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RESUMO

Partindo do significativo crescimento da atividade piscicola na economia
brasileira e da necessidade de se compreender os mecanismos de defesa dos
peixes para auxiliar no manejo sanitario das criagfes, esta investigacdo teve por
objetivos avaliar a evolucdo da reacao inflamatdria aguda em tilapias do Nilo,
Oreochromis niloticus, através de aerocistite induzida por bacterina ou pela
inoculagdo de Streptococcus agalactiae viva. Para tal, foram utilizadas 56 tilapias,
jovens, acondicionados em 7 aquarios (n=8), com capacidade de 100 L de &gua
cada, abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente de poco
artesiano com vazao de 1 L/min., sendo constituidos os seguintes tratamentos: T1
(inoculado com bacterina de S. agalactiae) e T2 (inoculado com S. agalactiae viva).
Foram avaliados oito animais por tratamento em trés periodos, isto é: seis, 24 e 48
horas pds-inoculacao, totalizando 6 grupos para colheita do exsudato presente na
bexiga natatdria e de amostras de sangue para determinacdo do hemograma, um
sétimo grupo de 8 peixes foi avaliado sem ser submetido a nenhum tipo de estimulo
para obtencdo dos valores de referéncia (padrao fisioldgico). O estudo da reacao
inflamato6ria aguda em tilapias do Nilo, O. niloticus, em aerocistite induzida por
bacterina ou pela inoculacdo de S. agalactiae vivos revelou trombocitopenia e
leucopenia com marcada linfopenia e neutropenia, sendo estes achados mais
significativos em peixes inoculados com a bactéria viva. A reacao inflamatoria
resultou em aumento de hemoglobina, VCM e CHCM, associado ao aumento sérico
de proteinas, glicose e diminuicdo somatica esplénica, demonstrando o estresse que

representou o estimulo inflamatorio aos peixes.

Palavras chave: ciclidios, inflamacg&o aguda, hematologia, bioquimica sérica,

resposta somatica.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the evolution of the acute
inflammatory reaction in Nile tilapia, Oreochromis niloticus, in order to evaluate the
evolution of the fish ' through bacterin-induced aerocystitis or by the inoculation of
live Streptococcus agalactiae. For this purpose, 56 young tilapia were used, packed
in 7 aquariums (n = 8), with a capacity of 100 L of water each, supplied with running
water devoid of chlorine, from artesian well with flow rate of 1 L / min, the following
treatments were used: T1 (inoculated with S. agalactiae bacterin) and T2 (inoculated
with S. agalactiae alive). Eight animals were evaluated per treatment in three
periods, ie: six, 24 and 48 hours after inoculation, totalizing 6 groups to collect the
exudate present in the swim bladder and blood samples to determine the blood
count, a seventh group of 8 fish was evaluated without being submitted to any type of
stimulus to obtain the reference values (physiological standard). The study of the
acute inflammatory reaction in Nile tilapia, O. niloticus, bacterin-induced aerocystitis
or inoculation of live S. agalactiae revealed thrombocytopenia and leucopenia with
marked lymphopenia and neutropenia, these findings being more significant in fish
inoculated with live bacteria . The inflammatory reaction resulted in an increase in
hemoglobin, VCM and CHCM, associated to serum protein, glucose and somatic
splenic decrease, demonstrating the stress that represented the inflammatory

stimulus to fish.

Key words: cyclids, acute inflammation, hematology, serum biochemistry, somatic

response.
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1. INTRODUCAO

O SOFIA (2018) prevé que, até 2030, a regido cresca 24,2% na producdo
pesqueira (pesca e aquicultura), passando de 12,9 milhdes de toneladas para 16
milhdes de toneladas. Em 2016 a producdo global aquicola (incluindo plantas
aquéticas) foi de 110,2 milhdes de toneladas, estimando-se um valor comercial de
primeira venda em 243.500 milhdes de doélares. Mais uma vez, o grupo mais
produzido foi o de peixes com 54,1 milhdes de toneladas, seguido de algas, com
30,1 milhdes de toneladas, moluscos com 17,1 milhdes de toneladas e crustaceos
com 7,9 milhdes de toneladas produzidas (SOFIA 2018).

Neste contexto, destaca-se tilapicultura, devido a elevada precocidade e
rusticidade da tilapia, além também da sua carne ser altamente apreciada pelo
consumidor. A biomanipulagdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizacao dos
recursos produtivos traz consigo inumeros desafios, dentre os quais se destaca o
controle sanitério das populacdes de peixes (BELO ET AL., 2005).

Agentes etiolégicos que causam poucos danos as populacdes de peixes em seu
habitat natural, podem se tornar agentes precursores de doencas de grande
importancia econémica quando os mesmos sao submetidos as condi¢cfes de criacdo
(YOUSEFIAN & AMIRI, 2009). O Streptococcus agalactiae € considerado um
patdgeno oportunista, responsavel por enormes perdas econdmicas em tilapiculturas
intensivas e segundo a Organizacdo Mundial da Saude, este microrganismo
representa a principal causa de meningite bacteriana em criangas, apresentado
grande importancia para a saude publica (ASENCIOS ET AL., 2016).

Segundo Reque et al. (2010), as infeccOes bacterianas sdo agressoes
biolégicas ao organismo dos peixes que respondem através da reacao inflamatéria
na tentativa de diluir, circunscrever, isolar ou destruir o agente agressor. A
inflamagédo aguda tem duracdo relativamente curta, e se caracteriza por
vasodilatacao arteriolar, capilar e venular; aumento de permeabilidade vascular e
instituicdo de edema; aumento da viscosidade sanglinea e marginacao leucocitéria,
diapedese, quimiotaxia, acumulo de leucécitos no foco lesado e fagocitose por
células competentes (Moraes & Moraes, 2009). Neste contexto, a histamina € um
autacoide, importante mediador dos processos inflamatorios. Suas acdes sobre o
musculo liso e endotélio vascular, permitem a dilatacdo ou constricdo de
determinados vasos sanguineos, participando de mecanismos de permeabilidade
vascular ARMSTRONG & KVEDAR, 2011).
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Partindo-se da importancia patogénica da estreptococose para tilapicultura
intensiva e da importancia da reacdo inflamatoéria na resposta de defesa dos peixes
teledsteos, este estudo propde avaliar a participacdo da histamina na reacdo

inflamatoria aguda em tilapias do Nilo in6culadas com Streptococcus agalactiae.

2. JUSTIFICATIVA

Com base na importancia da tilapicultura para economia brasileira, associado a
necessidade de desenvolvimento técnico sanitario para a criacdo dos peixes, esta
investigagdo propOe estudar e identificar aspectos importantes envolvidos na
fisiopatologia do processo inflamatorio agudo em peixes teledsteos, através da

administracdo inéculos vivos e bacterinas de Streptococcus agalactiae.

3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivos avaliar a evolucdo da reacdo inflamatéria
aguda em tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, através de aerocistite induzida por

bacterina ou pela inoculacéo de Streptococcus agalactiae viva.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinacdo do hemograma das tilapias durante a reacdo inflamatéria
aguda.

- Determinacdo da bioquimica sérica das tilapias durante a reacédo
inflamatoria aguda.

- Avaliacdo somatica do coracdo, figado, baco e rim cranial das tilapias

durante a reacao inflamatoéria aguda.

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 Tilapicultura no Brasil

A Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), nativa de paises africanos, € a

espécie de tilapia mais cultivada no mundo. Tem rapido crescimento, € de grande
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rusticidade, facil manejo, alto indice de rendimento e possui carne de oOtima
qualidade (GALLI; TORLONI, 1999). Atinge cerca de 400 a 600 gramas em 6 a 8
meses de cultivo (EMATER, 1999).

Diversas fontes revelaram que a tilapia, no final dos anos 90, se tornou o
peixe mais cultivado no Brasil, com crescimento anual superior a 20% em 2004,
responsavel por 40% do volume total da aquicultura nacional. A piscicultura
brasileira ainda € uma atividade caracteristica de pequenas propriedades. Estima-se
gue cem mil unidades aquicolas brasileiras cultivavam tilapias no ano de 2003, uma
industria com um valor anual superior a US$ 50 milhdes (ZIMMERMANN, 2004).

O Parand é o estado brasileiro que mais produz tilapias. No entando no
inverno, as baixas temperaturas comprometem a produtividade e colocam em riscos
0s estoques onerando a producdo. Os estados de Sdo Paulo e Santa Catarina vém
logo em seguida e apresentam as mesmas limitacdes. Por outro lado € imenso o
potencial para industria de tildpias em alguns estados brasileiros, como Alagoas,
Sergipe Ceara, Goias e regido norte do Mato Grosso do Sul. Nestas regides de
temperaturas adequadas para a producao e desenvolvimento o ano inteiro, a tilapia
pode ser produzida a um baixo custo (KUBITZA, 2000).

5.2 Streptococcus agalactiae

Os microrganismos pertencentes ao género Streptococcus sao bactérias de
coloragcdo Gram positiva, catalase negativa, cujas células tém menos de 2
micrometros de diametro, apresentando-se morfologicamente como cocos (esféricos
ou ovoides) que podem estar agrupados aos pares ou em cadeia (COSTA, 2000).

Dentre as espécies de estreptococos, 0 Streptococcus iniae e o0
Streptococcus agalactiae sdo considerados 0s mais importantes patégenos para a
aquicultura (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997).

Streptococcus agalactiae tem sido isolado de animais homeotermos terrestres
ou heterotermos aquaticos, o que indica uma ampla diversidade de hospedeiros
(EVANS et al.,, 2002A). Além disso, nos ultimos anos, tem-se observado uma
elevacdo da ocorréncia de casos clinicos associados a S. agalactiae em diferentes
regides geogréficas, o que levou o mesmo a ser considerado patégeno emergente
para peixes em ambientes de agua doce ou marinho (EVANS et al., 2002B).

A estreptococose € uma doenca septicémica que afeta peixes de agua doce e

de agua salgada, ambos em criacdo ou livre no ambiente. As principais espécies
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envolvidas séo S. iniae e S. agalactiae, com sinais clinicos a infeccao e espectro de
hospedeiros semelhantes (EVANS et al., 2002; SHELBY et al., 2002).

5.3 Inflamacé&o aguda

A inflamacéo divide-se em aguda e cronica. A inflamacédo aguda tem duracao
relativamente curta, perdurando por minutos, horas, por um ou dois dias, e se
caracteriza por vasodilatagdo arteriolar, capilar e venular; aumento de
permeabilidade vascular e instituicdo de edema; aumento da viscosidade sangiinea
e marginacao leucocitaria, diapedese, quimiotaxia, acumulo de leucdcitos no foco
lesado e fagocitose por células competentes (GARCIA LEME, 1989; KUMAR, 2004;
MORAES e MORAES, 2009). Este quadro pode sofrer pequenas variagdes em
funcéo do tipo de tecido afetado, do agente causal, da intensidade da agresséo e do
nivel de especificidade da resposta (GARCIA LEME, 1989).

Reacdo semelhante, mas menos complexa, ocorre em peixes teledsteos,
havendo, também, o acumulo de células no foco lesado e fagocitose por células
competentes (COLONNA et al., 2006).

6. MATERIAL E METODOS

NUmero comité de ética: 0022/17

6.1 Peixes e acondicionamento

Foram utilizadas 56 tilapias (Oerochromis niloticus), jovens, que foram
acondicionados em 7 aquarios, com capacidade de 100 L de &gua cada,
abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente de poc¢o artesiano
com vazdo de 1 L/min. Apdés o transporte para os aquarios, os peixes foram
aclimatados durante uma semana, tempo necessario para que a concentracao
plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltem aos niveis basais. Nos primeiros trés
dias de aclimatacao, os animais foram submetidos a banhos em solugéo de NaCl na
concentracdo de 6,0 g/L (CARNEIRO & URBINATI, 2001). Durante o estudo os
animais receberam racédo comercial. O arracoamento dos animais foi feito trés vezes

ao dia com a administracdo de 2% da biomassa dos aquarios.
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6.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado na UNESP/FCAV — Jaboticabal, no departamento
de preventiva.

Foram avaliados oito animais por tratamento em trés periodos, isto é: 6, 24 e
48 horas apés a administracdo de inéculos vivos de Streptococcus agalactiae na
bexiga natatéria. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 7 aquarios que

constituiram as repeticdes dos diferentes tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das tilapias (Oerochromis niloticus) nos diferentes tratamentos para

estudos da inflamagéo aguda.

HPD (Horas p6s-

Grupos Tratamentos desafio?)
6 24 48
TO Controle N=8
T1 Inoculacdo de bacterina N=8 n=8 N=8
T2 Inoculacéo de Streptococcus agalactiae N=8 n=8 N=8

1 Estimulo inflamatdrio na bexiga natatéria

6.3 Anestesia dos peixes

Os peixes foram pré-anestesiados na proporcdo de 10:10.000 e
anestesiados por imersdao em solucdo aquosa de benzocaina na propor¢cdo de
1:10.000 para a inoculacdo da bactéria e 1:500 no momento da eutanasia.
Inicialmente, a benzocaina foi diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o
volume para 1L (WEDEMEYER, 1980). Ap6és 0 manuseio experimental, os animais

foram novamente colocados em aquario com fluxo de agua continuo e aeracéo.
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Figura 1: (A) Peixes pré-anestesiados por imersdo em solu¢cdo aquosa de
benzocaina (10:10.000) para a administracdo da bacterina e de Streptococcus
agalactiae viva; (B) Peixe (Oerochromis niloticus) anestesiado por imersdo em
solucéo aquosa de benzocaina (1:500) para eutanasia. (Fonte: préprio autor)

6.4 Inducédo do processo inflamatério

Com os peixes anestesiados na regido anteromediana foi injetado o
in6culo de bacterina ou de Streptococcus agalactiae vivas, um centimetro a direita
do final do opérculo, a altura da linha lateral, com auxilio de agulha e seringa de

tuberculina esterilizadas, de modo a atingir a bexiga natatoria anterior.

A v\
\
L\

Figura 2: (A) Peixe (Oerochromié niloticus) anestesiado por‘imerséo em solucdo
aquosa de benzocaina (1:10.000) para a administracdo do inoculo de Streptococcus
agalactiae. (B) Administracdo do in6culo na bexiga natatoria.(Fonte: Préprio autor)

6.5 Isolamento do Streptococcus agalactiae e infeccéo experimental
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As cepas de S. agalactiae foram mantidas congeladas a -70 °C e no momento
do uso, uma aliquota do isolado foi descongelada e o material semeado em caldo
BHI (Brain Heart Infusion — Difco) em duplicata para incubagéo a 25° C, durante 48
horas.

Ensaios para estabelecimento da DL50, dose letal que causa a mortalidade
de 50% dos animais, foram conduzidos de acordo com a metodologia proposta por
Plumb (1999), utilizando as concentracdes de 10°-10° unidade formadora de colbnia
(UFC) por peixe, sendo a DL50 estabelecida em 1,0 x 108 UFC. Com o0s peixes

anestesiados, foi injetado o inoculo de S. agalactiae na cavidade celomatica.

Figura 3: Fracos contendo bactéria e bacterina de Streptococcus agalactiae que vao
ser inoculados nos peixes (Oerochromis niloticus). (Fonte: Proprio autor)

6.7 Producdo da bacterina contra S. agalactiae

A suspensédo bacteriana utilizada como vacina foi produzida pelo cultivo de
aliquota do isolado de S. agalactiae em 500 mL de meio liquido de conforme Pilarski
et al. (2008), a 28°C, durante 48 horas.

A massa bacteriana foi obtida por centrifugacdo (4000 rpm, 4°C, por 20
minutos), apos trés lavagens sucessivas com solucao de PBS estéril (pH 7,4) para
retirada completa do meio de cultura e entdo foi ressuspendida em 100 mL de PBS.
A concentracdo da vacina foi ajustada para 1,0 x 10° células mL™.

Para inativacdo adicionou-se 0,5% de formol (volume/volume) a suspensao
bacteriana, ficou sob agitacdo constante a temperatura ambiente. Depois sendo
mantida a 4 °C, durante 24 horas. A suspens&o antigénica foi adicionado o adjuvante
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incompleto de Freund (na proporcdo de 1:1) e essa mistura foi emulsionada em

misturador elétrico e mantida sobre refrigeracdo até o0 momento do uso.

6.8 Avaliacdo do eritrograma, contagem total e diferencial de leucocitos.

Foram colhidas amostras de sangue dos peixes 6, 24 e 48 horas apoés a
administracdo do incoculo. Para a determinacao do eritrograma foi utilizado contador
automatico de células sanguineas (Modelo CC510, da Celm). A contagem diferencial
de leucocitos foi realizada em extensbes sanglineas com a contagem de 200
células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse, apés
coloracdo prévia das extensdes com May-Grinwald-Giensa-Wrigth (BELO et al.,
2014). Para a contagem de leucocitos e trombdcitos totais foram contados 10
campos de cada extensdo, quantificando o numero de eritrécitos, leucocitos e
trombocitos. Os valores de leucocitos e trombdcitos totais foram determinados

mediante os seguintes calculos:

Leucdcitos Totais (uL) = nimero de leucdcitos X contagem de eritrécitos (ul)

Numero de eritrécitos na extensdo sangulinea

Trombacitos Totais (uL) = nimero de trombdcitos X contagem de eritrécitos(ul)

NuUmero de eritrcitos na extensdo sanguinea

6.9 Avaliacdo hematoldgica

Foram colhidas amostras de sangue dos peixes por punc¢éo de vaso caudal. A
determinacdo da contagem global de células vermelhas e brancas foram realizadas
em camara de Neubauer, utilizando a solucdo de Natt e Herrick (1952) com diluente
na propor¢gdo de 1:100. Foram realizadas a determinagdo do percentual de
hematdcrito em microcentrifuga e da quantidade de hemoglobina circulante com
reagente de Drabkin’s para leitura em comprimento de onda de 540nm e os valores
de volume corpuscular médio (VCM) serao obtidos pelo calculo VCM = (HT/HE)*100
e concentracdo hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo calculo CHCM =
(HG/HT)*100. A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em extensbes

sangilineas com a contagem de 100 células, estabelecendo o percentual de cada
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tipo celular de interesse, apOs coloracao prévia das extensdées com May-Grinwald-
Giensa-Wrigth (BELO et al., 2013).

"5A

Figura 4: (A) Coleta de sangue do vaso caudal para realizacdo das analises; (B)

Extensdo sanguinea para a contagem diferencial de leucdcitos; (C) Colocando o
sangue na solucdo de Natt e Herrick com diluente na proporcdo de 1:100, para
contagem global de células vermelhas e brancas foram realizadas em camara de

Neubauer; (D) Realizacdo do capilar para determinar o percentual de hematdcrito.
6.10 Monitoramento da qualidade da agua e sinais clinicos

O monitoramento da qualidade da agua foi realizado diariamente as 8:00 e
17:00 horas, avaliando-se o potencial hidrogeniénico, condutividade elétrica,
concentracdo de oxigénio, além da temperatura da agua através de peagametro e
oximetro portatil “YSI — 63" e “YSI- 55”, respectivamente.
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Diariamente, os animais foram examinados quanto ao eventual aparecimento

de alteracdes de comportamento e fisiologicas entre os diferentes tratamentos.

6.11 Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo esquema fatorial 2 X 3
(2 tratamentos — bacterina e bactéria viva e 3 tempos diferentes — 6, 24 e 48
horas), “ Split Plot Design”, utilizando procedimento GLM (General Linear Model) do
programa SAS, versao 9.3 (Statistical Analysis Software, 2012).

A analise de variancia das médias foi determinado pelo teste de T (p<0,05).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados no estudo comparativo entre a reacéo inflamatoria
aguda induzida por bacterina ou infec¢gdo aguda por Streptococcus agalactiae estéo
apresentados nas Tabelas 2 a 6. O estudo leucocitario demonstrou leucocitopenia e
trombocitopenia de peixes submetidos a ambos os estimulos inflamatoérios quando
comparados aos valores de referéncia de animais controles (Tabela 2). Entretanto,
nao se observou alteracdes significativas (p>0,05) entre os peixes estimulados com
bacterina ou indculo vivo de S. agalactiae. Uma hipo6tese que justifica estes achados
é o fato de grande quantidade de leucdcitos estarem migrando para o foco inflamado
na bexiga natatéria. Reque et al. (2010) e Castro et al. (2014) verificaram
significativo aumento de células inflamatérias em exsudato de tilapias durante
aerocistite por bacterinas de Aeromonas hydrophila. A cinética de migracdo de
células do compartimento sanguineo para o foco inflamado foi observado em tilapias
durante aerociste infecciosa por inoculacdo de A. hydrophila vivas na bexiga
natatéria de tilapias (MORAES et al., 2018). Claudiano et al. 2013 observou efeito
semelhante em pacus, Piaractus mesopotamicus, submetidos ao mesmo protocolo
experimental com inflamacgao induzida por bacterina de A. hydrophila.

O estudo diferencial de leucdcitos revelou neutropenia e linfocitopenia
absoluta em peixes submetidos a ambos os estimulos inflamatorios e monocitose
relativa quando comparados aos animais controles (Tabela 2 e 3, respectivamente).
A intensa migracdo de neutrofilos e linfocitos para o foco inflamatorio na fase inicial
da inflamacédo justificam estes achados, enquanto, os mondcitos migram em fase

mais tardia. Semelhantemente ao observado em mamiferos, o estudo celular no
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exsudato de tilapias submetidas ao estimulo inflamatorio por A. hydrophila vivas na
bexiga natatéria de tilapias revelou que o principal grupo celular presente na fase
aguda sdo os granuldcitos, acompanhado por linfécitos e trombdécitos (MORAES et

al., 2018), corroborando os achados deste estudo.

Tabela 2. Valores médios? (+ SE) e ANOVA? das contagens total e diferencial de
leucdcitos observados em tilapias (Oerochromis niloticus) submetidas a diferentes
estimulos inflamatorios.

Leucdcitos Totais Trombécitos Totais Neutréfilos Linfécitos Mondcitos
(kL) (WL) (kL) (WL) (kL)

Periodo Tratamentos

Padréo Fisiolégico 99105 + 11366 66753 + 7403 25966 +3021 69507 + 8426 3632 1523
@  Bactena 53750 +5387 41393 + 3854 A2 12003 +1234 A2 36986 +4202 A2 3861 4442 1@
o
o
I Bactéria 38529 +5431 20614 + 4281 Aa 10468 +1169 Aa 24175 +3892 Ba 3886 625 Aa
g Bacterina 49905 + 7484 36810 + 5349 /2 11862 +1697 12 33647 +5461 12 4396 1464 "2
(@]
y
<
& Bactéria 33531 + 5568 21755 + 3399 Aa 6409 906 Ba 23818 +4305 Aa 3304 1507 Aa
2
& Bacterina 45249 + 9059 34350 + 7729 Aa 9003 1715 Aa 32321 +6713 Aa 3925 1779 Aa
I
[ee]
i Bactéria 34757 +3183 26910 + 3004 A2 7096 +867 Aa 24112 +2014 A2 3549 1405 A2
Tratamento 4.02" 3.91% 4.40* 4.00* 0.62"
Tempo 0.27" 0.46" 1.92" 0.08" 0.02"
Tratamento X Tempo 0.06™° 0.14™ 0.52" 0.07" 0.31™
cv.e 50.74 56.25 49.59 54.62 49.63

1 Médias (n=8) seguidas pela mesma letra nédo diferem pelo teste T (P<0,05)

2 Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental,

letras minUsculas comparam a evolugéo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3 Padrdo Fisiolégico (n=8) - Peixes mantidos nas mesmas condi¢Ges experimentais de ambiéncia e
alimentacao, porém sem nenhum tipo de estimulo.

4 NS - N4o significativo; *significativo para P<0,05; **Significativo para P<0,01.
5 CV - Coeficiente de Variacéo (%);

Na comparacdo entre os diferentes estimulos inflamatérios, tilapias
submetidas ao estimulo infeccioso por S. agalactiae apresentaram diminuicdo
significativa (p<0,05) do numero de linfoécitos 6 HPI e neutréfilos 24 HPI quando
comparados aos peixes estimulados com bacterina (Tabela 2). Tais achados
sugerem uma intensidade maior de migracdo de neutréfilos e linfécitos para o foco
inflamado, corroborando os resultados observados nas tilapias estimuladas com
in6culo vivo de A. hydrophila (MORAES et al., 2018). A monocitose relativa

observada em peixes submetidos ao estimulo inflamatério na Tabela 3 pode ser
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resultante da diminuicdo do numero de linfocitos e neutrofilos, pois na contagem
proporcional estabelecida na extensdo sanguinea o menor numero destes dois
grupos de leucécitos resulta num aumento proporcional na contagem de mondcitos.
Por outro lado, monocitoses sdo observadas em evolugdes inflamatérias crbnicas
(BELO et al., 2014), pois estas células sofrem diferenciacdo em macrofagos apés o
processo de diapedese, constituindo um importante grupo celular em fase tardia
(BELO et al., 2012a; 2014).

Tabela 3. Valores médios! (+ SE) e ANOVA? das contagens relativas (percentuais)
de leucécitos observados em tilapias (Oerochromis niloticus) submetidas a diferentes
estimulos inflamatorios.

. Neutréfilos Linfécitos Mondcitos
Periodo Tratamentos
(%) (%) (%)
Padrgo Fisiol6gico® 26.43 + 1.59 69.71 + 1.53 3.71 + 0.53
? Bacterina 24.29 + 1.64 A3 67.86 + 2.21 @ 7.86 + 1.13 A2
o
g Bactéria 29.00 + 1.52 Aa 60.86 + 1.99 Bb 10.14 + 0.60 Aa
2 Bacterina 24.00 + 1.87 " 66.43+ 083 ° 095710627
(@)
T
<
N Bactéria 21.00 + 1.84 Ab 68.86 + 1.67 Aa 10.14 + 0.83 Aa
2
% Bacterina 21.00 + 1.08 Aa 70.86 + 1.45 Aa 8.14 + 0.49 Aa
I
[ee]
5 Bactéria 20.17 + 1.18 Ab 69.83 + 0.82 A2 10.00 + 0.63 A?
Tratamento® 0.04"s 1.33" 3.54Ns
Tempo® 6.12%* 4.52%% 0.44N5
Tratamento X Tempo* 259N 2,97\ 0.39"°
(A 19.80 7.68 28.71

1 Médias (n=8) seguidas pela mesma letra nédo diferem pelo teste T (P<0,05)

2 Andlise de variancia estatistica representada por letras mailisculas comparam na coluna os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental,

letras mindsculas comparam a evolugdo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3 Padrao Fisiolégico (n=8) - Peixes mantidos nas mesmas condi¢Ges experimentais de ambiéncia e
alimentacao, porém sem nenhum tipo de estimulo.

4 NS - N4o significativo; *significativo para P<0,05; **Significativo para P<0,01.
5 CV - Coeficiente de Variacéo (%);

O estudo da série vermelha revelou diminuicdo do namero de eritrocitos,

associado ao aumento de hemoglobina, VCM e CHCM em tilapias submetidas a
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ambos os estimulos inflamatérios quando comparados aos peixes do grupo controle
(Tabela 4). O aumento no tamanho das hemécias pode ser resultante de alteraces
do equilibrio liquido-eletrolitico, pois o estimulo inflamatério representou um estresse
aos animais. Em condi¢cdes de estresse ocorre aumento da liberacdo de cortisol
(BELO et al.,, 2005).

glicocorticoide e mineralocorticoide, diferentemente de mamiferos em que grande

Este esterdide em peixes teledsteos exerce atividade

parte da atividade mineralocorticoide é exercida pelo horménio aldosterona (BELO et
al., 2012a; 2014). O desequilibrio liquido-eletrolitico pode favorecer o influxo de
liquido para dentro das células, resultando em aumento do VCM, como observado

nas tilapias durante a evolucéo da reacao inflamatéria.

Tabela 4. Valores médios! (+ SE) e ANOVA? observados no estudo eritrocitario das
tilapias (Oerochromis niloticus) submetidas a diferentes estimulos inflamatorios.

OIS Eritrécitos Totais Hematdcrito vcm® Hemoglobina CHCM®
(L) (%) (L) (g/dL) (g/dL)
Padréo Fisiol6gico® 2.30 +0.16 25.71 + 1.96 117.83 + 13.42 4.90 + 0.31 19.39 + 0.66
@ Bacterina 2.06 + 0.12 Aa 2586+ 1.70 A4 12542 +262 AD 6.14 + 0.44 Aa 23.66 + 0.58 Aa
[
2 Bactéria 1.93 + 0.08 Aa 2429+ 1.02 Aa  126.63+4.33 Aa 5.49 + 0.21 Aa 22.65 + 0.46 Aa
[{e}
(%)} .
2 Bacterina 196+016°%  2667+101"% 142014800 A 4344026 " 17.24 + 0.39 BP
?
g Bactéria 213+0.11 Aa 24.00 + 2.16 Aa 11351 +9.38 Ba 5.01 + 0.30 Aa 21.43 + 0.79 Aa
0
< .
% Bacterina 1.97 £ 0.07 Aa 27.17 + 2.44 A 156.75 + 11.83 Aa 5.97 + 0.28 Aa 22,57 +1.29 Aa
I
® Bactéria 1.88 + 0.06 A& 2433+ 076 A2 13101 +6.44 Aa 527 + 0.11 Aa 21.89 + 0.88 A2
Tratamento® 0.02"¢ 1.66"° 4.48* 0.51"S 1.22M
Tempo® 0.30"S 0.05"S 1.65" 4.84%* 7.73*
Tratamento X Tempo* 0.64NS 0.05"® 1.40N 1.98N 3.76*
A 18.84 22.49 19.79 19.16 11.85

1 Médias (n=8) seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste T (P<0,05)

2 Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental,

letras minUsculas comparam a evolugéo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3 Padrao Fisioldgico (n=8) - Peixes mantidos nas mesmas condices experimentais de ambiéncia e
alimentacao, porém sem nenhum tipo de estimulo.

4 NS - Néo significativo; *significativo para P<0,05; **Significativo para P<0,01.
5 CV - Coeficiente de Variagéo (%);
6 VCM: volume corpuscular médio; CHCM: Concentragdo de hemoglobina corpuscular média

O aumento de hemoglobina e CHCM em tilapias submetidas a ambos os
estimulos inflamatérios pode ser resultante da contragdo esplénica, reforcando a
hipotese da ocorréncia de estresse nas tilapias. A ativacdo do eixo-hipotalamico-
adrenérgico durante o estresse estimula a liberacdo de catecolaminas pelas células
cromafins (TORT, 2011).

Estas aminas biogénicas atuam em receptores
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adrenérgicos predominantemente do tipo alfa-1 na capsula esplénica, resultando em
contracdo do baco e liberacdo de hemécias para a circulagdo sistémica
(VANDELAAR-BONGA, 1997). Este aumento do numero de eritrécitos na circulacéo
justificaria 0 aumento de hemoglobina e CHCM observado nas tilapias. O estudo
somatico esplénico confirma a diminuicAo do tamanho do baco de peixes

submetidos ao estimulo inflamatério em relacéo aos peixes controles (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios! (+ SE) e ANOVA? observados no estudo somatico de
coracgdo, figado, baco e rim cranial das tilapias (Oerochromis niloticus) submetidas a
diferentes estimulos inflamatorios.

Periodo  Tratamentos Ics® IHS® IES® INS®
Padrao Fisiol6gico® 0.12 £ 0.01 2205.14 + 162.72 0.18 £ 0.03 0.26 £ 0.01
? Bacterina 015+ 00172 223620 + 52.33 A2 011 + 0,018 0.30 + 0,022
o
(@)
I Bactéria 0.12 + 0.01Aa  2191.67 + 235.31Aa 0.13 + 0.02 Aa 0.26 + 0.02Aa
(/) .
g Bacterina 0.13 £ 0.01 2242.25 + 113.54 0.17 £ 0.02 0.27 + 0.02
2
& Bactéria 0.14 + 0.02Aa  2602.00 + 226.26 Aa 0.13 + 0.02 Aa 0.25 + 0.02 Aa
2
z Bacterina 0.13+0.01Aa  2185.60 + 123.30 Aa 0.16 + 0.02 Aa 0.18 + 0.01Ab
T
0]
i Bactéria 0.12 + 0.01A2  2721.00 + 107.58 A4 0.14 + 0.02 Aa 0.23 + 0.01A4
Tratamento® 0.29s 1.76"S 0.17"s 0.06M°
Tempo* 0.30™ 0.52N8 0.86"S 4.44*
Tratamento X Tempo* 0.69N 0.67"° 0.98Ns 176N
cv.s 31.08 24.47 4452 24.03

1 Médias (n=8) seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste T (P<0,05)

2 Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental,

letras mindsculas comparam a evolugéo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.

3 Padrao Fisiolégico (n=8) - Peixes mantidos nas mesmas condi¢Ges experimentais de ambiéncia e
alimentacao, porém sem nenhum tipo de estimulo.

4 NS - Néo significativo; *significativo para P<0,05; **Significativo para P<0,01.

5 CV - Coeficiente de Variacéo (%);
6 ICS: indice cardiossomatico; IHS: indice hepatossomatico; IES: indice esplenossomatico; INS: indice
nefrossomatico (apenas rim cranial).

De acordo com Belo et al. (2012b), o estudo somético pode auxiliar na
investigagdo de alteracdes patoldégicas como edema, congestdo, entre outros, 0s
quais resultariam em aumento proporcional do tamanho dos érgéos. Entretanto, ndo

se observou variagdes significativas nos indices somaticos hepaticos, cardiacos e
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renais das tilapias submetidas a ambos os estimulos inflamatorios quando

comparadas aos animais do grupo controle (Tabela 5).

O estudo bioquimico sérico das tilapias revelou aumento dos niveis
circulantes de proteinas e glicose em peixes submetidos a ambos os estimulos
inflamatorios (Tabela 6). O aumento de proteinas € justificado pelo incremento de
proteinas de fase aguda resultantes do estimulo inflamatério (CHARLIE-SILVA,
2017), porém nao se observou diferencas significativas (p>0,05) entre peixes
inoculados com bacterina ou com S. agalactiae viva (Tabela 6). Enquanto, o
aumento da glicemia pode ser resultante da atividade glicocorticoide do cortisol
durante o estimulo inflamatério (BELO et al. 2005), corroborando os achados
hematol6gicos e somaticos, sendo este aumento mais significativo (p<0,05) em

peixes inoculados com a S. agalactiae viva (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios® (+ SE) e ANOVA? observados no estudo bioquimico
sérico de proteinas e glicose das tilapias (Oerochromis niloticus) submetidas a
diferentes estimulos inflamatérios.

i Proteina Total Glicemia
Periodo Tratamentos
(g/dL) (mg/dL)

Padr&o Fisiolégico® 3.15 £0.12 47.71 £9.08

Y Bacterina 334 +0.16°2 5814 + 62574

o

g Bactéria 3.25 +0.10 Aa 58.71 + 7.05 Aa

%) .

< Bacterina 318 £+007°%  64.85 + 6322

2

N Bactéria 3.20 +0.16 Aa 61.85 + 5.91 Aa

2

no: Bacterina 3.40 +£0.09 Aa 48.66 + 3.24 Ba

I

[ee]

~ Bactéria 3.31 +0.05Aa  80.00 + 10.7Aa
Tratamento® 0.02NS 1.60™°
Tempo* 0.82N 0.23"
Tratamento X Tempo® 0.22N 1.95™

AVA 13.75 38.80

1 Médias (n=8) seguidas pela mesma letra nédo diferem pelo teste T (P<0,05)

2 Andlise de variancia estatistica representada por letras mailsculas comparam na coluna os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental,

letras minGsculas comparam a evolugéo de cada tratamento nos diferentes dias experimentais.
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3 Padréo Fisiolégico (n=8) - Peixes mantidos nas mesmas condi¢cdes experimentais de ambiéncia e
alimentacao, porém sem nenhum tipo de estimulo.

4 NS - Néo significativo; *significativo para P<0,05; **Significativo para P<0,01.

5 CV - Coeficiente de Variag&o (%);

8. CONCLUSAO

O estudo da reacado inflamatdria aguda em tilapias do Nilo, Oerochromis.
niloticus, em aerocistite induzida por bacterina ou pela inoculagdo de S. agalactiae
vivos revelou trombocitopenia e leucopenia com marcada linfopenia e neutropenia,
sendo estes achados mais significativos em peixes inoculados com a bactéria viva.
A reacdo inflamatéria resultou em aumento de hemoglobina, VCM e CHCM,
associado ao aumento sérico de proteinas, glicose e diminuicdo somética esplénica,

demonstrando o estresse que representou o estimulo inflamatério aos peixes.
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