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CICATRIZACAO EM PACUS (Piaractus mesopotamicus) ALIMENTADOS COM
RACAO SUPLEMENTADA COM CROMO TRIVALENTE E PAREDE CELULAR
DE Saccharomyces cerevisiae

RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a cinética da evolucao do processo cicatricial em
Piaractus mesopotamicus alimentados com ragéo suplementada por cromo trivalente
e/ou parede celular de Saccharomyces cerevisiae, distribuidos ao acaso em quatro
grupos; Tq1= controle sem suplemento; To= com 0,3% de parede celular; Ts= com
0,3% parede celular +18 mg de cromo trivalente/kg de racédo; T4= com 18 mg de
cromo trivalente/kg de racdo. Apds o periodo de alimentagdo de 105 dias, foram
realizadas incisdes na pele para a remocao da epiderme e derme. A avaliagdo do
processo cicatricial foi realizada macroscopicamente e microscopicamente apds um,
trés, sete, 14, 21, 28 e 35 dias de induzir as lesdes. Na avaliagdo macroscopica foi
utilizada a area de retracdo da ferida representativa da média de cada grupo. Para
avaliagdo microscopica foram retirados fragmentos de pele do bordo superior até o
inferior incluindo a musculatura. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, e quando significativos foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. No exame macroscopico e na anadlise histologica, as lesées dos
animais que receberam racdo suplementada por parede celular de S. cerevisiae
ou cromo trivalente os eventos do processo cicatricial foram antecipados em
relacdo ao grupo controle. A area de retragdo das feridas apresentou diferenca
entre os dias de avaliacdo demonstrando um aumento progressivo da velocidade
do processo cicatricial, entretanto sem diferengas entre os grupos. A espessura da
epiderme e derme, o numero de células caliciformes e de neovasos néo diferiram
entre os grupos, contudo demonstraram a evolugdo do processo cicatricial nos

diferentes tempos avaliados.

Palavras chave: Ferida, imunoestimulante, peixe.
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WOUND HEALING IN Piaractus mesopotamicus SUPPLEMENTED WITH
TRIVALENT CHROMIUM AND CELL WALL OF Saccharomyces cerevisiae

Abstract

This study evaluated the kinetics of the evolution of the healing process in P.
mesopotamicus fed with ration supplemented with trivalent chromium and/or cell
wall of S. cerevisiae, distributed at random into four groups; T1 = control without
supplement, T2 = with 0.3% of the cell wall, T3 = with 0.3% cell wall +18 mg of
trivalent chromium/kg diet, T4 = with 18 mg of trivalent chromium/kg diet. After the
feeding period of 105 days, incisions were made in the skin to remove the
epidermis and dermis. The evaluation of the healing process was performed
macroscopically and microscopically after one, three, seven, 14, 21, 28 and 35
days induction of injuries. For macroscopical evaluation was used the rate of
retraction of the wound representative of the average of each group. For
microscopical evaluation pieces of skin were removed from the upper to the lower
including muscle. Data were submitted to analysis of variance and when significant
were compared by Tukey test at 5% probability. On macroscopic examination and
histological analysis, the lesions of animals fed with ration supplemented with cell
wall of S. cerevisiae or trivalent chromium the events of the healing process were
anticipated in the control group. The area of wound retraction was different
between the days of valuation showing a progressive increase of speed the healing
process, however without differences between groups. The thickness of the
epidermis and dermis, the number of goblet cells and neovascularization didn’t
differ between groups, although, demonstrated the evolution of the healing process

in different moments.

Key-words: wound, immune stimulating, fish.
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INTRODUCAO

Na aquicultura intensiva as altas taxas de estocagem associadas a ma
qualidade de agua favorecem o aparecimento de doencas. O grande desafio
decorrente dessa intensificagcdo € manter a saude dos peixes favorecendo o
ganho de peso e a sobrevivéncia.

O manejo zootécnico inadequado e a degradacdo da qualidade da agua
constituem-se em fatores de estresse que favorecem a imunodepressao. Os
organismos estressados tornam-se mais susceptiveis a infeccdes diversas devido
aos altos niveis circulantes de cortisol. O aumento dos niveis plasmaticos de
cortisol ocorre alguns minutos ap6s procedimentos comuns em piscicultura e volta
a condicao basal em trés a seis horas. Quando a situagdo adversa se prolonga
ocorre o0 estresse crénico, em que os teores de cortisol plasmatico permanecem
altos por periodos maiores. Essa situacdo ocorre nas altas densidades de
estocagem com prejuizos para a reproducdo e crescimento, causando
imunossupressao dos peixes. A alta densidade facilita o aparecimento de solu¢des
de continuidade da pele causadas pela disputa de territorio e pelo alimento entre os
animais, abrindo portas de entrada as infec¢des oportunistas por bactérias e fungos.

O organismo atingido por estimulos lesivos diversos responde por meio da
inflamag&o aguda ou cronica, na tentativa de diluir, circunscrever ou eliminar o
agente agressor. Segue-se a fase de demolicdo com a eliminagdo de restos
celulares para que o processo de cura tenha inicio.

Em peixes o processo de cura de feridas cutaneas acontece em duas
etapas: a primeira, inicial e precoce que é a eliminacdo do tecido lesado e a
reepitelizacao da ferida; e a segunda, mais tardia, compreende a reorganizacao do
tecido conjuntivo dérmico. Em feridas cuténeas, provocadas experimentalmente, €
possivel comprovar que o processo € sequienciado, com varios eventos, até atingir
a completa regeneracdo dos tecidos lesados, quais sejam reepitelizacao,
migracao de células inflamatérias, proliferacdo de fibroblastos, angiogénese,
sintese de colageno e remodelacao dos tecidos. O sucesso do processo da cura
depende da evolucdo adequada de todas essas fases.

Atualmente grandes investimentos sdo canalizados para pesquisas que

tenham como objetivo viabilizar aspectos nutricionais que atendam necessidades
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fisioldgicas de crescimento, manutencdo, reprodugdo e sanidade dos peixes,
genericamente denominada de nutracéutica.

Nos ultimos anos, tem sido preconizada a utilizagdo de grupos de
compostos na suplementagéo alimentar de peixes para minimizar os efeitos
nocivos do estresse e favorecer as respostas de defesa. Os denominados
imunoestimulantes incluem combinagcées vitaminicas, tragos minerais e
derivados de vegetais ou animais efetivos na prevencao de doencas.

A acédo de imunoestimulantes ndo é direta sobre os agentes patogénicos,
mas sim elevando o patamar homeostatico do animal. Dentre essas substancias
incluem-se o cromo trivalente e a levedura Saccharomyces cerevisiae.

A potencializagdo da acdo da insulina é um dos efeitos relevantes da
suplementacdo alimentar com cromo trivalente. Este constitui em um dos
componentes do fator de tolerancia a glicose (GTF), que facilita a unidao da insulina
com seu receptor presente na superficie celular, aumentando a sensibilidade da
célula a glicose. Assim reduz a glicemia por disponibilizar mais glicose para as
células. Esse tipo de efeito facilita o desenvolvimento da inflamagdo aguda e
cronica provavelmente em face da maior disponibilidade de energia aos varios
eventos que compdem a reacgao inflamatéria (MERTZ & ROGINSKI, 1969).

Além disso, a suplementacado da dieta com esse microelemento reduz os
efeitos nocivos do estresse em espécies domésticas por reduzir a liberagdo de
cortisol. Consequentemente poderia facilitar as respostas de defesa por diminuir a
imunossupressao.

Tildpias do Nilo alimentadas com dieta suplementada com S. cerevisiae
autolisada ou somente com a parede celular apresentam incremento da resposta
inflamatéria aguda inespecifica, favorecendo o acumulo de leucécitos e
trombdcitos no foco inflamado, sugerindo efeito benéfico para o sistema de
defesa organica (REQUE, 2005). O mesmo efeito sobre o processo inflamatério
foi observado em pacus alimentados com ragao suplementada com diferentes
quantidades de cromo trivalente (CASTRO, 2008).
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REVISAO DE LITERATURA

Piaractus mesopotamicus

O Brasil tem apresentado um crescimento expressivo da aquicultura, sendo
que o pacu (Piaractus mesopotamicus) se destaca entre as espécies produzidas,
procuradas por pescadores profissionais e amadores (REGO et al., 2004). O pacu
€ originario da Bacia do Prata, entretanto é cultivado em todo o territério nacional
em mono e policultivos. O interesse nessa espécie é fundamentado pela
precocidade, rusticidade, carne saborosa e de alto valor comercial, elevado
crescimento e facil adaptacdo as ragdes comerciais disponiveis no mercado que
propiciam o sucesso da criagdo em sistemas de cultivo intensivo (CASTAGNOLI &
CYRINO, 1986).

Processo cicatricial

Na aquicultura intensiva os organismos sao expostos a elevados niveis de
estresse de natureza quimica, fisica e biol6gica. As altas taxas de estocagem
associadas a elevacdo dos niveis de matéria organica na agua prejudicam a
qualidade do ambiente e favorecem o aparecimento de doencas (VADSTEIN,
1997). O grande desafio da intensificacdo da piscicultura é o de produzir peixes
saudaveis conservando 0 maximo crescimento, sobrevivéncia e aumentando a
viabilidade econémica da producao.

A alimentagdo inadequada, 0 manejo excessivo, a alta densidade
populacional e a degradacéo da qualidade da agua sao fatores que causam estresse
nos animais e favorecem surtos epizodticos. A manipulacao e condigcdes de grandes
concentragdes de individuos propiciam o aparecimento de solugdes de continuidade
na superficie cutdnea dos animais, decorrentes de choques mecéanicos (MORAES &
MARTINS, 2004).

A epiderme e o muco constituem a primeira linha de defesa contra agressoes
externas. A epiderme é constituida por epitélio estratificado pavimentoso, cuja
espessura varia com a espécie, idade, local e, freqlientemente, com o periodo
reprodutivo. A epiderme pode ser lesada por parasitos, fungos ou agentes quimicos
poluentes (BERNET et al., 1999). Afeccbes que acometem a epiderme causam
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hiperplasia, edema, necrose de células epiteliais. O estrato esponjoso da derme é
mais sensivel as bacterioses, sendo frequente observar necroses de graus variados
ou mesmo ulceragao (SARAIVA, 2006; BARCELLOS et al., 2008). A derme é
composta por duas camadas: stratum spongiosum e o stratum compactum. Na
primeira camada, localizada logo abaixo da epiderme, observamos no individuo
higido fibras colagenas e fibras reticulares, cromatoforos, melanéforos e as células
que dao origem as escamas. A segunda camada é responsavel pela forca ténsil
da pele, nela a matriz de colageno denso estd disposta paralela a epiderme
(ROBERTS & ELLIS, 2001). Fisiologicamente o stratum compactum tem poucas
células, sendo que destas a maior parte sao fibroblastos.

O organismo atingido por um estimulo lesivo responde por meio da
inflamagé@o aguda ou crbnica, na tentativa de diluir, circunscrever ou eliminar o
agente agressor; segue-se a fase de demolicdo com a eliminagdo de restos
celulares para que o processo de reparo tenha inicio (GARCIA LEME, 1989). Em
peixes, esse processo acontece inicialmente com a reepitelizacao da ferida e a
eliminagdo do tecido lesado e, mais tardiamente, a reorganizacao do tecido
conectivo dérmico (BEREITER-HAHN et al., 1986).

Na carpa (Cyprinus carpio), a reepitelizacdo se faz pela migracao de
células epiteliais (IGER et al., 1988), apés a fagocitose de debris celulares
(MITTAL & MUNSHI, 1974; PHROMSUTHIRAK, 1977; IGER & ABRAHAM,
1990). Em pacu (Piaractus mesopotamicus), de acordo com MORAES et al.
(2003), a reepitelizacdo completa-se em menos de 24 horas e a cobertura da
ferida se faz pela expansdo de células sadias da epiderme vizinha (MITTAL &
MUNSHI, 1974; QUILHAC & SIRE, 1999). Essa rapida reepitelizagdo é
importante para evitar desequilibrio osmético e/ou agressdao por patégenos
oportunistas (MORAES et al., 2003).

Nas primeiras 24 horas, a quantidade de células mucosas aumenta
progressivamente. Essas células tém papel relevante visto que sdo produtoras
de muco rico em lisozimas e anticorpos que combatem agentes patogénicos
eventualmente presentes (NOGA, 1996). Ao mesmo tempo observa-se edema,
fibrina e hemorragia no tecido conjuntivo frouxo. Ap6s o terceiro dia inicia-se a

migracao de células inflamatérias com predominancia de granulécitos e,
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mononucleares, em particular macréfagos. A angiogénese maxima ocorre no
sétimo dia, quando comeca a ser observada a proliferacdo fibroblastica e a
presenca de fibras colagenas ainda em disposi¢cao desorganizada; aos quatorze
dias, apresentam-se em quantidades maiores e organizadas sugerindo que o
processo encaminha-se para a fase final. A medida que o processo avanca, 0s
bordos da ferida tornam-se mais escuros pela deposicdo de granulos de
melanina livres ou no interior de macrofagos (FREITAS, 2001; MORAES et al.,
2003; IWASHITA, 2008).

O sucesso do processo cicatricial depende da evolucdo adequada de
todas as fases do fendmeno incluindo-se a inflamacgao inicial e demoligéo,
eliminagdo de restos celulares, reepitelizagdo da ferida e proliferacao,

organizagao do tecido conectivo dérmico.

Imunoestimulantes

A nutricdo e o estresse estao relacionados e influenciam varios processos
biolégicos, em particular crescimento, reprodugdo e a homeostase. Substéncias
que adicionadas a dieta dos peixes reduzem os efeitos nocivos do estresse e
favorecem de alguma forma a resposta dos mecanismos de defesa s&o agrupadas
sob a designagéo de imunoestimulantes (SAKAI, 1999).

Os imunoestimulantes utilizados em aquicultura devem promover a maior e
mais efetiva resposta imune aos agentes infecciosos e superar os efeitos da
supressao pelo estresse (ANDERSON, 1992), como ocorre com peixes mantidos
em sistemas de producdo intensiva (KLESIUS et al, 2004a). Os
imunoestimulantes ndo atuam diretamente sobre os patdgenos, mas elevam o
patamar homeostatico do hospedeiro. Dietas balanceadas com a adi¢cdo desses
produtos melhoram a resisténcia ao estresse e consequentemente as infec¢oes de
etiologia variada gragas ao incremento das respostas de defesa em vérias
espécies de peixes (REQUE, 2005; VAL et al., 2006; SAKABE, 2007).

Qualquer que seja a origem do estresse, 0os organismos atingidos tornam-
se mais susceptiveis as infeccoes gracas aos altos niveis circulantes de cortisol
(PICKERING, 1989; PICKERING 1992; FEVOLDEN et al., 1991, FEVOLDEN et
al.1992; FEVOLDEN & ROED, 1993). As dietas suplementadas com
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imunoestimularnes contribuem para aumentar a protegdo contra patégenos
oportunistas e sua administragdo profilatica e estratégica pode prevenir as
infeccoes por aumentar a eficiéncia das barreiras de defesa (REQUE, 2005;
SAKABE, 2007; CASTRO, 2008).

Cromo

A quantidade recomendada de cromo para consumo diario é de 50 — 200 ug
e a falta desse elemento na alimentagdo humana pode causar sérias
complicagbes a saude, como diabetes e problemas cardiovasculares
(ANDERSON, 1998).

O CONAMA (2008), por meio da resolucao 397, regulamentou os niveis
maximos para o cromo hexavalente (0,1 mg/L) e cromo trivalente (1,0 mg/L)
presentes em efluentes. Nos sistemas fisiolégicos, o cromo pode ser encontrado
nos estados de oxidagdo Il - VI. Os compostos contendo Cr**, Cr** e Cr®* sdo
agentes oxidantes relativamente fortes em pH fisiologico e a estabilidade dos
mesmos depende do pH e da concentragdo dos agentes redutores (FERREIRA,
2002). Em contrapartida, complexos formados com Cr®* sdo estaveis em solugéo
aquosa. E importante observar a forma ativa fornecida aos animais, pois algumas
formas de cromo trivalente foram associadas a efeitos imunossupressores
(ARUNKUMAR et al., 2000; LUSHCHAK et al., 2009). Dentre as proteinas que
interagem com o Cr®, encontram-se aquelas que estdo envolvidas no processo de
reducdo: NADPH-citocromo P-450 redutase, citocromo P-450, diaforase e
hemoglobina (YAMAMOTO & WADA, 1995).

A forma biologicamente ativa do cromo € um oligopeptideo constituido por
glicina, cisteina, aspartato, glutamato e contém quatro ions de cromo, conhecido
genericamente como substancia de mais baixo peso molecular ligada ao cromo
(LMWCr) (YAMAMOTO et al.,, 1987). O cromo trivalente é reconhecido como
essencial no metabolismo dos carboidratos e lipideos, sendo que sua funcao esta
relacionada com o0 mecanismo de acdo da insulina (FELCMAN, 2001). A
potencializacao da acao da insulina é um dos efeitos relevantes da suplementacao
alimentar com cromo trivalente. Este constitui um dos componentes do fator de

tolerancia a glicose (GTF), que facilita a unido da insulina com seu receptor
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presente na superficie celular, aumentando a sensibilidade da célula a glicose
(MERTZ & ROGINSKI, 1969). A suplementagéo da dieta com esse microelemento
tende a reduzir os efeitos nocivos do estresse em espécies domésticas (MOWAT,
1997). FUJIMOTO et al. (2005) sugerem que o cromo trivalente pode exercer
acoes benéficas ao organismo de peixes mantidos em alta densidade de
estocagem. Os peixes alimentados com dieta suplementada com cromo trivalente
(18 mg de cromo/kg), nos sete primeiros dias de confinamento em alta densidade
apresentam redugao do cortisol plasmatico e glicemia e reposigdo do glicogénio
hepatico no 152 dia.

Peixes alimentados com dieta suplementada com cromo trivalente
apresentam valores de glicogénio hepatico e muscular assim como indice hepato-
somatico significativamente maiores, do que os que nao receberam racao
suplementada, demonstrando a potencialicdo da acéo da insulina (FIGUEIREDO-
GARUTTI, 1996).

O referido mineral também foi associado ao aumento dos niveis de
imunoglobulinas séricas, com a retengao de outros tragos de elementos minerais e
reducdo dos niveis de cortisol (ALKAHEM, 1994). Experiéncias de suplementacao
indicam que diminui a concentracao plasmatica de cortisol, facilitando a agao dos
mecanismos de defesa (WEDEMEYER, 1970a; WEDEMEYER, 1997).

Na vigéncia da inflamagdo aguda em ratos Wistar, a insulina e os
corticéides adrenais exercem efeitos antagbnicos, sendo a primeira pro-
inflamatéria e o segunda antiinflamatério (MORAES & GARCIA LEME, 1982).
Entao, o cromo trivalente poderia exercer agdes benéficas ao organismo de peixes
mantidos em cativeiro otimizando acbes de defesa por favorecer os efeitos da
insulina e inibir a liberagao de cortisol (CASTRO, 2008).

Saccharomyces cerevisiae

A aquicultura pode ser beneficiada com o uso de imunoestimulantes
quando séao utilizados de modo estratégico e profilatico quando os peixes estejam
mais susceptiveis aos agentes com potencial patogénico. A levedura S. cerevisiae
inclui-se entre os imunoestimulantes (SAKAI, 1999). Composta por 37-45% de

proteina bruta, além de vitaminas hidrossoluveis, principalmente do complexo “B”
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(RADUNZ NETO et al., 2006) esta sendo preconizada na composicdo de ragdes
para organismos aquaticos (PEZZATO et al.,, 2006), pois pode melhorar a
resposta imune inata, com reflexos na eficiéncia produtiva (WATANABE, 2006).

REQUE (2005) verificou que tildpias do Nilo suplementadas com S.
cerevisiae autolisada ou somente com a parede celular apresentaram incremento
da resposta inflamatéria aguda inespecifica sugerindo efeito benéfico para o
sistema de defesa organica. O uso da levedura integra (1,0 g/kg de racao)
apresentou efeito benéfico em tilapias desafiadas com A. hydrophila, podendo
ser utilizada na prevencao de surtos em lugar de antibiéticos (ABDEL-TAWWAB
et al., 2008).

A fracao correspondente a parede celular de S. cerevisiae é constituida
por 80% de mananos, glucanos e polimeros. Os glucanos favorecem, “in vitro”, a
capacidade de fagocitose de macrofagos ao ligarem-se aos seus sitios
receptores de membrana (CARVALHO, 2002). Os glucanos, fornecidos para
trutas (Oncorhynchus mykiss) em baixas doses (0,1%) semanas antes ao
transporte, podem auxiliar na prevencdo dos efeitos negativos do estresse.
Entretanto animais alimentados com dietas suplementadas com doses mais
elevadas de glucano (0,5 e 1,0%) ndo apresentaram diferenca em relagdo aos
controles (JENEY et al., 1997).

O grupo mais promissor de imuno-estimulantes sdo os chamados f3
1,3/1,6- glucanos, os quais apresentam estruturas quimicas definidas e acdo no
sistema imune (PORTZ, 2006). A efetividade dos B-glucanos depende da sua
estrutura e formula, sistema de producdo, rota de administracdo, dose,
frequiéncia, espécie de peixe, caracteristica da enfermidade, tipo e concentragao
do agente infeccioso no sistema de producao (KLESIUS et al., 2004b).

Estes compostos aumentam a resisténcia dos animais a infestacao por
parasitos, pois estimulam a producdo de muco pelas células caliciformes (RAA,
1996). A utilizagdo de  B-glucano é recomendada na profilaxia contra
Flavobacterium columnare em trutas jovens (KUNTTU et al., 2009).

Os mananos ligam-se as bactérias patogénicas e impedem sua fixagao as
células de revestimento intestinal bloqueando a colonizagéo. Tilapias jovens sao

favorecidas pela presenca de glucomananos nas dietas, os quais determinam
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maior resisténcia a agdo bacteriana na mucosa intestinal e, de alguma forma,
aumentam a absorcdo de nutrientes promovendo maior crescimento
(CARVALHO, 2002).

OBJETIVO

Tendo em vista que tanto o cromo trivalente como a levedura favorecem a
inflamagéo, incrementando o acumulo de trombécitos e leucécitos no tecido
lesado, este ensaio teve como objetivo avaliar se tais efeitos poderiam contribuir
para a maior eficiéncia do processo de cura de feridas cutaneas, por acelerar os

fendbmenos envolvidos na cicatrizagao de pacus.
MATERIAL E METODOS

Estrutura fisica e material biolégico

Para o ensaio foram utilizados 360 pacus (Piaractus mesopotamicus)
jovens com peso médio de 317,56 = 88,29 g provenientes da Estacdo de
Piscicultura da Companhia Energética de Sao Paulo (CESP), distribuidos para
aclimatagao (45 dias) em 24 caixas de 250 L na densidade de 0,81 kg/L. As caixas
foram abastecidas com &gua de poco artesiano e vazdo de um litro por minuto,
com uso continuo de aerador.

As varaveis de qualidade de 4gua, como temperatura da agua, pH, oxigénio
dissolvido foram avaliadas mensalmente utilizando a sonda multiparamétrica
Hanna HI 9828°%. As variaveis fisico-quimicas da 4gua analisadas permaneceram
dentro da faixa de conforto (OSTRENSKY & BOEGER, 1998; BOYD, 1990;
SIPAUBA-TAVARES, 1995) para o Piaractus mesopotamicus.

Delineamento experimental

Apoés a aclimatacgéao, teve inicio o periodo de alimentacao (140 dias) com as
dietas teste, suplementadas ou ndo. Para tanto, os peixes foram redistribuidos nas
caixas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4x7
com seis repeti¢cdes, sendo quatro grupos: T1= controle (ragdo sem suplementos);
To= suplementagdo com 0,3% de parede celular de levedura (Saccharomyces
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cerevisiae); Ts= suplementacdo com 18 mg de cromo trivalente/kg de racéo e
0,3% de parede celular de levedura (Saccharomyces cerevisiag); Ti=
suplementacdo com 18 mg de cromo trivalente/kg de racao e sete periodos de
coleta. Esses niveis de cromo e levedura estdo baseados em resultados de
FUJIMOTO (2004), REQUE (2005) e CASTRO (2008).

Decorridos 105 dias da suplementacdo, os animais foram submetidos ao
procedimento cirargico para producao da ferida de 2,0 x 1,0 x 0,25 cm, de acordo
com a metodologia adotada por MORAES et al. (2003). Cada grupo foi avaliado

nos tempos: um, trés, sete, 14, 21 28 e 35 dias apds a inducao das lesoes.

Dietas, alimentacao e manejo

A alimentacédo durante a aclimatacao constituiu-se de ragcdo comercial de
manutengdo extrusada (Fri-Aqua®).

Os peixes foram alimentados uma vez ao dia (17:00), com o fornecimento a
vontade até ndo haver mais procura, biometrias mensais foram realizadas para
acompanhamento do crescimento dos animais.

A racdo basal foi formulada de acordo com a Tabela 1, e adicionada cromo
trivalente e/ou Saccharomyces cerevisiae, além de um grupo livre de ambos. O
premix utilizado era isento de cromo. Amostras da ragdo foram submetidas a

analise obtiveram valores compativeis com os propostos.
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Tabela 1 — Formulagéo da ragao base para os grupos experimentais.

Ingredientes %
Milho 25,0
Farelo de soja 24,0
Farelo de arroz 15,6
Farelo de trigo 14,0
Farinha de peixe 19,0
Oleo de soja 1,0
Premix* 0,7
Proteina bruta 28,30
Extrato etéreo 6,00
Fibra bruta 6,80
Matéria mineral 8,00
Umidade (max) 8,60
Calcio 1,4
Fésforo 1,25

*Ca (max) 1,8%; P (min) 0,6%; Cu 15 mg/kg; | 7,5 mg/kg; Fe 150 mg/kg; Mn
105 mg/kg; Se 0,22 mg/kg; Zn 225 mg/kg; acido félico 1,5 mg/kg; acido
pantoténico 30 mg/kg; BHT 125 mg/kg; colina 225 mg/kg; vit. A 4500 Ul/kg; vit.
B: 9 mg/kg; vit. Bi2 30 mg/kg; vit. B, 12 mg/kg; vit. B6 4,5 mg/kg; vit. C 300
mg/kg; vit. D3 4500 Ul/kg; vit. E 250 Ul/kg; vit. K 9 mg/kg; niacina 150 mg/kg;
biotina 0,15 mg/kg.

Procedimento cirurgico

Os animais foram submetidos a anestesia com benzocaina diluida (1g/10
mL) (WEDEMEYER, 1970b). Os animais foram mantidos nesta solucado até que
atingissem o plano cirargico da escala de ROSS & ROSS (1999). Na realizacao do
procedimento cirurgico utilizou-se um molde negativo da ferida posicionado na
regido anteromediana dorsal a linha média e cranial a nadadeira dorsal. O
tamanho da lesao foi padronizado para corresponder a 3% da superficie corporal
segundo MORAES et al. (2003) e IWASHITA et al (2008).

Nos tempos pré-determinados 24 animais de cada grupo foram utilizados,
nos quais 12 foram sacrificados por aprofundamento do plano anestésico com
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benzocaina para exame histolégico e outros 12 marcados com miganga para

avaliacdo macroscopica do processo cicatricial ao longo dos 35 dias.

Exame macroscopico

A avaliagdo macroscépica utilizou a area de retracdo da ferida, que
representou a média em cada grupo. Para tanto a area da leséo foi avaliada com
auxilio de sistema analisador de imagens (AxioVision LE®) utilizando distancia

focal fixa de 22,0 cm. O resultado expresso pela equagao:

ARF =ai-af/aix 100  onde: ARF = area de retracao da ferida;

ai = area inicial; af = area final.

A tomada das medidas utilizadas para estabelecer o percentual de
retracdo/contracdo da ferida foi ajustado por FALCAO et al. (2001) em feridas
planas produzidas em cées através de medidas repetidas com um planimetro. O
percentual de retracdo leva em conta a area de retracdo em relacdo a area da
ferida inicial.

Além disso, a ferida foi descrita em seus aspectos morfolégicos

caracterizando o aspecto, a coloragédo e presenca de exsudatos.

Analise histolégica

A coleta da ferida no animal respeitou um limite de aproximadamente um
centimetro anterior aos bordos da ferida (FIGURA 1), coletando fragmentos de
pele do bordo superior até o inferior incluindo a musculatura (4,0 x 6,0 x 2,0 cm).
Apos fixagdo em solugdo de Bouin ou formaldeido 10% em tampéo fosfato, o
material foi conservado em &lcool 70% até o momento da inclusdo. O material
fixado em Bouin foi incluido em parafina para cortes semi seriados de 5 pm e o
fixado em formol em historesina (Leica Historesin®) para cortes de 3 um. As
seccOes obtidas foram coradas pela hematoxilina-eosina, por picrossirius,
tricrémio de Masson e azul de toluidina com fucsina, e submetidas a reacdo com
acido periodico de Schiff (PAS).
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FIGURA 1- Esquema do corte transversal a ferida
coletada. Area da ferida (*); area afetada pelo

processo cicatricial (#); tecido muscular normal (*);
epiderme integra (T); limites da area coletada (:>).

As lesbes foram descritas e avaliadas em cinco campos aleatérios, levando
em conta o grau de hiperplasia epitelial, presenca e numero de células mucosas,
células inflamatérias e neovasos, em cada tempo e grupo. Essa avaliagdo foi
realizada por contagem manual através de microscopia de luz e com auxilio de
sistema analisador de imagens (AxioVision LE®).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia conforme BANZATTO &
KRONKA (1989), e quando significativos foram comparados pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Exame macroscopico

Os peixes do grupo controle (FIGURA 2 A) apresentaram feridas palidas,
ainda sem edemaciagdao e semelhante as caracteristicas observadas apds a
inducdo da lesdo. Os animais do grupo alimentado com racao suplementada com
S. cerevisiae (FIGURA 2 B), no primeiro dia apdés a inducdo da ferida,
apresentavam deposicao de leve a intensa de material esbranquicado formando
uma membrana sobre a ferida constituida de fibrina, sendo o fundo da lesao
avermelhado.

O grupo com dieta suplementada com S. cerevisiae e cromo trivalente
(FIGURA 2 C) e o alimentado com racao contendo cromo trivalente (FIGURA 2 D)
variaram quanto a caracteristica da ferida. A membrana de fibrina apresentava
quantidades variaveis e a coloracao variou entre résea mais intensa a vermelha
viva. Nos peixes do grupo suplementado com cromo trivalente ndo apresentavam
a membrana de fibrina sobre a ferida, esta se encontrava edemaciada de
coloragao levemente résea.

MORAES et al. (2003) observaram que pacus (Piaractus mesopotamicus)
alimentados com dieta suplementada ou ndo com acido ascérbico apresentaram
coloragado vermelho escuro no ter¢o ventral e pontos avermelhados e difusos no
restante da area ao primeiro dia apds inducao das feridas. Os autores nao
mencionaram sobre a presenca de fibrina em nenhum dos tratamentos diferindo
do ocorrido nos grupos S. cerevisiae, S. cerevisiae + cromo trivalente e cromo
trivalente deste estudo no primeiro dia.

No terceiro dia apds a cirurgia, o grupo controle (FIGURA 2 E) apresentava
as feridas com coloracao avermelhada e levemente edemaciada. As feridas do
grupo S. cerevisiae (FIGURA 2 F) apresentou coloracao vermelho vivo e alguns
animais com pequenas areas da ferida de coloragdo amarelada e superficie
levemente irregular. No grupo S. cerevisiae e cromo trivalente (FIGURA 2 G)
apresentou feridas com coloracdo vermelha viva e amarelada em alguns pontos,
com diferentes graus de edemaciagdo. As feridas do grupo suplementado com
cromo trivalente (FIGURA 2 H) apresentaram-se de coloracdo vermelha viva e
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estavam edemaciadas. A coloragcdo vermelha viva no terceiro dia apds inducéo da
ferida foi descrito também por MORAES et al. (2003) em animais nao
suplementados com &cido ascorbico. No grupo alimentado com racao
suplementada com 100 mg de acido ascorbico/kg de racdo, os autores citam que
as feridas, no terceiro dia, mostraram-se totalmente recobertas por camada de cor
branca e opaca.

Nos peixes do grupo controle (FIGURA 3 A) no sétimo dia, as feridas
apresentaram coloragdo vermelha viva, com pequenas areas amarelas e palidas.

No grupo S. cerevisiae (FIGURA 3 B), a coloracdo se manteve vermelha
intensa e a superficie irregular, entretanto em cinco animais os bordos das feridas
se apresentaram escurecidos.

No grupo S. cerevisiae + cromo trivalente (FIGURA 3 C) as feridas se
mantiveram de coloragao vermelho intenso e de superficie irregular.

O grupo cromo trivalente (FIGURA 3 D) apresentou as feridas de coloragao
vermelha viva, e em dois (2/12) animais do grupo os bordos da ferida
escureceram. MORAES et al. (2003) observaram que o0s animais,
independentemente de receberem vitamina C ou n&o, apresentaram os bordos da
ferida enegrecidos, superficie cinza claro com ramifica¢cées de vasos sangulineos
no seétimo dia apods inducdo da ferida. Apenas no 14° dia os animais
suplementados com vitamina C apresentaram d&reas amareladas na ferida

semelhante ao grupo controle do presente trabalho.
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FIGURA 2 - Aspecto das feridas nos grupos Controle (A, E);
Saccharomyces cerevisiae (B, F); Saccharomyces cerevisiae + cromo
trivalente (C, G); cromo trivalente (D, H) no primeiro dia e terceiro dia
apos a inducdo da lesdo. Notar a membrana esbranquigada de fibrina
em B, C e D no primeiro dia apdés a indugdo da lesdo e o
arredondamento das margens da ferida (seta) dos grupos que
receberam racdo suplementada ao terceiro dia apds a indugdo da
les&o.
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No 14? dia, as feridas dos grupos controle (FIGURA 3 E), S. cerevisiae
(FIGURA 3 F) e S. cerevisiae + cromo trivalente (FIGURA 3 G) apresentaram-se
enegrecidas nas bordas, area médio-central amarelada na metade dos animais e
o centro da lesédo cor vermelha viva. A area da ferida deixou de apresentar-se
concava em relagao a pele integra dos bordos da ferida em todos os grupos.

No grupo cromo trivalente (FIGURA 3 H) as caracteristicas citadas
anteriormente nos demais grupos estavam presentes, contudo os bordos das
feridas se tornaram arredondados, provavelmente devido a retragdo e ja havia
escamas em desenvolvimento. A area da ferida se tornou plana em relacao os
bordos da ferida em todos os grupos.

Essas mesmas caracteristicas foram observadas por MORAES et al.
(2003), entretanto o crescimento de escamas s6 foi observado pelo autores no 21°
dia nas areas adjacentes a ferida; e a redugdo da area da ferida foi observada ao
35° dia em diferentes porcentagens de acordo com o nivel de suplementagdo com
acido ascoérbico. IWASHITA (2008) avaliou o processo cicatricial de tilapias
(Oreochromis niloticus), suplementadas ou ndo com tocoferol, e observou que os
animais que nao receberam suplementagcdo mantiveram o formato retangular das
feridas durante todo o periodo (28 dias). No grupo alimentado com ragao
suplementada a contracdo da ferida com alteracdo do formato sé ocorreu no 28°
dia.
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FIGURA 3 - Aspecto das feridas nos grupos Controle (A, E);
Saccharomyces cerevisiae (B, F); Saccharomyces cerevisiae + cromo
trivalente (C, G); cromo trivalente (D, H) no sétimo e 14° dia apds a
cirurgia. Observar em E, F, G e H a modificagdo do formato da ferida, os
bordos das feridas enegrecidos e o aplainamento entre a area da ferida e a
pele integra. No cromo trivalente (H) é observado o inicio do crescimento
de escamas em dire¢@o ao centro da ferida (seta).
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No 21° (FIGURAS 4 A, 4 B, 4 C e 4 D), 28° e 35° dia ap0s a cirurgia, 0s
animais de todos os grupos nao diferiram quanto as caracteristicas das feridas.
Apresentaram coloracdo enegrecida, com crescimento de escamas a partir dos
bordos, sendo que o0s grupos suplementados apresentaram um maior crescimento
de escamas.

No 35° dia esse processo teve continuidade foi possivel verificar que nos
grupos S. cerevisiae (FIGURA 4 F) e cromo trivalente (FIGURA 4 H) o crescimento
de escamas foi mais pronunciado que em controle (FIGURA 4 E) e S. cerevisiae +
cromo trivalente(FIGURA 4 G).
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FIGURA 4 - Aspecto das feridas nos grupos Controle (A e E); Saccharomyces
cerevisiae (B e F); Saccharomyces cerevisiae + cromo trivalente (C e G);
cromo trivalente (D e H) no 21° e 35° dia apds a cirurgia. Notar o crescimento
de escamas na periferia da ferida (seta) semelhante entre os grupos no 212 dia
e maior em F e H do que em E e G no 35° dia apds a cirurgia.
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Area de retracio

O percentual de retracdo da ferida dos grupos avaliados ndo demonstrou
diferenga estatistica. IWASHITA (2008) observou que a suplementagdo com 450
mg de tocoferol favorece a retracdo da ferida em tilapias do Nilo; sendo que o
maior percentual de retracdo ocorreu no terceiro dia apds a indugao das feridas.

A avaliacdo do percentual de retracdo nos diferentes tempos analisados
demonstrou que a velocidade do processo aumenta progressivamente,
apresentando diferenca (p>0,05) entre o terceiro, sétimo e 35° dia apds a inducao
da lesdo e os demais dias de avaliacdo. A partir do 14° dia a velocidade do
processo cicatricial permanece constante sem apresentar diferengas entre os
diferentes grupos (FIGURA 5).

A retracdo na area da ferida pode ser observada em todos os grupos a
partir do terceiro dia da indugdo das lesdes corrobora com o resultado de
IWASHITA (2008) em tilapia nilética (Oreochromis niloticus). A retracdo da ferida
foi observada por MORAES et al. (2003) apenas no 21° dia nos animais
suplementados com 200 mg de &cido ascorbico. Entretanto, de acordo com
CHANDRASOMA & TAYLOR (1993), o mecanismo de contragdo inicia-se
precocemente durante a cicatrizagdo e evolui apés a maturacao da cicatriz. Esse
mecanismo ocorre pela deposicdo de miofibroblastos, que sdo semelhantes as
células da musculatura lisa, contendo actina, que sdo os primeiros tipos a se
depositar no processo de reparo dos tecidos. Durante a maturagdo, essas células
se contraem gradativamente, reduzindo a area de lesédo (KUMAR et al., 2004).
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Figura 5 — Valores médios e erro padrdo da area de retragdo da ferida em Piaractus
mesopotamicus nos diferentes grupos nos tempos de avaliagao da ferida. Letras diferentes
demonstram diferenga (p>0,05) os dias de avaliagao.

Analise histologica

Na avaliagdo histologica no primeiro dia (FIGURA 6) foi observada
semelhanca entre os grupos experimentais quanto ao edema da derme e fibras
musculares. As diferencas ocorreram quanto ao processo inflamatério presente na
musculatura nos grupos suplementados com S. cerevisiae (FIGURA 6 B), S.
cerevisiae + cromo trivalente (FIGURA 6 C) e cromo trivalente (FIGURA 6 D) em
relacdo ao controle onde o processo inflamatério se restringiu a derme; e a
presenca de cromatéforos nas feridas dos animais que receberam suplementacao
de Saccharomyces cerevisiae e/ou cromo trivalente. Assim como o observado em
Rita rita (MITTAL & MUNSHI, 1974b), Pleuronectes platessa (BULLOCK et al,
1978), Cyprinus carpio (IGER & ABRAHAM, 1990), Clarias batrachus (DUTTA &
RAI, 1994) e Piaractus mesopotamicus (MORAES et al. 2003), todos os animais
apresentaram as feridas recobertas pelo epitélio estratificado, com a espessura da
epiderme variando intensamente entre o0s animais de todos o0s grupos
experimentais.

As fibras colagenas estavam dissociadas em fun¢cdo do edema presente
com infiltrado inflamatério mononuclear de quantidade variavel na area,
corroborando os achados de MORAES et al. (2003) que observou edema no
tecido conjuntivo frouxo da derme e quantidade variavel de células inflamatérias. A

Grupos
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musculatura adjacente a ferida apresentou necrose em diferentes intensidades em
todos os grupos, fato ndo relatado por MORAES et al. (2003) e IWASHITA (2008).

As células caliciformes foram observadas em todos os grupos em pequeno
numero por campo. A presenga de células caliciformes no primeiro dia apds a
inducdo da lesdao nao foi descrito por MORAES et al. (2003) para o pacu
independente da suplementagéo.

No terceiro dia de avaliacdo (FIGURA 7), os grupos apresentaram
diferencas quanto a intensidade do processo inflamatério, sendo nos grupos
controle (FIGURA 7 A), S. cerevisiae (FIGURA 7 B) e cromo trivalente (FIGURA 7
D) mais intenso do que no grupo suplementado por S. cerevisiae e cromo
trivalente (FIGURA 7 C). Entretanto nos grupos suplementados pode-se observar
maior numero de cromatéforos e células caliciformes. O acumulo maior de células
caliciformes também foi descrito em pacus suplementados com diferentes
concentragdes de acido ascorbico (MORAES et al., 2003). Os grupos S. cerevisiae
e S. cerevisiae + cromo trivalente apresentaram a derme mais edemaciada em
relacdo aos grupos controle e cromo trivalente. A neovascularizagao foi
semelhante estatisticamente entre todos os grupos, diferindo do observado por
IWASHITA (2008) que observou um maior nimero de neovasos Nnos animais
suplementados com tocoferol em relacdo o grupo controle. Entretanto, podemos
observar que o maior numero de neovasos ocorreu no sétimo dia nos animais
suplementados e 14° dia nos animais do grupo controle, resultado semelhante foi
observado pela referida autora.
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FIGURA 6 — Fotomicrografia das feridas dos grupos Controle (A); Saccharomyces cerevisiae +
cromo trivalente (C); cromo trivalente (D), no primeiro dia apés a inducdo das feridas. Notar a
dissociagdo das estruturas provocada pelo edema (E), a necrose da musculatura (N), presenca
dos cromatéforos (4 em C e D e células caliciformes ( %), reacdo inflamatéria na musculatura,
derme e epiderme. Células granulociticas especiais (CGE) (1T). (HE).
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FIGURA 7 - Aspecto microscépico dos diferentes grupos no terceiro dia ap6s a indugao da leséo.
Controle (A); Saccharomyces cerevisiae (B); Saccharomyces cerevisiae + cromo trivalente (C);
cromo trivalente (D). Notar a dissociacdo das estruturas (E), a necrose da musculatura (N),
presenca dos cromatéforos (4) em C e D e células caliciformes ( ¥, reagdo inflamatéria na
musculatura, derme e epiderme. Células granulociticas especiais (CGE) (1). (HE).
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No sétimo dia de avaliacdo apenas os grupos controle (FIGURA 8) e S.
cerevisiae (FIGURA 9 B) apresentavam edema da derme, entretanto no grupo S.
cerevisiae se restringia a derme profunda e no grupo controle o edema era mais
intenso na derme profunda e mais brando na derme superficial. O edema se
caracteriza pela dissociagao das estruturas da area analisada.

O numero de células inflamatdrias foi maximo no sétimo dia, apesar de nao
existir diferenca estatistica (p>0,05) com relacdo aos demais dias de avaliacédo e
entre os grupos, contrario ao observado no processo cicatricial de tilapias
suplementadas com tocoferol em que o acumulo maximo foi no terceiro dia e ndo
suplementadas que tiveram o acumulo maximo no 142 dia (IWASHITA, 2008). O
pico maximo de células inflamatérias no processo cicatricial de Piaractus
mesopotamicus, independente do uso de suplementos parece ocorrer no sétimo
dia considerando os resultados encontrados no presente trabalho e por MORAES
et al. (2003).

As células caliciformes e os cromatdforos estavam presentes em maior
numero nos grupos suplementados (FIGURA 9 B, 9 C e 9 D) e menor niumero no
grupo controle corroborando com MORAES et al. (2003) na suplementacao
alimentar de pacus com acido ascérbico. No grupo controle, no centro da ferida, a
epiderme estava edemaciada e o processo inflamatério moderado na derme.
Diferindo do observado por MORAES et al. (2003) que relataram a completa
organizacao da epiderme no sétimo dia.

Os fibroblastos e fibras colagenas foram observados em todas as feridas,
entretanto o grau de organizagao das fibras foi maior nos grupos suplementados,
concordando com o observado por MORAES et al. (2003) em pacus alimentados
com ragao suplementada por acido ascorbico e IWASHITA (2008) em tilapias

niléticas alimentadas com ragéao suplementada por tocoferol.
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FIGURA 8 - Fotomicrografia do grupo controle no sétimo dia apds a indugao da ferida. Notar o edema
da derme superficial e profunda (E), os neovasos (N) e células inflamatérias em maior nimero na
derme superficial, fibras musculares em grande nimero na derme profunda (M), inicio de organizagao
das fibras colagenas (FC).
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FIGURA 9 - Fotomicrografia das feridas dos grupos Controle (A); Saccharomyces cerevisiae (B);
Saccharomyces cerevisiae+cromo trivalente (C); cromo trivalente (D) no sétimo dia apds a indugédo da
lesdo. (HE). Notar a dissociagcdo das estruturas causada pelo edema (E), o organizagdo das fibras
colagenas (FC) em B e C, os cromatéforos ( 4 nos diferentes grupos e as células caliciformes ( ¥
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No 14° dia, os grupos controle e S. cerevisiae + cromo trivalente
apresentaram edema na derme superficial e profunda, respectivamente. O niumero
de células caliciformes foi maior nos grupos S. cerevisiae e S. cerevisiae + cromo
trivalente, seguidos pelo grupo controle; o grupo cromo trivalente apresentou o
menor numero de células caliciformes, porém ndo ocorreu diferenca estatistica
(p>0,05) entre os tratamentos avaliados, e a dindmica do acumulo de células
caliciformes foi semelhante em todos os grupos. Entretanto, foi observada
diferenca estatistica, entre os diferentes periodos de avaliagdo do processo
cicatricial quanto ao numero de células caliciformes presentes, sendo que no 14°
dia ap6s a cirurgia ocorreu 0 maior acumulo de células caliciformes.

Os cromatéforos foram observados em grande niumero em todos 0s grupos
suplementados (FIGURAS 10 B, 10 C e 10 D) e menor quantidade no controle
(FIGURA 10 A), como pode ser observado no exame macroscopico da ferida pelo
escurecimento da ferida. O aumento no nimero de cromatéforos é responsavel
pelo escurecimento da area, ou seja, a suplementacao com parede celular de S.
cerevisiae e/ou cromo trivalente favorece a migragdo dos cromatéforos para a
area fazendo com as feridas dos animais suplementados apresentem uma maior
area da ferida de coloracdo enegrecida. Esse efeito nado foi relatado na
suplementacdo de P. mesopotamicus com diferentes concentracbes de acido
ascorbico, onde foi observado um discreto nimero de cromatéforos na area da
ferida dos grupos no 14° dia (MORAES et al., 2003). Em tildpias suplementadas
com tocoferol, o numero maximo de cromat6foros ocorreu no 28 dia e no controle
no 21° dia, sendo que este foi superior em relagdo aos animais suplementados
(IWASHITA, 2008).

Nos grupos controle e S. cerevisiae + cromo trivalente, focos inflamatérios
puderam ainda ser observados, sendo menor no grupo S. cerevisiae + Cromo
trivalente. Fibras colagenas organizadas dispostas paralelamente em relagcédo a
epiderme e sem dissociacao entre as fibras foram observadas nos trés grupos
suplementados, em relacdo ao controle, em que as fibras se mostraram
dissociadas e desorganizadas, corroborando os resultados encontrados para a
mesma espécie por MORAES et al. (2003) e tildpia nilotica (IWASHITA, 2008).
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FIGURA 10 - Feridas dos diferentes grupos no décimo quarto dia apds a indugdo da lesdo.
Controle (A); Saccharomyces cerevisiae (B), Saccharomyces cerevisiae + cromo trivalente (C);
cromo trivalente (D). (HE). Observar o maior nimero de cromatéforos nos grupos que receberam

ragdo suplementada (4).
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No 21?2 dia, um grande numero de cromato6foros foi observado nos grupos
controle (FIGURA 11 A), S. cerevisiae (FIGURA 11 B), e S. cerevisiae + cromo
trivalente (FIGURA 11 C) e menor quantidade no grupo cromo trivalente (FIGURA
11 D). A presenga de cromatoforos esta relacionada a resposta imune e a
inflamacgéao crénica (ANDERSON & ROBERTS, 1975). Contudo, no grupo controle,
os cromatoforos estavam restritos apenas a derme superficial, contrario aos
demais onde os cromatéforos estavam dispersos por toda derme. Em camardes a
expansao dos cromatéforos esta ligados inUmeras vezes a processos infecciosos,
como a vibriose (SONG et al., 1993), Sindrome de Taura e Sindrome da Mancha
Branca (LIGHTNER, 1998).

As fibras colagenas de todos os animais se apresentaram organizadas na
derme superficial e desorganizadas na derme profunda, corroborando com
resultados encontrados por MORAES et al. (2003) em pacu e IWASHITA (2008)
em tilapia nilética. Os grupos S. cerevisiae e S. cerevisiae + cromo trivalente
apresentaram crescimento de escamas nos bordos da ferida, € o grupo controle
na area da ferida. O crescimento de escamas foi relatado por IWASHITA (2008)
nos bordos da ferida, a partir do terceiro dia ap6s a indugdo das feridas em
tildpias. O processo inflamatério permaneceu ativo em todos os tratamentos,
entretanto mais intenso no grupo alimentado com ragdo suplementada por S.

cerevisiae e cromo trivalente, seguido dos grupos S. cerevisiae e cromo trivalente.
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FIGURA 11 - Fotomicrografia das feridas nos grupos Controle (A); Saccharomyces cerevisiae (B);
Saccharomyces cerevisiae + cromo trivalente (C); cromo trivalente (D) no vigésimo primeiro dia apés a
indugdo da lesdo. (HE). Observar a maior quantidade de células inflamatérias e cromatéforos (4) nos
grupos suplementados em relagdo ao controle.
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O numero de células caliciformes aumentou no 28° dia em todos os grupos.
O numero de cromatoforos no grupo suplementado com cromo foi menor em cada
campo de observagdo em relagao aos demais. Nos grupos controle (FIGURA 12),
S. cerevisiae (FIGURA 13 B) e em parte nos animais do grupo do cromo trivalente
os bordos da ferida foram de dificil visualizacado, as fibras colagenas organizadas
da superficie se uniram as fibras colagenas dos bordos. Contudo, a derme
profunda do grupo controle apresentou ainda fibras desorganizadas (FIGURA 13
A). Os grupos S. cerevisiae + cromo trivalente (FIGURA 13 C) e cromo trivalente
(FIGURA 13 D) apresentaram fibras colagenas organizadas na derme superficial
por toda area da ferida. A organizacao das fibras ocorre primeiramente nas areas
mais superficiais da derme e continua em direcdo as areas mais profundas. A
medida que a organizagao das fibras colagenas ocorreu pode-se observar fibras
musculares ocupando espacos maiores da derme profunda e substituindo o tecido
conjuntivo por tecido muscular.

O numero de escamas foi semelhante em todos os grupos; entretanto,
apenas no grupo cromo trivalente as escamas recobriram toda a ferida sem

apresentar o imbricamento.
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FIGURA 12- Fotomicrografia da area de transi¢do (AT) entre a ferida (AF) e a pele integra (PL) no
aspecto microscépico. Notar as células formadoras de escamas ( 4.
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FIGURA 13 - Fotomicrografia das feridas dos grupos Controle (A); Saccharomyces cerevisiae (B);
Saccharomyces cerevisiae + cromo trivalente (C); cromo trivalente (D) no vigésimo oitavo dia ap6s a indugéao
da les&o. (HE). Notar a diminuigdo na quantidade de cromaté6foros na derme e a escama na ferida (4 em D.
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No 35° dia, o numero de cromatéforos diminuiu em todos 0s grupos,
principalmente nos grupos controle (FIGURA 14 A) e S. cerevisiae (FIGURA 14 B).
O numero de células caliciformes permaneceu sem diferencas em relacdo ao 28°
dia e sem diferengcas entre os grupos. As fibras coldgenas apresentaram-se
organizadas nos grupos controle e cromo trivalente (FIGURA 14 D), e nos grupos
S. cerevisiae e S. cerevisiae + cromo trivalente (FIGURA 14 C) a organizacao das
fibras na derme profunda nao foi concluida. As escamas do grupo cromo trivalente
recobriram a ferida, entretanto ndo houve aproximagdo. Enquanto que, no grupo
controle o imbricamento teve inicio. Nos grupos S. cerevisiae e S. cerevisiae +
cromo trivalente, as escamas se aproximaram e recobriram a ferida, contudo o
processo de imbricamento ndo teve inicio.

Na figura 18, a evolugdo do processo cicatricial pode ser observada nos
diferentes tempos avaliados. Nas primeiras 24 horas, ocorreu a completa
reepitelizagdo da ferida, migragédo de células caliciformes e inflamatérias, com
areas hemorragicas e debris celulares. No terceiro dia, o debridamento realizado
pelo processo inflamatério é evidente, sendo predominantes as células
mononucleares, em especial macréfagos. A fibroplasia é intensa por toda area da
ferida, sem organizagao de fibras colagenas.

A partir do sétimo as fibras coldgenas progressivamente se organizam. A
ferida torna-se continua com as margens da ferida, deixando de ser cdncava. No
14° dia pode-se observar a projecéo das fibras coldgenas das margens da ferida
em direcao ao centro da mesma (FIGURA 18 D). O crescimento de escamas em
direcdo a area da ferida é iniciada no 14° dia, entretanto no 35° dia o imbricamento
entre as escamas continua incompleto. Do 21¢ ao 35° dia pode-se observar fibras
musculares entre as fibras colagenas em quantidades crescentes na area da

ferida.
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FIGURA 14 - Fotomicrografia das feridas dos grupos Controle (A); Saccharomyces cerevisiae (B);
Saccharomyces cerevisiae + cromo trivalente (C); cromo trivalente (D) no trigésimo quinto dia apés a
inducao da lesdo. Observar a redugao dos cromatéforos nos grupos C e D em relagdo aos grupos A e B, a
organizacgao fibras colagenas nos diferentes grupos e a maior celularidade no grupo D. (HE).
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FIGURA 15 - Evolucao, nos tempos um (A), trés (B), sete (C), 14 (D),
21 (E) e 35 (F) dias ap6s a indugdo da ferida, do processo cicatricial
independente do grupo. Observar a necrose do tecido muscular em A e
B, o aumento progressivo das fibras colagenas e sua organizagdo em
C, D, E e F, a formagao de escamas (seta) nos bordos e na ferida em
D, E e F. (Tricromio de Masson).
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Epiderme e derme

A pele nos peixes atua ndo apenas como barreira mecanica, mas também
quimica. Entre as células epiteliais que compdem a epiderme, pode-se observar
também células caliciformes, células inflamatorias, cromatéforos e melandcitos. As
células epiteliais da epiderme, nas fases iniciais do processo cicatricial aumentam
de volume e projetam-se em direcdo ao centro da ferida (MITTAL & MUNSHI,
1974; QUILHAC & SIRE, 1999). Em menos de 24 horas pode-se observar a
reepitelizacdo completa (MOARES et al. 2003; IWASHITA, 2008). O mesmo foi
observado no presente trabalho. Em Cyprinus carpio, a reepitelizacdo ocorre apds
a fagocitose de debris celulares (MITTAL & MUNSHI, 1974; PHROMSUTHIRAK,
1977; IGER & ABRAHAM, 1990), entretanto observa-se que em P.
mesopotamicus a reepitelizacdo estava completa antes do maior acumulo de
células inflamatérias observado e da completa remocao dos debris.

A espessura da epiderme (FIGURA 16) nao apresentou diferenga entre os
grupos, apenas entre os tempos (p>0,05). Sendo que a epiderme teve a maior
espessura no 21° dia apds a indugdo da lesdo. A espessura da epiderme nao
apresentou diferenca (p>0,05) entre o primeiro, terceiro, sétimo e 35° dia quando
apresentou os menores valores.

No processo cicatricial induzido observamos a reorganizacdo da derme
desde o terceiro dia (FIGURA 17), este processo foi completo a partir do 14° dia
apos a indugdo das lesdes. Nao ocorreu diferenca (p>0,05) entre os grupos
avaliados, apenas entre os tempos. A espessura da derme aumentou
progressivamente até o 21° dia, sendo diferente estatisticamente a espessura da
derme entre o primeiro, o terceiro e o sétimo dia, e entre o 14% e 212 dia e entre o
28° dia e o 35° dia. A diferenca nos dois primeiros periodos ocorreu devido o
aumento na espessura, contudo a diferengca no udltimo periodo foi devido a
diminuicdo na espessura da derme, sendo que esta teve valores semelhantes aos
encontrados no sétimo e 14° dia. Nos grupos controle, S. cerevisiae + cromo
trivalente e cromo ftrivalente observa-se a redugdo na espessura da derme
(FIGURA 19).
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FIGURA 16 — Valores médios e erro padrao da epiderme nos diferentes tempos de avaliagao.
Notar o aumento progressivo da espessura da epiderme até o 21° dia e posterior declinio
progressivo. Letras diferentes demonstram diferenga (p>0,05) os dias de avaliagéo.
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FIGURA 17 - Valores médios e erro padrdo da espessura da derme nos diferentes tempos de
avaliagdo. Notar a diferenca da espessura da derme entre os dias um, trés, sete e 21; sendo que
no 35° dia de avaliagdo os valores sdo semelhantes ao sétimo e 14° dia. Letras diferentes
demonstram diferenga (p>0,05) os dias de avaliago.

Células caliciformes

O numero de células aumentou progressivamente em todos 0s grupos sem
diferenca estatistica entre os grupos avaliados (p>0,05), entretanto o niumero de
células caliciformes apresentou diferenca estatistica entre os tempos de avaliaco.
O numero de células caliciformes a partir do 21°¢ dia estabilizou, ndo ocorrendo
diferenca (p>0,05) entre os dias 21, 28 e 35 de avaliagédo (FIGURA 18).

A grande importancia das células caliciformes estd no seu produto que
desempenha duas fungbes importantes na pele do peixe: barreira mecéanica e
quimica contra diferentes agentes (DALMO et al., 1997). O muco é constituido por
lisosimas, transferrina e lactoferrina, componentes do sistema complemento e
imunoglobulinas (KLESIUS et al., 2004b).



Neida Lucas Bortoluzzi 42

350 o Erro Padrdo
* b B Média* b a
s 26,41
3300 - b 36,66 b
8 36,8
P 27,82 b b 30,05
o 550 - b 29,85
z b 303 8 | b
31,77
b 28,16 sl 28,2
200 - b B29,39
77,82 a .
i 29,57 a
150 43,56 29,49 g
389 39,99
d
100 - a a a
a 31,76 e a
36,1 g
27,97 a 43,689 91
a a
50 1a 29,51
36,44 36,92
36,07
0 -

1 3 7 14212835 1 3 7 14212835 1 3 7 1421 2835 1 3 7 14 21 28 35 Tempo (dias)

Controle S. cerevisiae S. cerevisiae + cromo Cromo Grupos

Figura 18 — Valores médios do numero de células caliciformes nos diferentes grupos nos
tempos de avaliacdo da ferida. *valor transformado para logaritmo. Valores descritos no
gréfico correspondem ao erro padrdo da média. Letras diferentes demonstram diferenca

(p>0,05) os dias de avaliagao.

Células inflamatérias

As ceélulas inflamatérias predominantes no processo inflamatorio
independente do tempo e dos grupos foram macréfagos, linfocitos e trombdcitos,
entretanto as células granulociticas especiais (CGE) estdo presentes em menor
numero principalmente nos trés primeiros tempos de avaliagao, primeiro, terceiro e
sétimo dias. Nao ocorre diferenca estatistica (FIGURA 19) na avaliacdo das
médias dos grupos ou nos tempos de avaliagdo. Contudo, a diferengca no acumulo
de células inflamatérias pode ocorrer no processo inflamatério induzido em bexiga
natatéria de pacus suplementados com Saccharomyces cerevisiae (REQUE,
2005) e cromo trivalente (CASTRO, 2008); e ainda no processo cicatricial de
tilapias suplementadas com tocoferol (IWASHITA, 2008).

A funcdo desempenhada pelos trombécitos no processo cicatricial, além da

liberacao de citocinas e hemostasia, possivelmente esta relacionado a remogéao de
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debris celulares, visto que estas células estavam particularmente presentes em
locais com grande quantidade de debris celulares. A atuagcdo de trombdcitos na
remogao de debris celulares foi descrita por TAVARES-DIAS et al. (2007).

Os granulocitos perfizeram a maior parte das células inflamatorias
observadas até o terceiro no processo cicatricial de pacus (MORAES et al., 2003)
de acordo com as referéncias utilizadas. Entretanto, no presente trabalho o
namero de células da série granulocitica foi infimo, e observado apenas no
primeiro dia apds a indugcédo das lesdes em poucos animais de diferentes grupos.
As células inflamatérias predominantes em todos os momentos eram
mononucleares, particularmente macréfagos. Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos (p>0,05), entretanto pode-se observar diferenga entre os tempos
da avaliagdo. O aumento no numero de células inflamatérias foi progressivo e

crescente até o sétimo dia, em seguida o numero de células tornou a diminuir.
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Figura 19 — Valores médios do nimero de células inflamatérias nos diferentes grupos nos
tempos de avaliagao da ferida. Letras diferentes demonstram diferenca (p>0,05) os dias de
avaliagéo.
A suplementagédo com diferentes fragdes de Saccharomyces cerevisiae tem
sido usadas com sucesso em processos inflamatérios (REQUE, 2005; LI &
GATLIN III, 2003; RODRIGUEZ et al.. 2003; ABDEL-TAWWARB et al. 2008), assim
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como o cromo trivalente (CASTRO, 2008). O acumulo de células inflamatérias nos
grupos suplementados pelos referidos imunoestimulantes foi maior em relagéo ao
controle. A fase inicial do processo cicatricial depende da boa evolugcdao do
processo inflamatério para o debridamento do tecido, entretanto o processo
inflamatério exacerbado é igualmente prejudicial a cicatrizacdo como também a
deficiéncia no acumulo destas células no local.

No presente trabalho foi observado um acumulo de células inflamatérias
precoce nos grupos suplementados em relacdo ao controle. O maior nimero de
células inflamatdrias nos grupos S. cerevisiae, S. cerevisiae + cromo trivalente e
cromo trivalente ocorreu no terceiro dia de avaliagdo, enquanto que no controle foi
no sétimo dia. Contudo o grupo S. cerevisiae + cromo trivalente manteve o
processo inflamatério por maior tempo em relacdo aos demais grupos
suplementados. Este fato prejudicou a evolucédo do processo cicatricial do grupo,
pois 0 tempo necessério para a conclusao do processo maior do que nos grupos
suplementados apenas com cromo trivalente ou parede celular de S. cerevisiae. O
grupo S. cerevisiae + cromo trivalente foi semelhante clinicamente ao grupo

controle quanto ao periodo necessario para a conclusao do processo cicatricial.

Neovascularizacao

O numero de neovasos nao diferiu estatisticamente (p>0,05) entre os
grupos, entretanto pode-se observar um nimero absoluto de neovasos maior no
grupo controle em relagcdo aos grupos suplementados. Entre os tempos de
avaliacao pode-se observar 0 aumento progressivo até o sétimo dia do numero de
neovasos, apresentando diferenca estatistica (p>0,05) do primeiro e do terceiro
dia entre si e em relacdo aos demais dias. No sétimo dia foi observado o maior
numero de neovasos, entretanto ndo diferiu (p>0,05) do numero de neovasos
observados no 14° dia; o vigésimo primeiro dia ndo apresentou diferenca na
neovascularizacdo em relagdo ao 14° e 28° dia. A partir do 14° dia foi observado
um declinio na neovascularizagdo até o 35° dia, apresentando diferenca (p>0,05)
entre os dois periodos (Figura 20).
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Figura 20 — Valores médios do nimero de neovasos nos diferentes grupos nos tempos de
avaliagao da ferida. *valor transformado para logaritmo. Letras diferentes demonstram diferenca
(p>0,05) os dias de avaliagéo.

O maior numero de neovasos na fase inicial do processo cicatricial é
importante para o aporte adequado de oxigénio ao processo inflamatério instalado
no local para remoc¢ao dos debris celulares, fibroplasia e protecao contra agentes
oportunistas. A neovascularizagcdo € induzida pela hipéxia e fatores de
crescimento endotelial (fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento
derivado de plaquetas e fator de crescimento de células endoteliais). Os
macréfagos secretam fatores quimiotaticos e de crescimento responsaveis pelo

microambiente adequado ao tecido de granulacao (ACKERMANN, 2007).
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CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que:

- A suplementagdo com cromo trivalente ou Saccharomyces cerevisiae
isoladamente favorecem o0 processo cicatricial em pacu (Piaractus
mesopotamicus);

- A suplementacdo simultdnea com cromo trivalente e parede celular de S.
cerevisiae favorecem a fase de demolicdo prolongando-a e consequentemente
prolongando o tempo necessario para a resolugcao do processo cicatricial em P.
mesopotamicus;

- O processo cicatricial de P. mesopotamicus alimentados com racao
suplementada simultaneamente com cromo trivalente e parede celular de S.
cerevisiae evolui mais rapidamente que em animais alimentados com ragcdo sem
suplementos na fase de remoc¢ao dos debris celulares da cicatriza¢ao;

- O processo cicatricial em P. mesopotamicus tem o sentido de resolugéao

da pele para a musculatura.
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