), o LPS das bactérias gram-negativas
exerce um papel preponderante na amplificacdo e ativagédo da resposta inflamatoria,

favorece a participacdo de proteinas da fase aguda, formando um complexo mais
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ativo que liga-se ao CD14, expresso por mondcitos e macrofagos. Lewis et al (2012)
afirma que ha dois farores que explicam a rapidez com o qual o sistema imune inato
responde a invasdo de patdégenos. O primeiro associado a presenca de receptores,
como os TLR, que reconhecem alguns marcadores de microrganismos como o LPS,
e 0 segundo seria a vasta distribuicdo destes recetores em células de defesa
(macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas e linfocitos).

No exsudato das tilapias verificou-se maior acimulo de granulécitos em todos
os periodos analisados, sendo o maior percentual obervado na fase inicial do
processo inflamatério com 6 horas apds a inoculacdo da Aeromonas hydrophila. O
principal granuldcito que migra para o foco inflamado € o neutréfilo. Os resultados
observados no exsudato apresentam correlacdo ao aumento significativo de
neutréfilos observados no leucograma nesta mesma fase do processo inflamatério
principalmente em peixes tratados com cetoconazol. Os neutréfilos séo células de
defesa diferenciadas e abundantes que circulam no sangue e que apresentam
atividade fagocitica. Sdo atraidos para o foco inflamado por um gradiente
quimiotatico (BRINKMANN et al., 2004; PIETERSE et al., 2016). De acordo com
Wright et al. (2010) e Kolaczkowska e Kubis (2013), neutrofilos s@o células de
defesa resistentes encontradas em quantidades elevadas nos locais da inflamacéao,
uma vez que possuem um enorme potencial para implicar diretamente danos aos
tecidos através da secrecdo de proteases e metabolitos toxicos de oxigénio, como
também, de dirigir-se para a inflamacao através da apresentacdo de antigenos e
secrecdo de citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e leucotrienos.

Tilapias tratadas com cetoconazol apresentaram diminuicdo significativa da
quantidade de granulécitos acumulados no exsudato na fase mais tardia com 48
horas, quando comparadas aos peixes do grupo apenas infectados ou tratados com
dexametasona. Tais resultados parecem estar associados ao fato deste derivado do
imidazol favorecer o acumulo de macrofagos na fase mais tardia da inflamagéo. O
estudo leucocitario corrobora tais achados, pois peixes tratados com cetoconazol
apresentaram aumento significativo de mondcitos no sangue circulante nesta fase
da reacdo inflamatéria. Assim como mamiferos, peixes apresentam aumento da
participacdo de macréfagos nas fases mais tardias da resposta inflamatéria, sendo

esta célula derivadas de mondcitos circulantes que se diferenciam em macrofagos
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apos o processo de diapedese (BELO, 2002; SAKABE et al., 2013; BELO et al.,
2014; MANRIQUE et al., 2015a,b; JERONIMO et al., 2016).

Tilapias tratadas com dexametasona apresentaram diminuicdo significativa
nas contagens de mondcitos no sangue 48 apds o estimulo inflamatério,
acompanhado de diminuicdo de macréfagos e linfocitos presentes no foco
inflamado. Tais achados corroboram alteracdes inflamatérias observadas por BELO
et al. (2005; 2012) em pacus, pois os elevados niveis de cortisol resultaram em
supressdo do acumulo de macrofagos e da formacdo de gigantécitos em resposta
inflamatéria tipo corpo estranho. Contudo, estudos demonstraram que a
dexametasona revelou ser bastante eficaz na reducdo da inflamacédo. Este
glicocorticéide interfere em varios fenbmenos da inflamacdo, como na reducdo da
tenascina-C, proteina presente na matriz extracelular de tecido lesionados que atua
na adesdo e migracdo celular, além de, reduzir a expressdo endotelial das
moléculas de adesdao intracelular, fatores que dificultam a migracdo leucocitaria
((BOUMPAS et al., 1993; MARCHIONNI et al., 2006; SHI et al., 2016).

Os trombocitos participam dos mecanismos de coagulacdo sanguinea e
auxiliam no processo de restauracdo da integridade do endotélio vascular na area da
lesdo (BELO et al.,, 2013). Tilapias tratadas com cetoconazol apresentaram
diminuicao significativa do acumulo de trombadcitos no sitio inflamado na fase mais
aguda da reacéo (6 HPI). Estes animais apresentaram trombocitopenia e aumento
do acumulo de trombdcitos no exsudato 24 horas apés a indugdo do processo
inflamatorio, demonstrando a influéncia deste derivado do imidazol sobre a dinamica
de participacdo desta célula branca na defesa da tilapia. O trombograma revelou
aumento dos niveis circulantes de trombdcitos na fase mais tardia com 48 horas de
evolucdo da reacao inflamatéria, corroborando os achados de Stokes e Granger
(2012); Pankratz et al (2016). De acordo com Tavares-Dias et al. (2007) e Castro et
al. (2014a,b), os trombdcitos de peixes teledsteos, além de participarem do processo
de coagulacdo sanguinea, representam um elo entre a imunidade inata e adaptativa,
ocorrendo mobilizacdo destas células para participar dos mecanismos de defesa
organica.

Durante a infecgdo com Aeromonas hydrophila, tilapias apresentaram

significativa diminuicdo da producdo de espécies de oxigénio reativo (ROS) nas
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fases iniciais da reacgdo inflamatoria, possivelmente associado a exsudacgéo celular
para o foco inflamado. O incremento do “burst oxidativo” por leucdcitos esta
associado principalmente ao aumento de atividade respiratéria de mondcitos e
neutrofilos na circulacdo. Farias et al. (2016a) verificaram correlacao positiva entre o
aumento do numero circulante de mondcitos e neutréfilos a producdo de ROS em
tilapias durante infeccdo por A. hydrophila. Tilapias tratadas com cetoconazol n&do
apresentaram variacdes significativas ao longo do estudo, resultados da baixa
atividade oxidativa observada 48 horas apos a indugcdo da infeccdo. Giltinan et al.
(1986) verificaram que o cetoconazol apresentou efeitos inibitérios sobre o burst
oxidativo em experimentos com células de baco de camundongo in vitro. Enquanto
peixes tratados com dexametasona apresentaram nesta fase da reacao inflamatoria
recuperacdo dos niveis basais da producdo de ROS, possivelmente associado a
baixa exsudacéao celular para o foco inflamado.

Peixes tratados com cetoconazol apresentaram aumento dos niveis séricos
de ceruloplasmina e haptoglobina na fase inicial do processo inflamatoério (6 HPI),
sendo estatisticamente superiores aos animais somente infectados quando
associado a dexametasona, em peixes somente infectados e ndo tratados o
incremento da ceruloplasmina sé ocorreu 24 horas apos o estimulo inflamatério. A
ceruloplasmina € uma enzima sintetizada no figado, contendo seis atomos de cobre
na sua estrutura, tem funcdo de oxidar o ferro de Fe?" (ferroso) em Fe** (férrico),
auxiliando assim seu transporte no plasma em pela transferrina, que transporta ferro
somente no estado férrico (SONG & DUNAIEF, 2013). A andlise de transferrina
demonstrou que peixes tratados com dexametasona e/ou cetoconazol apresentaram
elevados niveis desta proteina 24 horas apds o estimulo, diferentemente de peixes
controles infectados, corroborando os achados da ceruloplasmina. Pois ambas as
proteinas atuam no controle das concentracfes de ferro circulantes no organismo,
tendo em vista que o sequestro deste ion representa uma estratégia de defesa do
organismo para diminuir a disponibilidade para a replicacdo bacteriana (GANZ &
NEMETH, 2015).

O aumento de haptoglobina ocorreu primariamente em peixes tratados com
cetoconazol, porém os seus niveis foram elevados em todos 0s grupos 24 e 48 ap0s

a inoculacao de A. hydrophyla quando comparados aos animais controles do grupo
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padréo fisiolégico. Esta proteina de fase aguda se liga a hemoglobina livre facilitando
que enzimas degradativas tenham acesso a hemoglobina e, ao mesmo tempo,
evitando a perda de ferro através dos rins e protejendo os rins de danos causados
pela hemoglobina (WASSELL, 2000). A haptoglobina é produzida principalmente por
células hepaticas, mas também em outros tecidos, como pele, rim e no adipécito
SAREMI et al., 2012). A aeromonose induz septicemia hemorragica, resultando em
destruicdo eritrocitaria, fato que justificaria o0 aumento de haptoglobina em todos os
animais infectados. O aumento de haptoglobina na fase inicial da infeccao (6 HPI)
em peixes tratados com cetoconazol, corroboram o0s achados do estudo
hematolégico que demonstrou diminuicdo do nimero de eritrcitos nestes animais.

O tratamento com cetoconazol resultou em diminuicdo dos valores percetuais
de hematdcrito, associado a diminuicdo do volume corpuscular das hemacias. Tais
resultados foram amenizados quando os peixes foram tratados simultaneamente
com dexametasona. De acordo com Belo (2006), Clauss et al. (2008) e Faria et al.
(2016b), as alteracdes microciticas com diminuicdo do valores de hematdcrito e
CHCM ocorrem em casos de deficiéncia de ferro ou anemia por alteracdes na
sintese de hemoglobina (talassemias), corroborando os achados observados no
aumento das proteinas de fase aguda ceruloplasmina e haptoglobina que participam
do sequestro deste ion circulante.

As tilapias tratadas com cetoconazol durante aerocistite infecciosa
apresentaram niveis de colesterol semelhantes aos observados nos peixes do grupo
padrao fisiolégico. Diferentemente, Miettinen (1988) e Dang e Trainer (2007)
relataram que o uso de cetoconazol para tratamento de super producdo da adrenal
ou gonadal, pode ser eficaz também para diminuicdo dos niveis de colesterol no
soro, porque interferem na sintese do colesterol através da inibicdo 14a-
desmetilacdo da sintese de colesterol, podendo ser usado para tratamento de
hipercolesterolemia. Liberman (2003) afirma que o cetoconazol € um bloqueador da
sintese de colesterol, podendo reduzir os niveid de colesterol circulantes.

O cetoconazol possui alguns efeitos adversos. O principal e mais
reconhecido é a sua hepatotoxicidade. Embora geralmente varie de leve a
moderada, h& riscos de insuficiéncia hepatica grave em pacientes que fazem uso

desta medicacdo (BURNS et al.,, 2016). A hepatotoxidade pode ser previsivel ou
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imprevisivel. As reacdes previsiveis normalmente sdo doses relacionadas, isto é,
ocorrer na maioria das pessoas que ingerem a medicacédo e logo apds atingem o
limiar para toxicidade. Por outro lado, reacfes adversas ocorrem sem aviso, e nao
estdo relacionadas a dose, podendo ter periodo de laténcia variavel de dias a 12
meses (NAVARRO, SENIOR, 2006).

Tilapias tratadas com cetoconazol e dexametasona apresentaram aumento de
ALT e fosfatase alcalina na fase inicial da infeccdo, e niveis elevados destas
enzimas 48 apo6s a inducdo da infeccdo foram observados em animais somente
tratados com cetoconazol, possilvemente alteracbes transitorias resultantes do
processo de degradacdo hepatica destes compostos. O efeito do tratamento
continuo com cetoconazol provoca alteracdo na producdo das atividades das
enzimas hepéticas levando a um quadro assintomatico de necrose hepatica aguda
que pode ser fatal (OUTEIRO, HOHMANN, MIKUS, 2016). Conforme Janssen &
Symoens (1983), alteracGes nas enzimas hepaticas com aumento assintomatico dos
niveis de transaminase ou fosfatase alcalina podem ocorrer durante o tratamento
com cetoconazol em pacientes humanos, principalmente durante os primeiros
meses de tratamento. O primeiro relato descrito em literatura da toxidade hepatica
com o uso do cetoconazol ocorreu na década de 90 em uma mulher jovem portadora
do virus da AIDS que recebia terapia de manutencdo com cetoconazol para a
meningite criptococica. Os autores relatam um aumento do figado, com bastante
infiltragéo gordurosa (GRADON & SEPKOWITZ, 1990).

No presente estudo, as tilapias tratadas com cetoconazol e dexametasona
apresentaram aumento do IHS (indice hepatossomatico) em relacdo aos demais
grupos e ao padrdo fisiologico. Vinodraj et al. (2015) relatou hepatomegalia,
associada a esteatose hepatica, dislipidemia e hiperglicemia em ratos albinos apos o

uso da dexametasona.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da administracdo exdgena de cetoconazol sobre a resposta

glicocorticoide de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, durante aerocistite

infecciosa por Aeromonas hydrophila permite extrair as seguintes inferéncias:

Na fase inicial da infeccao (6HPI), o tratamento subcutaneo das tilapias com
200 Ul-kg' de cetoconazol resultou em atividade pré-inflamatéria
caracterizada pelo aumento do acumulo de granulécitos e diminuicdo de
trombdcitos no exsudato, associado a neutrofilia e aumento dos niveis séricos
de haptoglobina e ceruloplasmina.

No quadro eritrocitario inicial de tilapias tratadas com cetoconazol, observou-
se diminuicdo do nimero de hemacias com diminuicdo do hematdcrito e do
volume corpuscular médio, caracterizando alteracdes microciticas comuns em
deficiéncias por ferro, corroborando os aumentos observados nos niveis
séricos das proteinas de fase aguda haptoglobina e ceruloplasmina.

No pico de exsudagédo celular para o foco inflamado 24 HPI, tilapias tratadas
com cetoconazol apresentaram aumento do acumulo de trombdcitos
associado a trombocitopenia e aumento dos niveis séricos de transferrina.

Na fase tardia da infec¢éo (48 HPI), o tratamento subcutaneo das tilapias com
200 Ul-kg! de cetoconazol resultou em atividade pré-inflamatéria
caracterizada pelo aumento do acumulo de macréfagos no exsudato
associado ao quadro de monocitose, porém com diminuicdo da producgéo de

espécies reativas de oxigénio na atividade respiratoria leucocitaria.
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