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EICOSANOIDES NO AUMENTO DE PERMEABILIDADE VASCULAR E
COMPONENTE CELULAR DA INFLAMAGCAO AGUDA EM Piaractus

mesopotamicus

RESUMO - Neste trabalho, investigou-se a cinética das alterag6es vasculares e
celulares na aerocistite, induzida pela inoculagdo da Aeromonas hydrophila
inativada em Piaractus mesopotamicus e inibicado da atividade enzimatica da
fosfolipase A2 e ciclooxigenase na inflamagdo aguda. Para tanto, foram
utilizadas a indometacina, meloxicam e a dexametasona, aplicados por via
parenteral, 30 minutos antes do estimulo lesivo. As alteragbes de
permeabilidade vascular foram avaliadas nos tempos de 30, 90, 120, 180 e 240
minutos pés-estimulo, observando-se que 0 maximo da exsudagao plasmatica
ocorre com 180 MPE. O pré-tratamento com indometacina ou meloxicam, neste
tempo, inibiu significativamente o aumento de permeabilidade vascular e a
dexametasona apresentou um bloqueio mais precoce e efetivo do que os
outros AINES, inibindo nos tempos de 120 e 180 MPE. O exsudato celular
inflamatdério foi avaliado seis, 24 e 48 horas ap6és estimulo, verificando-se que a
inoculagdo da bactéria causou aumento progressivo do acumulo de células,
atingindo o méaximo apés 24 HPE, sendo maior que nos outros grupos
estudados. Neste tempo, verificou-se que todas as drogas testadas foram
efetivas para a reducao significativa do acumulo celular. A contagem diferencial
das células presentes no foco inflamado demonstrou predominio de linfocitos e
trombdécitos, seguida de macréfagos e granuldcitos, com acumulo mais tardio
destas ultimas. O pré-tratamento com indometacina e dexametasona causou
bloqueio no acumulo de todas as células identificadas. Os resultados
demonstraram que, entre as diferentes doses de cada droga testada, ndo
foram observadas diferencas significativas. As avaliacbes sugeriram que 0s
eicosanoides, assim como acontece em mamiferos, participam ativamente dos

fendmenos vasculares e tém papel relevante na quimiotaxia de leucdcitos.

Palavras-chave: alterac6es vasculares, Azul de Evans, inflamacao,
mediadores quimico, teledsteo
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EICOSANOIDS IN INCREASED VASCULAR PERMEABILITY AND
CELLULAR COMPONENT OF ACUTE INFLAMMATION IN Piaractus

mesopotamicus

ABSTRACT - In this teaching we investigated the kinetics of vascular and
cellular changes in aerocistite induced by inoculation of inactivated Aeromonas
hydrophila in Piaractus mesopotamicus and pharmacological effect of the
enzymatic activity of phospholipase A2 and cyclooxygenase in acute
infammation. To this end, we used indomethacin, meloxicam and
dexamethasone, applied intraparenteral 30 minutes before stimulation harmful.
Changes in vascular permeability were evaluated in 30, 90, 120, 180 and 240
minutes post-stimulation, we observed that the maximum plasma exudation
occurs with 180 MPE and pretreatment with indomethacin or meloxicam at this
time significantly inhibited the increase vascular permeability and
dexamethasone had a lock early and effective than other NSAIDs inhibited at
120 and 180MPE. The cellular inflammatory exudate was assessed with six, 24
and 48 hours after stimulation, verifying that the bacteria caused a progressive
increase in accumulation of cells, peaking at 24 HPE, higher than the other
groups analyzed, and this time all tested drugs were effective in significantly
reducing the buildup. The differential count of cells present in the exudate
showed a predominance of lymphocytes and thrombocytes, and granulocyte
macrophage followed with a later accumulation of the latter. Pretreatment with
indomethacin and dexamethasone caused a blockage in the migration of all
cells evaluated. The results showed that among the different doses of each
drug tested was not observed any significant difference. Analysis of those
exposed, suggest that eicosanoids, with in mammals, participate actively in the
vascular phenomena and has important role in chemotaxis of leukocytes in

acute inflammatory process induced by A. hydrophila in pacu.

Keywords: Chemical mediators, Evans Blue, inflammation, teleost,

vascularchanges



1. Introducao

A inflamagéo é a reagdo do organismo contra agressdes causadas por agentes
bioldgicos, fisicos e quimicos. Uma das suas principais caracteristicas € o acumulo de
leucécitos no local da injuria e sua mobilizacdo em tempo habil e adequado, da
microcirculagdo ao foco inflamado.

A fase aguda é caracterizada por vasodilatacdo arteriolar, capilar e venular;
aumento de permeabilidade vascular acompanhada de formacéo de edema; aumento
da viscosidade sanguinea e quimiotaxia, marginacdo leucocitaria, diapedese,
quimiotaxia e fagocitose por células competentes.

A inflamagdo € estereotipada e complexa, havendo varios mecanismos
propostos para explicar seus eventos, que envolvem agentes de regulacao local, como
os mediadores quimicos autacdides e moduladores diversos de acgdo autécrina,
paracrina e endécrina, além de substancias liberadas por nervos sensitivos. Esses
mecanismos de controle fazem com que a inflamacao seja ajustada a intensidade e
persisténcia do estimulo lesivo que a desencadeou. Além da acgao local de mediadores
farmacoldgicos, a inflamacdo aguda sofre influéncias de moduladores que exercem
efeitos estimulatérios ou supressivos, adaptando sua amplitude a intensidade e
persisténcia do estimulo injuriante. A insulina atua como horménio pro-inflamatério, o
qual é antagonizado fisiologicamente pelos glicocorticdides enddégenos que exercem

efeito anti-inflamatorio.

Portanto, a inflamacao é um fenémeno multimediado e seus sinais e sintomas
representam a manifestacdo dos efeitos farmacoldgicos de substancias endogenas.
Tais efeitos podem ser bloqueados com drogas que ajam seletivamente para inibir
essas agoes, permitindo indiretamente a identificacao da (substancia(s) responsavel (is)

por ele(s).

Dentre os diversos protocolos experimentais empregados para elucidacao da
fisiopatologia da inflamacdo, incluem-se os bloqueios com glicocorticoides ou anti-

inflamatorios nao esteroidais.
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Os glicocorticéides agem por meio de um mecanismo dependente da ocupacao
de receptores e da sintese de lipocortina que inibindo a atividade da fosfolipase A2,
bloqueia a sintese de eicosandides e do fator ativador de plaquetas (FAP), derivados do
acido araquidénico. Além disso, os glicocorticdides podem bloquear a liberagdo de
citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral e a interleucina 1 por
macréfagos.

Outro grupo de farmacos é o dos anti-inflamatérios nao esteréidais, que embora
possuam diferentes estruturas quimicas, agem fundamentalmente pela inibicdo da
enzima ciclooxigenase (COX) de metabolizagcéo do acido araquidénico. O meloxican, do
grupo dos oxicans, age seletivamente sobre a COX-2, inibindo-a. A indometacina, do
grupo quimico indol, € cerca de 60 vezes mais seletiva para COX-1, é a droga de
escolha para inibir estados dolorosos, enquanto outras AINES séo ineficazes.

A bexiga natatéria auxilia na flutuabilidade do peixe e transmissdo de sons, e,
sendo um érgao tubular, irrigado e oco, é adequada como modelo experimental para
estudos de inflamacéao, pois permite a facil inducao do processo e coleta de exsudato
para avaliacdo, tanto qualitativa como quantitativa. Além disso, a bexiga natatéria néo
contém células inflamatérias residentes, sendo necessaria a sua estimulacédo para que
se acumulem, ao contrario da cavidade celomatica. Nesse caso, bactérias inativadas ou
nao, ou substancias quimicas ou corpos estranho antigenicamente inertes podem ser
usadas como estimulos inflamatérios.

Em funcado da sua posicao filogenética, a utilizagdo de peixes, como modelo
experimental, traz contribuicdes relevantes para a area da patologia comparada. Além
disso, o conhecimento dos mecanismos basicos da inflamacdo pode auxiliar na
compreensado de varios fendbmenos mérbidos de peixes. Assim, o presente trabalho
procurou elucidar a participacao dos eicosanoides no processo inflamatério agudo de

pacus.



2. Objetivos

1. Avaliar previamente doses crescentes dos anti-inflamatérios esteroidais
dexametasona e nao esteroidais indometacina e meloxicam sobre as alteracdes da
permeabilidade vascular e componente celulare inflamatério;

2. Avaliar a acgao farmacoldgica de eicosanoides sobre o aumento de
permeabilidade vascular na inflamagao induzida pela Aeromonas hydrophila inativada,
na bexiga natatéria de pacus;

3. Avaliar a acao farmacologica de eicosanoides sobre o acumulo de células na
inflamacdo aguda da bexiga natatéria do pacu pela inoculagcdo de A. hydrophila
inativada.

3. Revisao da Literatura
3.1 Inflamacao

3.1.1 Consideracoes Gerais

A descoberta do significado biolégico da fagocitose por Elie Metchnikoff (1845-
1916) esta intimamente ligada a histéria da nogdo de self, o individuo dotado de
unidade e identidade biolégica. Em 1921, ele observou, em estrela-do-mar, o acumulo
de macréfagos e a fagocitose como processos ativos em resposta a estimulo. Assim,
demonstrou o significado biolégico da migracdo e acumulo de células na cavidade
celomatica no foco inflamatério, assim como a fagocitose (METCHNIKOFF 1893,
TAUBER E CHERNYAK, 1991; TAUBER 1994). A partir de suas observagdes, criou-se
o conceito de fagocitose (do gr. phagein, comer), como se entende atualmente.

A teoria da fagocitose elaborada por Metchnikoff, em 1883, trouxe o conceito de
que a fagocitose seria principal elemento da inflamagdo para eliminagcdo do agente
agressor. Este fenbmeno seria, entdo, uma reacdo do organismo contra os agentes
nocivos, observado tanto em vertebrados como em invertebrados.

Entretanto, este conceito entrou em choque com a teoria humoral, prevalente na

época, na qual os fatores séricos eram considerados 0s mais importantes no processo
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de neutralizacdo dos agentes infecciosos. Paul Erlich considerou que, na natureza
quimica e nos mecanismos de producado de anticorpos, ndo haveria inflamacédo sem a
participacdo dos vasos sanguineos. No entanto, em 1903, quando houve a descoberta
das opsoninas, por Wright, concluiu-se que tanto os fatores humorais como os celulares
sao importantes e complementares no mecanismo de defesa organica.

Por desempenhar papel relevante na sobrevivéncia dos individuos frente a
agressao, a inflamagao pode ser observada em todos os seres vivos, desde os mais
primitivos, tornando-se, no entanto, mais complexa a medida que se evolui na escala
filogenética. Entretanto, a agéo isolada do fenémeno inflamatdrio ndo se revela eficiente
durante a agressao especifica. Neste caso, a acdo da resposta imune especifica reforca
e amplia ao maximo a sua eficacia (PERSON, 1992).

Em peixes, o primeiro fendmeno inflamatério descrito foi a fagocitose de
eritrocitos de cobaia e de Bacillus anthracis por mononucleares (METCHNIKOFF, 1893;
1905). Posteriormente, varios autores tentaram caracterizar as células presentes na
inflamacao, induzida por varios tipos de flogbgenos, em diversas espécies de peixes e
tempos de observagédo, mostrando-se, também, que, durante o processo inflamatério, o
agente fagocitico é diversificado, podendo apresentar variagdes morfoldgicas,
ontogenéticas e em sua cinética (WEINREB, 1958; JANSSON WAALER, 1967;
GRIFFIN, 1953; FINN, 1970; BOZZO et al. 2007). A cinética do processo inflamatorio
também é bastante variavel entre os diferentes modelos animais estudados, assim
como num mesmo animal sob diferentes estimulos (SILVA et al., 2007).

A inflamacao ou processo inflamatério (do grego phlogosis, calor, e do latim
flamma, fogo), reveste-se de grande importancia médica por ser o substrato morfo-
fisiologico de mais de 70% das enfermidades que ocorrem no homem e nos animais.
Nos papiros egipcios, 2.000 a.C., ja ha referéncia sobre a inflamagéo, quando se faziam
relatos a formacdo de pus. Cornelius Celsus, no inicio da era Cristd, enunciou 0s
quatros sinais cardinais: rubor, tumor, calor e dolor (dor) e, posteriormente, Rodolf
Virchow acrescentou a estes um quinto, o functio laesa, (RYAN e MAJNO, 1977;
TAUBER e CHERNYAK 1991), que indica perda de funcao da area afetada pela injuria,
adicionado no final do século XIX.
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Sendo assim, a inflamacao € definida como uma reacdo as agressdes por
agentes bioldgicos, fisicos e quimicos (KUMAR et al., 2004). Uma das suas principais
caracteristicas € a mobilizacdo adequada e em tempo habil,de leucécitos da
microcirculagéo para o foco inflamado onde se acumulam (GARCIA LEME, 1989).

A inflamacéao divide-se em aguda e crbnica. A inflamagcao aguda tem duracao
relativamente curta, perdurando por minutos, horas, por um ou dois dias, e se
caracteriza por vasodilatacao arteriolar, capilar e venular; aumento de permeabilidade
vasculare instituicdo de edema; aumento da viscosidade sangiliinea e marginacao
leucocitaria, diapedese, quimiotaxia, acumulo de leucécitos no foco lesado e fagocitose
por células competentes (GARCIA LEME, 1989; KUMAR, 2004; MORAES e MORAES,
2009). Este quadro pode sofrer pequenas variagcbes em funcdo do tipo de tecido
afetado, do agente causal, da intensidade da agressao e do nivel de especificidade da
resposta (GARCIA LEME, 1989). Independente da natureza do estimulo que a tenha
iniciado, a inflamacao aguda é estereotipada, isto é, obedece a um padrao semelhante
de desenvolvimento e tem como finalidade diluir, destruir ou circunscrever e isolar o
agente lesivo (GARCIA LEME, 1989).

Reacdo semelhante, mas menos complexa, ocorre em peixes teledsteos,
havendo, também, o acumulo de células no foco lesado e fagocitose por células
competentes. Outros mecanismos de defesa envolvem a producdo de peptideos para
controle microbiano, atividade de lisozima, sistema complemento e outras proteinas
sanguineas (COLONNA et al., 2006). Diversos estudos constataram estes fenébmenos
com aplicacdo de diferentes estimulos flogbgenos na bexiga natatéria de Piaractus
mesopotamicus, avaliando-se o acumulo de leucdcitos e trombocitos no local do
inflamado (BOZZO et al., 2007; BOZZO et al., 2008; CASTRO et al., 2008) ou pela
inoculacdo de carragenina na bexiga natatéria de tilapias, Oreochromis niloticus e P.
mesopotamicus, induzindo-se a reacao inflamatoéria, caracterizada por congestao
vascular, acumulo de células mononucleares semelhantes aos trombdcitos, raros
granulécitos e edema (MATUSHIMA e MARIANO, 1996; MARTINS et al.,, 2000,
MARTINS et al., 2006; 2008).

KATZENBACK e BELOSEVIC (2009) mostraram que em teledsteo, assim como

em mamiferos, ocorre degranulacdo de neutréfilos sobre diferentes estimulos, como
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Aeromonas salmonicida em “goldfish” (Carassius auratus). MACARTHUR et al., 1984,
demonstraram que a injecao de diferentes estimulos na cavidade celomatica provoca
acumulo de fluido com presenca de neutréfilos e macréfagos.

Em solha (Pleuronectes platessa), a inoculacdo de lipopolissacarideo B de
Escherichia coli na cavidade peritoneal induziu o acumulo de leucécitos totais e de
fluido rico em neutréfilos e de macréfagos (MACARTHUR et al.,, 1984). Em outros
estudos, como os de SUZUKI e HIBIYA (1988) a inoculacao de goma arabica na érbita
de carpas, Cyprinos carpio, provocou rapida infiltracdo de neutréfilos no sitio lesado,
neutrofilia no sangue circulante e diminuicdo do numero de neutréfilos no tecido linféide
renal, com mondécitos, baséfilos e linfécitos migrando para o foco lesado, porém em

menor quantidade.

A inflamacéao crénica tem maior duracéo (dias, meses ou anos) e caracteriza se
pelo predominio de células mononucleares e proliferacao de tecido conjuntivo e vasos
(KUMAR et al., 2004). Outra caracteristica € a formacao de granulomas, que pode ser
composto de varias células, como macréfagos, células epiteliodies, macrofagos
policariontes, linfocitos, fibroblastos e granulécitos (GAUTHIER, 2004). Os granulomas
classificam-se em: "granulomas por corpo estranho" e "granulomas imunes ou
eptitelidides" (TIZARD et al., 2002).

As células envolvidas na resposta inflamatéria crdnica e, consequentemente, na
formacdo dos granulomas de teledsteos possuem morfologia semelhante as células
epitelicides de mamiferos, envolvendo alta atividade metabdlica, fagossomos,
interdigitacoes entre células adjacentes e formagédo de granulomas epitelidides (NOGA
et al., 1989). Em diferentes espécies de peixes, foi evidenciado o encapsulamento de
diferentes tipos de parasitos, como 0s monogenéticos, digenéticos, cestoides,
nematoides, acantocéfalos e crustaceos (BUCHMANN et al, 2001; ALVAREZ, RAMIRO
PELLITERO et al, 2004; DYKOVA e FERGUSON, 2006; LOM, 2007; RAMIRO
PELLITERO-ALVAREZ, 2008).

Outros estudos, como os de MACARTHUR et al. 1984; NAKAYASU et al., 2005,
demonstraram o acumulo de macréfagos com formacao de células gigantes em P.

mesopotamicu ao serem submetidos a implante de laminulas de vidro no tecido
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subcutdneo e a suplementacdo com vitamina C (PETRIC et al., 2003a) e vitamina E
(BELO et al., 2005) favoreceram a evolucao dessa resposta em pacus. Em tilapias, do
Nilo, suplementadas com acidos graxos essenciais 6mega 3, SAKABE (2007), os

resultados foram semelhantes .

3.1.2 Mediadores da Inflamacao

A caracteristica estereotipada da inflamacao levou a idéia de que fosse uma
reacdo autorregulada e varios mecanismos foram propostos para explicar os
fendbmenos inflamatérios. Estes envolvem agentes de regulagdo local, como os
mediadores quimicos autacdides e moduladores diversos de ac¢do autdcrina, paracrina
e enddcrina, além de substancias liberadas por nervos sensitivos. Esses mecanismos e
as condi¢des do organismo como um todo e a desnutricido (PECOITS-FILHO et al.,
2002), disfun¢des hormonais (MARTINS, 2000), leucopenia (GARCIA LEME et al.,
1976), estresse (MARTINS et al., 2000; BELO et al., 2005) determinam a resposta
inflamatoria, fazendo com que o processo seja ajustado a intensidade e persisténcia
do estimulo lesivo que a desencadeou (GARCIA LEME, 1989).

A primeira evidéncia da acao dos mediadores quimicos foi descrita por Lewis, em
1927, em sua classica demonstracdo da resposta triplice da pele humana. Verificou
que, ao aplicar diferentes estimulos via intradérmica na pele humana, ocorria eritema
primario no ponto de aplicacdo por agcao vasodilatadora na microcirculagdo local,
eritema secundario, a distancia, gracas aos reflexos axénicos vasodilatadores e
formacdo de edema por aumento da permeabilidade vascular. Gracas a essa série de
efeitos, suspeitou-se que as alteragdes vasculares eram produzidas pela liberacéao
local de substancias quimicas, ficando, posteriormente, demonstrada a agdo da
histamina e de outros mediadores (GARCIA LEME, 1989; KUMAR et al., 2004).

Para que uma substancia seja considerada como mediador quimico da
inflamacao, deve preencher cinco requisitos basicos : a) reproduzir, total ou
parcialmente, uma reagao inflamatéria quando inoculada no organismo; b) ser isolada e
identificada nos fluidos inflamatérios; c) estar presente no organismo, ser sintetizada ou

ativada em quantidades adequadas, quando for necessario; d) com o desfalque de
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suas reservas ou precursores, deve causar a inibigdo do processo e €) com o uso de
antagonistas especificos ou bloqueadores de sua sintese deve reduzir a resposta
inflamatéria. Um Unico mediador pode contribuir para diferentes fenébmenos, assim
como um unico fendmeno pode ser induzido por diferentes mediadores (GARCIA
LEME, 1989)

A histamina e a serotonina sdo aminas vasoativas que induzem vasodilatagédo e
aumentam a permeabilidade vascular, sendo esta ultima restrita as vénulas (MAJNO et
al., 1961; KUMAR et al., 2004). A atividade relativa desses dois mediadores € espécie-
dependente (KUMAR et al., 2004).

O sistema de cininas é constituido por peptideos liberados de cininogénios
plasmaticos por acado de proteases (RAMALHO, 2000), do qual resulta um peptideo
ativo, a bradicinina, potente vasodilatador que provoca rapido aumento de
permeabilidade em pequenos vasos sangiineos, edema e dor. A bradicinina nao possui
atividade quimiotaxica e sua acao é de curta duracao, pois é rapidamente inativada pela
cininase. O sistema das cininas esta inter-relacionado de maneira complexa com o
sistema de coagulacao, fibrindlise e do complemento que produz vérias fracdes
biologicamente ativas. Entre elas, destacam-se: Csa e Csa, como anafilatoxinas, que
provocam aumento de permeabilidade vascular; Csa, uma potente quimiotaxina para
leucocitos e Csb, opsonina importante no fendbmeno de fagocitose; Csps7, COM agao
quimiotaxica; Csp.9, 0 componente litico final (MOLLNES et al., 2002).

Citocinas sdo compostos semelhantes a horménios que tém efeitos em suas
células de origem, em células do microambiente e em células a distancia. Ou seja,
possuem efeitos autdcrino, paracrino e endécrino (RAMALHO, 2000).

Os efeitos biolégicos de muitas citocinas podem se sobrepor, contrapor ou serem
sinérgicos (BEDNAR et al.,, 2000). Além disso, a sua producdo e liberacdo séao
influenciadas por mecanismos de retroalimentagdo positivo ou negativo da propria
citocina produzida ou por outras (FLEMING, 2007). Os fatores mais importantes para o
efeito das citocinas sdo a extensao e tempo de liberacao, sua vida média e distribuicao
pelo organismo, além da presencga de inibidores naturais (RAMALHO, 2000). Também
devem ser considerados o estado nutricional, a idade e o equilibrio dos sistemas imune
e enddcrino (INACIO, 2005).
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O acido araquidénico (AA) contém 20 carbonos, sendo o principal precursor de
eicosandides, componente basico de todas as células, estando presente nos
fosfolipideos de membrana celular (VANES et al., 1971). Embora néo esteja livremente
disponivel, sdo liberados das reservas de fosfolipidios de membrana através da
atividade de varias enzimas fosfolipase (predominantemente PLA2), através da acao de
estimulos quimicos ou mecanicos, que promovem sua liberacdo e consequente
metabolizacdo, dando origem as substancias biologicamente ativas, denominadas,
genericamente, eicosanoides, como as prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGls),
tromboxanas (TXs) e leucotrienos (LTs) (VANES et al., 1971; KOROLKOVAS, 2001).
Uma vez no citosol, o AA pode ser metabolizado por trés principais vias para formar as
prostaglandinas (PGs); tromboxanos (coletivamente denominados prostandides), pela
acao de duas formas da ciclooxigenase (COX). Os LTs e lipoxinas (LXs) sdo gerados
pelas lipoxigenases (LOX) (SAMUELSSON et al., 1987; SERHAN et al., 1984), e acidos
epoxieicosatrienoico (Eets) por enzimas do sistema citocromo P450 hepatico
(CAPDEVILA et al., 1990).

As prostaglandinas 1, e E, possuem efeito vasodilatador prolongado e
potencializam o aumento de permeabilidade vascular, induzido pela histamina e
bradicinina (BRUNE e HINZ, 2004). A PGE; potencia a dor induzida pela bradicinina
(HILARIO, 2006); o leucotrieno B4 é um dos potentes agentes quimiotaxicos (SILVEIRA
e YOSHIDA, 2004) e juntamente com as PGE; e PGly, potencializam o aumento da
permeabilidade vascular, induzida pela bradicinina (LITALIEN e JACQZ-AIGRAIN,
2001). A tromboxana A, (TXA2), cuja principal fonte sdo as plaquetas, provoca a
agregacao destas células e possui acao vasoconstritora, enquanto a PGl,, produzidas
pelas células endoteliais, tem efeito inibitério sobre a agregacéo plaquetaria e provoca
vasodilatacdo (KUMAR et al., 2004).

A formacao de prostandides biologicamente ativos da PGH2 ocorre pela acéo de
um conjunto de enzimas sintetases, que sdo expressas em tecidos e células de tipo
especifico. Nestas enzimas, incluem-se a prostaglandina D sintetases (PGDS)
(SHIMIZU et al. 1982), prostaglandina E sintetase (PGE) (TANAKA et al.,, 1987), a
prostaglandina (PGFS) (HAYASHI et al., 1989), a prostaglandina sintase | (SIGP)
(DEWITT e SMITH, 1983), e tromboxano A sintase (TXAS) (ULLRICH e HAURAND,
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1983), que formam a PGE2, PGF2a, PGI2 (prostaciclina) e TXA2, respectivamente (Fig.
1). O diferencial de expressdo dessas enzimas nas células é a determinacéo do perfil
da producdo do prostandide. Por exemplo, mastdcitos predominantemente produzem
PGD2, enquanto o macrofago, o PGE2 eo TXA2. Além disso, podem ocorrer
alteracdes no perfil de sintese dos prostanoides, apds a ativacado da célula, pois o
macréfago, em repouso, produz mais TXA2 do que PGE2, porém, apds a ativacao da
célula, essa passa a produzir mais PGE2 (BEZUGLA et al., 2006).
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Fig. 1. Metabolismo do 4cido araquidénico (Stables e Gilroy, 2011)

Ha evidéncias de que as duas isoformas da COX podem, preferencialmente,
contribuir para a sintese de prostandides distintos. Por exemplo, estudos de
macroéfagos do peritbnio de ratos, que expressam todas as sintases terminal, sugerem
que a COX-1 produz equilibrio na producao de prostandéides (ou seja, PGE2, PGD2,
PGI2 e TXA2) preferencialmente, e a COX-2 gera, predominantemente, PGE2 (BROCK
et al.,, 1999). Dentre outras hipoteses, ha estudos que sugerem a interferéncia do
ambiente celular nessas reacdes (JAKOBSSON et al., 1999).

Além da acao local dos mediadores, o processo inflamatoério sofre influéncias de
moduladores que exercem efeitos estimulatérios ou supressivos sobre o fenémeno,
adaptando-se sua amplitude a intensidade e a persisténcia do estimulo injuriante
(GARCIA LEME, 1989). Desta forma, por exemplo, a insulina atua como um horménio
pré-inflamatério, o qual é antagonizado fisiologicamente pelos glicocorticides
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enddgenos que exercem efeito anti-inflamatério (MORAES e GARCIA LEME, 1982;
MORAES et al.,, 1987). Portanto, a inflamagdo é um fenémeno multimediado e
complexo. Seus sinais e sintomas podem ser interpretados como a manifestagdo dos
efeitos farmacoldgicos de substancias endégenas (MORAES e GARCIA LEME, 1982).

Em resumo ao acima exposto, é fundamental a participacdo dos eicosanoides e
de outros mediadores na resposta inflamatéria e imune em todas as espécies,
indiferente da posigéao filogenética. Decorrentes disso, diversos estudos tém mostrado a
participacao destes na reposta inflamatéria e imune de muitas espécies.

ZHAO et al. (2009) demonstraram a participagdo dos eicosanoides no processo
de modulagdo da reposta inflamatéria de mosca varejeira, Chrysomya megacephala.
Neste estudo, verificou-se que a inibicdo da ciclooxigenase com piroxican diminui a
modulacdo da resposta contra agentes bacterianos, sem haver inibicdo da via
lipoxigenase, ja, a utilizagdo de dexametasona inibiu a cascata do AA, reduzindo a
resposta contra agentes bacterianos.

Em outro estudo sobre a presenca e a participacao de eicosandides na resposta
inflamatéria de estrela-do-mar, Asterias Rubens, feito por POPE et al. (2007)
constataram, através do método de cromatografia gasosa, liquida e radioimunoensaio,
que a presenca de 8-HETE e PGE2 e PGD2, quando desafiada com
lipopolissacarideos de Escherichia coli ou Salmonella abortus nao ocorre a participagao
destes mediadores na resposta contra tais estimulos.

Em peixes, ja foram encontrados diversos mediadores quimicos, no entanto,
devido a diversidade de espécies, nota-se alguma variedade na apresentacao de certos
mediadores. Estudos de PETTIT et al. (1991), com truta arco-iris, demonstraram que
leucocitos do sangue e macréfagos do rim cefalico geram quantidade significativa de
lipoxigenase, bem como 12HET, LTB e PGs. Em “catfish (Pleuronectes platessa), ‘rudd”
(Scardinius erythrophthalmus) e tildpia do Nilo (Oreochoromis niloticus), foram notadas
que macréfagos produzem LTs e nono-HETEs (ROWLEY, 1991). Neutréfilos do sangue
periférico da solha, Pleuronectes platessa, parecem ser atraidos por derivados da
lipoxigenase semelhantes dos que ocorrem em fagocitos mononucleares de outras

espécies (TOCHER e SARGENT, 1987), sugerindo que os mondcitos / macrofagos,
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granulécitos, trombdcitos tém capacidade de geragcdo de eicosandides significativa nos
peixes.

SECOMBES et al. (1994) utilizando inibidor de COX1, em truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss, constataram uma reducao na producdo de PGE, o que confirma
a presenca dos mesmos. MATSUYAMA e IIDA (2001) demonstraram que mastdcitos de
tilapias do Nilo, assim como em mamiferos, causam um aumento da permeabilidade
vascular, sugerindo a hipotese de que estas células liberam mediadores para

desencadear o aumento permeabilidade vascular.

3.2 Inflamacao por Aeromonas hydrophila inativada

As bactérias do género Aeromonas sao agentes infecciosos cosmopolitas,
encontradas em fontes naturais de agua, no solo e em animais de agua doce (DAVIS et
al., 1990). Bactéria Gram negativa, ndo encapsulada, com respiragcdo aerbbia ou
anaerobia facultativa, tem forma de bastonete mével, possui flagelos polares e nao
produz esporos (STOSKOPF, 1993).

A doenca causada pelo complexo Aeromonas se apresenta como septicemia
hemorragica, apresentando lesbes hemorragicas localizadas, particularmente nas
branquias e opérculos, Ulceras, abscessos, exoftalmica, distensdo abdominal, ascite,
anemia e processo congestivo hemorragico no figado e rins (AUSTIN e AUSTIN, 1987;
NOGA, 1995). Por ser Gram negativa, possui lipopolissacarideos na membrana externa
(LPS), o qual é descrito como potente quimiotaxico de neutréfilos (FREUNDENBERG et
al., 1984). Entretanto, em altas doses causam bloqueio da quimiotaxia destas células
(DELAUNAY e PAGES, 1945).

Os peixes sdao menos sensiveis que os mamiferos a injecao de LPS, suportando
doses maiores. Essa resisténcia € atribuida a menor habilidade dos macréfagos em
produzir Interleucina (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e por possuirem
menor quantidade de receptores para o complexo LPS (SWAIN et al., 2008).

Por estas caracteristicas, a A. hydrophila é utilizada em diversos estudos

experimetais de inflamag¢ao aguda. KLONTZ et al. (1966) inocularam A. salmonicida em
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Salmo irideus, as quais desenvolveram furunculose, cujos achados microscépicos
constituiram-se de macroéfago, linfocito, neutréfilos e material necrético.

BOZZO et al. (2007) demonstraram, na aerocistite induzida por diferentes
estimulos, que a A. Hydrophila, inativada pelo calor, desencadeia inflamagdo aguda,
com acumulo de trombdcitos,macrofagos, linfécitos e poucos granulécitos e liquido,
formando o exsudato inflamatério em Piaractus mesopotamicus.

3.3. Alteracoes de permeabilidade vascular: Método do Azul de Evans
(AE)

RAWSON, em 1943; LEVEEN e FISHMAN, em 1947, e FREEDMAN e
JOHNSON, em 1969, estudaram o corante AE. O corante conhecido, também, como T-
1824, é utilizado em estudo experimental de alteragbes vasculares causadas na
inflamacao. Este corante apresenta algumas caracteristicas, como inocuidade (WOODS
et al., 1988, BOLETA-CERANTO, 2005) e alta solubilidade em agua e afinidade pela
albumina, sendo um sal orgéanico, diazo-tetrassddico, com peso molecular de 960,8
(CANOVA et al., 2002).

A inflamacao aguda provoca alteragées no fluxo sanglineo, no calibre dos vasos
e na permeabilidade vascular. O exsudato produzido, quando existe aumento da
permeabilidade vascular, contém elevada concentracdo de proteinas plasmaticas,
principalmente albumina (GUYTON, 1976). Quando injetado por via endovenosa, o AE
forma complexos corante-albumina que extravasa através da barreira endotelial
(STEELE e WILHELM, 1966). Na inflamacao aguda de média intensidade, as células
endoteliais se contraem sob o efeito de mediadores quimicos, permitindo a saida do
complexo AE-albumina para o espaco intersticial. Este complexo pode ser extraido dos
tecidos ou coletados em cavidades, onde houve derrame de exsudato, determinando-se
sua quantidade por espectrofotometria (MORAES e GARCIA LEME, 1982; MORAES et
al., 1987; BACCARO et al., 1990; CANOVA, 2002).

LEVEEN e FISHMAN (1947), em estudo pioneiro das taxas de desaparecimento
do corante na circulacdo em humanos, durante o periodo de 24 horas, verificaram que a

média de saida do corante da circulagao era de 46%. Os autores demonstraram, ainda,
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que a quantidade do corante em que a albumina se ligava variava com o pH, numa
reacao reversivel. Nas condigdes de estudo com pH de 2,5, a quantidade de moléculas
de corante por molécula de albumina era de 70:1. Em outra fase do experimento,
verificaram que uma solucao contendo albumina e corante era na proporgéo de 7:29.
Passando-se por uma resina, que aceita somente ions livres, foram removidos 50% do
corante, concluindo-se que ocorreu dissociacdo do complexa albumina-corante e
transferéncia deste para a resina. Esta seria a explicacao do aparecimento do corante,
sem estar acompanhado da albumina, nos tecidos e secrecdes, além de explicar o
mecanismo de desaparecimento do corante da circulagao.

Em 1970, TAKEUCHI e MOVAT quantificaram o aumento da permeabilidade
capilar em coelhos, ratos e cobaias albinas que receberam AE por via intravenosa.
Induziram-se varias lesdes inflamatérias na pele. Os fragmentos lesados do tecido
foram corados, removidos, cortados e colocados para extracdo da formamida e
posterior avaliagcdo por colorimetria. O trabalho constatou que as lesdes inflamatérias
tém sua permeabilidade vascular aumentada, evidenciada pelo AE (MORAES e
GARCIA LEME, 1982).

MARIANO e MALUCELLI, em 1990, realizaram experimentos em ratos Wistar,
produzindo lesdes com histamina e BCG. Utilizaram plasma néo ativado e inibiram os
fendbmenos com anti-inflamatério ndo esteréide. As alteracbes na permeabilidade
vascular foram mensuradas pelos niveis de AE teciduais, validando o método.

Em estudo da inflamacéao induzida por nitrato de prata em cérnea de coelhos,
utilizou-se o método do AE para determinar o tempo de concentracdo maxima do
corante que era de dez horas, apds a injecdo do corante por via endovenosa. Concluiu-
se que o método de quantificacdo da permeabilidade vascular alterada na cérnea de
coelhos pelo corante era adequado (GEHLEN, 2004).

Em Gallus gallus, HARA e MORAES (1993), utilizaram o corante para avaliar a
cinética das alteragbes vasculares na peritonite induzida pela carragenina e os efeitos
de drogas antiinflamatérias esteroidais e nao esteroidais. Demonstraram que aumento
maximo da permeabilidade ocorreu apds 150 minutos, apds a indugcao da inflamacao,
sugerindo que os eicosandides participam ativamente dos fendémenos vasculares.
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3.4 Anti-inflamatorios

3.4.1 Anti-inflamatérios Esteroidais

Os glicocorticéides sdo horménios esteroidicos sintetizados na zona fasciculada
e reticular do cértex da glandula adrenal a partir colesterol, capturado na circulagao sob
forma de lipoproteinas (BUTTGEREIT, 1999). Os glicocorticoides sintéticos sao
produzidos a partir do acido célico bovino ou de plantas das familias Lalaceae e
Discoriaceae (ACEROLD, 1976).

Sao substancias com agédo anti-inflamatéria mais ampla do que os anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINES) (JERICO e ANDRADE, 2008). Os corticoides tém
a capacidade de inibir a atividade da PLA2, que reduz a liberagdo do AA (GILMAN,
2011). DI ROSE et al. (1985) sugeriram que o mecanismo de acao dos corticosterdides
esta centralizado na formagdo de um complexo receptor-esteroide citoplasmatico e
ligando-se a receptores citosolicos, exercem sua agao no interior do ndcleo e interagem
com o DNA (agdo gendmica), ou com outras proteinas implicadas no processo de
transcricdo (acdo nao genbmica, especifica ou inespecifica), em seguida, ocorre a
liberacdo de um RNA, que induz a sintese de proteinas efetoras no citoplasma (Figura
2).
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Fig. 2. Mecanismo de agao dos glicocorticéides (WRIGHT, 1992).
Esta proteina é a lipocortina, capaz de inibir a sintese de PLA2 e,
consequentemente, dos principais derivados do AA (PGE2 e LTB4), das vasocortinas
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(moduladoras da resposta vascular) e dos peptideos que aumentam os niveis
fisiolégicos de cininase Il (enzima conversora de angiotensina). A associacao dos
efeitos destas proteinas ocorre com o citosol em niveis fisiolégicos e em doses supra-
fisiologicas de corticosterdides sintéticos (DI ROSE et al., 1985).

Outro mecanismo proposto por BUTTGEREIT (1999) envolve a agdao nao
dependente do genoma, isto é, ndo dependente de acao intranuclear. Este mecanismo
foi observado por meio de efeitos "in vitro" na respiracdo, na sintese de proteinas e na
acdo da Na* - K*- ATPase e Ca**- ATPase em timdcitos. Este mecanismo de acéo tem
importancia clinica, pois pode explicar a acéo rapida de alguns glicocorticéides, o que
justifica seu uso em corticoterapia "de pulso”.

Portanto, estas drogas, em ultima analise, inibem a formacéo de PGs, TXs e
LTs e, de maneira indireta, a PLA2 pela liberacdo de uma proteina inibitria, a
lipocortina (WALLNER et al.,1986).

Assim a resposta anti-inflamatéria dos glicocorticéides ocorre por acéo local,
tanto na fase precoce da inflamagéo, inibindo edema, vasodilatagdo, quimiotaxia
leucocitaria e atividade fagocitaria, quanto na fase tardia, impedindo a
neovascularizacao, proliferagcdo de fibroblastos, producdo de colageno e cicatrizacao
(JERICO e ANDRADE, 2008). A supressio dessas respostas ocorre devido ao aumento
da sintese de varias proteinas anti-inflamatérias, entre elas, a lipocortina-1, que tem
efeito inibitério na PLA, inibindo a producdo de mediadores lipidicos, entre eles: LTs,
PGs e fator ativador de plaquetas, todos derivados do AA (VALDOZENDE e BRASIL,
2005).

Dentre os glicocorticéides sintéticos, incluem-se a prednisona, a prednisolona, a
triamcinolona e a dexametasona (DEXA). Segundo DAMIANI (2001), os mais potentes
compostos sdo a betametasona e a DEXA e os menos potentes sdo os compostos
naturais cortisona e hidrocortisona (cortisol).

A DEXA (Figura 3) € de longa acéo prescrita para varias condi¢des patologicas
causadas por alergia ou inflamacao (SARLIS et al., 1999). A droga pode ser injetada
diretamente nas articulagdes para dor, enrijecimento, inflamacdo (JERICO e
ANDRADE, 2008) no controle do edema cerebral e na prevencao dos efeitos colaterais

da radioterapia em pacientes com glioma maligno (WELLER, et al., 1997).
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Fig. 3. Estrutura molecular do glicocorticoide Dexametasona (SARLIS et al., 1999)

Esse glicocorticide é bem absorvido pelo trato-gastrointestinal e, também, a
partir de locais de aplicacdo. Cerca de 90% dos corticosterdides circulantes estdo
ligados as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina e a-globina, com meia vida
plasmatica de quatro horas e meia vida tecidual de aproximadamente dois dias
(YAGIELA e NEIDLE, 2000).

Em estudo para investigar os efeitos do uso crénico dos corticoesterdides na
cicatrizacao de feridas cutaneas, TENIUS et al. (2007) utilizaram a DEXA (0,1mg/kg/dia)
durante 30 dias, fazendo incisdo no dorso dos ratos e estudando a cicatrizagdo no
terceiro, sétimo e no décimo quarto dia. Verificou-se que houve diminuicdo da
resisténcia da cicatriz e baixa densidade do colageno total em todos os tempos
estudados. Conclui-se que a o uso prolongado de DEXA sobre o processo de
cicatrizacao leva a diminuicao da resisténcia da cicatriz, baixa densidade do colageno
total em todos os tempos estudados, e reduz o numero de células inflamatérias nos
tempos iniciais, corroborando com os estudos de SALMELA (1981) ao demonstrar que
os corticosterdides, entre eles a DEXA, diminuiam a sintese do coldgeno por reducao
do DNA e do RNA.

Com o uso dos corticoides, sobre a funcao inflamatéria, em feridas cirargicas de
ratos, houve uma redugao de pelo menos 50% da circulag@o de células inflamatérias no
sitio pés-operatoério no primeiro dia, havendo, também queda da reducao no terceiro e
quinto dias, conforme estudos de NGUYEN e LIM (1998).

Esses efeitos inibitérios dos corticoides também sdo observados em peixes,

onde, MCLEAY (1973) usou o cortisol e DEXA, demonstrando diminuicdo de linfocitos
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no sangue, Verificou-se, na contagem de trombdcitos, uma reducdo nos tratados com
DEXA, mas n&o nos injetados com cortisol.

Em salmao, Oncorhynchus kisutch, ROBERTSON et al. (1963) estudara o efeito
da DEXA foi estudado e constataram a diminuicdo do numero de linfécitos circulantes.
Estes resultados foram, mais tardes, encontrados por MCLEAY, em 1973, que ao
administrar da droga durante sete dias consecutivos, um e 10 mg/kg/dia, constatou
uma diminuigdo no didmetro das células e a redugédo de linfécitos e trombdcitos
circulantes. Trombocitopenia, também, foi relatada em salmonideos, tratados com
dexametasona (WEINREB, 1958; MCLEAY, 1973) ou cortisona (WEINREB,1958).

3.4.2 Anti-inflamatérios nao esteroidais

Os anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) sdao drogas efetivas, podendo ser
prescritas por varios dias (PAPICH, 2003), e em diferentes espécies (BOGAN, 1983;
CLARK, 1999; BOOTHE, 2003), pois, pelo seu amplo mecanismo de agdo sao
utilizados em diversas situagdes, quando se busca controle da dor, febre e do processo
inflamatério. Desta maneira, sdo empregadas no decurso pdés-operatoério das mais
variaveis entidades cirurgicas (FORTES e NIGRO, 2005).

Embora os AINEs, tenham sido variavelmente definidos, o termo é usado para
descrever compostos que nao sao esterdides e que deprimem a inflamagao (BOOTHE,
2003). Geralmente, a classificagao dos AINEs fica restrita aquelas drogas que inibem
uma ou mais etapas do metabolismo do AA, com variagdes na sua capacidade de
influenciar a inflamagéo (BOYNTON et al., 1988).

Sao considerados compostos quimicamente heterogéneos (FERIA, 1998), pois
possuem diferentes estruturas quimicas que agem fundamentalmente pela inibicao da
sintese de PGs, pela inibicao da enzima ciclooxigenase (COX) (CHENG e HARRIS,
2004). Esta enzima foi identificada em diversas células, com excegao dos eritrocitos
(COLLINS e MOORE, 1999). Outras enzimas, como a lipooxigenase (LOX) pode ser,
também, inibida por alguns agentes anti-inflamatdrios, dentre eles, o diclofenaco sodico
e a indometacina (INDO) (BRAINARD et al., 2005).
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Ao ocorrer lesdo na membrana celular, a PLA2, presente na membrana de
leucocitos e plaquetas, é ativada por citocinas proé-inflamatérias, como a interleucina
(IL)-1. Esta leva a degradacao dos fosfolipideos da membrana, resultando na producao
de AA, que, ao ser metabolizado, forma os LTs pela acdo da LOX. As PGs, PGls e os
TXs resultam da acao das isoformas da ciclooxigenase (COX) sobre o mesmo &cido
(HILARIO et al., 2006).

Uma grande contribuicdo a compreensdo do mecanismo de acao dos AINES foi
dada com a identificagdo dos diferentes isoformas da COX, denominadas COX-1 e
COX-2 (MATHEWS, 1996; COTE, 1998; SALIDO et al., 2001; TASAKA, 2002;
OLIVERA, 2004), que contribuiram para o desenvolvimento de drogas seletivas para
bloqueio da sintese de PGs (Figura 4), evitando-se, assim, uma gama de efeitos

colaterais atribuidos aos medicamentos classicos (ABE et al, 2004).
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Fig. 4 — Mecanismo de agao do AINES (RUIZ et al. 2002)

COX-1 e COX-2 sao enzimas que convertem o AA em PGs, PGls e TXs
(FAMAEY, 1997; HLA T, 2002). A COX-1 apresenta 17 aminoacidos na porgao
aminoterminal, enquanto que a COX-2 apresenta 18 aminoacidos na por¢do carboxi-
terminal. Embora sejam semelhantes na sua estrutura protéica, essas enzimas sao
codificadas por genes diferentes. A COX-1 e a COX-2 tém aproximadamente 60% de
homologia genética e seus genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1,
respectivamente (BRUNE et al., 2004).

Em relagdo aos mecanismos de regulacao e padrao de expressao, a COX-1 é
constitutivamente expressa em praticamente todos os tecidos do corpo, tendo papel
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regulador da homeostasia em diferentes 6rgdaos e tecidos, incluindo citoprotegcéao
gastrica, vasodilatacao renal (DUBOIS et al., 1998). Em contrapartida, a isoforma COX-
2 nao € detectavel na maioria dos tecidos em condicdo basal, enquanto a sua
expressao € aumentada em resposta as citocinas, fatores de crescimento, mitégenos e
promotores de tumores (CASTELLS et al., 2006).

Aspirina, INDO e outros AINEs que inibem COX parecem ter atividade quimica
preventiva em animais de laboratério (MOON et al., 1993) e seres humanos
(GIARDIELLO et al., 1993; THUN, 1996). Entretanto, a utilizacdo, em longo prazo,
desses agentes € limitada pela toxicidade gastrica e renal, causadas pela inibicao de
COX-1. Isso motivou o desenvolvimento de farmacos inibidores seletivos para COX-2,
tornando estas drogas menos téxicas (STEELE et al., 2002).

Dentre os AINES, destacam-se a INDO, um &acido organico 1-(p-clorobenzoil)-
5metox-2-metilindol-3-acético (Figura 5) com atividade analgésica e anti-inflamatéria
(GOTH, 1978), do grupo quimico indol, cerca de 60 vezes mais potente para COX-1 do
que para COX-2 (INSEL, 1995).
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Fig. 5 — Estrutura Molecular Indometacina (BARREIRO e FRAGA, 1998).

A inibicdo de COX-1 pela INDO segue o mesmo mecanismo irreversivel da
aspirina, quando o ensaio é feito com a enzima isolada, mas é reversivel, quando o
ensaio é feito com células integras (CHENG e HARRIS, 2004). A INDO é utilizada como
droga padrdao na metodologia experimental de pesquisa de inflamacdo (CHENG e
HARRIS, 2004).

Ela pode alterar a permeabilidade seletiva das células e organelas celulares,
sendo que concentracbes altas podem ter efeito hemolitico, com alta afinidade as
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proteinas plasmaticas (CHAJETAS et al., 1982). Inibidor irreversivel da via da COX
(MCCARTHY, 1978), é amplamente utilizado para avaliar o papel das PGS enddgenas
(DARROW e TOMAR, 1980), uma vez que inibe a biossintese das PGs, que participam
na resposta inflamatéria (THUN, 1996). Figura entre os AINES mais agressivos para o
TGI (INSEL, 1995), causando irritacao gastrica, gastrites e diarréias é potencialmente
ulcerogénica (CORBETT, 1977). Em 1982, CHAJETAS et al., também demonstrou em
ratos o efeito ulcerogénico da indometacina.

THERESA et al. (1995) estudaram o efeito da INDO na geracdo da
atividade quimiotaxica no exsudato induzido por CA em ratos, a atividade foi induzida
na pleura para observar a resposta de neutréfilo, demostrando que a INDO foi capaz
de reduzir o extravasamento plasmatico (EP) e a geracao de atividade quimiotatica.

Como potente anti-inflamatério atua em estados dolorosos em que outros AINES
sao ineficazes (YAGIELA, 2000). Segundo SCHUTZ (1996), em seu estudo sobre a
farmacologia da DEXA, metotrexato, tonoxican e a INDO, assim como na analise dos
mecanismos envolvidos na estimulacédo flogbgena por agentes de pequena, média e
grande intensidade, constatou-se que a INDO e o tonoxican tém maior potencial para a
inibicdo da exsudagédo plasmatica e que a indometacina e a dexametasona tiveram
maior potencial anti-inflamatério. Estudo in vitro, como de ANNE et al. (1994) mostraram
que a INDO inibiu a estimulacao de linfécitos.

HENRIQUES et al. (1987) demonstram que o pré-tratamento com INDO (0,1 e
0,25 mg/Kg) e DEXA (0,05 e 0,2 mg/Kg) reduziam, de forma dose-dependente, ambas
as fases do edema de pata de rato provocada pela CA. BOLETA-CERANTO (2005)
verificou que a administracdo de DEXA (2,3; 4,6 € 6,9 mg/Kg) e MEL (7, 14 e 21 mg/KqQ)
intra-peritoneal foram capazes de reduzir o extravasamento plasmatico induzido pela
CA.

Em 1993, HARA e MORAES avaliaram, em Gallus gallus, os efeitos da
administracdo de DEXA (0,5; 1,0 e 2,0 mg/Kg), piroxicam (20,0; 40,0 e 80,0 mg/Kg) e
INDO (4,0; 8,0 e 16,0 mg/Kq). Verificaram que, nos grupos tratados com DEXA, ocorreu
inibicdo do aumento da permeabilidade vascular e do acumulo de leucécitos no
exsudato inflamatério, durante os testes. Estudo in vitro ANNE et al. (1994) mostraram

que a indometacina inibiu a estimulagao de linfocitos.
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Dentre os AINES inibidores de COX-2, o meloxicam (MEL), derivado do acido
endlico (OGINO et al.,, 1997; THAI et al., 1999), pertence ao grupo dos oxicans
(YAGIELA, 2000), com estrutura quimica é 4- hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-
1,2-benzotiazina-3-carboxamida-1,1-dioxido, (LIONZO, 2006) (Figura 6). Assim, como
outros AINEs encontrados no mercado, este foi desenvolvido com o objetivo de atuar
com grande seletividade sobre a COX-2, inibindo-a, preferencialmente, durante a
sintese de PGS a partir do AA (BUSCH et al., 2002; JOHNSTON, 2005; TURNER et al.,
2006).
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Fig. 6 — Estrutura Molecular do Meloxicam (RAMDEYV, 2004).

E amplamente utilizado como analgésico e anti-inflamatério em casos de dores
agudas e crbénicas em diversas espécies de animais domésticos (TURNER et al., 2006).
Possui alto potencial anti-nocivo, com minimo de efeitos colaterais, tais como aqueles
associados aos inibidores de COX-1, apresentando uma taxa de ligacao as proteinas
plasmaticas superior a 99% (ENGELHARDT et al., 1996).

Em ratos e cobaias, a famacocinética do MEL sugere que as concentracdes
mais elevadas desse anti-inflamatério podem ser encontradas nos rins, figado e
pulmdes e mais baixa no sistema nervoso central (TURCK et al., 1996) Segundo o
mesmo pesquisadores, o MEL €& extensamente metabolizado, formando quatro
metabdlitos farmacologicamente inativos, os quais sdo excretados em porcdes iguais
pela via renal e via fecal, com tempo de meia vida de eliminagéo de aproximadamente
20 horas.

ENGELHARDT et al., 1996 demonstraram o potencial inibitério do MEL
percebido no teste da pelota de algoddo, dose-dependente, sobre a formacgdo de
granuloma de corpo estranho foi equipotente ao piroxican, INDO, diclofenato.



23

GRAHAM et al. (2001) examinaram o efeito do MEL sobre a resposta dos
neurdnios da coluna dorsal na fenda sinaptica in vivo, utilizando-se ratos machos.
Demonstrou que através da inibicao pelo MEL, que a COX-2 pode estar envolvida na
mediacdo e modulagéo da descarga dos neurdnios da coluna dorsal.

Em estudo envolvendo 80 ratos Wistar, com a administragédo de DEXA (2,3; 4,6 e
6,9 mg/kg) e MEL (7, 14 e 21 mg/kg) intra-peritonial reduziu o EP, induzido pela CA,
em ambos o0s grupos aplicados as drogas (BOLETA-CERANTO, 2005). HAKAN, em
2008, investigando o efeito do MEL em um modelo de vasoespasmo da artéria femoral
em ratos, tomando como parametro a espessura da parede da artéria e a area do
limen transversal, e examinando em microscopia de luz e eletrénica (varredura e
transmisséo) constatou que o MEL reduziu a inflamacao sobre o vaso.

ENGELHARDT et al. (1996) estudaram aparecimento de Ulceras gastricas,
efeito adverso e limitante, e constataram que a totalidade utilizada dos ANEIS causou
Ulceras gastricas na forma dose-dependente, no entanto, o MEL teve menor potencial
de causar ulceras do que o piroxican. OGINO et al. (1997) estudaram a atividade anti-
inflamatoéria do MEL na pleurisia induzida por CA em ratos e sua toxicidade na mucosa
gastrica. Os resultados indicaram que o MEL é um potente agente anti-inflamatério com
baixa toxicidade gastrica.

Sobre os efeitos anti-inflamatério do MEL, em 1997, STICHTENOTH et al.,
compararam os efeitos de doses terapéuticas equivalentes de MEL e INDO sobre a
agregacao de plaquetas e formacao de TXs das plaquetas e de PGE2 e concluiram que
a INDO inibiu a agregacao de plaqueta e a formacao de TXs e o MEL nao apresentou
efeito significativo sobre estes parametros, portanto o MEL n&o tem efeito sobre COX1.

Estudos mais recentes demonstraram a eficacia do MEL e do carprofeno,
aplicados por diferentes vias, na uveites experimentais em caes. Concluindo-se que os
exsudados inflamatérios de carater agudo e hemorragia discreta foram vistos na
histopatologia, apds a aplicacdo de ambos os farmacos, mostrando-se que MEL e o
carprofeno foram ineficazes no processo de inibicao e de sintese de PGE2 e no influxo
de proteinas para a camara anterior, por qualquer uma das vias testadas (RIBEIRO,
2007).
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4. Material e Métodos

4.1 Animais e modelos experimentais

Foram utilizados 360 pacus, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), com
peso médio de 200,71+26,73 g e comprimento total médio de 18,27 +1,60 cm., oriundos
da mesma desova. Estes animais foram utilizados em trés modelos experimentais,
conforme exposi¢ao abaixo:

Experimento |: Avaliacdo prévia de doses crescentes dos anti-inflamatoérios
esteroidais e nao esteroidais sobre as alteragbes do aumento da permeabilidade
vascular e componente celular na inflamacéo.

Experimento ll: Avaliagdo da agédo da fosfolipase A2 e da ciclooxigenase no
aumento da permeabilidade vascular da inflamacdo aguda, induzida pela Aeromonas
hydrophila inativada em Piaractus mesopotamicus.

Experimento Ill: Avaliacdo da acado farmacoldgica da fosfolipase A2 e da
ciclooxigenase sobre o componente celular da inflamacdo aguda da bexiga natatéria,
induzida pela A. hydrophila inativada, em pacus, pelas contagens global e diferencial
das células acumuladas no exsudato inflamatorio.

Os experimentos foram realizados entre os meses de novembro (2010) a
fevereiro (2011). Os peixes foram acondicionados em caixas fibra, abastecidas com
agua corrente, proveniente de pogo artesiano, com vazao de um litro por minuto,
contendo aeracao suplementar, com seis animais em cada caixa. Para adaptacao dos
peixes, eles receberam racdo comercial peletizada (28% de proteina bruta e 4000 kcal
de energia bruta kg™).

Durante todo o experimento, os peixes foram alimentados pela manha e tarde,
com racao comercial, correspondendo a 3% da biomassa. As caixas foram sifonadas
semanalmente, e a qualidade da agua determinada nos momentos da alimentacao,
sendo a temperatura e concentragao de oxigénio dissolvido medidos pelo aparelho YSI,
modelo 55, e o potencial hidrogenidnico e a condutividade elétrica pelo aparelho YSI,
modelo 63. A média de concentracao de oxigénio foi 5,08mg/L, temperatura da agua
29,47 °C; potencial hidrogenidnico 7,66 ph e a condutividade elétrica de 117,96 uS/cm.
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Esses resultados revelaram que a agua estava na faixa de conforto para a espécie dos
peixes (BOYD, 1990).

4.2 Obtencao da bactéria

A cepa de Aeromonas hydrophila utilizada neste trabalho foi isolada de peixes
naturalmente infectados, apresentando lesdes compativeis com aeromonose. A
identificacdo foi realizada segundo POPOFF (1984), acrescido de outras provas
recomendadas por BUCHANAN e PALUMBO (1985) e ABEYTA JUNIOR et al. (1986).

Utilizou-se 0 meio de cultura TSB para crescimento da bactéria. Apds o
crescimento, as colbnias caracteristicas foram repicadas em meios de cultura e
submetidas as provas bioquimicas para identificacdo da espécie. Apds a obtencéo de
colénias puras, estas foram semeadas em meio liquido TSB. Apds 24 horas de
incubagao a 30°C, o material foi centrifugado a 3.000 rpm/5 minutos, em centrifuga
clinica, desprezando-se o0 sobrenadante e a massa bacteriana precipitada foi diluida
em solucdo salina (0,65%), esterilizada até a obtencdo da concentracdo 3 x 10°
unidades formadoras de col6nia (UFC) de Aeromonas hydrophila, utilizando-se 3 a 4 na
escala de MacFarland (BOZZO, 2007). A inativacao foi pelo calor (banho-maria a 40° C,
por 30 minutos), com o intuito de preservar o lipopolissacarideo (LPS), responsavel pela
indugédo do processo inflamatério. Uma aliquota foi semeada em meio TSA para
certificacdo da inatividade bacteriana.

4.3 Inducao da Aerocistite por Aeromonas hydrophila inativada

Os peixes dos trés experimentos foram anestesiados com benzocaina a 1g/10L
para a aplicagéo do estimulo lesivo na regido anteromediana, um centimetro a direita do
final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha e seringa de
tuberculina esterilizada para atingir a bexiga natatéria anterior. Os animais foram
novamente agrupados em delineamento, inteiramente casualizado, em dois grupos para
a inducgédo da inflamacéao, onde, um grupo recebeu 0,5 mL de solucédo de cloreto de
sédio esterilizada a 0,65%, grupo controle negativo € 0s outros grupos receberam o
mesmo volume dessa solucdo, contendo 3 x 10° unidades, formadoras de coldnia

(UFC) de Aeromonas hydrophila, inativada pelo calor (banho-maria a 40° C, por 30
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minutos), constituindo os grupos de controle positivo, 0s quais receberam a bactéria e
nao foram tratados com anti-inflamatérios. Apds a indugao do processo inflamatério, os
animais foram novamente banhados em solugdo de cloreto de sodio, como
anteriormente descrito.

4.4 Experimento |: Avaliacao prévia de doses crescentes dos anti-
inflamatodrios esteroidais e nao esteroidais sobre o aumento da permeabilidade
vascular e componente celular da inflamacao.

Para a avaliagdo prévia das doses crescentes dos anti-inflamatérios, foi utilizada
uma dose padrdao obtida de acordo BOLETA-CERANTE et al. (2005). A partir desta,
utilizou-se metade da dose e duas vezes esta, da seguinte maneira: indometacina (5,0;
10,0; 20,0 mg/kg), meloxicam (7,0; 14,0; 28,0 mg/kg) e dexametasona (2,3; 4,6; 9,2
mg/kg). As avaliagdes ocorreram no periodo de maximo aumento de permeabilidade
(180 minutos), sendo determinado em experimento piloto, e 0 acumulo de células totais
no foco inflamado, no periodo de 24 horas, segundo BOZZO et al., 2007.

Para tanto, foram constituidos dois experimentos agrupados aleatoriamente, um
destinado para avaliar o aumento da permeabilidade e outro para o acumulo de células.
Na constituicdo de cada um destes dois experimentos, foram utilizados 10 grupos, uma
caixa por grupo, seis animais por caixa, sendo uma por tratamento, conforme
apresentado na tabela 1.

Tab. 1. — Distribuicao dos peixes nos diferentes tratamentos (minutos de sacrificio pos-estimulo)

Tratamento/Grupos Alteracdo Vascular Migracio Celular

180 min 24horas
T1 - Controle (A. hydrophila) N=6 N=6
T2 - INDO (5,0 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T3 - INDO (10,0 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T4 — INDO (20,0 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T5 - MEL (7,0 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T6 — MEL (14,0 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T7 — MEL (28,0 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T8 — DEXA (2,3 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
T9 — DEXA (4,6 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6

T10 - DEXA (9,2 mg/kg) + A. hydrophila N=6 N=6
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Para a avaliacdo do componente vascular, utilizou-se o tempo estabelecido de
180 minutos. Os animais foram submetidos a eutanasia, onde o procedimento esta
descrito no item 4.5. Para a avaliagdo do acumulo de células, induziu-se a aerocistite,
conforme descrito no item 4.3 e realizaram-se as contagens total e diferencial das
células acumuladas, conforme procedimentos descritos no item 4.5, no tempo de 24

horas ap6s estimulo.

4.5 Experimento Il: Avaliacdo da inibicao da fosfolipase A2 e da
ciclooxigenase sobre o aumento da permeabilidade vascular na aerocistite
induzida pela Aeromonas hydrophila inativada na bexiga natatoria de pacus

Para avaliar as alteracbes de permeabilidade vascular na inflamacdo aguda,
induzida pela A. hydrophila em peixes e o efeito do pré-tratamento com drogas anti-
inflamatdrias, os animais foram agrupados em cinco tratamentos com cinco repeticdes
(N= 150), contendo seis animais em cada caixa de agua, totalizando-se 27 caixas, com
seguinte delineamento abaixo e apresentado na tabela 2:

T1 —injetado 0,5 ml de solucédo de NaCl esterilizada a 0,65% - controle negativo;

T2 — injetado com Aeromonas hydrophila inativada — controle positivo;

T3 — pré-tratado com indometacina (5 mg/kg) e injetado de Aeromonas hydrophila
inativada;

T4 — pré-tratado com meloxicam (2,3 mg/kg)e injetado de Aeromonas hydrophila
inativada e

T5 — pré-tratados com dexametasona (7 mg/kg)) e injetado de Aeromonas hydrophila

inativada.
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Tab. 2 — Distribuicdo dos peixes nos diferentes tratamentos (minutos de sacrificio pds-estimulo)

Grupos Minutos de sacrificio pds-estimulo
(ntimeros de peixes) 30 90 120 180 240 Total
T1 — Controle Negativo N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 30
T2 —Controle Positivo N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 30
T3 - INDO + A. hydrophila N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 30
T4 — MEL + A. hydrophila N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 30
TS — DEXA + A. hydrophila N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 30

Desta forma, os animais dos grupos T3 a T5 foram pré-tratados com anti-
inflamatérios, 30 minutos antes da inoculagdo da A. hydrophila. Estes foram tratados,
por via intramuscular, com indometacina (5 mg/kg); meloxicam (7 mg/kg) e
dexametasona (2,3 mg/kg), respectivamente, conforme resultados previamente
observados no experimento 4.5.

Para avaliacdo das alteracbes de permeabilidade vascular, foi injetada, através
da veia caudal, uma solugédo de azul de Evans (25 mg/kg) a 2,5%, em solugéo salina
0,65%, nos tempos 30, 90, 120, 180 e 240 minutos, apds o estimulo inflamatério em
todos os grupos (Tabela 2). Trinta minutos apds a inje¢do do corante, os animais foram
submetidos a eutanasia por aprofundamento do plano anestésico com benzocaina
(39/10L). A bexiga natatéria foi cuidadosamente lavada com 0,5 ml de solucao gelada
de PBS, contendo EDTA a 0,09%. O mesmo volume injetado foi recolhido com o auxilio
de seringa descartavel uUnica e transferido para tubos cénicos, mantidos no gelo,
centrifugado a 1.000 rpm/10 minutos, em centrifuga clinica. O sobrenadante contendo o
corante foi colhido e levado para leitura em espectrofotdmetro na densidade éptica de
620 nm de comprimento de onda (HARA e MORAES, 1993).
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4.6 Experimento lll: Avaliacao da inibicao acao da fosfolipase A2 e da
ciclooxigenase sobre o componente celular da inflamacao aguda induzida na
bexiga natatoria inoculada com A. hydrophila inativada

Para avaliar o componente celular do exsudato e os efeitos do pré-tratamento
com drogas anti-inflamatérias, os peixes foram agrupados em cinco tratamentos com
cinco repeticao (N= 90), com seis animais em cada caixa de agua, com trés caixas por
grupo (N=6), com um total de 15 caixas, conforme delineamento apresentado na tabela
3:

T1 —injetado 0,5 ml de solugéo de NaCl esterilizada a 0,65% - controle negativo;
T2 —injetado de Aeromonas hydrophila inativada — controle positivo;

T3 — pré-tratado com indometacina e injetado de Aeromonas hydrophila inativada;
T4 — pré-tratado com meloxicam e injetado de Aeromonas hydrophila inativada;

T5 — pré-tratado com dexametasona e injetado de Aeromonas hydrophila inativada;

Tab. 3 — Distribuicdo dos peixes nos diferentes tratamentos (horas de sacrificio pés-estimulo)

Grupos Horas de sacrificio pds-estimulo
(nimeros de peixes) 6 horas 24 horas 48horas Total
T1 — Controle negativo N=6 N=6 N=6 18
T2 — Controle positivo N=6 N=6 N=6 18
T3 — INDO + A. hydrophila N=6 N=6 N=6 18
T4 — MEL + A. hydrophila N=6 N=6 N=6 18
TS — DEXA + A. hydrophila N=6 N=6 N=6 18

Desta forma, os animais dos grupos T3 a T5 foram pré-tratados com anti-
inflamatérios, 30 minutos antes da indugdo do processo inflamatério pela aplicagao A.
hydrophila, estes foram tratados, por via intramuscular, com indometacina (5 mg/kg);
meloxicam (7 mg/kg) e dexametasona (2,3 mg/kg), respectivamente.

Para a avaliagdo do acumulo de células totais, ao término dos tempos pré-
estabelecidos de seis, 24 e 48 horas, apds o estimulo inflamatério, os animais foram

by

submetidos a eutanasia, por aprofundamento do plano anestésico com benzocaina
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(39/10L). A bexiga natatéria foi lavada cuidadosamente com 0,5 ml de solu¢do gelada
de PBS, contendo EDTA a 0,09%. O mesmo volume injetado foi recolhido com o auxilio
de seringa descartavel e transferido para tubos cénicos mantidos no gelo. A solugéo
PBS-EDTA-exsudato foi centrifugada a 1000 rpm, por cinco minutos, em centrifuga
clinica. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento total foi ressuspendido com a
adicao de 100 microlitros de agua destilada e uma aliquota desse volume foi transferida
para camara de Neubauer para contagem das células inflamatérias totais em
microscopia de luz, coradas pelo método TAVARES-DIAS e MORAES (2003).

Para a contagem diferencial de trombdcitos, linfécitos, macréfagos e granulécitos
foi colocada uma gota deste exsudato sobre Iamina histolégica, juntamente com uma
gota de soro de pacu, extraida no dia anterior e mantidos refrigerados. Apos
homogeneizagédo, foi feita a extensdo do exsudato, a ldmina deixada secar em
temperatura ambiente para posterior fixagado em alcool metilico, por um minuto. Depois
de secas, foram coradas pancromicamente com corante May-Grunwald-Giemsa-Wrigth
(TAVARES-DIAS e MORAES, 2003) para posterior contagem em microscopia de luz de

até 100 células dentre os diferentes tipos acumulados no foco inflamatério.

4.7 Solucoes
a) Solucao Salina 0,65%

6,5 gramas de cloreto de sddio (REAGEN®) dissolvidos em 1000 ml de
adgua destilada. Para utilizacdo na diluicdo da A. hydrophila, a solugao foi
previamente esterilizada em autoclave (15 minutos/121 C®). Para a utilizagdo na
lavagem da bexiga natatoria, a solugéo foi preparada pouco antes do inicio das
operacoes.

b) Solucao salina tamponada com EDTA (0,09%)

A solucédo de PBS utilizada foi proveniente de 100 ml retirado da solucao
méae e diluida em 900 ml de &gua destilada esterilizada. Solugdo mae é
constituida de 0,15 M, ph 7,4: 80g de cloreto de sodio (REAGEN®); 2g de cloreto
de potassio (REAGEN®); 11,5g de fosfato de sddio dibasico anidro
(NUCLEAR®) e 2g de fosfato de potassio monobasico (NUCLEAR®), dissolvidos
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em 1000 ml de 4gua destilada esterilizada. Antes do uso era adicionado 0,9g de
E.D.T.A (SYNTH®) em 1000 ml de PBS.
c) Solucao de azul de Evans a 2,5% em solucao salina 0,65%
Foi preparada uma solucdo de azul de Evans a 2,5% (MERCK®), em
solucao salina 0,65%, num volume suficiente para todo o experimento. A solucao

resultante apresentou 25 g/L, e foi conservada em temperatura de 4°C.

d) Drogas Utilizadas
Foram utilizadas: Indometacina (Indocid — Merck Sharp e Dhome);
Dexametasona (Decadron — Merck Sharp e Dhome); Meloxicam (Feldene-
Pfizer); Azul de Evans (Merck).

4.8 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos as analises de variancia e a comparacao de
médias pelo teste de Tukey (P<0,05), e os valores de F indicaram diferencas
significativas (P<0,05 (SNEDECOR e COCHRAN, 1974).

5. Resultados

5.1 Experimento |: Avaliacao prévia de doses crescentes dos anti-
inflamatorios esteroidais e nao esteroidais sobre o aumento da permeabilidade

vascular e componentes celular na inflamacao.

5.1.1. Efeito de drogas anti-inflamatérias sobre o aumento de
permeabilidade vascular

A avaliacao, sobre o efeito do pré-tratamento dos pacus com indometacina (5,0;
10,0; 20,0 mg/kg), meloxicam (7,0; 14,0; 28,0 mg/kg) e dexametasona (2,3; 4,6; 9,2
mg/kg), 30 minutos antes da aplicacdo do estimulo, revelou que as trés drogas, nas
doses utilizadas, foram eficientes para inibir significativamente (P<0,05) o aumento de

permeabilidade vascular avaliado em 180 MPE, comparado com o grupo controle
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positivo (Figura 7). Todavia, os efeitos das diferentes doses das drogas utilizadas nao
apresentaram diferenca significativa (P<0,05), ou seja, as doses crescentes nao
apresentaram relacdo dose-resposta.

E 1.5-

c

=]

o

(7]

n

[

L& ]

=

o
O

€

g =]

[

o

w

C

k]

O

Cp — DEXA — — MEL— — INDO—
23 46 9.2 50 10,0 20,0 7,0 14,0 280
maglkg mg/kg maoikg

Fig.7. Efeito do pré-tratamento com DEXA, MEL e INDO sobre o aumento da permeabilidade vascular,
180 min. apdés o desafio com Aeromonas hydrophila. Os resultados estdo expressos com a média +
desvio-padrao (N=6), * no histograma indica diferenga significativo (p<0,05) do grupo controle positivo
(Cp) em relagéao aos outros grupos, pelo teste Tuckey.

5.1.2 Efeito dos anti-inflamatorios sobre o acumulo de células totais

Sabendo que o acumulo de células totais na aerocistite induzida pela A.
hydrophila atinge valores maximos 24 HPE (Figura 8). Em relagédo as trés drogas anti-
inflamatoérias, todas as drogas foram capazes de inibir significativamente (P<0,05) o
acumulo de células totais no tempo analisado em relagcao ao grupo controle (Tabela 4).
Nesta mesma analise, constatou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa
das diferentes doses das drogas utilizadas.



Tab. 4 - Valores médios' (respectivos desvios padrao) e andlise de varidncia para contagem total de células
presente no exsudato inflamatdrio de pacus desafiados com Aeromonas hydrophila .

Periodo 24 horas pés-desafio

Tratamento
Dose | Dose |l Dose lll
Controle 316 £ 117 Aa 316 + 117 ha 316 = 117 ha
Indometacina 15,4 + 16 Ba 21,25 + 17 Ba 11,2 + 8,6 Ba
Meloxicam 38 + 28 Ba 23 £ 18,1 Ba 34 + 50 Ba
Dexametasona 22 + 31 Ba 31,6 £ 17 Ba 22,2 + 17 Ba

! Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum nio diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
% Letras maitisculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto as letras
minudsculas comparam na linha a evolucdo do processo inflamatério entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 8. Efeito do pré-tratamento com DEXA, MEL e INDO sobre o acumulo de células totais, 24 horas
apos o desafio com Aeromonas hydrophila. Os resultados estdo expressos com a média + desvio padrao

(N=6).

5.2 Experimento Il: Avaliacao da acao farmacologica da fosfolipase A2 e da

ciclooxigenase sobre o aumento da permeabilidade vascular na aerocistite

induzida pela Aeromonas hydrophila inativada na bexiga natatoéria de pacus

Os resultados demonstraram que a aplicacdo de 0,5 ml de solugdo salina

contendo 3 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC) de Aeromonas hydrophila

inativada em pacus, ocorreu 0 maximo da exsudagado plasmatica com 180 MPE

(minutos apo6s estimulo) na comparacao entre as medias do grupo controle positivo, que
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embora apresentassem algumas variagoes, estas nao foram estatisticamente diferentes
(P<0,05), mantendo-se constantes entre 90 a 240 MPE (Tabela 5 e Figura 9).

Diferentemente do observado no grupo controle negativo, ocorreram em duas
fases distintas, a primeira resposta ocorreu imediatamente apds a aplicagéo, atingindo o
maximo com 90 MPE, em seguida, observou-se -se uma diminuicdo da resposta,
sendo estatisticamente inferior com 180 MPE. Apo6s este tempo, a segunda fase da
resposta atingiu o maximo com 240 MPE (Figura 9).

Apesar destas diferencas entres os grupos controles, a diferenca estatistica s6
foi observada entre a evolugao das duas respostas, no tempo de 180 MPE, onde, neste
tempo, a resposta do grupo controle negativo foi inferior (P<0,05).

Sobre a cinética do efeito da administracdo das diferentes drogas anti-
inflamatérias sobre o extravasamento plasmatico, observou-se uma resposta
semelhante ao ocorrido em todos os animais tratados com as trés drogas anti-
inflamatdrias, ou seja, notou-se uma resposta com fases distintas (Tabela 5 e Figura 9).
A primeira resposta comecou logo apés a aplicagdo, com o0 maximo do extravasamento
com 90 MPE em todos os grupos tratados, seguido de regressao, com um novo pico no
extravasamento com 240 MPE, como ocorreu no grupo controle negativo.

Na comparacéo da eficacia das trés drogas testadas, todas foram capazes de
inibir significativamente (P<0,05) o aumento de permeabilidade vascular com 180 MPE
em relacdo ao grupo controle positivo. Entretanto, observando a tabela 5, nota-se,
ainda, que a dexametasona foi mais efetiva na redugéo do extravasamento plasmatico,
sendo mais precoce (P<0,05) do que os grupos tratados com anti-inflamatérios nao
esteroidais e do grupo controle positivo, apresentando uma inibicado com 120 MPE,

mantendo-se estatisticamente até 180 MPE.
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Tab 5 - Valores médios' (respectivos desvios padrdo) da densidade Gptica e analise de varidncia para as alteracdes de permeabilidade vascular
e o efeito das drogas anti-inflamatdria na aerocistite induzida pela A. hydrophila.

Periodo pds-desafio

Tratamento 30 min 90 min 120 min 180 min 240 min
Controle negativo 380 + 127 Ab 546 + 52,9 ha 5125+ 94 hab 325+ 983 Bb 468,2 + 119 Aab
Controle positivo 337,81+ 77 Ab 503 £ 79,7 ha 518,7 + 42 ha 533 + 62,9 ha 518,6 + 61
Indometacina 356,66 + 182 Ab 581 £ 190 ha 493,1 + 147 ha 307 + 67,9 B 509,6 + 198
Meloxicam 386 + 130 Aab 586 + 58,3 ha 484,7 + 110 ha 234+ 70 B 538,7 + 61
Dexametasona 4172 + 112 Aab 517 + 62,2 ha 370 + 178 Bbe 297 + 125 Be 456,2 + 121 Aab

! Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum nio diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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“ Letras maitsculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada perfodo, enquanto as letras
mindsculas comparam na linha a evolugio do processo inflamatdrio entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 9. — Cinética das alteragbes da permeabilidade vascular e o efeito do pré-tratamento com anti-inflamatérios na
aerocistite em pacus. Os resultados estdo expressos com média * desvio padrao.
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5.3 Experimento lll: Avaliacao da inibicao da acao da fosfolipase A2 e da
ciclooxigenase sobre o componente celular da inflamacao aguda induzida na
bexiga natatoria inoculada com A. hydrophila inativada.

5.3.1 Contagem de células totais no exsudato inflamatério na bexiga

natatoria.

O acumulo de células totais na aerocistite induzida pela A. hydrophila atingiu
valores maximos 24 HPE (Figura 10). A contagem de células totais no exsudato
inflamatério de pacus desafiados com A. hydrdfila (controle positivo), revelou aumento
no numero de células em relagdo ao grupo injetado com salina 0,65% (controle
negativo) em todos os tempos estudados, sendo inclusive significativamente maior
(P<0,05), nos tempos de 24 e 48 HPE (Tabela 6).

Todavia, os pré-tratamentos com os anti-inflamatérios nao inibiram o acimulo de
células totais em relacdo ao grupo controle positivo, sendo os valores observados no
grupo tratado com meloxicam estatisticamente maior.

Com a evolucdo da inflamagao, observou-se que com 24 HPE ocorreram
maiores contagens de células no grupo controle positivo em relacdo ao negativo, com
diferenca estatisticamente significativa P<0,05). Os que receberam antiinflamatorios
apresentaram valores estatisticamente menores (P<0,05) que o observado no grupo
controle positivo. Neste tempo, observou-se, ainda, que os grupos tratados com
indometacina e dexametasona nao diferiram estatisticamente (P<0,05) ao grupo

controle negativo (Tabela 6).



Tab 6 - Valores médios' (respectivos desvios padrdo) e andlise de variancia para contagem total de células
presente no exsudato inflamatério de pacus desafiados com Aeromonas hydrophila .

Periodo pés-desafio

Tratamento 6 horas 24 horas 48 horas
Controle negativo 583 + 340 Ca 671 + 327 Ca 770 + 253 Ca
Controle positivo 1087 + 214 BCb 3073 + 1283 Aa 1607 + 663 ABb
Indometacina 1391 £ 412 ABab 1241 + 694 Co 1942 + 199 ha
Meloxicam 1936 + 178 Aa 2012 £ 1200 Ba 1254 + 705 BCb
Dexametasona 1430 + 307 "B2 1481 + 845 B0 1507 + 656 "°°

! Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum nio diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
2 Letras maitisculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto as letras

mindsculas comparam na linha a evolugdo do processo inflamatdrio entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 10 — Efeito do pré-tratamento com DEXA, MEL e INDO sobre a migragéo celular, nos tempos de seis, 24 e 48
horas apds o desafio com Aeromonas hydrophila. Os resultados estédo expressos com a média *+ desvio

padrao (N=6).

Ap6s 48 horas da inducao da inflamacao, observou-se diminuicao significativa

(P<0,05) na contagem celular do exsudato do grupo controle positivo em relacao ao

observado, apo6s 24 HPE,

fato este também acontecido no grupo tratado com

meloxicam, mas ambos diferentes do observado no controle negativo. No caso do

meloxicam, o maior efeito observado foi com 24 HPE, significativamente menor do que

0 grupo controle positivo.
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No grupo tratado com indometacina foram observadas elevadas contagens
celulares 48 HPE. Diferentemente, o tratamento com dexametasona controlou o
acumulo celular durante toda a evolucdo do processo induzido pela bactéria inativada,
nao ocorrendo variagbes significativas (P>0,05) entre os diferentes momentos
avaliados, demonstrando o bloqueio do acumulo de células por este glicocorticéide em
pacus.

5.3.2 Contagem celular diferencial em valores absolutos presente no
exsudato inflamatério da bexiga natatéria

Os valores médios da contagem diferencial absoluta de granulécitos,
trombdcitos, linfocitos e macréfagos no exsudato inflamatério, presentes na bexiga
natatéria de pacus, estdo expressos, respectivamente, nas figuras de 11 a 14,
respectivamente.

A contagem absoluta de granulécitos nos peixes do grupo controle positivo
(Tabela 7 e Figura 11) revelou que o acumulo maximo no exsudato ocorreu 24 HPE,
diferenciando-se (P<0,05) dos valores de contagem encontrados para os animais do
grupo controle negativo.

Tab. 7 - Valores médios' (respectivos desvios padrdo) e andlise de varidncia para contagem de granul6citos
presente no exsudato inflamatério de pacus desafiados com Aeromonas hydrophila .

Periodo pés-desafio

Tratamento

6 horas 24 horas 48 horas
Controle negativo 80 + 39 Ba 121,6 + 58,5 Ca 179 £ 91 Ba
Controle positivo 2236+ 67 NEP 4428 + 280 2 3164 + g3 "B
Indometacina 264,67 + 119 AP 2353 + 201 BOP 4638 + 116 2
Meloxicam 2645+ 95 "2 300 + 174 ABa 4294 + 101 M@
Dexametasona 2315 + 127 ABP 201 + 194 "BaP 416,6 + 242

" Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
2 Letras maitisculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto as letras
minudsculas comparam na linha a evolucdo do processo inflamatério entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 11. — Valores médios expressos com a média + desvio padrao (N=6) da contagem de granulécito absolutos
presentes no exsudato apds o estimulo inflamatério em pacus.

Da analise da tabela 7, verifica-se que todas as drogas utilizadas ndo foram
eficazes no bloqueio do acumulo de granulécitos, uma vez que sé o grupo tratado com
indometacina diferiu (P<0,05) do grupo controle positivo, no tempo de 24 HPE. Nos
tempos de seis e 48 HPE, nao houve diferencga estatistica em relacdo ao grupo controle
positivo € 0os outros grupos tratados com anti-inflamatério, ndo diferiram (P<0,05) em
nenhum tempo estudado.

A contagem diferencial de trombdcitos no exsudato inflamatério revelou aumento
significativo (P<0,05) em pacus, tratados com os anti-inflamatérios, quando comparados
do grupo controle negativo, com seis HPE (Tabela 8 e Figura 12). Sendo na
comparagao do grupo controle positivo, verificou-se que os animais tratados com anti-
inflamatério apresentaram maior contagem no numero total de trombdcito, entretanto,
s6 0s animais submetidos a dexametasona foram estatisticamente maior (P<0,05) com
seis HPE.

Com 24 HPE, houve maximo de acumulo de trombécitos no grupo controle
positivo, sendo estatisticamente superior (P<0,05) que nos outros tempos (Tabela 8).
Nesta fase da inflamacgao, todos os animais pré-tratados com anti-inflamatérios foram
significativamente inferiores ao grupo controle positivo (P>0,05).
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Apés 48 HPE, a comparacao entre as meédias de acumulo de trombdcitos néo
apresentou diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos tratados e os peixes do
grupo controle positivo. Os tratados com indometacina apresentaram aumento do
numero de células, entretanto, ndo diferiram estatisticamente dos valores observados
apés 24 HPE (Tabela 8).

Tab 8 - Valores médios' (respectivos desvios padrdo) e andlise de varidncia para contagem de trombdcitos
presente no exsudato inflamatério de pacus desafiados com Aeromonas hydrophila .

Periodo pés-desafio

Tratamento 6 horas 24 horas 48 horas
Controle negativo 242,67 + 63 O 152 + 70,4 O 136 + 42 02
Controle positivo 337 £ 171 BCb 1019,3 £+ 354 ha 250,6 £ 65 ABb
Indometacina 438,8 + 142 ABa 246 + 38,2 CDb 334,5 + 152 Aab
Meloxicam 472,2 + 47 ABa 566,8 + 287 Ba 160 + 23 ABb
Dexametasona 529,5 £ 180 Aa 428,5 + 210 BCa 165,2 £ 110 ABb

' Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum néo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
% Letras maitisculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto as letras
mindsculas comparam na linha a evolug@o do processo inflamatério entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 12. — Valores médios expressos com a média + desvio-padrao (N=6) da contagem de trombdcitos absolutos
presentes no exsudato apos o estimulo inflamatério em pacus
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A contagem de linf6citos apresentou acumulo maximo com 24 HPE nos animais
do grupo controle positivo, sendo significativamente maiores (P<0,05) que no grupo
injetado com salina e aos demais tratamentos (Tabela 9 e Figura 13).

Na analise dos animais tratados com anti-inflamatérios, nota-se que com seis
HPE, os quais receberam meloxicam foi estatisticamente superior ao controle positivo.
No tempo de 24 HPE, verificou-se que todas as drogas utilizadas inibiram
significativamente o acumulo de linfécitos no foco inflamado em relacdo ao grupo
controle positivo. Com 48 HPE, verificou-se que nenhum grupo tratado com anti-
inflamatdrio apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle positivo.
Em todos os tempos estudados, observou-se -se que a dexametasona, ndo deferiu

estatisticamente do grupo controle negativo (Tabela 9).

Tab 9 - Valores médios' (respectivos desvios padrdo) e andlise de varidncia para contagem de linfocito
presente no exsudato inflamatério de pacus desafiados com Aeromonas hydrophila .

Periodo pés-desafio

Tratamento 6 horas 24 horas 48 horas
Controle negativo 199,6 + 83 Ca 286 + 176 Ca 363 £ 120 Ba
Controle positivo 394 + 81 BCb 1160 + 635 ha 673 + 98 ABb
Indometacina 527 + 194 Ba 608 + 480 Ba 700,8 + 230 ha
Meloxicam 941 + 127 Aa 812,6 + 286 Bab 378,8 + 59 ABb
Dexametasona 4783 + 164 03P 5535 + 420 B0 462,1 + 229 ABP

! Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum néo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
% Letras maitisculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto as letras
mindsculas comparam na linha a evolugéo do processo inflamatdrio entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 13. — valores médios expressos com a média + desvio-padrao (N=6) da contagem de linfécitos absolutos
presentes no exsudato apds o estimulo inflamatério em pacus

Na contagem de absoluta de macréfagos, notou-se que peixes do grupo controle
positivo apresentaram aumento no acumulo destas células 24 HPE, sendo
estatisticamente superior ao grupo controle negativo e aos grupos tratados com
dexametasona e indometacina. Nestes tratamentos, houve aumento significativo no
acumulo destas células com 48 HPE (Tabela 10).

O tratamento dos pacus com meloxicam revelou, contudo, a baixa atividade
deste inibidor de ciclooxigenase sobre a exsudacdo de macrofagos para o foco
inflamatério, pois em todos os periodos observados ocorreu aumento significativo
(P<0,05) na contagem destas células quando comparados aos peixes do grupo controle
negativo. Além disso, ndo houve diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
positivo em todos os tempos estudados (Figura 14). Realmente mostra a baixa

influencia do meloxicam no recrutamento de macréfagos.



Tab 10 - Valores médios' (respectivos desvios padrdo) e andlise de variancia para contagem de macréfago
presente no exsudato inflamatdrio de pacus desafiados com Aeromonas hydrophila .

Periodo pés-desafio

Tratamento 6 horas 24 horas 48 horas
Controle negativo 63,5 + 20 Ba 111,6 + 53,6 Ca 94,67 + 64 Ca
Controle positivo 132 + 35 ABb 449,8 + 306 361,2 £ 118 ABa
Indometacina 160,3 + 47 ABb 169,3 + 98,3 BCb 4423 £ 129 ABa
Meloxicam 2615+ 58 2 354 + 214 "B 2868+ 78 O
Dexametasona 190 + 131 ABb 208,6 + 124 BCb 463,8 + 197 ha

! Médias (n=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum nio diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
2 Letras maitisculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto as letras

mindsculas comparam na linha a evolugdo do processo inflamatdrio entre os diferentes dias experimentais.
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Fig. 14. — Valores médios expressos com a média + desvio padrio (N=6) da contagem de macréfago absolutos
presentes no exsudato apds o estimulo inflamatério em pacus.
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6. Discussao

Os dados do presente trabalho apoiaram as hip6teses formuladas sobre peixes,
assim como em mamiferos e outras espécies, da ocorréncia da participacdo de
eicosandides derivados do 4&cido araquidbnico, que sdo dependentes da acao
farmacologica da fosfolipase A2 e da ciclooxigenase, na inflamacao aguda.

No estudo da alteracdo de permeabilidade vascular, observou-se que, quando o
azul de Evans foi administrado por via intravenosa, o corante difundiu-se de maneira
sistémica, evidenciado pela alteracao da coloragcao dos labios, olhos e outras partes da
superficie do animal, que ficaram azuladas, apds administragcdo do corante, antes do
estimulo inflamatério e do aumento de permeabilidade vascular.

Apés a aplicagao do estimulo lesivo, ocorreu aumento de permeabilidade
vascular, sendo o fluido colhido e avaliado por espectrofotometria, como anteriormente
observado por varios autores em diferentes espécies de animais, como em peixes
(SUZUKI e HIBIYA, 1981b; MATSUYAMA e IIDA, 2001), em ratos (GARCIA LEME,
1973; MORAES e GARCIA LEME, 1982; BOLETA-CERANTO et al., 2005; NAGY et al.,
2006), coelhos (GEHLEN et al., 2005), Gallus Gallus (HARA e MORAES, 1993). Neste
contexto, 0 aumento da permeabilidade vascular ao azul de Evans indica a saida de
proteinas plasmaticas.

Entretanto, neste ensaio, constatou-se uma resposta em fases distintas, uma
observada 90 minutos apdés o estimulo, seguida por um leve decréscimo, porém
atingindo o maximo do extravasamento com 180 MPE. Estes resultados estdo
parcialmente em concordancia aos encontrados por MATSUYAMA e IIDA (2001), em
tilapias do Nilo, na qual, foram observadas fases distintas da exsudacado plasmatica,
com a primeira, imediatamente, apds o estimulo, a segunda resposta, duas horas apos,
atingindo o maximo, ap6s quatro horas. Por outro lado, tais resultados observados em
peixes teledsteos diferem significativamente dos de mamiferos, em que se observa uma
resposta com exsudacao imediata, transitéria e curta (MORAES e GARCIA LEME,
1982).

Da analise do grupo controle positivo, ndo foram observadas fases de resposta
tao distintas quanto ao observado no trabalho de MATSUYAMA e IIDA (2001) e em
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outras espécies, fato que pode ser explicado pelo tipo de estimulo utilizado, uma vez
que em nosso estudo utilizou-se A. hydrophila, que por ser uma bactéria Gran negativa,
possui LPS em sua parede celular (STOSKOPF, 1993), sendo responsavel por
desencadear a liberagdo de varias substancias pré-inflamatorias, causadoras do
choque endotéxico, principalmente pela liberacdo de TNFa e IL-1, que ja foram
descritos em varias espécies de peixes (JORGENSEN et al., 1973). Estas citocinas
estimulam a sintese de PGI2 e outros potentes mediadores vasodilatadores, tanto pelas
células endoteliais, quanto por leucocitos (ADAMS E NASH, 1996; AKIRA et al., 1990).
Tais fatores sugerem a hipdtese de que o estimulo bacteriano tenha induzido uma
resposta mais intensa nos pacus, ndao sendo observados decréscimos significativos
durante o periodo analisado. Desta forma, o observado do processo exsudativo mais
constante e intenso diferencia do tipo de exsudacado observado por MATSUYAMA e
IIDA (2001), que utilizou tilapias do Nilo, submetidas ao inéculo de mastdcitos
macerados.

Tomando como parametro contralateral, no grupo tratado com solugdo salina
0,65%, observou-se semelhancas aos de outras espécies citadas, com resposta em
fases distintas. Nesse caso, é possivel atribuir a primeira fase a lesdo mecanica
causada pela aplicacdo da solucdo na bexiga natatéria e pela acdo de histamina e a
serotonima, pois a resposta foi observada em todos os grupos avaliados, ja que anti-
inflamatérios esteroidais e nao esteroidais ndo interferem na acao desses mediadores.
Assim, a primeira fase da resposta poderia se assemelhar ao observado em mamiferos,
cuja resposta é multimediada e envolve a participacao inicial da histamina e da
serotonina armazenada nos granulos de mastocitos (HAYASHI et al., 1964, NAGY et
al., 2006).

Ainda da analise do grupo controle negativo, o extravasamento das proteinas
plasmaticas pode ser explicado, pois, normalmente, ocorre o extravasamento destas
pelo endotélio integro através de espacos interendoteliais que se abrem pela acao de
mediadores quimico, observados em carpas, Cyprinus carpio, por SUZUKI e HIBIYA,
em 1981.

Neste trabalho, observou-se até 90 MPE, que os grupos tratados com anti-

inflamatérios ndo apresentaram diferenca no carater da resposta em relacédo ao grupo
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controle positivo. Este efeito pode ser atribuido dois fatos: no inicio da reagdo ocorre
vasodilatacao e edema, causados pela acao de mediadores pré-formados e pelo reflexo
axOnico antidrébmico, os quais também induzem a liberagdo e producdo de outros
mediadores (KUMAR et al., 2004) e, também, ao tempo insuficiente para a absorgéo e
distribuicdo das drogas aplicadas.

Com a evolugao da inflamacao, 120 MPE, ocorre ativacdo de macréfagos, célula
dendriticas via receptores “toll like” e outros receptores envolvidos no reconhecimento
de patdégenos e/ou seus produtos, induzindo a producao de citocinas proé-inflamatérias
como TNFa, IL-1, mediadores lipidicos e outros (TAKEUCH et al., 1999). Pela acao
destes, segue a contracdo das células endoteliais, com aumento da permeabilidade
vascular, observado no grupo controle positivo e nos tratados com anti-inflamatérios
nao esteroidais No grupo tratado com DEXA, observou-se diminuigdo significativa em
relacdo aos outros grupos, causada pelo espectro farmacolégico mais amplo de agao
do que o dos AINES (JERICO e ANDRADE, 2008). Os corticoides tém a capacidade de
inibir a atividade da fosfolipase A2, que reduz a liberagdo do acido araquidénico,
levando a redugao do substrato necessério para a geracao de eicosandides pelas vias
da cicloxigenase e lipoxigenase (KUMAR et al., 2004; VALDOZENDE e BRASIL, 2005),
suprimindo com isso a produgdo de PGs, TXAs, LTBs e ainda pelo bloqueio da
liberacao de citocinas pelos macréfagos (DINARELLO, 1984). A ineficacia do bloqueio
das drogas ndo esteroidais neste tempo, ndo pode ser atribuida apenas ao tempo
insuficiente da absorcao, um fato adicional pode ser, que com o bloqueio da
ciclooxigenase, ocorra aumento do substrato de AA disponivel para a acdo da
lipoxigenases, com consequente aumento da liberacdo de seus mediadores, como
LTB4, LTC4, LTD4 e LTE4, causando aumento da permeabilidade vascular, uma vez
que estes mediadores ja foram identificados em diversas espécies de peixes
(YAMAOKA et al., 1989; ANDREW et al., 1995).

A observacao dos animais dos grupos pré- tratados com anti-inflamatérios, 180
MPE, em relagcdo aos animais, nao tratados e inoculados com bactéria, permite dizer
que as prostaglandinas tém participacdo relevante na vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. Esta hipdtese se baseia no fato de que nos animais tratados

houve a reducédo significativa no extravasamento de proteinas plasmaticas, coincidindo
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com o aumento no grupo controle positivo. Em diversas espécies de peixes e em
mamiferos, foram descritas a presenca de eicosandides (ANDREW et al., 1995;
THOMSON et al., 1998; FAST et al., 2005; FUJIMORI et al., 2011). Assim, a inibicdo da
exsudacgao pode ser associada ao bloqueio da via ciclooxigenase do metabolismo do
acido araquidbnico, pelos anti-inflamatérios e a inibicao da cascata do acido
araquidénico, TNFa, IL-1 e de outros mediadores pelo glicocorticdide. Entre as trés
diferentes doses de cada uma das drogas utilizadas, ndo foi observada diferenca
estatistica, reforcando a idéia da participacdo destes mediadores no processo
inflamatorio de peixes como ocorre em mamiferos (KUMAR et al., 2004; VALDOZENDE
e BRASIL, 2005) e demonstrando que dose mais baixa utilizada foi eficaz.

A observacdo de novo aumento, com 180 MPE, pode ser explicada pela
diapedese de neutrdfilos para a bexiga natatoria, como verificado no estudo do acumulo
celular deste trabalho, causa a liberagdo mais tardia de outros fatores como as
citocinas, leucotrienos, prostaglandinas, 6xido nitrico e proteinas plasmaticas gerados
pela seqiiéncia de eventos que ocorrem na local inflamado (MATSUYAMA e IIDA, 2001;
BOZZO et al., 2007) (GARCIA LEME, 1973; POBER E COTRAN, 1990).

A avaliacdo do acumulo de células no foco inflamatério demonstrou que apés a
inoculagdo da A. hydrophila ocorreu inflamacao, corroborando os resultados de BOZZO
et al. (2007), REQUE et al. (2010) e CASTRO (2008) que utilizaram os mesmos
agentes no mesmo modelo e com MATUSHIMA e MARIANO (1996) e MARTINS et al.
(2006, 2008, 2009), usando carragenina. No presente estudo, o estimulo bacteriano
inoculado na bexiga natatéria foi capaz de desenvolver um processo inflamatério mais
intenso em relagdo aos peixes que receberam solugdo salina em todos os tempos
observados.

A interacao entre leucécitos circulantes e as células do endoteliaias vasculares é
fundamental na reposta inflamatoria (KUMAR et al., 2004), e ja foi bem documentada
em mamiferos, sendo descritas diversas moléculas de adesao como selectina, ICAM-1,
VCAM-1, expressas nas superficies das células endoteliais e leucécitos, que
contribuem para a adesédo e a transmigracdo dessas células (CINES et al., 1998,
KUMAR et al., 2004). Em peixes, ndo foram descritas moléculas de adesao em células
do endotelio vascular, entretanto, resultados obtidos por MATSUYAMA e IIDA (2002),
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indicam que, em tildpias do Nilo, as células do endotelio vascular expressam alguma
molécula de adesao para leucocitos, apés a aplicacao de diferentes tipos de estimulos,
porém sem caracteriza-la.

Entéo, parece haver semelhanga na seqiéncia de eventos da reagéo inflamatoria
de mamiferos em relacao a de peixes teleésteos, no que tange as alteracbes da
permeabilidade vascular e acimulo de células. Assim, a resposta inflamatéria de pacus
parece, também, estereotipada como a de mamiferos, caracterizando-se, basicamente,
pela reacdo dos vasos sanglineos, acdo dos mediadores quimicos (TNFa; IL-1; PGs;
PGls e TXs) e acumulo de fluidos e células sangilineas. Fatos evidenciados neste
ensaio pelo aumento da permeabilidade vascular e pelo acumulo de células no
exsudato de animais inoculados com bactéria em relagdo aos animais injetados com
salina. Além disso, tanto o aumento de permeabilidade vascular como o acumulo de
células foi bloqueado pelo uso de drogas anti-inflamatérias.

Assim, o aumento da permeabilidade com 240 MPE e os resultados obtidos por
BOZZO et al., 2007, constataram o0 aumento do numero de células totais na bexiga
natatéria de pacus no mesmo tempo, utilizando o mesmo estimulo Isto ressalta a
hipétese de que as etapas da inflamacdo em teleésteos sdo similares as de mamiferos,
ou seja, aumento da permeabilidade vascular, seguido da migragdo celular. Nao ha
estudos sobre a diapedese em peixes, como ha em mamiferos, entretanto, é evidente
que o acumulo das células no local da injuria ocorre por este mecanismo.

No ensaio do acumulo celular, e mantendo a comparagdo com mamiferos, 0s
resultados, ora encontrados, demonstram que, apés o estimulo inflamatério, ha o
aumento do acumulo celular no local da injuria, atingindo valores maximos 24 HPE,
diminuindo-se, posteriormente, e isto corrobora com os dados de outros autores
(BOZZO et al., 2007; MARTINS et al., 2007; CASTRO et al., 2008). A reducao do
acumulo de células ocorre de maneira diferente entre as drogas utilizadas. A
dexametasona bloqueia o acumulo de células, gracas a um espectro mais amplo de
acao do que os AINES (GILMAN et al., 2010). Sua atividade inibitéria decorre da
inducdo da sintese de lipocortina capaz de inibir a sintese de PLA2 e,
consequentemente, dos principais derivados do AA (DI ROSE et al., 1985). Em peixes,

este mecanismo ainda ndo esta tdo elucidado, mas foi descrita a presenca de
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mediadores derivados do AA, como prostagladinas e leucotrienos (ROWLEY et al.,
1987; PETTITT E ROWLEY, 1991), a presenca ciclooxigenase e sua participacao da
mediacao da sintese das PGs, TXs e PGls (THOMSON et al., 1998, FIJIMORI, 2011) e
genes responsaveis pela expressdo de PGE2 em macréfagos de salmao, Salmo salar,
(FAST et al., 2005). Estas observacbes servem de base para o entendimento do
processo de inibicdo do acumulo de células pelo bloqueio da via do AA, através da acao
da dexametasona, e que os grupos tratados com os AINES a inibicAdo ocorre pelo
bloqueia da ciclooxigenase.

A diferenca entre o potencial de agdo dos anti-inflamatérios é evidenciada com
24 HPE, onde a indometacina apresentou maior potencial anti-edematoso do que o
meloxicam, pois a indometacina ter agdo anti-inflamatéria e anti-edematosa 20 vezes
mais potente que o meloxicam (CHAJETAS et al., 1982).

Ao contrario do observado com 24 HPE, com 48 HPE, nenhum dos grupos
tratados diferiu significativamente do grupo controle positivo, podendo ser decorrente de
dois fatos: neste tempo ocorreu uma diminuigdo significativa (P<0,05) na contagem
celular do exsudato do grupo controle positivo e ao outro fato que sugere a hipétese de
que houve estimulo para o recrutamento celular, porém, os fenbmenos envolvidos na
marginacgéao, diapedese, quimiotaxia que culminam com o acumulo de células no foco
lesado foram bloqueados pela acado destes anti-inflamatérios, ocorrendo a migracao
mais tardiamente, apos os farmacos sofrerem depuragdo, com consequente fim e/ou
diminuicao do bloqueio.

Quanto a constituicdo do componente celular em peixes, ha controvérsia na
literatura (BOZZO et al., 2007) e ha escassez de literatura quanto a estimulacdo pelos
eicosandides dos diferentes tipos de leucocitos na migragao celular.

Os resultados da contagem diferencial mostraram amplo predominio de
trombdcitos e linfécitos, seguidos de granuldcitos e macréfagos, no inicio da inflamagao
dos animais, ndo tratados, e inoculados com bactéria. Estes resultados corroboram
parcialmente com os resultados de BOZZO et al. (2007 e 2008) e CASTRO et al. (2008)
que utilizaram o mesmo estimulo, diferindo dos encontrados por MATUSHIMA e
MARIANO (1996), em tilapia do Nilo e por MARTINS (2000), em pacus, que utilizaram

como estimulo a carragenina na bexiga natatéria, provocando maior acumulo de
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trombécitos (média 65%), seguido de macréfagos (20% média) e pouca quantidade
linfécitos e granuldcitos. Em kinguio, Carassius auratus, estimulados com silica 2% M,
verificou-se maior contagem de linfocitos e macréfagos (JANSSON e WAALER, 1967) e
em tilapia do Nilo, injetadas com parafina liquida na cavidade visceral, constatou-se a
presenca de macrofagos, neutréfilos e eosindfilos no foco inflamatério (SUZUKI, 1986).

Notam-se na literatura certas divergéncias de resultados quanto a constituicao do
componente celular em peixes. BOZZO et al. (2007), atribuiu este fato a diferentes
espécies de peixe estudadas e métodos de inducao, colheita, preservacao, identificacao
e contagem de células presente no exsudato. No entanto, é possivel acrescentar, a esta
controversa, a natureza do estimulo utilizado, principal fator de determinacéo do tipo de
célula que estara presente no foco lesado.

Pela analise da cinética dos leucécitos, apdés 24 HPE, observou-se predominio
de linfécitos e trombdcitos com aumento significativo na contagem de macréfagos e
granuldcitos no foco inflamatério, similares aos obtidos por BOZZO et al. (2007).

Estes resultados nos mostram que em estagios iniciais da maioria dos processos
inflamatorios as células predominantes no foco inflamado séo os trombdcitos e os
linfécitos. Com o passar do tempo surgem macrofagos e granuldcitos. Em mamiferos
atribui-se o retardo do surgimento de mononucleares sua menor velocidade de
migracao e a vida média mais curta de granuldcitos (24 horas) (KUMAR et al., 2004).

Neste ensaio, o pré-tratamento dos pacus com indometacina e dexametasona
com 24 HPE, todas as células observadas apresentavam-se em menor numero
(P<0,05) em relacao aos animais do grupo controle positivo. Nos animais tratados com
meloxicam, o macréfago foi a Unica célula que ndo apresentou diferenca significativa
em relacdo aos animais desafiados com bactéria e ndo tratados. A explicacao proposta
para este efeito pode ser atribuido a farmacocinética e a farmacodinamica dos farmacos
utilizados. Como ja mencionado, em peixes ja foram identificados diversos mediadores
quimicos, com destaque para os estudos de PGs (PETTITT et al., 1991; ROWLEY et
al., 1994; FUJIMORI et al., 2011), PGls (THOMSON, et al., 1998), TXs (THOMSON, et
al.,, 1998) e LTs (ROWLEY et al., 1987; PETTITT e ROWLEY, 1991).

Assim, atribui-se a agao da inibicdo indireta da dexametasona a PLA2 (DI ROSE

et al., 1985) e a inibicdo competitiva reversivel da COX ,juntamente com a inibicdo da
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mobilidade de polimorfonucleares da indometacina (GILMAN et al., 2010), ao efeito
sobre o bloqueio dos leucécitos. Em relagdo a ndo inibicdo do acumulo de macrofagos
em todos os tempos analisados na comparacdo com o grupo controle positivo, justifica-
se porgue o meloxicam possui atividade de inibicdo competitiva reversivel rapida e
seletiva para COX-2 (HAKAN et al., 2008; GILMAN et al., 2010), fazendo com que a
inibicdo seja de um modo mais curto e de menor intensidade, sabendo que as outras
drogas utilizadas possuem acao farmacolégica mais intensa e mais ampla. Resultados
de autores como MCLEAY (1973), ROBERTSON et al. (1963) que estudaram em
peixes o efeito da dexametasona, constatando um linfopenia e uma trombocitopenia em
animais tratados. Estudos de THOMSON et al., em 1998, em peixes demonstraram a
inibicdo da ciclooxigenase pela acdo da indometacina, fortalecendo a idéia da
participacdo dos eicosandides no acumulo de células da inflamacéo.

Os resultados apresentados por este trabalho sugerem a participagdo dos
eicosandides e de outros mediadores que sao bloqueados pelos farmacos utilizados na
reagao inflamatoria, induzida pela Aeromonas hydrophila em pacus.
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7. Conclusoes

Os resultados obtidos deste trabalho permitem concluir que:

e O aumento da permeabilidade vascular, induzida pela A. hydrophila em pacu foi
multifisico e atingiu 0 maximo da exsudacdao com 180 minutos apds o estimulo
inflamatario;

e Os anti-inflamatérios no pré-tratamento dos pacus foram eficazes no bloqueio do
aumento da permeabilidade vascular, 180 minutos po6s-estimulo. Entretanto, os
efeitos das diferentes doses de cada uma das drogas testadas ndo apresentaram
diferenga significativa entre si, ou seja, as doses crescentes ndo apresentaram
relacao dose-dependente;

e O influxo de leucdcitos para a cavidade da bexiga natatoria atingiu valores
maximos com 24 horas apds o estimulo, diminuindo posteriormente. Na
contagem diferencial, linfécitos e trombdcitos predominaram seguidos de
macrofagos e granuldcitos, apresentando, estes ultimos, um acumulo mais
tardio;

e Dos anti-inflamatérios testados, todos inibiram de maneira significativa o0 acimulo
de leucécitos para a cavidade, apés 24 horas de estimulo. Os efeitos das
diferentes doses de cada uma das drogas testadas ndao apresentaram diferenca
significativa entre si. A indometacina e a dexametasona inibiram o acumulo dos

diferentes tipos de células analisadas com 24 horas p6s-estimulo.
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