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ESTUDO COMPARATIVO DA RESPOSTA INFLAMATORIA CRONICA
INDUZIDA EM Piaractus mesopotamicus E Oreochromis niloticus POR
CORPO ESTRANHO E BACILO DE CALMETTE - GUERIN

RESUMO - A piscicultura esta caracterizada pela alta densidade de
estocagem, transporte e altos niveis de arragcoamento, alterando a qualidade
de agua e a homeostase dos peixes. Uma das principais caracteristicas frente
a estas alteracbes €& a resposta geral de adaptacdo, aumentando a
susceptibilidade dos peixes as doengas infecciosas e parasitarias ao mesmo
tempo em que a ma qualidade da agua particularmente quando rica em matéria
organica, favorece a proliferacdo de agentes com potencial. Um dos processos
fisiopatolégicos de grande importancia para manter a saude do hospedeiro é a
resposta inflamatéria aguda que se cronifica com a persisténcia do agente. O
implante de laminulas de vidro no tecido subcutdneo de peixes induz a
resposta inflamatéria crénica, apresentando acumulo de macréfagos e
formacao de células gigantes multinucleadas. O in6culo do BCG induz intenso
infiltrado mononuclear com desorganizacao do tecido causado por edema com
dissociacao das fibras musculares e necrose. O surgimento de células gigantes
ocorre de forma progressiva e com o tempo estas aumentam de tamanho e
namero de nucleos formando células gigantes tipo corpo estranho. Com o
avanco do processo a disposicao dos macréfagos ao redor do indculo € maior
e surgem fibroblastos, linfécitos e na maioria dos casos presenca de
melanomacréfagos formando o granuloma. Neste trabalho objetivou-se
caracterizar morfologicamente o processo inflamatério crénico por corpo
estranho induzido pelo implante de laminulas de vidro no tecido subcutaneo e o
epitelidide induzido pelo inéculo de BCG em Piaractus mesopotamicus e
Oreochromis niloticus. 180 peixes de cada género foram utilizados no estudo,
divididos em quatro grupos de 45 cada. Os tratamentos foram: Inoculados,
Implantados, Inoculado e Implantados e grupo controle. Nos grupos inoculados
foram injetados 20 pL de vacina de BCG (40 mg/mL) (n° de bacilos vivos
superior a 2,0 x 10° UFC/mg de BCG Cepa Mureau Rio de Janeiro) na
musculatura estriada esquelética. No grupo implantado foi colocado no tecido

subcutaneo uma laminula de vidro estéril de 9 mm de diametro. No grupo
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inoculado e implantado foram realizados ambos procedimentos. O grupo
controle ndo foi manipulado. Na andlise das laminulas em ambas as espécies
observou-se que a espécie O. niloticus teve resposta mais rapida quanto a
formacao de células Langhans do que o P. mesopotamicus e que o estimulo
imune ndo interfereu na resposta inespecifica. A formacado dos CMMs depende
de varios fatores, entre eles a espécie, tempo e tipo de estimulo. Na analise
imuno-histoquimica caracterizaram-se macréfagos e células epitelidides com
os anticorpos iNOS, S-100 e citoqueratina classificando assim o granuloma
como epitelidide. Na analise lectino-histoquimica as lectinas WGA, DBA e HPA
permitiram identificar seus receptores em macréfagos com atividade fagocitica,

fibroblastos e bacilos no granuloma epitelidide induzido pelo BCG.

Palavras-chave: centros de melanomacréfagos, granuloma, imuno-
histoquimica, lectino-histoquimica, teleésteos
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COMPARATIVE STUDY OF CHRONIC INFLAMMATORY RESPONSE
INDUCED IN Piaractus mesopotamicus AND Oreochromis niloticus BY
FOREIGN-BODY AND BACILLUS CALMETTE - GUERIN

ABSTRACT- Fish farming is characterized by high stocking density,
transport and high levels of feeding, changing water quality and fish
homeostasis. A major characteristic of these changes is opposite the overall
response adjustment, increasing the susceptibility of fish to infectious and
parasitic diseases at the same time that poor water quality particularly when rich
in organic matter, favors the proliferation of agents with potential. One of the
pathophysiological processes of major importance for maintaining the health of
the host is the acute inflammatory response that chronic the persistence of the
agent. The implantation of glass coverslips in the subcutaneous tissue of fish
induces chronic inflammatory response, with accumulation of macrophages and
multinucleated giant cell formation. The inoculum of BCG induces intense
mononuclear infiltrate with disruption caused by tissue dissociation with edema
and necrosis of muscle fibers. The emergence of giant cells occurs gradually
and over time they increase in size and number of cores forming giant cells of
foreign body type. With the progress of the process layout of macrophages
around the inoculum is larger and appear fibroblasts, lymphocytes and in most
cases the presence of melanomacrophages forming the granuloma. This study
aimed to characterize morphologically the chronic inflammatory process
induced by foreign body implant glass slides in the subcutaneous tissue and
epithelioid induced by inoculation of BCG in Piaractus mesopotamicus and
Oreochromis niloticus. 180 fish in each sex were used in the study were divided
into four groups of 45 each. The treatments were: inoculated, deployed,
deployed and Inoculated and control group). In inoculated groups were given 20
ul of BCG vaccine (40 mg/mL) (n° bacilli than 2.0 x 10° CFU / mg of BCG strain
Mureau Rio de Janeiro) in skeletal striated muscle. In the group implanted in the
subcutaneous tissue was placed a coverslip glass 9 mm in diameter. In the
group inoculated and both procedures were performed implanted. The control
group was not manipulated. In the analysis of coverslips in both species was
observed that the species does not O. niloticus had faster response when the
cell formation Langhans than P. mesopotamicus and that the stimulus did not

interfere with the immune response nonspecific. The formation of CMMs
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depends on several factors, including the type, time and type of stimulus. In
immunohistochemical analysis characterized macrophages and epithelial cells
with antibodies iINOS, cytokeratin and S-100 thus classified as epithelioid
granuloma. In the analysis lectino staining lectins WGA, DBA and HPA have
identified receptors on macrophages with phagocytic activity, fibroblasts and
bacilli in epithelioid granuloma induced by BCG.

Keywords: melanomacrophages centers, granuloma, immunohistochemistry,
lectin histochemistry, teleost
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Exemplar de Piaractus mesopotamicus implantado
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Fotomicrografia ~de  muasculo de  Piaractus
mesopotamicus 14 dias apds a inoculagdo do BCG.
Observa-se o centro do inoculo de BCG (),
macréfagos com conteudo fagocitado (M), tecido
conectivo (*) e bacilos (setas) (ZN). Barra = 6

Fotomicrografia de muasculo de Piaractus
mesopotamicus 3 dias apés a inoculacao do BCG.
Observam-se células gigantes multinucleadas com
conteudo fagocitado (seta), necrose tecidual (N),
edema intersticial (E), fibras musculares (*) e
plasmécito (ponta da seta) (HE). Barra = 30

Fotomicrografia ~de  musculo de  Piaractus
mesopotamicus 3 dias apds a inoculacao do BCG.
Observa-se células gigantes multinucleadas com
conteudo fagocitado (G), necrose tecidual (N),
edema intersticial (E), e macréfagos com material
fagocitado (grumos de BCG) (M) (HE). Barra = 20

Fotomicrografia ~de musculo de  Piaractus
mesopotamicus 3 dias apos a inoculagdo do BCG.
Observa-se em detalhe uma célula gigante com os
nucleos dispostos na periferia celular (tipo
Langhans), macréfagos com evidencia de nucleo e
nucléolos (M) e necrose tecidual (N) (HE). Barra = 6

Fotomicrografia ~de musculo de  Piaractus
mesopotamicus 3 dias apos a inoculagdo do BCG.
Observam-se melanomacréfagos (seta), edema (E),
desarranjo das fibras musculares (*), Infiltrado
mononuclear () macréfago (ponta da seta) e célula
gigante multinucleada (G) (HE). Barra = 20
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Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Fotomicrografia de muasculo de  Piaractus
mesopotamicus 3 dias ap6s a inoculacdo do BCG.
Observam-se melanomacréfagos (seta), edema (E),
desarranjo das fibras musculares (*), Infiltrado
mononuclear (I) macréfago (ponta da seta) e célula
gigante multinucleada (G) (HE). Barra = 20

Fotomicrografia de muasculo de  Piaractus
mesopotamicus 7 dias apos a inoculagdo do BCG.
Observam-se melanomacréfagos (seta), célula
gigante multinucleada (G), edema (E), macrofago
(cabeca de seta), mdasculo (*) e infilirado
mononuclear (l) (HE). Barra =20 pm...........ccccvvvnneeee.

Fotomicrografia ~de  musculo de  Piaractus
mesopotamicus 7 dias ap6s a inoculacao do BCG.
Observa-se o inicio da formagéo do granuloma com
macréfagos (G), presenca de células fibroblasticas
(*), plasmocitos (ponta da seta) e célula em mitose
(seta) (HE). Barra = 20 UM..ccoeveeeeeeeiiiiieeeeeeee

Fotomicrografia ~do  musculo de  Piaractus
mesopotamicus 14 dias apds a inoculagdao do BCG.
Observa-se a disposicdo dos granulomas (G) com
presenca de fibroblastos ao redor (*), infiltrado
mononuclear (l), musculo esquelético (M) e
melanomacréfagos (seta) (HE). Barra = 200

Fotomicrografia ~de musculo de  Piaractus
mesopotamicus 14 dias apds a inoculagdo do BCG.
Observa-se a formagédo do granuloma com necrose
central (N), presenca fibroblastos ao redor (seta),
infiltrado mononuclear (), musculo esquelético (M) e
melanomacréfagos (cabeca de seta) (HE). Barra =

Fotomicrografia de musculo de  Piaractus
mesopotamicus 14 dias apds a inoculacao do BCG.
Observa-se a formacdao do granuloma com o
in6culo (N), macréfagos (com nudcleo e nucléolo)
(M), células epitelidides (*), linfécito (L), fibroblastos
(seta), hemossiderina (ponta da seta) (HE). Barra =
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Figura 14.
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Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Fotomicrografia ~de  mulsculo de  Piaractus
mesopotamicus 21 dias apds a inoculagdo do BCG.
Observam-se os granulomas (G), edema intersticial
(E), infiltrado mononuclear (l), pigmentacao
associada a presenca de melanomacréfagos (seta)
(HE). Barra = 200 PM......oiiiiiiiiiiiieee e

Fotomicrografia ~de musculo de  Piaractus
mesopotamicus 21 dias apds a inoculagdo do BCG.
Observam-se os granulomas (G), edema intersticial
(E), infiltrado mononuclear (I), pigmentacéo
associada a presenca de hemdacias (seta) (HE).
Barra = 60 M ...

Fotomicrografia ~de  muasculo de  Piaractus
mesopotamicus 21 dias apds a inoculagdo do BCG.
Observam-se granulomas (G) com fibroblastos (seta)
e hemossiderina (*) (HE). Barra = 20 um....................

Fotomicrografia de musculo de Piaractus
mesopotamicus 33 dias apo6s a inoculacado do BCG.
Observam-se os granulomas (G) formando um
unico granuloma, infiltrado mononuclear (l) e
hemossiderina (seta). (HE). Barra = 200

Fotomicrografia de musculo de Piaractus
mesopotamicus 33 dias apos a inoculacao do BCG.
Observam-se a necrose central do granuloma (N),
fioras colagenas (*), fibroblastos rodeando a
camada de macrofagos (seta), macréfago (M),
melanomacréfago (cabeca de seta), linfécito (L),
eritrocito (E) e vaso sanguineo (V) (HE). Barra = 20

Fotomicrografia de muasculo de  Piaractus
mesopotamicus 33 dias apds a inoculacdo do BCG.
Observam-se o in6culo no centro do granuloma (N),
células epitelidides (*), fibroblastos rodeando a
camada de macréfagos (seta), macréfagos (M),
melanomacréfagos (cabeca de seta) e linfocito (L)
(HE). Barra =6 M.....ccooiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e

Fotomicrografia de célula gigante multinucleada tipo
corpo estranho em laminula implantada. Sétimo dia
apdés o implante em Piaractus mesopotamicus.
Hematoxilina de Harris. Barra = 10 pm........c.cooccvneeeee.
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1. INTRODUCAO

Na piscicultura, a alta densidade de estocagem atua como elemento
estressante e compromete a qualidade da agua. Esses fatores aumentam a
susceptibilidade dos peixes as doencas infecciosas e parasitarias e facilita a
proliferacao de agentes com potencial patogénico no ambiente de criagao.

Um dos processos fisiopatoldégicos de grande importancia para manter a
saude do hospedeiro € a resposta inflamatéria, cujos mecanismos sdo bem
conhecidos em mamiferos, mas pouco claros em outras classes do reino animal.
Nos peixes, esse fendmeno também ndo é bem conhecido e merece atengédo do
ponto de vista da fisiopatologia comparada, assim como pelo potencial
socioeconémico que representam.

A resposta inflamatéria envolve varios eventos como a participacao de células
teciduais fixas, leucocitos, trombdcitos, mediadores farmacolégicos celulares e
plasmaticos, ale m de moduladores diversos de origem hormonal e ndo hormonal.
Varios estudos desenvolvidos em peixes descrevem a formacao de células gigantes
multinucleadas em processos inflamatérios crénicos, como os descritos em diversas
enfermidades infecto-contagiosas, tais como a causada pela Edwarsiella tarda em
tildpia nildtica (MIYAZAKI e KAIGE, 1985), Ichthyophonus hoferi em Pleuronctes
plateas (TIMUR e TIMUR, 1984) e Mycrospoiium sp. na musculatura esquelética de
Trisopterus esmarkii (PUSLFORD e MATHUS, 1991).

O implante de laminulas de vidro no tecido subcutaneo de peixes induz a
resposta inflamatéria crénica, apresentando acumulo de macréfagos e formacao de
células gigantes multinucleadas (PETRIC et al., 2003; BELO et al., 2005).

O significado de células gigantes multinucleadas em lesdes inflamatérias
cronicas nao € completamente conhecido. Elas formam-se pela fusdo das
membranas de macréfagos, sendo dependentes do recrutamento de mondcitos do
sangue que por sua vez sao requeridos aos compartimentos de reserva e
dependentes da taxa de renovagao do granuloma (RYAN e SPECTOR, 1970).

Ha evidéncias de que a formacdo de células gigantes multinucleadas
depende da natureza do estimulo, corroborando a idéia de taxa de renovacao
macrofagica dentro da lesdo (BIRMAN e MARIANO, 1985).



2. OBJETIVOS

Estudar comparativamente a cinética da resposta inflamatdria cronica induzida
pelo implante de laminulas de vidro no tecido subcutaneo e pelo implante associado
a inoculacdo de BCG em Piractus mesopotamicus e Oreochromis niloticus.

Mais detalhadamente,

Avaliar morfologicamente ambas as respostas em termos de tipos celulares e
suas caracteristicas morfolégicas e tintoriais.

Analisar a cinética de macréfagos, células gigantes multinucleares e células
Langhans nas laminulas implantadas em ambas as espécies.

Determinar a constituicdo pigmentar, tamanho e numero dos centros de
melanomacrofagos do bago de O. niloticus nos diferentes tratamentos e no controle.

Determinar as células que participam no processo inflamatério crénico com

uso de anticorpos e lectinas em ambas as espécies.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Inflamacao em peixes

Metchnikoff (1891) realizou o primeiro estudo sobre o processo inflamatério
em peixes, no qual observou o fendmeno da fagocitose “in vivo®’, apds injetar
eritrécitos de cobaia na cavidade celomatica de Carassius auratus.

Outros autores também verificaram o fendmeno da fagocitose injetando varias
substancias. Cuenot (1907) relata o processo inflamatério apds injecao de tinta da
China na cavidade celomatica de peixes. Jakowska e Nigrelli (1953) iniciaram o
estudo experimental do processo inflamatério por meio da inoculacao de agentes
biol6gicos em peixes, na qual relataram as observagdes sobre as lesées induzidas
pela inoculagdo de Mycobacterium sp. em Poecilia reticulata, caracterizando-se
inicialmente por exudagdo composta predominantemente por eosindéfilos, que
apresentavam granulacdo grosseira e caracteristicas fagociticas. Apds dois dias da
inoculacdo do agente, havia predominio de macrofagos e formacao de tecido

granulamatoso.



3.1.1 Inflamacao crénica

A resposta inflamatoria pode ser definida sob duas formas, aguda e crénica. A
inflamacado aguda caracteriza-se como processo exsudativo do qual participam
vasos e células com produg¢édo de exsudato rico em liquido, proteinas e células. O
processo cronico € de natureza proliferativa e tem como principais componentes as
células mononucleares, tecido conectivo e neo-vasos (GAUTHIER et al., 2004). Os
granulomas podem ser denominados “granulomas por corpo estranho” e
“granulomas imunes”. O primeiro é formado em resposta a particulas inertes, como
talco e fio de sutura cirurgica, caracterizado pela presenca de camadas de
macréfagos e células gigantes multinucleadas, com o inéculo no centro da lesédo; o
segundo € formado em resposta as particulas insoliveis com capacidade de
estimular a resposta imune celular, como na micobacteriose ou com a utilizacao do
BCG - cepas atenuadas de Mycobacterium sp. Esses sdo compostos por células
epitelidides com conteudo do in6culo na regido central do granuloma e fibrobalstos
(GAUTHIER et al., 2004).

Em peixes derivados (evoluidos filogenéticamente) como do género
Oreochromis sp. Matushima (1994) avaliou a resposta inflamatéria crbnica
granulomatosa e observou que a mesma € composta por células epitelidides
circunscritas ao in6culo, apresentando citoplasma vacuolizado e nucleo contendo
cromatina frouxa, podendo conter células pigmentares ao redor do granuloma,
caracteristica também observada por Chinabut (1990), Colorni et al., (1990) e
Ramos (2000). Em contrapartida, na maioria dos peixes teledsteos primitivos ha
formacdo de células gigantes multinucleadas circunscrevendo o patégeno no
decorrer do processo inflamatério sem a formacao de granuloma e diferenciagao dos
macréfagos em células epitelidides (GOMEZ, 1998; TALAAT et al., 1999; HOWARD
e BYRD, 2000).

Sado e Matushima (2007) descreveram diferengas histolégicas, histoquimicas
e ultra-estruturais na resposta inflamatéria crbnica em peixes pertencentes a
diferentes posicoes filogenéticas, ou seja, primitivos, intermediarios e modernos. Nos
peixes modernos, na formacédo do granuloma imune, os macréfagos se diferenciam
em células epitelidides, ao passo que em peixes primitivos, os macrofagos se

diferenciam em células gigantes multinucleadas, sem a formagéo de granuloma.



3.1.2 Células gigantes multinucleadas e granulomas em peixes

Estudos feitos em animais de laboratério por meio do implante de laminulas
de vidro no tecido subcutdneo demonstraram que em granulomas tipo corpo
estranho, formam-se células gigantes multinucleadas pela fusdo das membranas
celulares de macréfagos derivados de mondcitos originarios da corrente sanguinea
(GILLMAN e WRIGHT, 1996; MARIANO e SPECTOR, 1974).

A taxa de acumulo de macréfagos em laminulas de vidro depende da
natureza da reagao inflamatéria e do tecido conectivo que a envolve. Conforme
demonstrado por Birman e Mariano (1985), a inoculagdo de BCG (Bacilo Calmette—
Guérin) no local do implante da laminula, causa drastica redugdo na formacéo de
células gigantes multinucleadas, reducdo do numero de nucleos/célula gigante e
blogueio na transformacao de células tipo corpo estranho para célula tipo Langhans.
Este fendbmeno pode ser explicado pelo fato do BCG vivo provocar alta taxa de
renovagao do granuloma. O contrario ocorre com a inoculagdo de carragenina, pois
esta substancia induz a formacao de granuloma de baixa renovagéo contituido quase
que exclusivamente por macréfagos.

Em animais aquaticos, Peingnoux-Deville et al. (1989) demonstraram que ha
presenca de células gigantes multinucleadas circundando a area de implante de
tecido Osseo desmineralizado de Anguilla anguilla, em tecido muscular de
Scyliorhinus canicula dois meses e meio apds o implante.

Matushima (1994) avaliou o processo inflamatério crénico granulomatoso
induzido pela inoculagao intramuscular de BCG em tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus) e observou a presenca de células gigantes multinucleadas tipo corpo
estranho trés dias ap6s a inoculacdo, que apareceram com maior frequéncia aos sete
dias. Ap6s 21 dias, estas ja possuiam maior organizacdo e, aos 33 dias células
gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho ja podiam ser encontradas
englobando grumos de BCG. Estas células também podiam ser encontradas em
locais mais distantes formando “ninhos” de células inflamatérias junto com linfocitos,

fibroblastos e macréfagos.

3.2 Centro de Melanomacréfagos (CMMs)
Centro de melanomacréfagos sdo agrupamentos de células que contém

pigmentos, geralmente encontradas dentro do reticulo - endotelial na matriz dos



tecidos hematopoiéticos. Em teledsteos, a hematopoiese estd principalmente
localizada dentro do estroma do baco e no intersticio do rim. Em menor escala,
apresentam também elementos hematopoiéticos em areas periportais do figado,
submucosa do intestino e timo, 6rgaos onde também podem se formar. Existem
artigos descrevendo a presenca de CMMs em branquias, cérebro e gbnadas
(MACCHlI et al., 1992).

O termo centros de melanomacréfagos (CMMs) foi aplicado pela primeira vez
para estruturas de peixes teledsteos (ELLIS 1974; ROBERTS 1975). Blumenthal
(1908) foi o primeiro autor a fazer referéncia aos CMMs em peixes, quando
descreveu grandes nédulos de macrofagos contendo glébulos vermelhos
degenerados e composto férrico no bago. Morfologicamente, os CMMs séao
nodulares, com uma delicada capsula e geralmente estreita, aplicadas aos canais
vasculares (AGIUS, 1979a).

Os macroéfagos estdo normalmente embalados em pacotes formando grandes
agregados e sdo maiores apods atividade fagocitica de material heterogéneo, como
particulas celulares, pigmentos de melanina, granulos de hemossiderina e residuos
de lipofuscina (AGIUS e AGBEDE, 1984; AGIUS, 1985) bem como goticulas
lipidicas, agregados protéicos e mucopolissacarideos (HERRAEZ e ZAPATA, 1986).

O aspecto morfolégico dos CMMs pode variar em diferentes espécies
(ROBERTS, 1975; AGIUS, 1980), ¢6rgaos (AGIUS, 1979b; KRANZ e PETERS,
1984), e diferentes condicbes fisioldgicas dentro da mesma espécie, tais como a
idade (AGIUS 1979a; AGIUS e ROBERTS, 1981; WOLKE et al., 1985; KRANZ e
GERCKEN, 1987), inanicao (AGIUS, 1983; AGIUS e AGBEDE, 1984; MIZUNO et al.,
2002), tipo de tecido (KRANZ, 1989) metabolismo de ferro e hemoglobina (FULOP e
McMILLAN, 1984), condi¢cdes anatomopatolégicas e inflamatérias (ELLIS, 1980;
VOGELBEIN et al., 1987) e processos imunes (AGIUS 1981, 1985; FULOP e
McMILLAN, 1984).

Ultraestruturalmente, os melanomacréfagos sdo complexos, apresentam
nucleos indentados e grande numero de membranas vinculadas a vacuolos que
contém varios tipos de material. O pigmento granular parece estar contido nos
vacuolos, sugerindo atividade fagocitica (ROBERTS, 1975). A aparéncia, o tamanho

e morfologia dos CMMs nos teledsteos diferem entre individuos, espécie e 6rgaos



(WOLKE, 1992; MESEGUER et al.,, 1994; HAAPARANTA et al., 1996; AGIUS e
ROBERTS, 2003). E ainda incerto se esta variacdo reflete a idade, o estado de
saude ou circunstancias de estresse como a inani¢do ou a presencga de poluentes na
agua (AGIUS e ROBERTS, 2003; HUR e NIGRELLI, 2006; FISHELSON, 2006).

Leknes (2007) sugeriu que os macrofagos do rim e baco dos “platyes” apos
injetar ferritina de cavalo no tecido hematopoiético, podem ter papel importante na
limpeza de macromoléculas e de particulas exégenas presentes na circulagéao.

Estudos filogenéticos feitos em peixes teled6steos sugerem que o0s
melanomacréfagos livres e CMMs séo precursores de células dendriticas foliculares
e centros germinativos respectivamente, demonstrando uma relagéo evolutiva entre
os CMMs de peixe e os centros germinativos de aves e mamiferos (VIGLIANO et al.,
2006).

3.2.1 Pigmentos dos centros de melanomacrofagos (CMMs)

A melanina é definida como toda inclusdo biolégica de cor amarela
acastanhada e substancias organicas pretas que sao polimeros policiclicos de alto
peso molecular, insollveis na maioria dos solventes, e resistentes a todos os acidos
ou técnicas de digestdo (EDELSTEIN, 1971).

Posteriormente foi evidenciado que CMMs possuem diferentes tipos de
pigmentos. Mediante técnicas histoquimicas, trés tipos de pigmentos foram descritos
em melanomacréfagos, sendo melanina, lipofuscina, e hemossiderina (AGIUS e
ROBERTS, 2003).

Dentro dos macréfagos, geralmente a lipofuscina parece ser o pigmento mais
abundante; a hemossiderina pode estar presente em grande quantidade, em certas
condigbes como na anemia hemolitica; a melanina frequentemente esta presente
(AGIUS e ROBERTS, 20083).

3.2.1.1 Melanina

A melanina € produzida pelos melandcitos derivados embriologicamente da
crista neural e contidos nos melanossomos. E um pigmento negro, finamente
granulado quando corado com HE (ROBERTS, 1975).



Nos peixes a melanogénese ocorre na derme e os geradores de células
pigmentares de melanina sdo os melandcitos. A melanina é constituida de polimeros
complexos que podem absorver e neutralizar os radicais livres, e outros céations
potencialmente toxicos, derivados da degradagdo fagocitica de material celular
(ZUASTI et al., 1989). Este polimero teria papel relevante no interior de macréfagos
como neutralizador de radicais livres liberados no catabolismo de acidos graxos de
membranas celulares apds a fagocitose a baixas temperaturas (AGIUS e AGBEDE,
1984). WOLKE et al., (1985) sugeriram que a melanina pode ser importante na
producédo de compostos bactericidas, especialmente de perdxido de hidrogénio.

3.2.1.2 Lipofuscina

A lipofuscina resulta do processo oxidativo e polimerizacao de acidos graxos
poliinsaturados e podem se acumular nos peixes, como resultado de deficiéncias
nutricionais, doencas bacterianas e virais e disturbios causados por materiais toxicos
(PICKFORD, 1953).

Pigmentos de lipofuscina ou de cerdides sao produtos do processo oxidativo
de dificil distincao entre os dois produtos de degradacao. Portanto, a aplicacao de
uma série de técnicas histoquimicas é necessaria para identifica-los (PEARSE,
1972).

Este é o pigmento mais achado nos CMMs de muitas espécies de peixes
(AGIUS, 1979 a,b), e € amplamente distribuido no homem, aves, répteis e anfibios.

Agius e Agbede (1984) observaram que a principal fonte de gréanulos de
lipofuscina sdo de componentes celulares como a degeneragdo mitocondrial pelo
processo de peroxidagao lipidica mitocondrial.

3.2.1.3 Hemossiderina

Hemossiderina é de cor marrom em laminas histolégicas coradas com HE, é
relativamente insollvel, formada por proteina e componente férrico proveniente do
catabolismo da hemoglobina dos eritrocitos. Nos animais superiores (mamiferos), o
ferro € normalmente armazenado no organismo sob a forma de ferritina. A
hemossiderina é normalmente observada em estreita associacdo com granulos de
lipofuscina (AGIUS e AGBEDE, 1984).



Em teledsteos, o pigmento férrico € observado particularmente nos CMMs do
baco, e ndo é descrito em melanomacrofagos de tecidos hematopoiéticos de
elasmobranquios (AGIUS 1979a, 1983).

O aumento de hemossiderina foi observado nos CMMs apds anemia
hemolitica (ROBERTS, 2001) e depois de inanicdo prolongada (AGIUS 1981). A
quantidade de hemossiderina no bago geralmente € pequena, a acumulagéo
excessiva de pigmento é conhecida como hemossiderose, e reflete hemorragia
(WOLKE et al., 1985).

3.3 Funcao dos centros de melanomacrofagos (CMMs)

Muitas sdo as fungdes atribuidas aos CMMs, incluindo o armazenamento de
células derivadas de fosfolipideos e ferro provenientes da eritrofagocitose (AGIUS,
1979b; AGIUS e AGBEDE, 1984) e fagocitose de varios tipos de antigenos de
bactérias, esporos e parasitos (ROBERTS, 1975; AGIUS, 1985). Em peixes
esplenectomizados, o papel de armazenamento de ferro é assumido pelo rim
formando CMMs (AGIUS, 1980).

Muitos estudos sugerem que a funcao geral dos centros esta focalizada na
destruicdo, desintoxicagdo ou reciclagem de materiais enddégenos e exdgenos
(FERGUSON, 1976a; ELLIS, 1980; HERRAEZ e ZAPATA, 1986). Por conseguinte,
uma das principais funcées dos CMMs é o descarte de material originarios da
atividade metabdlica celular e eritrocitaria (ROBERTS, 1975; AGIUS, 1980; FULOP e
McMILLAN, 1984).

Os CMMs desempenham papel importante na resposta a agentes estranhos,
incluindo os infecciosos. O papel dos CMMs no reconhecimento de antigenos pelo
sistema imune foi sugerido por Ellis e De Sousa (1974). Estes autores demonstraram
qgue pequenos linfocitos circulantes migraram para os CMMs e sugeriram que pode
ser o local de interacdo entre as células imunitarias e os antigenos na resposta
imune.

Estudos demonstram a estreita relacdo de CMMs com células linféides e
sugeriram que sao os principais locais de retencdo de antigenos a longo prazo
(LAMERS e De HAAS, 1985). Estudos clinicos demonstram a associacao de CMMs

com alta gama de bactérias intracelulares resistentes como micobactérias, e



parasitas como Myxobolus spp. (ROBERTS, 2001). Por sua vez, estudos em Salmo
salar apdés da injegédo intraperitoneal de vacina contra Aeromonas salmonicida,
demonstraram que houve ampla distribuicdo do componente lipopolissacarideo em
todo o tecido do abdome, e apds da 16° semana da exposicao foram localizados
CMMs no baco e rim (PRESS et al.,, 1996). Os mesmos autores descrevem a
presenca de complexos imunes e produgédo de niveis elevados de anticorpos. Eles
sugeriram que esta retencdo de antigeno e consequente ativagcdo de macroéfagos

nos CMMs foi de vital importancia para alcangar a memaria imune.

3.4 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) € uma técnica que permite detectar antigenos em
tecidos fixados (ISHIKAWA et al., 2001), fato que possibilita a posterior identificacao
especifica de grande variedade de moléculas. Em peixes esta técnica é pouco
utilizada devido a escassez de anticorpos espécie-especificos. Entdo se recorre a
outras técnicas de maior complexidade, mas eficazes como a reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) (MCCORMICK et al., 1995). No entanto, existe pequeno numero
de anticorpos especificos e inespecificos que marcam células do sangue de
algumas espécies de peixes (PRESSON 1994, FISHER et al., 2006).

Noga et al. (1989) estudaram a imunomarcacdo com anticorpo para
citoqueratina humana em peixes teledsteos e observaram positividade por reacao
cruzada nas células epitelidides. Também foi descrita a imunomarcacao por este tipo
de reacédo de CD54 e CD57 em Cyprinus carpio e Oncorhynchus mykiss (FISHER e
KOELLNER, 2007). A imunomarcagdo de macrofagos e células epitelidides no
granuloma induzido pelo in6culo do bacilo Calmette-Guérin (BCG) em Centropomus
spp. levou a compreensdo da formagcdao granulomatosa em varias espécies de
peixes de diferentes posi¢cdes na escala filogenética (SADO e MATUSHIMA 2007,
2008). O uso da imunomarcagdo com anticorpos poli € monoclonais em peixes
infectados com M. paratuberculosis e M. avium constatou que a técnica de IHQ é
valida para o diagndstico de micobacteriose em peixes (GOMEZ et al., 1993), assim
como para o M. marinum (ROMANO et al., 2012).
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Por outro lado, a identificacdo do éxido nitrico (NO) como molécula mediadora
da resposta inflamatéria (KUMAR et al., 2005), incentivou a procura de técnicas para
identificar a presenca e participacdo desta e seus derivados neste evento. Assim,
com uso da PCR ficou demonstrada a expressao da sequéncia de RNA mensageiro
que codifica a sintese do Oxido nitrico induzivel (iINOS), evidenciando sua
participacdo na inflamacgao crénica de peixes, de forma similar ao observado em
mamiferos (LAING et al., 1996).

Estudos realizados em truta arco-iris (Oncorhynchus mikyss) sugerem a
participacao do iINOS na resposta imune contribuindo com a funcao protetora contra
agentes patogénicos (CAMPOS-PEREZ et al., 2000). Na formagédo do granuloma
tipo corpo estranho demonstrou-se a fungédo do fator desativador de macréfagos
(MDF) associado a proteina ligante de calcio - MRP-14, relacionada ao fator inibidor
da migracao de macréfagos, expressa por células epitelidides de granulomas. Esta
proteina pertence a familia das proteinas ligantes de calcio S-100, presentes em
neutrofilos e macrofagos e estd associada a manutengdo do granuloma (Mariano,
1995).

3.5 Lectino - histoquimica

As lecitinas sdo proteinas de origem ndo imune que se ligam especifica e
reversivelmente a agucares e amplamente utilizadas nas areas biolégica e médica,
devido as propriedades de reconhecimento de moléculas (LEHMANN et al., 2006).
Encontradas em plantas, animais vertebrados, invertebrados e microorganismos
(LIS e SHARON 1986, MODY et al., 1995, KENNEDY et al., 1995), frequentemente
localizam-se na superficie celular ou em particulas intracelulares (SHARON e LIS
1989). Estas sdo usadas como sondas para o prognéstico e/ou diagnostico de
doencas humanas e animais (Mitchell e Schumacher 1999), assim como método de
diagnéstico laboratorial de varias doencgas infecciosas (DOYLE e SLIFKIN 1994,
SLIFKIN e DOYLE 1990, ASTOUL et al., 2000) e parasitarias (JACOBSON e DOYLE
1996, RESTREPO et al., 2000, JARROLL et al., 2001, ROBIJN et al., 2007). Nas
técnicas histoquimicas as lecitinas de diferentes especificidades oferecem um
sistema de deteccado sensivel para alteracbes da glicosilagdo e expressdo de
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carboidratos que podem ocorrer durante o desenvolvimento embriondrio € em
diferentes doencas (WROBLEWSKI et al., 2000, 2001; BELTRAO et al., 2003). Por
serem sensiveis, estaveis e de facil manuseio tornam-se uteis para diferenciar
alteracdes celulares (JI et al., 2005).

A interacao lecitina-carboidrato € utilizada para estudar o desenvolvimento da
resposta imune induzida por diferentes antigenos em animais por meio do uso de
conjugados antigénicos (HUNDT et al., 2000) e como técnica rapida e de baixo custo
para a diferenciacao de varias espécies de micobactérias (ATHAMNA et al., 2006).

4. MATERIAIS E METODOS
O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal

(CPPar) e Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinaria - UNESP, Jaboticabal, Estado de Sao Paulo durante o periodo
de agosto de 20009.

O estudo experimental foi aprovado pela Comissao de ética no uso de animais
— CEUA, sob o protocolo numero 020092/09 em reunido ordinaria de 08 de outubro
de 2009.

4.1 Acondicionamento dos peixes

Foram utilizados 180 peixes de cada espécie (Piaractus mesopotamicus e
Oreochromis niloticus). Os grupos foram formados por peixes jovens, entre machos e
fémeas, com peso entre 100 e 120 g. Inicialmente os peixes foram submetidos a um
periodo de aclimatagdo durante uma semana e em seguida foram aleatoriamente
redistribuidos em tanques com capacidade de 250 L abastecidos com agua
proveniente de poco artesiano (Figura 1). A alimentacao foi realizada duas vezes ao
dia com racao comercial (28% de proteina bruta). Todos os dias foram medidos os
parametros fisico-quimicos da agua (oxigénio dissolvido, temperatura, pH e
condutividade) (Sonda multiparaetrica YSI 6820) as 14:00 horas.
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Figura 1. Tanques onde foram distribuidos os peixes de ambas as espécies.

4.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em sistema
fatorial 3 x 5 (trés tratamentos “BCG, BCG+IMP e IMP”, cinco coletas). Foram
divididos em 4 grupos de 45 animais/grupo sendo estes subdivididos em 3 grupos
com 15 animais por tanque para cada género (Tabela 1) por espécie. Cada peixe foi
considerado como uma unidade experimental.

Para a analise estatistica utilizou-se o pacote estatistico Statistical Analyses
System (SAS) v.9.0. Para a analise dos macréfagos nas laminulas os valores
médios foram transformados em log (x+1), € o resultado foi analisado mediante
analise de variancia seguido do teste de Tukey (p<0,05). Para os CMMs os valores
da média de 175 observagdes (area e numero) foram analisados mediante ANOVA
seguido do teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 1. Distribuicdo de cada grupo de peixes (Piaractus mesopotamicus e
Oreochromis niloticus) nos diferentes tratamentos e tempos de coletas.

Dias de coletas
3° 7° 14° 21° 33°

Grupo experimental (numero de peixes)

Controle (Sem inoculagao/implante) (n=45) n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Inoculado com BCG (n=45) n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Implantado com laminula (n=45) n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Inoculado/Implantado (n=45) n=9 n=9 n=9 n=9 n=9

Apoés o implante/inoculagéo foram utilizados nove peixes de cada tratamento
para a colheita da laminula, masculo inoculado e 6rgaos (figado, baco e rim) nos dias
3° 7° 14° 21° e 33° para a analise histopatoldgica, imuno-histoquimica e lectino-
histoquimica. No grupo controle foram coletados, figado, bago, rim e musculo para
analise histopatolégica.

4.3 Anestesia

Para o implante/inoculacdo, os peixes foram anestesiados por imersdao em
solucdo aquosa de benzocaina na proporcdo 1:10000 (v/v) para o implante da
laminula (WEDEMEYER, 1970; FERREIRA et al., 1979; MATUSHIMA, 1988). Para
as coletas, os peixes foram eutanasiados mediante aprofundamento anestésico por

imersao em solucao aquosa de benzocaina na proporcao 1:500 (v/v).

4.4 Inducao do processo inflamatério com BCG

O processo inflamatério foi induzido pela inoculacdo de 20 uL de vacina de
BCG (40 mg/mL) (n° de bacilos vivos superior a 2,0 x 10° UFC/mg de BCG Cepa
Mureau Rio de Janeiro) na musculatura latero-caudal esquerda segundo a
metodologia proposta por Matushima et al. (2005). Para estabelecer o volume a
injetar, realizaram-se testes para saber qual foi o menor volume que induziu o
processo inflamatério, injetaram-se: 5, 10, 20, 50 e 80 pL (40 mg/L) da vacina via
intramuscular, depois de analisar o processo inflamatério com estes volumes
injetados concluiu-se que 20 pL (40 mg/L) foi a quantidade adequada para induzir
este processo.
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4.5 Implante da laminula

Os peixes foram implantados com laminulas de vidro arredondadas de 9 mm
de diametro (Knittel-glass®) no tecido subcutaneo da regido latero-dorsal, caudal ao
opérculo esquerdo.

Apos anestesia e assepsia do local, foi realizada uma incisdo de
aproximadamente um centimetro de comprimento com posterior divulsdo do tecido
subcutaneo para implante da laminula (Figura 2). A incisdo foi suturada e os peixes
foram recolocados nas caixas (PETRIC et al., 2003).

Figura 2. Exemplar de Piaractus mesopotamicus implantado com laminula..

Para analise da contagem de células, foram realizadas sob microscopio de luz
em aumento total de 400x e capturadas as imagens (Céamera Olympus DP72
software cellSens Standard 1.5 Olympus Corporation©), sendo realizada a contagem
de cinco campos por laminula escolhidos ao acaso, totalizando 35 campos por
tratamento por coleta.

4.6 Colheita e fixacao do material
As colheitas foram realizadas no 3° 7° 14° 21° e 33° dia pbs-
implante/inoculagdo. As laminulas foram removidas e lavadas com solugéo salina a

0,65% para retirada da fibrina e posterior fixacdo em solugdo de Bouin durante uma
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hora, lavadas varias vezes com alcool 70°. Logo se procedeu a coloragdo com
hematoxilina de Harris durante 1 minuto, seguido da retirada do excesso de corante
em agua de torneira até sair a agua limpa e passaram-se por trés baterias de xilol-
alcool para finalmente deixa-las em xilol puro. A montagem foi feita em laminas com

Entellan®.

4.7 Coloracoes para analise histopatolégica

a) Hematoxilina-Eosina (H.E.) — Os 6rgaos foram corados para observacao de
suas estruturas celulares gerais.

b) Ziehl-Neelsen (Z.N.) — Com uso desta coloragdo, comprovou-se a presenca
do in6culo no tecido muscular.

c) Perl’'s — Coloracao especial para identificar hemossiderina (ferro).

d) Schmorl's — Coloragao especial para identificar lipofuscina e melanina.

e) Azul de toluidina — Coloragcao especial para melhor detalhe dos limites dos
CMMs para morfometria.

As laminas montadas para analise do processo inflamatério no musculo foram
observadas em microscopio de luz comum Olympus BX51 nos aumentos de 40, 100,
200, 400 e 1000 vezes e registradas as fotomicrografias com camera Olympus DP72
software cellSens Standard 1.5 Olympus Corporation®.

As contagens das células gigantes multinucleadas nas laminulas implantadas
foram realizadas em cinco campos aleatérios em aumento de 400x em cada uma
(PETRIC et al., 2003) e fotografadas com Camera Olympus DP72 software cellSens
Standard 1.5 Olympus Corporation®.

Para analisar os CMMs, foram escolhidos aleatoriamente 5 campos em
aumento 400x, fotografados (Camera Olympus DP72 software cellSens Standard 1.5
Olympus Corporation®), contados e medidos (pum?).

4.8 Analise imuno-histoquimica

A padronizacao da técnica imuno-histoquimica foi realizada no Laboratério de
Anatomia Patolégica da Universidad Santiago de Compostela — Espanha, sob
orientagédo da Profa. Dra. Maria Isabel Quiroga Berdeal.
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Testaram-se nove anticorpos para imunomarcagcdo em material parafinado
para células que participam do processo inflamatério: CD3 (Dako® IR 503/IS 503),
lisozima (Dako® A 0099), S100 ab-2 (Neomarkers® RB-044-A0), Citoqueratina de
largo espectro (WSS) (Dako® N1512), iNOS ab-1 (Neomarkers® RB-1065-P0), CD
57 (Biomeda® V6044), CD54 Ab-4 (Neomarkers®54C04), Anti-macréfago (Serotec®
MCA 874 G. 1209) e MHC |l (Dako TAL. 1B5 M0746)

Destes se utilizaram os que foram imunomarcagdo positiva (S-100,
citoqueratina e iINOS).

Como anticorpo policlonal secundario foi utilizado o kit anti-coelho (Labellet®
Polymer-HRP c6d. K4011).

A técnica foi Em todos os testes de imuno-histoquimica as incubacgdes foram
realizadas em camara umida e em temperatura ambiente (23°C). Assim mesmo
entre os diferentes passos do protocolo foram feitas trés lavagens de 5 minutos cada
com solugao tampao fosfato salino (PBS pH 7,4).

Todos os cortes foram incubados com solugdo de bloqueio da peroxidase
(Dako®, cod. S2023), durante 60 minutos para bloquear a proteina néo especifica.

A recuperacao antigénica foi realizada apds bloqueio da peroxidase enddégena
(Tabela 2).

Todos os cortes foram confeccionados em laminas silanizadas,
desparafinizadas em estufa a 60 °C, e hidratadas em solugdes decrescentes de xilol
trés vezes, durante 10 minutos cada, seguidas de alcool 70, 80, 90 e 100% e
lavagem final com agua destilada por 5 minutos.

Para a anti-citoqueratina utilizou-se a diluicdo 1:500, a recuperagao
antigénica foi realizada pelo de calor sob pressado (panela de pressao) em tampao
citrato 10 mM em pH 6,0 por 15 min.

Uma vez terminada a recuperagao deixou-se esfriar, lavou-se trés vezes por 5
minutos cada com PBS e posteriormente acrescentou-se o anticorpo primario
permanecendo na camara umida durante 2 horas a temperatura ambiente (23°C).
Seguido deste tempo lavou-se trés vezes com PBS durante 5 minutos e colocou-se
0 anticorpo secundario anti-coelho para incubacdo na camara umida, durante 30

minutos, em temperatura ambiente (23 °C).
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Para a revelagédo utilizou-se o cromoégeno diaminobenzidina (1:200) (DAB,
Dako®, EnVision + Sytem-HRP, céd. K4010-4011). O tempo de revelagdo foi de
acordo com o anticorpo utilizado (Tabela 2). Para parar a reacdo deixou-se as
laminas em agua destilada.

Para o controle positivo da anti-citoqueratina, anti-S100 e anti-iINOS utilizou-
se pele de mamifero, sistema nervoso de mamifero e rim de peixe linguado (Solea
senegalensis), respectivamente. Para o controle negativo optou-se por excluir o
anticorpo primario da reacao conservando 0s outros passos.

A contracoloracao foi feita com hematoxilina de Harris por 15 segundos, com
posterior lavagem em &gua corrente, seguida de desidratacdo em solugdes
crescentes de alcodis e xilol, montados com DePex (Gur® céd. 361254D) e
observadas com microscépio de luz Olympus BX51 nos aumentos totais de 40, 100,
200, 400 e 1000 vezes.

Para a imunomarcagao com S100 realizou-se 0 mesmo procedimento e para

INOS excluiu-se o0 passo da recuperagao antigénica (Tabela 2).

Tabela 2. Condigdes para imunomarcacao de cada anticorpo utilizado na marcacao
de células no granuloma induzido em P. mesopotamicus e O. niloticus.

Anticorpo Recuperacao Diluicso Para31eetros Tempo de
primario antigénica ¢ incubacdo revelado
Calor sob presséao 5 horas
. . com tampao )
Citoqueratina Citrato 10 mM em 1:500 te;rﬁjt;re?’tjera 45 segq.
pH 6,0 por 15 min.
Calor sob presséao 5 horas
com tampao )
S100 Citrato 10 mM em 1:400 te;:r?;reegfera 30 seg.
pH 6,0 por 15 min.
2 horas
iNOS Nao 1:3000 temperatura 90 seg.
ambiente

A avaliacdo histopatolégica da lesdo granulomatosa em HE e das
imunomarcacoes foi realizada a partir da captura de imagens com camera Olympus
DP12 (software cellSens Standard 1.5 Olympus Corporation® acoplada em

microscépio de luz Olympus BX51.
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Optou-se pela ndo imunomarcagdo do BCG porque foi comprovada a
presenca do indculo mediante a coloragdo de ZN.

4.9 Analise lectino-histoquimica

Para o estudo da marcacdo com lectinas, depois da desparafinizagcdo e
hidratagdo foi realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com H;O.+metanol
(3%), durante 30 minutos. Apds este procedimento foi realizada a “recuperacéo
antigénica” em “steamer”, durante 40 min., em solucao de citrato, pH 6.0. O bloqueio
das unides inespecificas mediante incubacdo com bloqueio da proteina (Protein
block DAKO) durante uma hora seguido da incubagdo com cada uma das lectinas
WGA (wheat germ aglutinin) (Lectin Kit | Biotinylated BK-1000, Vector Laboratories,
Inc®), DBA (Dolichos biflorus agglutin) e HPA (Helix pomatia agglutinin) (E.Y. Labo-
ratories Inc). Todas as lecitinas foram diluidas 1:400 v/v e incubadas em camara
Umida durante 14 horas a 23 °C (Tabela 3). Secou-se e procedeu-se a incubagédo
com estreptavidina-peroxidase, por 30 minutos, a 33 °C, seguido da revelagdo com
3,3’-diaminobenzidina (DAB), durante 3 minutos, hidratacdo e contracoloragdo com
hematoxilina de Harris para montagem. Para controle da marcacao, excluiu-se a
lectina. Entre cada passo as laminas foram lavadas em PBS, pH 7.4 trés vezes de 5
min. cada.

O exame foi realizado em microscépio Olympus BX51 e a captura de imagens
com camera digital (Olympus DP72 software cellSens Standard v. 1.5 Olympus
Corporation®).
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Tabela 3. Condi¢des para marcagao das lectinas utilizadas para marcacao de células
no granuloma induzido em Piaractus mesopotamicus e Oreochromis

niloticus.
) Recuperacao de __ _  Parametrosde Tempo de
Lectina . Diluicao .
carboidratos incubacao revelado
Em Steamer por 40 min. 14 horas a 20 .
WGA o 1:400 3 min
em tampado citrato pH 6.0. °C
Em Steamer por 40 min. 14 horas a 20 ]
DBA _ 1:400 3 min
em tampao citrato pH 6.0. °C
Em Steamer por 40 min. 14 horas a 20 _
HPA . 1:400 3 min
em tampao citrato pH 6.0. °C

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros fisico-quimicos da agua permaneceram constantes e
proporcionaram conforto para os peixes de acordo com Ayroza e Scorvo (2011) (OD

= 5,1 mg/L, T= 29,47 °C, pH=7,66 e condutividade elétrica = 117,96 uS/cm).

5.1. Avaliacao do processo inflamatorio em Piaractus mesopotamicus e
Oreochromis niloticus

5.1.1 Grupo Inoculado

Na avaliagdo dos cortes histolégicos do pacu e tildpia-do-nilo observou-se o
desenvolvimento do processo inflamatério referente a dindmica celular, atividade
fagocitica e aspectos teciduais gerais ocorridos em cada tempo sendo semelhante
entre os dois, optando em realizar a descricao s6 do P. mesopotamicus.

Inicialmente foi comprovado o inéculo do BCG por meio da coloragéo de
Ziehl-Neelsen. Observou-se em meio a reacao inflamatéria 14 dias apés o inéculo
de BCG a presenca de bacilos alcool-acido resistentes (Figura 3). Nesta observou-
se o indculo no centro do granuloma, circundado de macroéfagos, alguns com bacilos

fagocitados, e presenca de tecido conectivo além de bacilos livres.
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Figura 3. Fotomicrografia do musculo de Piaractus mesopotamicus 14 dias apds a
inoculacdo do BCG. Observa-se o centro do inoculo de BCG (I),
macréfagos com conteudo fagocitado (M), tecido conectivo (*) e bacilos
(setas) (ZN). Barra = 6 um.

Apés o terceiro dia da inducao do processo inflamatério com BCG o tecido
muscular apresentou reacao inflamatéria com disposicao difusa, predominio de
células mononucleares com cromatina densa e citoplasma reduzido. Havia células
gigantes multinucleadas em atividade fagocitica e plasmocitos. Evidenciou-se
edema intersticial caracterizado pela dissociacdo das fibras musculares, presenca
de material inoculado e poucos pigmentos que podem ser associados a destruicao
de hemacias fagocitados pelos macréfagos livres (melanomacréfagos) (Figuras 4, 5,
6, 7).
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Figura 4. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 3 dias apo6s a
inoculacdo do BCG. Observam-se células gigantes multinucleadas com
conteudo fagocitado (seta), necrose tecidual (N), edema intersticial (E),
fibras musculares (*) e plasmacito (ponta da seta) (HE). Barra = 30 um.

Figura 5. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 3 dias apo6s a
inoculacdo do BCG. Observa-se células gigantes multinucleadas com
conteudo fagocitado (G), necrose tecidual (N), edema intersticial (E), e
macréfagos com material fagocitado (grumos de BCG) (M) (HE). Barra = 20
pm.
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Figura 6. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 3 dias apos a
inoculacdo do BCG. Observa-se em detalhe uma célula gigante com os
nucleos dispostos na periferia celular (tipo Langhans), macréfagos com
ndcleo e nucléolos evidentes (M) e necrose tecidual (N) (HE). Barra = 6
pm.

Figura 7. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 3 dias apds a
inoculacdo do BCG. Melanomacréfagos (seta), edema (E), desarranjo das
fiboras musculares (*), macréfago (ponta da seta), vaso sanguineo (v) e
célula gigante multinucleada (G) (HE). Barra = 20 um.
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Decorridos sete dias da inoculagdo a reacdo inflamatéria continuou difusa,
com inicio da organizagdo celular ao redor do inéculo em forma de granulomas.
Observou-se infiltrado mononuclear e maior formacdo de células gigantes
multinucleadas, persisténcia de edema intersticial e necrose tecidual. As células
gigantes multinucleadas apresentaram varios nucleos e amplo citoplasma, nota-se
presenca de plasmocitos e focos hemorragicos. Os vasos sanguineos apresentaram
células mononucleares marginadas a corrente axial sanguinea. Os focos de infiltrado
celular perivascular por células que contém nucleos de cromatina densa e pouco
citoplasma. No infiltrado celular inflamatério evidenciou-se granulos de cor castanha
compativeis com hemossiderina derivada de hemorragia. Ao redor do inoculo
evidenciou-se células com aparéncia de fibrécitos (Figuras 8, 9, 10).

Figura 8. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 7 dias apos a
inoculacdo do BCG. Melanomacrofagos (seta), edema (E), desarranjo das
fibras musculares (*), Infiltrado mononuclear (l) macréfago (ponta da seta)
e célula gigante multinucleada (G) (HE). Barra = 20 um.
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Figura 9. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 7 dias apds a
inoculacdo do BCG. Observam-se melanomacréfagos (seta), célula gigante
multinucleada (G), edema (E), macréfago (cabeca de seta), musculo (*) e
infiltrado mononuclear (1) (HE). Barra = 20 pm.

Figura 10. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 7 dias apés a
inoculacdo do BCG. Observa-se o inicio da formacao do granuloma com
macréfagos (G), presenca de células fibroblasticas (*), plasmadcitos (ponta
da seta) e célula em mitose (seta) (HE). Barra = 20 um.
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Apo6s do décimo quarto dia da inoculagcdo do BCG, ndo ocorreu edema
intersticial e teve discreta presenca de células gigantes multinucleadas, os focos de
necrose continuam presentes, mas em menor intensidade, o foco inflamatério
apresentou-se mais organizado com presenca de infiltrado mononuclear, restos de
pigmentos com caracteristicas de hemossiderina livres indicando a destruicédo de
hemacias e fibroblastos dispostos ao redor do granuloma. Neste observou-se
morfologia tipica do granuloma com inbéculo central seguido de células
mononucleares na regido periférica. Pode-se notar que houve uma formacéao
discreta células epitelidides com citoplasma acidéfilo e cromatina frouxa. (Figuras 11,
12, 13).

B
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Figura 11. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 14 dias apés a
inoculacao do BCG. Observou-se a disposicdo dos granulomas (G) com
presenca de fibroblastos ao redor (*), infiltrado mononuclear (I), musculo
esquelético (M) e melanomacrofagos (seta) (HE). Barra = 200 um.
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Figura 12. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 14 dias apo6s a
inoculacao do BCG. Observou-se a formagao do granuloma com necrose
central (N), presenga fibroblastos ao redor (seta), infiltrado mononuclear
(I), musculo esquelético (M) e melanomacréfago (cabecga de seta) (HE).

Barra = 30 um.
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Figura 13. Fotomicrografia de masculo de Piaractus mesopotamicus 14 dias ap6s a
inoculacado do BCG. Observa-se a formacéo do granuloma com o inéculo
(N), macréfagos (com nudcleo e nucléolo) (M), células epitelidides (*),
linfécito (L), fibroblastos (seta), hemossiderina (ponta da seta) (HE). Barra

=6 um.
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Apos o vigésimo primeiro dia da inoculacdo do BCG no musculo, ocorreu
edema intersticial discreto com poucos pontos de necrose tecidual. Observou-se
intenso infiltrado inflamatério mononuclear. Ao redor do tecido granulomatoso
aumentou a quantidade de fibroblastos e presenca de células com caracteristicas de
macréfagos (Figuras 14, 15, 16).

Figura 14. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 21 dias apés a
inoculacdo do BCG. Observou-se os granulomas (G), edema intersticial
(E), infiltrado mononuclear (I), pigmentacdo associada a presenca de
melanomacréfagos (seta) (HE). Barra = 200 pm.
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Figura 15. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 21 dias apos a
inoculacao do BCG. Observou-se os granulomas (G), edema intersticial
(E), infiltrado mononuclear (I), pigmentagdo associada a presenga de
heméacias (seta) (HE). Barra = 60 um.

Figura 16. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 21 dias ap6s a
inoculacdo do BCG. Observou-se granulomas (G) com fibroblastos (seta)
e hemossiderina (*) (HE). Barra = 20 pum.

Depois do trigésimo terceiro dia da inoculacdo da inflamagdo com o
BCG, as caracteristicas nédo diferiram muito em relagdo ao 21° dia. A
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inflamagé&o continuou com padrdo difuso, presenca de poucos pontos de
necrose. Observou-se infiltrado inflamatério mononuclear e formagdo de
granulomas pequenos, circundados pelo mesmo tipo de reagdo, ou seja,
contidos em um granuloma maior. Os granulomas pequenos assim como 0S
maiores apresentaram a constituicdo caracteristica havendo ao redor do
in6culo uma camada de células epitelidides, seguidas por outra de macrofagos
que também tinham poucos linfécitos e uma cépsula conjuntiva. Nesta capsula

e mais externamente notan-se linfécitos (Figuras 17, 18, 19).

Figura 17. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 33 dias apés a
inoculacdo do BCG. Observou-se granulomas (G) formando um unico
granuloma, infiltrado mononuclear (l) e hemossiderina (seta) (HE). Barra =
200 pm.
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Figura 18. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 33 dias apos a
inoculacdao do BCG. Observou-se a necrose central do granuloma (N),
fibras colagenas (*), fibroblastos (seta), macréfago (M), melanomacréfago
(cabeca de seta), linfocito (L), eritrécito (E) e vaso sanguineo (V) (HE).

Barra = 20 pum.

Figura 19. Fotomicrografia de musculo de Piaractus mesopotamicus 33 dias apos a
inoculacao do BCG. Observou-se o inéculo no centro do granuloma (N),
células epitelidides (*), fibroblastos rodeando a camada de macrofagos
(seta), macréfagos (M) e melanomacréfagos (cabeca de seta). (HE). Barra

=6 um.
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Neste estudo a inflamacdo se iniciou com intensa reagdo perivascular
principalmente por macrofagos que migraram para a area lesada, eventos também
observados por Nash et al. (1986), Matushima (1994) e Sado e Matushima (2007,
2008). Com o passar do tempo formam-se células gigantes multinucleadas como
também descrito por Goodwin e Grizzle (1991), Pulsford e Matthews (1991), Gémez
(1998), Talaat et al. (1999), Matushima (1994) e Howard e Byrd (2000). Todavia
Ishikawa (1998) nado observou gigantécitos apds 84 dias da inoculacdo de
Mycobacterium marinum em O. niloticus. Esta diferenca pode, pelo menos em parte,
ser atribuida as diferentes espécies de micobactéria utilizadas.

Células epitelidides também foram observadas por Brito e Franco (1994),
Huizinga e Nadakavukaren (1997), Gédmez (1998), Talaat et al. (1999), assim como
Howard e Byrd (2000). O alto niumero de melanomacréfagos como observado neste
trabalho provavelmente foi devido a hemorragia presente na lesdo muscular, em que
estas células fagocitaram a hemossiderina resultante da lise dos eritrécitos como
observado também por, Matushima (1994), Noga (1996), Chinabut (1999) Rego
(1999) e Ramos (2000).

No 33? dia de inflamacédo a formacao dos granulomas foi bem evidente, com
organizacdo de macrofagos dispostos ao redor do in6culo, células epitelidides e
gigantdcitos tipo corpo estranho, anteriormente observados por Sado e Matushima
(2007). Porém, ndo houve formagdo de centro caseoso ao contrario do observado
por Romano et al. (2012) em que o0s autores observaram a necrose caseosa em
Paralichthys orbignyanus e Elacatinus figaro naturalmente infectados por M.
marinum.

As caracteristicas de coloragdo celular nos granulomas ora observados
evoluiram conforme o descrito por Gauthier et al. (2003), onde macr6fagos com
atividade fagocitica sofreram modificacbes morfofisiolégicas e se transformaram em
células epitelidides com atividade secretora. Estas manterdo o granuloma conforme

descrito por Mariano (1995) para granulomas do tipo imune.
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5.2 Avaliacdo do implante de laminulas em O. niloticus e P.
mesopotamicus

As CGM formadas foram contadas “in totum’, assim como o numero de
nucleos por cada CGM tipo corpo estranho (Figura 20) e o numero de células
gigante multinucleada tipo Langhans (Figura 21) para estabelecer a correlacédo entre
eles.

Figura 20. Fotomicrografia de célula gigante multinucleada tipo corpo estranho em
laminula implantada. Sétimo dia ap6s o implante em Piaractus
mesopotamicus. Hematoxilina de Harris. Barra = 10 pm.
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Figura 21. Fotomicrografia de célula gigante multinucleada tipo Langhans (CGM) e
macréfagos (M). Trigésimo terceiro dia apés o implante em Piaractus
mesopotamicus. Hematoxilina de Harris. Barra = 10 pm.

Na andlise de acumulo de macréfagos nas laminulas implantadas em O.
niloticus (Tabela 4) ndo se observou diferenca estatistica na resposta celular entre
os tratamentos (IMP e IMP BCG) para cada dia de coleta, com exceg¢do do primeiro
dia, no qual o tratamento IMP apresentou maior numero de macréfagos com um
nucleo.

Analisando cada tratamento por nimero de ndcleos, observou-se que no IMP
e IMP BCG, o acumulo de macrofagos com um nucleo foi significativamente maior
quando comparado com os outros tratamentos em diferentes dias. Cada um dos
tratamentos em todos os tempos de coletas na contagem de 2, 3 a 5, 6 a 10, mais
de 20 nucleos e células de Langhans nao apresentaram diferenca estatistica. Na
contagem de 11 a 20 nudcleos o tratamento IMP do dia 14 foi diferente ao IMP do dia

33. Os outros foram estatisticamente iguais quando comparados entre si.
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Na avaliacdo do acumulo celular classificado pelo nimero de nucleos
por célula e pelo numero de células de Langhans em P. mesopotamicus
(Tabela 5) ndo se observou diferenca estatistica entre os tratamentos, no
mesmo dia, para a contagem de cada grupo de nucleos. As células de
Langhans foram observadas nas duas espécies onde, para O. niloticus, no 14°
dia ndo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos do mesmo nem
entre estes. Para. P. mesopotamicus a formacao destas células ocorreu no 21°
dia e no O. niloticus no 142 dia.

Quando analisado entre tratamentos em todas as coletas para células
com um nucleo, observou-se diferenca estatisticamente maior nos tratamentos
14, 21 e 33, para as células com 2 nucleos o tratamento IMP 3 foi
estatisticamente menor com relagdao aos outros e igual aos tratamentos IMP 7,
IMP BCG 7, IMP BCG 21 e IMP, IMP BCG 38.

O comportamento da cinética de acumulo de macréfagos foi semelhante
ao de O. niloticus. Onde os diferentes tratamentos apresentam diferenca
estatistica quanto ao numero de macréfagos de um nudcleo e de 11 a 20
nuacleos. Neste dltimo o tratamento IMP e IMP BCG do dia 33 foi

estatisticamente maior que os outros tratamentos, com excecado do IMP 14.
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Varios autores descreveram a formacdo de células gigantes
multinucleadas em processos inflamatérios crbénicos, principalmente
granulomatosos em peixes, como Miyazaki e Kaige (1985) na infec¢do por
Edwardsiella tarda em O. niloticus; Timur e Tirmur (1984) por Ichthyophonus
hoferi em Pleurectes platessa; Puslford e Matheus (1991) por Mycrosporidium
sp. em Trisopterus esmarkii; Matushima et al. (2006) por BCG em O. niloticus,
assim como Sado e Matushima (2008) em Arius genus.

Na avaliacdo da formacdo de células gigantes multinucleadas nas
laminulas implantadas nos tratamentos ao longo do tempo ndo apresentaram
diferenca estatistica, exceto em alguns tempos. Com estes resultados entre O.
niloticus e P. mesopotamicus, infere-se que ambas as espécies responderam
de forma semelhante tanto ao estimulo imune como ao ndo imune e a
associacao de ambos na cinética do acumulo de macréfagos e na formacéao de
células de Langhans nas condi¢cdes deste estudo.

O surgimento de células gigantes multinucleadas durante o processo
inflamatério crénico no presente trabalho, também foi observado por Petric et
al. (2003) e Belo et al. (2005). Sua maturacéo para células Langhans ocorreu
no 14° dia e corrobora o observado por Belo et al. (2012), mas nao o
observado por Petric et al. (2003). Neste ultimo as primeiras células de
Langhans surgiram no 7° dia apds o implante, enquanto no presente estudo
estas apareceram no 33° dia em P. mesopotamicus € no 14° dia em O.
niloticus, indicando resposta inespecifica mais rapida nesta ultima espécie.
Esta diferenca talvez possa ser atribuida ao metabolismo mais acelerado da
tilapia-do-nilo em relagcao ao pacu nas condi¢cbes deste ensaio.

Macréfagos (monécitos) séo recrutados para o local de implante por via
sanguinea em resposta a sinais de outras células inflamatérias tais como
neutrofilos, e tornam-se ativados in situ sem conhecer se a natureza exata
desses sinais. Uma hipétese indica que sdo propagados por quimiocinas, tais
como ligante 2 (CCL2), conhecida como proteina quimioatrativa de mondcitos
(MCP-1) (GU et al., 1999).

A avaliacao da cinética de acumulo dos macréfagos induzida por varias
respostas vem sendo cada dia mais estudada em implante de corpos
estranhos. Anderson et al. (1999) e Defife et al. (1997) observaram que

linfocinas regulam a fusdo dos macréfagos e leva a variantes morfolégicas de
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células gigantes multinucleadas. Outros autores atribuiram que a formacao
destas células depende da composicdo do substrato do corpo estranho
(KYRIAKIDES et al., 2004; MCNALLY e ANDERSON, 1995), assim como de
fatores como temperatura (COLLIER et AL., 2002). Sabe-se que a formacao de
células gigantes dependem de interleucinas como IL-4 e IL-13 (BRODBECK e
ANDERSON, 2009) assim como do interferon-gama (ANDERSON et al., 2008).

Embora o significado das células gigantes multinucleadas em processos
inflamatérios cronicos ndo seja completamente conhecido, alguns estudos
concluem que o aumento na formagcdo destas, dependem da taxa de
renovacgao dos macrofagos no granuloma (SPECTOR e RYAN, 1969). Com
isto € possivel inferir que a espécie O. niloticus reage mais rapidamente frente

ao corpo estranho tipo laminula que o P. mesopotamicus.

5.3 Avaliacao dos centros de melanomacréfagos (CMMs)

Na andlise dos cortes histopatoldgicos, observou-se que o pacu nao
apresentou formacdo de CMMs como ocorreu na tildpia-do-nilo, inclusive no
grupo controle (Figura 22).

Nos resultados da analise dos CMMs em O niloticus, uma vez realizadas
as coloragdes observou-se que os CMMs continham hemossiderina, corada em
azul e os nucleos dos macrofagos em vermelho (coloragédo de Perl’s) (Figura
23), mas foram negativos para melanina e lipofuscina (coloragédo de Schmorl's)
(Figura 24). Para contagem dos CMMs presentes no bago as laminas foram
coradas com azul de toluidina (Figura 25) e escolhidas as sete melhores
laminas (cada tratamento por coleta) em termos de integridade e coloracgéo.
Para a contagem dos CMMs, foram escolhidos cinco campos ao acaso para
um total de 175 leituras por tratamento (5 coletas x 7 laminas x 5 campos) no

aumento total de 200x.
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Figura 22. Fotomicrografia de baco de Piaractus mesopotamicus vinte e um
dias ap6s o implante e inéculo de BCG. Em detalhe vasos
sanguineos (V), nodulos linféides (N) e sinusoides (S). Nota-se a

auséncia de centro de melanomacréfagos. (HE). Barra = 6 um.

Figura 23. Fotomicrografia de bago. Centro de melanomacrofagos (CMMs) e
melanomacréfagos livres (seta) em Oreochromis niloticus. Grupo

controle. (Perl’s). Barra = 20 um.
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Figura 24. Fotomicrografia de baco. Centro de melanomacréfagos (CMMs) em
Oreochromis niloticus. Tratamento BCG dia 21. Negativo para
melanina e lipofuscina. (Schmorl's). Barra = 6 um.

Figura 25. Fotomicrografia de bago. Centro de melanomacréfagos (CMMs) e
melanomacréfagos livres (seta) em Oreochromis niloticus. Grupo
controle. (Azul de toluidina). Barra = 6 um.

Pela analise estatistica (Tabela 6) pode-se observar que a média da
area dos CMMs entre os tratamentos no 3° e 7° dia foram estatisticamente
maiores quando comparados com o grupo controle. No 212 dia a area dos
CMMs do tratamento IMP foi estatisticamente menor, quando comparado com

os outros. No ultimo dia os grupos nao diferiram estatisticamente.
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Pela analise das areas dos CMMs ao longo do tempo, em cada
tratamento, observou-se que os animais do grupo controle apresentaram areas
estatisticamente maiores nos dias 21 e 33 quando comparados com 0s outros
dias. No tratamento IMP, nos dias 14, 21 e 33, as areas foram estatisticamente
maiores que nos dias 3 e 7. No tratamento IMP+BCG, os dias 21 e 33 as areas
foram estatisticamente maiores em relagdo aos outros grupos. Por sua vez as
do dia 7 e 14 foram estatisticamente menores quando comparados com as do
dia 21 e 33, mas néo diferiu em relacdo ao observado no dia 3.

No tratamento BCG do dia 21 e 33 foi estatisticamente diferente quando
comparados com os outros grupos e dos dias 3, 7 e 14 ndo apresentaram
diferenga entre eles.
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A avaliacdo da quantidade de CMMs presentes no baco (Tabela 7)
demonstrou que no tratamento controle, nos dias 14, 21 e 33, o numero deles
foi estatisticamente maior em relagdo ao outros tratamentos. Entre os dias 3 e
7 nao houve diferenca estatistica quanto ao numero de CMMs. No tratamento
IMP também n&o houve diferenca estatistica do numero de CMMs entre as
duas quantificagées. Para o tratamento IMP+BCG entre os dias 14, 21 e 33
nao houve diferenga estatistica, mas quando comparados com os dias 3 e 7
foram estatisticamente maiores, com excegéo do 33° dia, que foi igual aos dias
3 e 7. No tratamento BCG dos dias 21 e 33 o numero de CMMs foi
estatisticamente maior em relagcdo aos outros dias. O dos dias 7 e 14 foram
diferentes se comparados com os do dia 3.
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O surgimento dos CMMs esta relacionado a varios fatores e condigdes
como orgao afetado (AGIUS, 1979b; KRANZ e PETERS, 1984) e diferentes
condicoes fisioldgicas dentro da mesma espécie, tais como a idade (AGIUS
1979a; AGIUS e ROBERTS, 1981; WOLKE et al., 1985; KRANZ e GERCKEN,
1987), condicao nutricional (AGIUS, 1983; AGIUS e AGBEDE, 1984; MIZUNO
et al., 2002), tipo de tecido (KRANZ, 1989) metabolismo de ferro e hemoglobina
(FULOP e McMILLAN, 1984), condicdes anatomopatolégicas e inflamatérias
(ELLIS, 1980; VOGELBEIN et al., 1987) e processos imunes (AGIUS 1981,
1985; FULOP e McMILLAN, 1984) assim como em alteracbes ambientais
(FOURNIE et al., 2001).

Embora no presente estudo as diferencas entre area e numero de
CMMs nao tenham sido concluintes considerando o curto tempo de exposicao
aos estimulos, a tendéncia é o aumento como observado por De Vico et al.
(2008), quando estudaram a infeccao de Sparicotyle chrisophrii em Sparus
aurata com a particularidade de encontrar altos niveis de lipofuscina no baco,
contrario ao achado no presente estudo sendo principalmente hemossiderina.

Neste caso a hemossiderina é derivada da hemoglobina dos eritrécitos
que, quando terminada sua vida média migram para o baco e sao degradados.
A lipofuscina corresponde a residuos indigeriveis do metabolismo celular que
gradualmente vao se polimerizando e formando complexos moleculares
insoluveis. Entdo a diversidade entre as duas observagcbes pode ser devida
simplesmente a diferenca na taxa de metabolizacdo dos referidos pigmentos.
Também é possivel que a diferenca seja atribuida ao tipo de agente patogénico
empregado. Neste trabalho, o BCG foi aplicado na musculatura enquanto o
estimulo estudado por De Vico et al. (2008) lesava diretamente a branquia
causando elevada hemorragia.

Os resultados do presente estudo corroboram os de Bucke et al. (1992)
em relagdo ao achado de hemossiderina como principal pigmento dos CMMs
em peixes submetidos a ambiente poluido. O achado de Herrdez e Zapata
(1986) em Carassius auratus de diferenca entre nimero e tamanho de CMMs
em curto periodo de estimulo (7 dias) pode ser atribuido a espécie utilizada e
ao tipo de estimulo oferecido. Neste caso foram utilizadas células vermelhas do
sangue de ovelha como estimulo, que causa uma reagao aguda exudativa, ao
contrario do BCG que induz inflamacéo cronica de carater proliferativo.
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Fournie et al. (2001) analisaram 983 bacos de 9 espécies diferentes de
peixes marinhos, coletados durante 3 anos e observaram que o0 numero e area
dos CMMs eram estatisticamente diferentes. Estes resultados sdo devidos ao
longo periodo de exposicdo aos diferentes contaminantes, assim como as
mudancas climaticas e ambientais. Geralmente, os CMMs sao utilizados como
bioindicador de poluicdo aquéatica (FOURNIE et al.,, 1996; SALIU, 1997;
AYOADE e ICULALA, 2007; BALAMURUGAN et al., (in press)) assim como
indicador de fatores estressantes (VIJAYAN, 1988; HUR et al.,, 2006;
ALAGAPPAN et al. 2009). No presente trabalho esses achados nao foram
observados provavelmente devido ao curto tempo de observagéo e pelo fato do
estimulo ser localizado, de tipo imune e ndo imune, enquanto os acima citados
sdo de origem tdxica, sistémica e periodos mais prolongados.

Outros autores descrevem estas alteragcbes como resultados do
tamanho, idade, género e espécie dos animais a serem avaliados
(DABROWSKA et al. 2012) sem ser necessariamente consequéncia de
poluicdo (FOURNIE et al., 2001; BALAMURUGAN et al. (in press)). Além disso
h& espécies que respondem de forma diferente quando expostos a fatores
estressantes ou ambientais diferentes (HAAPARANTA et al., 1996).

A alta quantidade de hemossiderina encontrada nos CMMs deste
trabalho discorda do observado por Biavati et al. (1996) no baco de Sparus
aurata sadios que continha hemossiderina em baixas quantidades, apenas
sendo detectavel nos CMMs. De acordo com este autor a hemossiderose €
semelhante a dos mamiferos.

Estas inferéncias ndo sdo compartilhadas com as do presente estudo, ja
qgue no grupo controle também foram achados altos niveis de hemossiderina e
auséncia de lipofuscina e melanina. Ribeiro et al. (2011) observaram que os
CMMs do figado e bago de Prochilodus argenteus possuem diferencas na
composi¢cdo elementar assim como nas caracteristicas morfolégicas,
considerando o bago como érgao biomarcador de resposta imune e o figado
para avaliar o estado metabdlico, especialmente na renovacédo celular e
processos de armazenamento.

Este fato deve-se ao tempo de estimulo como também observado por
Montero et al. (1999) e Agius e Roberts (2003) em peixes teledsteos. Outros

estudos demonstram que peixes estimulados com bactérias nao tiveram
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diferencas estatistica na formacao destes centros, admitindo a hip6tese do que
0 processo inflamatério por corpo estranho possa ter estimulado os
mecanismos de formacéao destes centros.

Por outro lado, Abdel-Aziz et al. (2010) observaram que em O. niloticus
os CMMs surgiam durante o desenvolvimento hematopoiético no rim,
demonstrando que a formacdo destas estruturas ocorre em processos
fisioldgicos normais como em condi¢cbes de intoxicagdo. Dias et al. (2007) que
estudaram a formacao de CMMs no bacgo de O. niloticus expostas durante 14
dias a diferentes concentracdes de cloreto de mercurio e observaram que a
formacao destes centros no bago estava relacionado a concentragéo e tempo
de exposicéo.

Assim algumas espécies de peixes como O. niloticus expressam
formacdo de CMMs em condicées normais € 0 numero e tamanho pode estar
relacionado ao tipo e tempo de estimulacdo, género, espécie, idade entre
outros (ABDEL-AZIZ et al., 2010; DIAS et al., 2007; AGIUS, 1985; BLAZER et
al., 1987; WOLKE et al., 1985). Em outras espécies como P. mesopotamicus
nao se observou a presenca de CMMs em condigdes normais ou apos 33 dias
da estimulacdo com o BCG, implante e sua associagao.

Estudos com imunomarcagdo de CMMs realizados em teledsteos
demonstraram que estes, junto com 0s melanomacrofagos sao
filogeneticamente precursores das células dendriticas foliculares dos centros
germinativos, resposta antigénica semelhante as observadas em aves e
mamiferos, caracteristica associada a algum tipo de célula secretora de
imunoglobulina (lg) (Vigliano et al., 2006).

5.4. Imuno-histoquimica
5.4.1 Anti-citoqueratina
Para este anticorpo a positividade evidente comegou a partir do 14°
dia de inoculagéo; do terceiro ao sétimo dia houve presenca de células
imunomarcadas nao compativeis com células epitelidides, mas sim com
endotélio indicando neovascularizagdo. No 33° dia as células epitelidides

foram imunomarcadas fortemente (Figura 26).
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Figura 26. Fotomicrografia do musculo de Piaractus mesopotamicus 33 dias
apoés a inoculagdo do BCG. Observam-se granulomas (QG) e infiltrado
inflamatério (1) (DAB). Barra = 50 um. Em detalhe, imunomarcacao
para citoqueratina de células epitelidides (cabeca de seta) e infiltrado
inflamatério (seta) (DAB). Barra = 10 um.

A evolugdo do granuloma iniciou-se com a infiltragcdo de
macréfagos que com o tempo foi se organizando para se dispor ao redor do
indculo, porém sem formacao de centro caseoso ao contrario do observado por
Romano et al. (2012), ndo entanto, neste caso, as espécies estudadas foram
linguado (Paralichthys orbignyanus) e “barber goby” (Elacatinus figaro) nos
quais foi diagnosticado M. marinum, diferente do empregado neste trabalho. As
caracteristicas de coloracdo celular desta observacado evoluiram conforme o
descrito por Gauthier et al. (2003), em que macréfagos com atividade fagocitica
sofrem modificac6es morfofisioldgicas e se transformam em células epitelidides
com atividade secretora. Este fato foi confirmado pela imunomarcacéo para
citoqueratina, resultados compativeis com os obtidos por Noga et al. (1989) e
Matushima (1994) em tildpias-do-nilo para caracterizar o mesmo evento.

5.4.2 Anti- proteina S-100
A imunomarcacédo foi positiva em todos os tempos, sendo que no
terceiro dia apds a inoculacdo do BCG, a marcacao foi difusa e em menor

intensidade, no sétimo dia a imunomarcacéo se concentra ao redor do inéculo,
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apds o décimo quarto dia até o trigésimo terceiro dia é mais evidente a
imunomarcacgao ao redor do indculo (Figura 27).
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Figura 27. Fotomicrografia do musculo de Piaractus mesopotamicus 33 dias
apos a inoculagao do BCG. Observam-se granulomas (QG) e infiltrado
inflamatério () (DAB). Barra = 50 um. Em detalhe, macrofagos
imunomarcados para proteina S-100 (cabeca de seta), fibroblastos
(estrela) e linfécitos (seta) (DAB). Barra = 10 um.

Durante o evento inflamatério observou-se inicialmente processo
proliferativo, com inicio de atividade fagocitica pelos macréfagos identificados
com a marcacao pelo anticorpo S-100, como também observado em mamiferos
(MOMOTANI et al., 1993). Esta marcacao esta relacionada principalmente a
diferenciacao (AGUIAR-PASSETI et al., 1997), transducao e transcricao celular
(SCHAFER e HEIZMANN, 1996) assim como as possiveis acdes de algumas
citocinas que tém atividade intra e extracelular semelhantes as da proteina
S100 (HEIZMANN et al., 2002).

Mariano (1995) propbs a hipétese da persisténcia do granuloma imune
atribuida a producéo de antigenos especificos que vao estimular a produgéo de
citocinas junto com ativadores nao especificos, uma vez ativados os
macréfagos as células epitelibides que produzirdo outro sinal quimico
conhecido como fator desativador de macréfagos (MDF) que esta associado a
proteina ligante de calcio - MRP-14, que vai desativar os macréfagos perdendo
a capacidade fagocitica e se transformando em células epitelidides.
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5.4.3 Anti-iNOS (Oxido nitrico induzivel)

A imunomarcacao do anti-iNOS foi positiva em todos os tempos,
sendo que no terceiro dia apds inoculagdo do BCG, a marcacao foi difusa
e em menor intensidade; no sétimo dia a imunomarcacao se concentra na
regido do indculo, em disposic¢ao circular; a partir do décimo quarto dia a
formacdo do granuloma € mais organizada e até o trigésimo terceiro dia a

marcacao é mais evidente ao redor do inéculo (Figura 28).
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Figura 28. Fotomicrografia do musculo de Piaractus mesopotamicus 33 dias
apoés a inoculagao do BCG. Observam-se granulomas (G) e infiltrado
inflamatério (1) (DAB). Barra = 50 um. Em detalhe, imunomarcacao
para iINOS em linfocitos (seta) e macréfagos (cabeca de seta).
(DAB). Barra = 10 um.

A imunomarcacgao com o iINOS a partir do 3° apdés indugdo do processo
inflamatorio permite inferir que no pacu os macrofagos apresentem receptores
mais precocemente em comparagdo com outras espécies, ou que O0S
mediadores quimicos como interleucina 1 (IL-1) sejam liberados mais cedo e
entdo marcados (XU et al., 1999; PETRIVICH et al., 2000). O mesmo pode ser
atribuido ao interferon-gama (IFNy) (BARROS et al., 1998). Esta imunomargao
também pode estar relacionada com a resposta gerada pelos macroéfagos com
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), como
observado em mamiferos (SCHOOR e PLUMB, 1994; CAMPOS-PEREZ,
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2000). Lozada et al. (2012) observaram que em Psetta maxima infectados com
Enteromyxum scophthalmi teve aumento na expressao de iNOS no intestino e
orgaos linfohematopoiéticos como resposta imunoldgica, evento também

observado no presente trabalho durante a formacéao do granuloma no musculo.

5.5 Lectino-histoquimica
5.5.1 WGA (Wheat Germ agglutinin)

Na andlise com a lectina WGA observou-se que houve marcagao
uniforme dos bacilos que constituiam o inéculo e no citoplasma e membrana
celular dos macréfagos. As células epiteliéides ndo foram marcadas, mas
foram diferenciadas pela contracoloragdo basoéfila na coloragdo com HE, pelo
seu citoplasma abundante, nucleo arredondado e palido e pela sua disposicao
ao redor do inoculo, constituindo as primeiras camadas de células inflamatorias

do granuloma (Figura 29).

Figura 29. Fotomicrografia do granuloma induzido com BCG no musculo de
Piaractus mesopotamicus, ap6s 33 dias do in6culo. Observam-se
macréfagos marcados no citoplasma (cabeca de seta) e células
epitelidides que ndo foram marcadas (seta) com a lectina WGA).
LHQ. Barra = 10 um.

O estabelecimento da micobactéria no hospedeiro € condicionado por
ampla gama de adaptacbes. Esta relacdo patogénica envolve estruturas
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glicosiladas, protéicas e lipidicas como o lipoarabinomanano (LAM) da parede
bacteriana necessario para a ligacdo ao receptor de manose dos macrofagos
(SCHLESINGER et al., 1996), e secreg¢ao de glicoproteinas, como a proteina
Apa (Alanine proline antigen), que contribui para a adesao e invasao dos
tecidos pela  micobactéria (HORN et al., 1999). Esta expressdao de
glicoproteinas é a responsavel pela marcagcao com a lecitina WGA.

A parede celular do bacilo e do macréfago é constituida por varios
sacarideos, entre estes N-acetil-glicosamina (KHASNOBIS et al., 2002) a qual
se liga a WGA para marcar estas estruturas como demonstrado no presente
trabalho. Em macréfagos ativados do peixe Cynoscion guatucupa (DIAZ et al.,
2005) e de fémeas de ratos Wistar (SHEPHERD et al., 1981) o aumento e a
diminuicdo da expressdao de  N-acetil-glicosamina sao regulados  por
glicocorticbides e interferon gama, respectivamente (STAHLL et al., 1984).

Os resultados deste trabalho demonstram que também no granuloma
epitelidide induzido pelo BCG em P. mesopotamicus a expressao de N-acetil-
glicosamina também ocorre e reage com a lecitina WGA.

5.5.2 DBA (Dolichos biflorus agglutin)

Ao trigésimo terceiro dia de ter induzido a inflamagéo, a marcagdo da
lectina DBA ocorreu principalmente nos fibroblastos e macrofagos. Nao se
observou algum tipo de marcagao do inéculo nem células epitelidides (Figura
30).
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Figura 30. Fotomicrografia do granuloma induzido com BCG no musculo de
Piaractus mesopotamicus, apds 33 dias do indculo. Observa-se leve
marcacao com DBA nos macréfagos (estrela) e forte marcacédo em
fibroblastos (cabeca de seta), as células epitelidides nao foram
marcadas (seta). LHQ. Barra = 10 pm.

A DBA é uma lecitina que se liga a receptores N-acetil-galactosamina,
mas na literatura consultada ndo se encontrou evidéncias da marcagao de
macréfagos e fibroblastos, como observado no presente ensaio. Ha evidéncias
do uso desta lecitina na marcacéo de alguns tipos de células em diferenciacao
como as do tubulo coletor dos metanefros renais (MICHAEL et al., 2007) e de
linfécitos natural killer uterinos de ratos (uNK) (CHEN et al.,, 2012). Esta
marcacao deve-se a presenga de granulos de perforina, granzimas e uma
gama de enzimas hidroliticas lisossomais (PATAFFARO et al., 2003). No ultimo
caso elas podem estar relacionadas a marcagdo dos macréfagos, ja que a
expressao e secrecdo destas estd presente na sua atividade fagocitica
(KAMINSKI et al., 1985). A marcagéao de fibroblastos pode estar relacionada ao
glicosaminoglicano, localizado na superficie celular, que seja reconhecido por
esta lecitina. Entdo os resultados deste ensaio sugerem que 0s macréfagos
sejam marcados em funcdo de suas enzimas lisossomais e os fibroblastos

gracas a presenca glicosaminoglicanos de superficie.
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5.5.3 HPA (Helix pomatia agglutinin)
A marcagédo com a lectina HPA no trigésimo terceiro dia de ter induzido a
inflamacgéo, apresentou marcacdo nos macréfagos e fibroblastos. Células
epitelidides e linfocitos ndo foram marcados (Figura 31).
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Figura 31. Fotomicrografia do granuloma induzido com BCG no musculo de
Piaractus mesopotamicus, apés 33 dias do in6culo. Observou-se
marcacao da HPA em macréfagos (cabeca de seta) e marcacao leve
nos fibroblastos (estrela). LHQ. Barra = 10 um.

Neste trabalho a HPA marcou os macrofagos, mas nao outros
componentes do granuloma epitelidide. Esta marcacao provavelmente é devida
a presenca do receptor para N-acetil-galactosamina, como identificado em
macréfagos residentes da placenta humana (MITCHELLL e SCHUMACHER,
1999) e na derme de camundongos (DUPASQUIER et al., 2006). Entao, de
acordo com os resultados aqui observados, fenébmeno semelhante ocorre com
macréfagos presentes no granuloma epitelidide induzido pelo BCG.

Os macréfagos tém elevada capacidade fagocitaria e ao se
transformarem em células epitelidides cuja atividade € predominantemente
secretora, perdem parte de seus receptores de superficie (MARIANO, 1995).
Neste ensaio as células epitelibides nao apresentaram marcacao pelas

lecitinas dependentes de receptores para N-acetil-glicosamina e N-acetil-
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galactosamina, provavelmente perdidos quando as células eminentemente

fagociticas se transformaram em secretoras no granuloma epitelidide.

6. CONCLUSOES

Os resultados nas condigdes deste ensaio permitem concluir que:

O processo inflamatério crénico granulomatoso induzido pelo indculo de
BCG em P. mesopotamicus e O. niloticus foi caracterizado como tipo
epitelidide.

A cinética do acumulo de macrofagos ao longo do tempo foi igual em
ambas as espécies estudadas, mas diferente na formagdo de células
epitelidides sugerindo resposta inespecifica mais rapida em O. niloticus do que
em P. mesopotamicus e que o estimulo imune nao interferiu na cinética do

acumulo de macréfagos nas laminulas em ambas as espécies.

A formacao de centros de melanomacréfagos no baco de O. niloticus
aumentaram em numero e area conforme o tempo e tipo de estimulo. No P.

mesopotamicus nao se formaram estes centros.

Ficou demonstrado que as lectinas WGA, DBA e HPA permitiram
identificar seus receptores em macréfagos com atividade fagocitica,
fibroblastos e bacilos no granuloma epitelidide induzido pelo BCG.

Os anticorpos testados, inespecificos para a espécie estudada,
demonstraram clara positividade nas células alvo e permitiram a classificacao

do granuloma como do tipo epitelidide.
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