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RESUMO

Os corticosteroides sao importantes moduladores da resposta imune em
vertebrados. Entretanto, o conhecimento sobre 0s mecanismos desta
regulacdo em teledsteos tropicais é limitado. Neste trabalho, foi estudada a
influéncia da hipercortisolemia induzida na fase inicial do desafio com
Aeromonas hydrophila na resposta imune do pacu, Piaractus mesopotamicus,
através do bloqgueio farmacoloégico com metirapona (MET). Pacus foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais. T1: controle basal,
sem manuseio prévio. T2: sem suplementacdo prévia com MET, desafiado na
bexiga natatéria com concentracdo letal 50%-96h (CLso9sn) de A. hydrophila.

T3: suplementado previamente com MET 30 mg.kg™ na racéo por cinco dias, e
CAUNESP
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injetado no sexto dia com reforco intracelomatico de 50 mg.kg™* de MET, e
inoculado com a bactéria. T4: suplementado com a MET sob as condicdes ja
descritas, sem o desafio bacteriano. Coletas de sangue foram realizadas as 1,
3, 6 e 9 horas apods desafio bacteriano, para avaliacdo da cortisolemia, da
glicemia, dos parametros hematoldgicos e da imunidade inata. Os resultados
evidenciaram que a hipercortisolemia induzida na fase inicial do desafio com A.
hydrophila inibiu a resposta imune-inflamatéria. Ao contrario do observado no
grupo tratado com a MET e desafiado com a bactéria, que apresentou aumento
significativo do namero de leucdcitos totais e linfocitos do sangue, na atividade
respiratéria dos fagocitos sanguineos e na atividade litica do plasma. Conclui-
se que a inibicdo do cortisol favoreceu a resposta imune-inflamatoria na fase

inicial do desafio.

Palavras-chave: Cortisol; Inflamacao; Sepse; Metirapona; Pacu.

ABSTRACT

Corticosteroids are key modulators of the immune response in vertebrates.
However, knowledge about the mechanisms of this regulation in tropical
teleosts is scarce. The aim of this work was to determine the effects of the initial
hypercostisolemia induced by challenge with Aeromonas hydrophila, on the
immune response of pacu, Piaractus mesopotamicus, using a pharmacological
blockade with metyrapone (MET). Pacus were randomly distributed into four
experimental groups. T1: basal control, without previous handling. T2: without
previous supplementation with MET, challenged in the swim bladder with lethal
concentration 50% -96h (LC50- 96h) of A. hydrophila. T3: supplemented with 30

mg.kg* MET in the diet for five days, injected on the sixth day with 50 mg.kg™
CAUNESP
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MET and challenged one hour later with the bacterium. T4: supplemented with
MET, without bacterial challenge. Blood samples were taken at 1, 3, 6 and 9
hours after bacterial challenge, for evaluation of cortisolemia, glycemia,
hematological and innate immunity parameters. The results showed that high
levels of cortisol, induced in the initial phase of the challenge with A. hydrophila,
inhibited the immune-inflammatory response. Fact explained by the antagonistic
effect evidenced in the group treated with MET and challenged with the
bacterium that showed significant increase in total blood leukocytes and
lymphocytes numbers, blood phagocyte respiratory activity and plasma lithic
activity. It was concluded that the inhibition of cortisol favored the immune-

inflammatory response in the initial phase of the challenge.

Keywords: Cortisol; Inflammation; Sepsis; Metyrapone; Pacu.

I. INTRODUCAO

Nos teledsteos, como em mamiferos, a homeostase do organismo &
dependente da comunicacao bidirecional entre o sistema neuroenddcrino e o
sistema imune, que monitora as interagcbes com o ambiente (ENGELSMA et al.,
2002). A comunicacdo comeca com a estimulacdo do sistema simpético e
liberacdo de adrenalina, noradrenalina e dopamina (ENGELSMA et al., 2002).
Posteriormente, fatores como citocinas, cortisol, prostaglandinas, GH, PRL,
peptideos derivados da POMC, horménios reprodutivos, T3, T4 e insulina
participam da regulacao da resposta imune (HARRIS; BIRD, 2000; ENGELSMA
et al., 2002; TORT, 2011; GOMEZ-ABELLAN; SEPULCRE, 2016; YUNIS-
AGUINAGA, 2017).

CAUNESP
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Os corticosteroides sdo hormonios esteroides com importantes funcdes
imunomoduladoras (PRUNET et al., 2006). Nos teleésteos, o principal
corticosteroide € o cortisol (MOMMSEN et al., 1999). Este hormonio, junto com
outros hormonios esteroides, sdo sintetizados pelo tecido interrenal, analogo
das glandulas adrenais em mamiferos (VAN DER BOON et al., 1991).

O cortisol apresenta efeitos profundos no sistema imune dos teleésteos,
mediados por um ou mais receptores glicocorticoides presentes nas células
imunes (VERBURG-VAN KEMENADE et al., 2009). O cortisol € responsavel
por efeitos anti-inflamatorios tais como reducdo do numero de linfécitos
circulantes, proliferacdo linfocitaria atenuada, redu¢cdo do numero e da
atividade de células produtoras de anticorpos, fagocitose diminuida e aumento
da apoptose (HARRIS; BIRD, 2000). Porém, efeitos pro-inflamatérios também
foram verificados, como reducdo na taxa de apoptose em neutréfilos de carpa
(WEYTS et al.,, 1998). Nesse sentido, Montoya et al., (2017) atribuiram a
hipercortisolemia aguda apds desafio bacteriano efeitos pro-inflamatorios como
aumento da atividade da lisozima sérica. Contudo, pouco se sabe com relacéo
as situacdes e os mecanismos que induzem respostas tdo antagonicas.

Para entender melhor o papel do cortisol na regulacdo dos eventos
fisiologicos séo utilizados diversos protocolos experimentais que incluem
estimulo ou inibicAo da biossintese do hormdénio. Vérias substancias sao
usadas para inibir a producéo do cortisol, tais como metirapona, cetoconazol e
fluconazol, que atuam inibindo a esteroidogénese (SCHTEINGART, 2009).

A metirapona € um inibidor da enzima 11-B-hidroxilase, a qual impede a
conversdo de desoxicortisol em cortisol, liberando 11-desoxicortisol, esteroide
adrenal inativo (JENKINS et al., 1958). A metirapona é utilizada em peixes, em
pesquisas nas areas de reproducao (CHABBI; GANESH, 2014), metabolismo e
estresse (MILLIGAN, 2003; TRIPATHI; VERMA, 2003). Porém, na area de
patologia e resposta imune os estudos s&o poucos.

O pacu, Piaractus mesopotamicus, é das espécies nativas cultivadas
mais importantes do Brasil (SOUZA et al., 2003). As pesquisas nesta espécie
estdo aumentando, principalmente nas areas de larvicultura (PORTELLA et al.,
2014), reproducao (KURADOMI et al., 2016), alimentacdao (ABIMORAD et al.,

2017), suplementacdo com imunoestimulantes (FARIAS et al., 2016; COSTA et
CAUNESP
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al.,, 2017; PAHOR-FILHO et al., 2017), inflamag&o aguda (CLAUDIANO et al.,
2013; CLAUDIANO, 2015), inflamacdo cronica (MANRIQUE et al., 2015),
cicatrizacdo (MORAES et al., 2010; BORTOLUZZI et al.,, 2017) e diabetes
(YUNIS-AGUINAGA, 2017). Entretanto, estudos que visaram elucidar o papel
do cortisol como regulador da resposta imune no pacu e outras espécies
nativas sao exiguos. Montoya et al., (2017) determinaram em matrinxas que a
hipercortisolemia, induzida pela suplementacdo com [(-glucano, aumentou
significativamente o nimero de mondcitos circulantes e a atividade da lisozima
sérica. No entanto, estes efeitos s6 puderam ser mantidos parcialmente 24h
apo6s desafio com A. hydrophila.

Contudo, séo ilimitadas as informacbes sobre 0s mecanismos da
modulacdo neuroenddcrina na resposta imune inata durante a sepse, em
teledsteos, principalmente nas espécies tropicais. Para tanto este trabalho
objetiva investigar o papel do cortisol, como regulador primario da resposta
imune inata contra A. hydrophila no pacu. A metirapona foi utilizada para
bloquear a sintese do cortisol e foram avaliados parametros hematolégicos e
da resposta imune inata (burst respiratorio, atividade da lisozima sérica e

atividade bactericida do soro) apés desafio bacteriano.

Il. MARCO TEORICO
2.1. Imunidade em peixes

O sistema imunolégico dos teledsteos é composto pelo sistema imune
inato e adaptativo, ambos subdivididos em imunidade do tipo humoral e
mediada por células (RAUTA et al., 2012). O sistema imune inato conglomera
todos os elementos presentes no peixe antes da aparicdo dos patdgenos e
atua como a primeira linha de defesa do organismo (MAGNADOTTIR, 2006).
Por outro lado, o sistema imune adaptativo é caracterizado por mecanismos
lentos baseados no reconhecimento antigénico especifico prévio, que facilita a
resposta mais acentuada e rapida na segunda exposi¢cdo ao mesmo patdégeno

(CASTRO; TAFALLA, 2015).
CAUNESP
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Estes sistemas ndo funcionam isolados, sen&do interatuam
dinamicamente. A resposta inata precede a resposta adaptativa e modula o tipo
e grau de resposta (DIXON; STET, 2001; RAUTA et al., 2012). As descobertas
da udltima década comprovaram que a interacao entre os componentes imunes
inatos e adaptativos € muito mais complexa do que pensado, e muitas das
células e moléculas atribuidas a imunidade inata também tém fun¢bes na
imunidade adquirida (CASTRO; TAFALLA, 2015).

A imune inata em peixes, em comparacdo com mamiferos, é mais
importante para o0 organismo, e exibe funcionalidade potencialmente
aprimorada, produto da falta de desenvolvimento do sistema imune adaptativo
nestas espécies (RAUTA et al., 2012).

Os componentes da imunidade inata em peixes sao classificados em
barreiras fisicas, humorais e celulares (URIBE et al., 2011). As barreiras fisicas
séo integradas pelas escamas, pele, branquias e muco (URIBE et al., 2011;
ESTEBAN, 2012). Dentre as defesas humorais foram identificadas lecitinas,
lisozimas, inibidores de proteases e outras enzimas bacterianas, proteinas do
sistema complemento, pentraxinas, aglutininas, precipitinas, peptideos
antimicrobianos,  imunoglobulinas  naturais, interferon e  citocinas
(MAGNADOTTIR et al.,, 2006; SECOMBES; ELLIS, 2012). A defesa celular
inata € desempenhada pelas células fagociticas como neutrofilos, mondcitos,
macréfagos e células “natural killers” (FISCHER et al., 2006; 2013).

A lisozima € um importante componente do sistema imune inato em
varias espécies de peixes (SAURABH; SAHOO, 2008). Esta enzima litica atua
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, principalmente sobre as
ligacbes P,1-4 entre a N-acetil-glucosamina e o é&cido N-acetilmuramico,
produzindo a lise da parede celular bacteriana (ELLIS, 1990). A lisozima esta
presente no soro, no muco de epitélios, e associada a leucdcitos e tecidos ricos
em leucécitos como rim, baco e intestino (ELLIS, 1990). Como outros
indicadores da resposta imune esta submetida a variacdes relacionadas a
espécie, ambiente (NIGAM et al., 2012), idade (ABDOLLAHI et al., 2016),
individuo, sexo, qualidade da agua (SAURABH; SAHOO, 2008), vacinacao,
estresse, infecgcdes (COSTA et al., 2011), nutricdo e suplementacao alimentar

(KIRON, 2012). A estimacédo da lisozima pode ser de valor diagnéstico para
CAUNESP
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determinar o estado da saude dos peixes e para melhorar a compreensao da
interacao imune hospedeiro-patégeno (SAURABH; SAHOO, 2008).
2.2. Inflamacao

A inflamacao aguda é a primeira resposta organizada do sistema imune
inato. O principal papel da inflamagéo € a resolu¢cdo de danos nos tecidos,
incluindo a eliminacdo de células danificadas ou mortas e quaisquer agentes
patogénicos, com o intuito de restaurar a homeostase (WIEGERTJES;
FORLENZA, 2010; GRAYFER; BELOSEVIC, 2012).

O processo inflamatério é inespecifico e pode ser desencadeado por
parasitas, bactérias, virus e outros agentes como a radiacao e toxinas quimicas
(OLABUENAGA, 2000). Os eventos que caracterizam o processo inflamatoério
sao: 1) vasodilatacdo com aumento do fluxo e permeabilidade vascular, 2)
extravasamento de proteinas plasméticas, e 3) recrutamento de leucocitos aos
tecidos lesados (WIEGERTJES; FORLENZA, 2010; SECOMBES; ELLIS,
2012).

O reconhecimento inicial da infeccdo ou lesdo tecidual € mediado por
macréfagos residentes, seguido da liberagdo de mediadores inflamatérios:
guimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, fatores do sistema complemento,
eicosanoides e produtos de cascatas proteoliticas (SECOMBES; ELLIS, 2012).
O efeito principal e mais imediato desses mediadores é o extravasamento das
proteinas e fagocitos sanguineos, principalmente neutréfilos e mondcitos
(WIEGERTJES; FORLENZA, 2010).

As células inflamatérias reconhecem o0s patdogenos através de
caracteristicas altamente conservadas ou padrées moleculares associados aos
patégenos (PAMPSs) e de padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS),
(KOPPANG et al., 2007; CASTRO; TAFALA, 2015). Fungos, B-1,3-glucanos,
fitas duplas de RNA viral, produtos da parede bacteriana como os LPS ou
peptidoglicano sdo os PAMPs mais conhecidos (VERBURG-VAN KEMENADE
etal., 2011).

Os PAMPs e DAMPs ligam-se a receptores especificos. Dentre dos
guais existem os TLRs, receptores de lecitinas tipo C, receptores tipo NOD,

receptores tipo RIG-I e proteinas de reconhecimento de peptidoglicano
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(PGRPs) (CASTRO; TAFALLA, 2015). Os cinco tipos de receptores foram
relatados em teledsteos (BOLTANA et al., 2011).

Os leucécitos maduros devem migrar através do endotélio sinusoidal
gue separa o tecido hematopoiético da circulacdo. Posteriormente, eles sao
rapidamente recrutados do sangue para os locais da inflamag&o por sinais
qguimiotaxicos derivados dos PAMPs ou DAMPs (HAVIXBECK; BARREDA,
2015). O reconhecimento dos PAMPs/DAMPs mediado por TLRs desencadeia
cascatas que conduzem a ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB) e proteino-
quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), que controlam a inducdo de outros
mediadores como IL -1B, TNF-a, quimocinas (citocinas quimiotacticas) e
receptores de quimiocinas (VERBURG-VAN KEMENADE et al., 2011).

A quimiotaxia inicial na resposta inflamatoéria é iniciada por mediadores
de acdo rapida como o peréxido de hidrogénio (MARTIN; FENG 2009). Mais
tarde, quimicionas secretadas pelos macréfagos ou leucdcitos atraem e ativam
células inflamatorias (ALEJO; TAFALLA, 2011). Os leucécitos apresentam
guimiotaxia diferencial em relacdo aos diferentes tipos de quimiocinas
(VERBURG-VAN KEMENADE et al., 2011). Uma molécula particular a CXCL-8
ou IL-8 desempenha um papel crucial na migracdo de neutréfilos em carpas
(VAN DER AA et al., 2010) e “zebrafish” (OLIVEIRA et al., 2013).

Os neutrdfilos, apesar da menor proporcéo na circulacdo dos teledsteos
guando comparados aos mamiferos, sao tipicamente os primeiros leucocitos
recrutados no sitio inflamatério (HAVIXBECK et al., 2016). Existem evidéncias
das semelhancas morfologicas e nas propriedades citoquimicas dos neutroéfilos
de tele6steos e de mamiferos, assim como de fun¢cbes analogas como
fagocitose, quimiotaxia e acdo bactericida (HINE, 1992, PALIC et al., 2005;
HAVIXBECK; BARREDA, 2015). Dados sobre o numero e atividade dos
neutroéfilos e outros fagocitos sdo usados para determinar o estado de saude
dos peixes. Técnicas como a quantificacdo da atividade respiratoria dos
leucdcitos séo uteis para isto (PALIC et al., 2005).

Poucos minutos apés reconhecimento da infecdo ou lesao tecidual, os
neutréfilos comecam a "rolar" ao longo das paredes das vénulas ao redor do

local afetado (BUTCHER, 1991). Nos mamiferos, interacdes entre proteinas L-
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selectina dos neutrdéfilos e E e P-selectinas vasculares sdo responsaveis pelo
extravasamento destas células (BUTCHER, 1991).

A fagocitose € um tipo de endocitose onde particulas (>0,5 pum) séo
ingeridas em vesiculas endociticas chamadas fagossomas (NEUMANN et al.,
2001). A ativagdo dos fagdcitos é crucial para a inducéo rapida e equilibrada de
atividades pro-inflamatodrias que incluem recrutamento de células no local da
inflamacédo, destruicAo de agentes patogénicos e liberacdo de moléculas
sinalizadoras (VERBURG-VAN KEMENADE et al., 2011).

Este processo € iniciado pela estimulacéo de receptores na superficie do
fagocito, que polimeriza a actina, resultando na internalizacdo das particulas
(ADEREM; UNDERHILL, 1999). Os receptores responsaveis pelo
reconhecimento dos patdgenos estao presentes principalmente em macréfagos
e células dendriticas e em outras como células endoteliais (LUGO-VILLARINO
et al., 2010; CASTRO; TAFALLA, 2015), linfécitos B e outros granuldcitos
(LIESCHKE et al., 2001, GVERLAND et al., 2010).

A fagocitose contribui, por um lado, & depuracdo de patdégenos, e ao
mesmo tempo, constitui um passo necessario para a apresentacdo do antigeno
e posterior ativacdo da resposta imune adaptativa (ADEREM; UNDERHILL,
1999; CASTRO; TAFALLA, 2015).

As defesas antimicrobianas podem ser divididas em duas categorias:
intracelular e extracelular. As defesas intracelulares fornecem protecao contra
patégenos localizados em estruturas de membrana (RIEGER; BARREDA,
2011). As defesas extracelulares sdo dirigidas contra agentes patogénicos
dentro do espaco extracelular, provendo um meio para eliminar patégenos que
escaparam a internalizacdo ou aqueles que sdo demasiado grandes para
serem fagocitados (RIEGER; BARREDA, 2011).

A degradacdo do material fagocitado comeca, ndo apenas quando o
patdgeno é internalizado em um fagosoma como consequéncia da fagocitose
ativa, sendo também quando o préprio patdégeno penetra nas células
fagociticas (HAVIXBECK; BARREDA, 2015). Quando o patégeno é fagocitado,
os granulos lisossémicos migram e se fundem com o fagosoma, formando um
fagolisossoma, o0 que produz a liberacdo do conteudo acido e enzimatico

lisossomal no limen do fagosoma com a subsequente digestdo do material
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fagocitado (RIEGER; BARREDA, 2011). A fusdo do fagolisosoma foi
comprovada em células B de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (LI et al.,
2006) e em mondocitos e macrofagos maduros de kinguio Carassius auratus
(RIEGER et al., 2010).

As células fagociticas removem o material ingerido principalmente pela
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio durante o evento
denominado exploséo ou atividade respiratéria (CASTRO; TAFALLA, 2015). A
producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio € um processo catalisado pela
ativacdo da enzima NADPH-oxidase que leva a producao de anions superoéxido
(RIEGER; BARREDA, 2011). Vérias citocinas podem estimular este processo,
incluindo TNF-a (GRAYFER et al.,, 2008), IFN-y (GRAYFER; BELOSEVIC,
2009), CSF-1 (GRAYFER et al., 2009) e IL-8 (HARUN et al., 2008).

Por outro lado, os neutréfilos possuem mieloperoxidase em seus
granulos citoplasmaticos, que na presenca de halogenetos e peroxidos de
hidrogénio eliminam os microrganismos pela halogenacdo da parede celular
bacteriana (URIBE et al., 2011). Além disso, estas células possuem lisozimas,
elastasas, defensinas e outras enzimas hidroliticas nos lisossomos (FISCHER
et al., 2006; FORLENZA et al., 2008).

A producédo de citocinas inflamatdrias, proteinas microbicidas, espécies
reativas de oxigénio e o alto numero circulante de células citotdxicas séo
potencialmente prejudiciais para 0 organismo, podendo se tornar fatais
(FORLENZA et al., 2008; VERBURG-VAN KEMENADE et al., 2009). Portanto,
as citocinas anti-inflamatoérias IL-10 e TGF-3 sdo produzidas para inibir a
excessiva ativagcado da resposta imune e iniciar processos de cicatrizacado de
feridas, remodelacdo de tecido e recuperacdo (HAVIXBECK; BARREDA,
2015).

Uma vez que a ameaca tenha sido neutralizada, os neutréfilos devem
ser removidos para a resolucdo do processo inflamatério. A remocdo dos
neutroéfilos no local da leséo tecidual ocorre por varios processos: por apoptose,
seguida de captacdo por fagécitos, por remocédo em exsudatos inflamatorios,
(HENRY et al., 2013) ou por migragao reversa (MATHIAS et al., 2006).

2.3. Regulacao da resposta imune-inflamatoéria
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Fatores intrinsecos e extrinsecos regulam a resposta imune inata em
teledsteos. Tais fatores abrangem caracteristicas genéticas, sazonalidade,
poluicdo, temperatura, luz, salinidade, qualidade da agua, manuseio e estresse,
alimentacdo, imunoestimulantes, e também os efeitos das doencas e da
vacinacdo (MAGNADOTIR, 2006, 2010; BOWDEN, 2008; TORT, 2011). A
modulacdo da resposta do organismo sob esta variedade de eventos e de
agentes patogénicos sustenta-se na interacdo neuroenddcrina-imune (YADA;
NAKANISHI, 2002) e mediadores sollveis como as citocinas (GRAYFER,;
BELOSEVIC, 2012).

A interagdo neuroenddcrina com o sistema imune € um fendémeno
evolutivamente conservado (VERBURG-VAN KEMENADE et al.,, 2011). A
presenca de inervacdo simpatica no tecido linfoide foi documentada em
salmonideos (FLORY, 1989). Por outro lado, receptores de catecolaminas
estdo presentes nas células imunes de teledsteos (ROY; RAIl, 2008). Da
mesma forma, impactos inibitorios ou estimulantes da resposta imune em
teledsteos sdo descritos para diversos hormonios circulantes como cortisol, 11-
ketotestosterone, estradiol, a-MSH, MCH, B-EP, ACTH, GH e PRL (HARRIS;
BIRD, 2000).

2.4. Cortisol na resposta imune

O principal corticosteroide dos teledsteos € o cortisol, e em contraste
com o0s mamiferos, existe escassa evidéncia de sintese significativa de
corticosterona ou cortisona (KIME, 1987). Este horménio é liberado pela
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (MOMMSEN et al., 1999). Em
condicdes de estresse, o hipotdlamo libera CRF a circulagdo sanguinea. Este
polipeptidio estimula a secrecdo de ACTH da hipdfise (FRYER; LEDERIS;
1986) que finalmente ativa a liberacdo do cortisol pelo tecido interrenal
(MOMMSEN et al., 1999).

O cortisol é essencial na regulacao de diversos processos fisioldgicos
em peixes como metabolismo intermediario (VAN DER BOON et al., 1991),
osmorregulacdo (MCCORMICK, 2011), reproducdo e desenvolvimento sexual
(GOIKOETXEA et al., 2017) e metamorfose (DEANE; WOO, 2002).

Geralmente, o papel do cortisol em resposta aos estimulos estressantes é
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induzir o sequestro generalizado de reservas energéticas regulando o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (LEACH; TAYLOR, 1982).

Efeitos imunomoduladores do estresse e o0s corticosteroides foram
documentados em peixes (HARRIS; BIRD, 2000; TORT, 2011). A liberacéo de
cortisol induzida pelo estresse provoca a supressdo da resposta imune, e
aumenta a suscetibilidade a doengas naturais (YADA; NAKANISHI, 2002).

Os efeitos dos corticosteroides sado mediados por receptores
intracelulares que atuam como fatores de transcricdo (PRUNETT et al., 2006).
Em contraste com os mamiferos, os peixes tém dois tipos de receptores (GR1
e GR2) (STOLTE et al., 2006). Varios estudos indicaram a existéncia de sitios
de ligacdo destes receptores em tecidos como branquias, intestino, figado,
cérebro, hipotalamo e células como leucdcitos e eritrocitos (PRUNETT et al.,
2006). A capacidade dos GR para induzir a ativacdo de genes depende da
concentragdo de cortisol, 0 GR2 tem uma sensibilidade sete vezes maior para
o cortisol do que GR1, indicando que GR1 é ativado por niveis elevados de
cortisol circulante (estresse) (STOLTE et al., 2008). Curiosamente, a expressao
GR também é afetada pela estimulacdo imune. A injecdo de LPS aumentou a
expressdo de GR no baco da dourada, Spaurus aurata (ACERETE et al.,
2007). De forma similar, na carpa comum Cyprinus carpio, a expressao de GR1
em leucdcitos peritoneais aumentou significativamente durante a inflamacéo,
engquanto a expressao de GR2 néo foi afetada (STOLTE et al., 2009).

O cortisol induziu apoptose de células B de carpa estimuladas
previamente com LPS, sem alterar outros tipos de células linfocitarias (SAEIJ et
al., 2003). Exposicdo aguda ao cortisol (induzida por estresse) e a
suplementacgéo na racdo com cortisol exdgeno em salmao coho Oncorhynchus
kisutch diminuiram o numero total de leucdcitos circulantes, mas aumentaram
seu numero no timo e baco (MAULE; SCHRECK, 1990). Na perca, Perca
fluviatilis, a injecdo com cortisol exdégeno diminui o namero de linfécitos e
trombdéticos circulantes, mas aumentou o nimero de neutréfilos (MATHIEU et
al., 2013). Os efeitos do cortisol sob a atividade respiratéria e fagocitica sao
contraditorios. Pulsford et al., (1994) encontraram que a atividade respiratoria e
fagocitica dos fagocitos do rim cranial aumenta apés estresse agudo, enquanto

gue Weyts et al., (1998) nao reportaram efeitos do tratamento com cortisol in
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vitro ou in vivo na atividade respiratoria de neutréfilos de carpa comum,
Cyprinus carpio.

Andlises transcripcionais in vitro em culturas de macrofagos isolados do
rim cranial de truta arco-iris O. mykiss mostraram que a adicdo de cortisol em
presenca de LPS leva a inibicdo de mais de 80% dos genes regulados por LPS
(MACKENZIE et al., 2006). Antagonismo mediado pelo cortisol na expressao
de genes anti-inflamatérios induzidos por LPS foi relatado em diferentes
modelos de cultura de células de peixes, incluindo fagocitos do rim cranial da
carpa (SAEIJ et al., 2003) e leucdcitos do rim cranial da truta (HOLLAND et al.,
2003). Assim, o efeito que o cortisol exerce sobre as citocinas inflamatérias é
limitado e muitas vezes nao significativo (STOLTE et al., 2008).

Por outro lado, aumento imediato do cortisol circulante melhora certos
componentes dos mecanismos de defesa. O tratamento in vitro com cortisol
provocou inibicdo da apoptose de neutréfilos de carpa, sendo o efeito
dependente de GR (WEYTS et al., 1998). Haond et al. (2003) descobriram que
a administracdo a curto prazo de cortisol exdgeno em truta arco-iris, O. mykiss
reduz a infeccéo parasitaria pelo Argulus japonicas.

2.5. Metirapona

A metirapona (2-metil-1, 2-di-3-piridil-1-propanona) é um farmaco que
atua como inibidor competitivo de diversas enzimas do sistema p450, dentre as
quais encontra-se a 11-betahidroxilase, responséavel pela sintese do cortisol a
partir do 11-desoxicortisol (BROADLEY et al., 2005). A metirapona é utilizada
comumente para avaliar a integridade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal em
animais e humanos e no tratamento de determinadas doencas (PERUZZO et
al., 2010). Na atualidade, os estudos sobre a metirapona estdo focados no
tratamento da depressdao (MCALLISTER-WILLIAMS et al., 2016), da sindrome
de Cushing (SCHTEINGART, 2009; DANIEL et al.,, 2015), da epilepsia
(GARCIA-GARCIA, 2017) e outros transtornos neurodegenerativos (BAITHARU
et al., 2012). Este farmaco também foi utilizado como tratamento da
dependéncia de cocaina em ratos (GOEDERS et al., 2014) e em ensaios
clinicos em humanos (KABLINGER et al., 2012).

Os estudos sobre os efeitos diretos desta droga na resposta imune em

humanos e animais sdo escassos. Existem evidéncias que na vigéncia do
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processo inflamatorio a metirapona incrementa a expressao génica de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a, INF-y, IL-1B e IL-6, aumentando a severidade
da resposta inflamatéria num modelo experimental de periodontite em ratos
Wistar (PERUZZO et al., 2010).

Pesquisas com peixes utilizaram esta droga para avaliar a participacéo
do cortisol no metabolismo do estresse (TRIPATHI; VERMA, 2003; DINDIA et
al., 2013), na reproducao (CHABBI; GANESH, 2014), e recentemente, na
resposta imune (MONTOYA et al., 2017).

Os protocolos para a administracdo deste farmaco em peixes séo
diversos e vao desde a aplicacdo uUnica endovenosa (PAGNOTTA et al., 1994;
MILLIGAN, 2003), cateterizacdo (RODELA et al., 2011), intracelomatica
(DOYON et al., 2006; DINDIA et al., 2013), injecdes diarias por 7-22 dias
(TRIPATHI; VERMA, 2003; CHABBI; GANESH, 2014), administracao diéria na
agua por entre 2-6 dias (LEACH; TAYLOR, 1980) e no alimento por 3-100 dias
(YAMAGUCHI et al., 2010; ZANUZZO; URBINATI, 2015; MONTOYA et al.,
2017).

2.6. Pacu

Esta espécie tropical é endémica da América do Sul, principalmente das
bacias dos rios Parana-Paraguay (BENNETT; THORPE, 2008). E um peixe de
porte médio a grande, atingindo até 20 kg com 50 a 100 cm de comprimento.
Os adultos tém coloracdo castanho escura, com ventre amarelo-dourado.
Possuem corpo alto, discoidal, lateralmente comprimido, com regido ventral em
forma de quilha serrilhada, formada por espinhos. As nadadeiras sdo escuras,
a boca é terminal, com seis a oito dentes molariformes (SHIBATT; DIAS, 2006).
O pacu caracteriza-se por habito alimentar herbivoro-frugivoro e rapido
crescimento (SOUZA et al., 2003).

2.7. Aeromonas hydrophila

O género Aeromonas é um dos grupos patogénicos de peixes mais
antigos, caracterizado pela primeira vez na década de 1890 e cujas espécies
sdo conhecidas pelos seus efeitos devastadores na indUstria aquicola
(HAVIXBECK et al., 2017). Dentre as Aeromonas moveis, A. hydrophila é

consideradas a mais patogénica para teledsteos (CYRINO et al., 2004), além
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de atuar como zoonose, provocando diarreia e septicemia em humanos
(BORCHARDT et al., 2003).

A A. hydrophila € uma das bactérias mais comuns ha piscicultura
mundial (RIDGEON et al.,, 2013) e brasileira (SILVA et al., 2012). Bactéria
Gram-negativa, ndo encapsulada, aerdbia ou anaerdbia facultativa, com forma
de bastonete movel, possui flagelos polares e nao produz esporos
(HARIKRISHNAN; BALASUNDARAM, 2005). A infeccdo causa petéquias na
pele e nas nadadeiras, progredindo para ulceracbes com perda de epitélio
(CARRASCHI et al., 2012). Em pacus, inoculados com doses crescentes de A.
hydrophila, constatou-se, além destes sinais, o surgimento de sinais nervosos
associados a natacao erratica “nado em circulos” e/ou “rodopio”, acompanhado
de alteracbes histopatolégicas como hemorragia, edema e infiltrado
inflamatério no cérebro (CLAUDIANO et al., 2014). A mortalidade em peixes
ocorre entre dois a 10 dias do inicio dos sinais clinicos (CARRASCHI et al.,
2012).

Resultados anteriores do laboratério de Ictiopatologia, Unesp-
Jaboticabal caracterizaram a fisiopatologia da fase inicial da infegdo por A.
hydrophila no pacu identificando alterac6es histopatoldgicas, hematoldgicas,
bioquimicas, hormonais e imunologicas (CLAUDIANO et al., 2013;
CLAUDIANO, 2015; YUNIS-AGUINAGA, 2017). As pesquisas confirmaram a
participacdo de eicosanoides e citocinas pro-inflamatorias (CLAUDIANO et al.,
2013) e insulina (YUNIS-AGUINAGA, 2017) como mediadores da resposta
inflamatoria.

Do exposto acima fica evidente a complexidade da regulacédo
neuroenddcrina-imune e os limitados conhecimentos na é&rea, que tornam
necessarios estudos complementares que contribuam com a elucidar estas
relacbes em peixes tropicais. Por outro lado, decorrente da posicao filogenética
e importancia econémica, a utilizacdo de peixes, como modelo experimental,

traz também contribui¢cbes relevantes para a area da patologia comparada.
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. OBJETIVO GERAL
Determinar o papel da hipercortisolemia induzida durante a fase inicial do

desafio com A. hydrophila na resposta imune inata do pacu.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Padronizar um meétodo de inibicdo da liberacdo maxima do cortisol apos

estresse agudo com metirapona no pacu.
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Caracterizar o perfil hematologico e parametros da imunidade inata em pacu
desafiado com A. hydrophila submetido a tratamento prévio com metirapona.

V. MATERIAL E METODOS
5.1. Local de estudo

O estudo foi realizado no ultimo semestre do ano 2017, no biotério de
experimentacdo em Ictiopatologia “Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes” do Centro
de Pesquisa em Sanidade Animal CPPAR, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista - Campus de Jaboticabal
(FCAV- Unesp), nos laboratorios de Ictiopatologia e de Patologia Comparada e
Imunodiagnéstico (FCAV- Unesp), no laboratério Multiusuarios do Centro de
Aquicultura da Unesp e no Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo em Ribeirdo Preto
(FMRP/USP), adotando as normas da CEUA (Comité de ética no uso de
animais da FCAV-Unesp e o0s principios éticos na experimentacdo animal
propostos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (comité de ética
N° 01470/15).

5.2. Material biolégico e condicdes experimentais

Foram utilizados 234 pacus, do mesmo lote, com peso médio 145,7 +
41,4 g, comprimento médio 15,8 £ 1,5 cm, adquiridos de piscicultura comercial.
Os peixes foram mantidos em tanques de concreto 10.000 L e fluxo continuo
de agua (5 L.min?). Duas semanas antes do inicio de cada experimento os
peixes foram transferidos para caixas de fibra de 250 L, abastecidas com agua
corrente proveniente de pogo artesiano, vazdo de 1L.min? e aeracgdo
suplementar constante para sua aclimatacdo afim de garantir niveis basais de
cortisol. Durante todo o experimento, 0s peixes receberam racdo comercial
peletizada (26% PB e 3200 kcal.kg™® EB), duas vezes ao dia (8:00 e 16:00),
numa quantidade total de 2,5% da biomassa (KOBERSTEIN et al., 2004),
somente quando indicado a ragédo foi alterada. As caixas foram sifonadas
semanalmente e a qualidade da agua determinada semanalmente, medidas
mediante sondas multiparametros (YSI, modelo 55 e 63). Os parametros foram

mantidos dentro da faixa adequada para a espécie (temperatura = 27 + 1,9°C;
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pH = 7,20 + 0,7; oxigénio dissolvido = 6,1 + 0,5 mg/L; condutividade elétrica =
132,5 £ 15,7 uS/cm) (JOMORI et al., 2003).

5.3. Farmacos e aplicacao

A metirapona, 2-metil-1,2-di-3-piridilpropanona (856525, Sigma-Aldrich,
St. Louis, EEUU), foi aplicada de duas formas: intracelomatica, diluida em
solucéo de propilenglicol (PM 400) a 40%, dissolvido em solucéo salina a 0,9%
(v/v); e oral, dissolvida em 5 mL de alcool etilico puro e aplicada por asperséo
na ragdo. As ragdes com MET foram preparadas 24h antes do uso e
armazenadas em capela de exaustdo. As doses e as metodologias de
aplicacdo da MET testadas foram adaptacbes de experimentos feitos com
ratos, com aplicacéo intraperitoneal (ROTLLAND; ARMARIO, 2005; BAITHARU
et al.,, 2012); e com peixes, com inje¢cdes Unicas (PAGNOTTA et al., 1994,
MILLIGAN, 2003) e via oral (ZANUZZO; URBINATI, 2015; MONTOYA et al.,
2017).

5.4. Ensaio prévio: Padronizacdo do protocolo de inibicdo da sintese de

cortisol com MET

Prévio ao experimento principal foi testada a eficacia de dois protocolos
de administracdo de MET para inibir a liberacdo maxima de cortisol apoés
estresse agudo por exposicdo aérea por cinco minutos. Com o objetivo de
certificar o efeito inibitério foram avaliadas a glicemia e a cortisolemia.
5.4.1. Protocolos testados

O primeiro protocolo testado incluiu uma dose intracelomatica de
50mg.kg* PV de MET (0,2 mL/100 g). Para isto, 24 animais em jejum (12h)
foram injetados com o farmaco e submetidos a estresse agudo por exposicdo
aérea por cinco minutos. Nos tempos de 30 min, 2h e 4h apds estresse foram
coletadas amostras de sangue de oito peixes por tempo para determinacédo da
glicemia e da cortisolemia. Outro grupo de peixes (n=24) foi inoculado com o
veiculo do farmaco e submetidos aos mesmos procedimentos (grupo controle).
Finalmente um grupo de oito peixes sem manuseio foi utilizado para determinar

0s hiveis basais (tempo zero).
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No segundo protocolo (P2) a MET foi administrada na ragao na dose de
30 mg.kg* PV durante cinco dias, duas vezes ao dia. Ensaios prévios no
laboratorio evidenciaram que a inclusdo de MET na rac&o por cinco dias foi
insuficiente para bloquear a liberacdo de cortisol apds estresse, provavelmente
produto do jejum prévio ao estresse (dados ndo mostrados). Por este motivo,
foi testada a inclusdo de um reforco intracelomatico de MET no sexto dia (8:00)
(50 mg.kg* PV) nos peixes suplementados por cinco dias. O grupo controle
recebeu racdo pulverizada com alcool puro, mas sem a MET. Os tempos de
coleta e numero de animais foram os mesmos que os descritos para o primeiro
protocolo.
5.4.2. Inducao da anestesia e colheita de sangue

Nos tempos pré-determinados apds inducdo do estresse agudo, 0s
pacus foram anestesiados em solugdo de benzocaina 100 mg.L* (NEIFFER;
STAMPER, 2009), diluida previamente em alcool puro 0,1 g.mL*
(WEDEMEYER, 1970). Atingido o plano anestésico cirurgico desejado, 0s
animais foram posicionados em decubito lateral para coleta de sangue por
puncdo do vaso caudal com seringas com EDTA a 10%. O sangue foi
centrifugado imediatamente a 5000 rpm/5 min para coleta do plasma. O plasma
foi utilizado para determinacéo da glicemia e o restante congelado a -80°C para
dosagem do cortisol.
5.4.3. Determinacao da glicemia e cortisolemia

Para dosagem da glicose, as amostras de plasma foram mantidas em
refrigeracdo e processadas imediatamente utilizando kit comercial (Ref 133,
Labtest Diagnostica, Brasil), mediante o método enzimatico-colorimétrico
oxidase/peroxidasse (GOD-POD) (TRINDER, 1969). A leitura foi feita em
espectrofotometro (SP-22, Biospectro, Curitiba, Brasil), no comprimento de
onda de 405 nm. As amostras de plasma para determinacdo da cortisolemia
foram processadas no Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia da FMRP/
USP. Para tanto, utilizou-se o método de radioimunoensaio, segundo Gazola et
al. (1996), que consiste em ensaio de competicdo por quantidade fixa de
horménio marcado (100uL) + quantidade fixa de anticorpo anti-cortisol (PA1-
85346, Thermo Scientific, Rockford, EEUU) (100 pL) + quantificacdo variavel
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do plasma dos animais (200 pyL) + 500 pyL tampéo fosfato (0,05 M; pH 7,0),
avaliada em contador de radiacao Beta.

5.5. Experimento principal

Para este experimento, foi escolhido o segundo protocolo testado
anteriormente (administracdo de MET na ra¢&o nos cinco dias prévios e injecao
intracelomatica de MET no sexto dia) que apresentou os melhores resultados
na inibicdo da glicemia e cortisolemia ap0és estresse agudo.
5.5.1. Delineamento experimental

Os peixes (n=104) foram distribuidos em quatro grupos segundo o
observado na Tabela 1. O primeiro grupo (T1) foi utilizado como controle basal
sem suplementacao alimentar, sem injecdo, nem manuseio. O segundo grupo
(T2) foi utilizado como controle farmacologico, estes animais receberam ragéo
aspergida com alcool puro durante cinco dias, no sexto dia receberam injecéao
intracelomatica do veiculo da MET (0,2 mL/100g) e foram inoculados com CLso.
osh de A. hydrophila diluida em PBS estéril. O grupo T3 recebeu a racao
suplementada com MET, no sexto dia foi injetado com 50 mg.kg™ PV de MET
via intracelomética e inoculado com a bactéria. O grupo T4 recebeu racdo
suplementada com MET, no sexto dia recebeu 50 mg.kg® PV de MET via
intracelomatica e injetado com PBS estéril. Nos tempos de 1, 3, 6 e 9 horas
apos desafio bacteriano (HAD), oito animais dos grupos T2, T3 e T4 foram
anestesiados em solucdo de benzocaina para colheita de sangue. As amostras
do grupo T1 foram coletadas num Uunico tempo (zero) e utilizadas como
parametros basais. Os tempos foram pré-estabelecidos em experimentos
prévios com pacu como modelo de estudo das fases iniciais da inflamacgéo e da
sepse (CLAUDIANO, 2015; YUNIS-AGUINAGA, 2017), pois nesses tempos
foram evidenciadas variacbes importante nos parametros hematologicos e
imunoldgicos.

Tabela 1. Distribuicdo de grupos experimentais

Grupo n Tratamento Desafio Colheita de
sangue
(HAD)
T1 8 - - Unica (0)
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T2 3 Racao comum ClLso de 1,3,6e9
2 A. hydrophila
T3 3 Racéo suplementada ClLso de 1,3,6e9
2 com MET 30 mg.kg™ A. hydrophila
P.V.
T4 3 Racéo suplementada PBS estéril 1,3,6e9
com MET 30 mg.kg™
P.V.

HAD: Horas apés desafio

5.6. Determinacao da concentracao letal 50%-96h
5.6.1. Obtencado da bactéria

A cepa de A. hydrophila utilizada foi previamente isolada de tilapias
naturalmente infectados, com lesbes compativeis com aeromonose (GARCIA;
MORAES, 2009).

5.6.2. Calculo da dose letal

A bactéria foi mantida congelada em ultrafreezer (-80°C) em caldo TSB
suplementado com glicerol a 15% (v/v). A reativacao foi feita em TSA a 30°C,
por 24h. ApoOs o crescimento, colénias caracteristicas foram semeadas em 100
mL de TSB e incubadas sob as mesmas condi¢cbes, em incubadora com
agitador orbital (C24 Classic Series, New Brunswick, New Jersey, EEUU) a 200
rpm. A seguir, o material foi centrifugado a 5.000 g/10 min/4°C, o sobrenadante
desprezado e a massa bacteriana precipitada diluida em PBS estéril. Foram
preparadas suspensodes bacterianas decrescentes de 1000; 0,750; 0,500; 0,250
e 0,125 de densidade optica (DO) a 600 nm. No desafio foram utilizados seis
grupos experimentais de seis peixes cada. A mortalidade de cada grupo foi
avaliada até as 96h e os dados submetidos a andlise estatistica pelo método
Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977). Durante o periodo de infec¢ao, os
peixes foram mantidos sem alimentacdo e sem sifonagem da agua, com
monitoramento diario das variaveis fisico-quimicas e da taxa de mortalidade. A

CL50 foi estimada em DOgo0nm=0,750, de solucdo bacteriana dissolvida em
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PBS, equivalente a 1,7x10® UFC.mL™. A determinacdo das UFC foi feita em
triplicata, através do plagueamento de 100 pL do in6culo em placas de 90 mm

com meio TSA estéril, incubadas a 28°C por 20h.

5.7. Inducao da inflamacao por A. hydrophila

A inflamacéo foi induzida pela administracdo na bexiga natatoria de A.
hydrophila suspensa em PBS estéril, seguindo o protocolo de preparacdo do
in6culo bacteriano descrito anteriormente. Os peixes foram anestesiados em
solucdo de benzocaina (100 mg.ml?), colocados em decubito dorsal para
inoculacdo da solucdo bacteriana com auxilio de agulha e seringa de
tuberculina estéril. Os grupos desafiados receberam 0,5 ml da solucdo

bacteriana e o grupo T4 recebeu o mesmo volume de PBS estéril.

5.8. Avaliacdes hematoldgicas

O sangue foi coletado nos tempos pré-determinados, com auxilio de
seringas de 3 mL e agulhas 26G contendo EDTA a 10%. Antes da
centrifugacdo 5 pL do sangue foram diluidos em solucdo de Natt Herrick
(1:200), a mistura repousou por cinco minutos e a contagem de células
vermelhas foi realizada em duplicata em camara de Neubauer segundo a
metodologia de Grant et al.,, (2015). As contagens do numero total de
trombdcitos e leucdcitos foram realizadas pelo método indireto em extensdes
sanguineas coradas com kit de hematologia rapido (Instant Prov, NewProv,
Parand, Brasil). A contagem diferencial de leucécitos sanguineos foi realizada
nas mesmas laminas e num numero total de 100 células (GRANT et al., 2015).
Outras variaveis hematoldgicas avaliadas foram o percentual de hematdcrito
(GOLDENFARSB et al., 1971) e a taxa de hemoglobina (COLLIER, 1944). A
partir destes dados foram calculados os indices hematemétricos: o volume
corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (WINTROBE, 1934).

5.9. Avaliacao das variaveis de imunidade inata:

5.9.1. Atividade respiratéria de leucécitos do sangue
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A atividade respiratéria dos leucécitos do sangue foi quantificada
mediante a técnica de reducdo do corante NBT descrita por Sahoo et al.,
(2005) com modificagdes. Para isto, 100 yL de sangue com anticoagulante
foram adicionados em 100 pL do corante NBT a 0,2% (N5514, Sigma-Aldrich),
a solucéo final foi homogeneizada e incubada em escuriddo por 30 minutos a
25°C. A solucéo de NBT foi preparada em PBS suplementado com Ca* e Mg™*
(133 mM NaCl, 2,7mM KCIl, 10 mM NaHPO,, 1,8 mM KH:PO, 1mM
CaCl,.2H.0; 0,5 mM MgCl,.6H.O), pH 7,24. Apds incubacdo e nova
homogeneizagdo, 50 pL da solugcdo foram misturados com 1 mL de DMF
(D4551, Sigma-Aldrich). A mistura foi centrifugada a 3000 g por 5 min e
transferida para cubeta de quartzo. A DOssnm da solucéo final foi determinada
em espectrofotdmetro. No branco o sangue foi substituido por agua destilada.
5.9.2. Atividade da lisozima sérica

A concentracdo de lisozima sérica foi determinada mediante teste
turbidimétrico em microplaca (LEE; YANG, 2002; HELAL; MELZIG, 2008). Uma
suspensao de Micrococcus lysodeikticus (m3770, Sigma-Aldrich) (0,36 mg.mL"
1) foi preparada imediatamente antes do uso, em tampdao fosfato de sédio (0,1
M; pH 6,2). Posteriormente, 50 pL do soro foram adicionados em 200 pL da
suspensao bacteriana em poc¢os de microplaca de fundo plano, em triplicata. A
microplaca foi agitada durante um minuto, colocada em leitora de microplacas
(EZ Read 2000, Biochrome, Cambridge, Reino Unido) e lida a 450 nm. A
densidade optica foi avaliada no inicio e a cada cinco minutos por 10 minutos, a
temperatura ambiente. A concentracdo de lisozima (ug.mL™) correspondeu a
reducéao entre a DO inicial e a final. Uma unidade da enzima foi definida como a
guantidade necessaria para provocar diminuicdo de 0,001/min na absorbéancia.
A equacédo da regresséo linear da curva de calibragdo de lisozima foi utilizada
para determinar os niveis de lisozima nas amostras.

Na curva de calibracdo foram usadas distintas concentracbes de
lisozima de clara de ovo de galinha (L6876, Sigma-Aldrich). Para isto, 50 pL de
tampéao fosfato (0,1 M; pH 6,2) e 50 pL da lisozima padréo (4000 U/mL) foram
adicionadas no primeiro poco, apds mistura, 50 pL foram transferidos para o
segundo poco. O processo foi repetido sete vezes, e os 50 pL do sétimo poco

foram descartados.
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5.9.3. Atividade bactericida do plasma

A atividade bactericida do plasma foi determinada mediante a
metodologia descrita por El-Asely et al. (2014) com modificacdes. Culturas de
A. hydrophila foram preparadas até obtencdo de suspensdo com DOgoonm =
0,950, posteriormente diluida em 1:100.000 em PBS estéril. A suspensdo
bacteriana (75 pL) foi incubada em duplicata com 75 pL do plasma colhido, em
microplacas com fundo em U estéreis, durante 1h, a 28 °C. Logo, 100 pL da
suspensao resultante foram semeados em meio TSA, incubados por 20h, a 28
°C. Como controle positivo ao invés de ser incubada com plasma, a suspensao
bacteriana foi incubada com PBS estéril. Apds 20h, a atividade bactericida do
plasma foi expressa como a percentagem de unidades formadoras de colénias
em relacdo ao controle positivo: 1- UFC da amostra/UFC do controle positivo
%.

5.10. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo. Os dados
foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade. Confirmada a
normalidade e homocedasticidade dos mesmos, foram analisados com teste t
ou analise de variancia (Anova), em caso de diferenca significativa no Anova foi
utilizado o teste de Tukey. As diferencas estatisticas foram consideradas

significativas quando p<0,05.

VI. RESULTADOS
6.1. Ensaio prévio: Padronizacao do protocolo de inibicao da sintese de

cortisol com MET
CAUNESP
31



6.1.1. Cortisolemia plasmatica

A cortisolemia e a glicemia foram utilizadas para comprovar o efeito
inibitorio de dois protocolos de administracdo da MET apdés estresse agudo por
exposicao aérea no pacu. A Figura 1A mostra que a injecdo Unica da MET foi
ineficaz na inibicdo da liberacdo de cortisol apos estresse agudo. Nao foram
encontradas diferencas significativas em nenhum dos tempos avaliados. No
protocolo 2, administracdo de MET na racéo e injecdo de MET no sexto dia,
evidenciou-se diferenca significativa (p<0,05) nos trés tempos avaliados (Figura
1B). A aplicagdo da MET néo inibiu completamente o incremento na
cortisolemia apos estresse, porém os niveis diminuiram até 50% 30 min apoés
exposicao aérea. Na analise dos tempos foi observado que valores maximos
de cortisol foram alcancados aos 30 min apds estresse, com diminuicdo
gradativa, retomando aos valores basais as 2h apds estresse no grupo com
MET (protocolo 2), (Figura 1B).
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Figura 1. Cortisolemia (média + erro padrdo) em P. mesopotamicus
submetidos a estresse agudo por exposicdo aérea e tratados previamente com
MET. A. Injecdo intracelomatica de 50 mg.kg™* PV de MET, B. Suplementacéo
na racdo com 30 mg.kg* PV de MET durante 5 dias, e no sexto dia injecéo
intracelomatica de 50 mg.kg? PV de MET. Letras mailsculas diferentes
denotam diferenca significativa entre grupos pelo teste t para amostras
independentes e letras minusculas diferentes denotam diferenca significativa

entre os tempos de um mesmo grupo pelo teste de Tukey.

6.1.2. Glicemia plasmatica

Na glicemia plasmatica foi verificado que o protocolo 1, injecdo
intracelomatica uUnica de MET, foi ineficaz, pois ndo foi evidenciada diferenca
significativa (p>0,05) entre grupos nos tempos de 30 min e 2 h apds estresse,
apenas houve diminuicdo estatistica as 4h apos o estresse no grupo com MET
(Figura 2A). Por outro lado, o protocolo 2, administracdo de MET na ragéo e
injecdo de MET no sexto dia, mostrou diminui¢do significativa nos trés tempos
avaliados (p<0,05) (Figura 2B). A administracdo do farmaco néo inibiu o
aumento na glicemia apds estresse agudo em nenhum dos protocolos ou
tempos avaliados, quando comparados ao tempo zero. A glicemia maxima foi
alcancada 30 minutos apds o estresse. A concentracdo de glicose diminuiu
com o tempo, porém até as 4h pds-estresse o0s valores ndo retomaram a

concentracéo basal (p>0,05).
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Figura 2. Glicemia (média + erro padrdo) em P. mesopotamicus submetidos a
estresse agudo por exposicdo aérea e tratados previamente com MET. A.
Injecdo intracelomatica de 50 mg.kg™ PV de MET; B. Suplementacéo na racdo
com 30 mg.kg® PV de MET durante 5 dias, e no sexto dia injecéo
intracelomatica de 50 mg.kg™ PV de MET. O controle basal foi considerado
como tempo zero. Letras maiusculas diferentes denotam diferenca significativa
entre grupos pelo teste t para amostras independentes e letras minusculas
diferentes descrevem diferenca significativa entre os tempos de um mesmo
grupo pelo teste de Tukey.

6.2. Experimento principal
6.2.1. Cortisolemia plasmatica
Os resultados da cortisolemia permitem concluir que existiu efeito

inibitério do tratamento prévio com MET na liberacdo de cortisol apds desafio
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bacteriano. Houve diferenga significativa entre os trés grupos experimentais
nos tempos de 3, 6 e 9 horas apos desafio (HAD). O grupo T2 apresentou 0s
valores maximos, seguido pelo T3 e T4, que apresentou valores minimos em
todos os tempos avaliados. No tempo 1h houve diferenca entre o grupo T2 e
T4. Nos grupos T3 e T4 nao existiu diferenga entre o tempo Oh e 1h. Todos o0s
tempos restantes avaliados dos grupos T2 e T3 avaliados apresentaram
diferenca significativa quando comparados com o tempo Oh, com excecéo das
9 HAD no grupo T3. A cinética hormonal no grupo T3 foi similar a do grupo T2,
porém com valores mais altos. No grupo T4 nao foram evidenciadas diferencas
em nenhum dos tempos. A cortisolemia maxima apés inoculacéo bacteriana foi
alcancada 3 HAD. Logo apés, as concentracfes diminuiram gradativamente,

sem diferenca significativa entre tempos consecutivos (Figura 3).
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Figura 3. Cortisolemia (média + erro padréo) plasméatica em P. mesopotamicus
submetidos a tratamento prévio com MET e desafiados com A. hydrophila, em
diferentes tempos. O grupo basal foi usado como tempo zero para todos 0s
outros grupos. T1: Basal. T2: Sem MET, com bactéria. T3: Com MET, com
bactéria. T4: Com MET, sem bactéria. Médias seguidas de pelo menos uma
letra mailscula em comum nao diferiram no mesmo tempo entre grupos.

Médias seguidas de pelo menos uma letra miniscula em comum néo diferiram

comparando diferentes tempos do mesmo grupo, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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6.2.2. Glicemia plasmatica

As diferencas na glicemia entre os grupos desafiados com a bactéria
com MET ou sem MET foram discretas. As 3 HAD, os grupos T3 e T4
apresentaram valores significativamente menores que T2. As 6h ndo houve
diferenca e finalmente as 9h, T4 apresentou valores maiores que T2 e T3.
Houve aumento significativo 1 HAD em todos 0s grupos, 0s niveis mantiveram-
se altos até 3 HAD no grupo T2 e diminuiram significativamente ap6s 3h nos
grupos T3 e T4. Entre as 3 e 6 HAD houve diferenga no grupo T2. Entre os
tempos de 6 e 9h foi identificada queda significativa no grupo T3. O grupo T4

s6 apresentou incremento significativo a 1 HAD (Figura 4).
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Figura 4. Glicemia plasmética (média £ erro padrdo) em P. mesopotamicus
submetidos a tratamento prévio com MET e desafiados com A. hydrophila, em
diferentes tempos. T1: Basal. T2: Sem MET, com bactéria. T3: Com MET, com
bactéria. T4: Com MET, sem bactéria. O grupo basal foi usado como tempo
zero para todos os outros grupos. Médias seguidas de pelo menos uma letra
mailscula em comum nao diferiram no mesmo tempo entre grupos. Médias
seguidas de pelo menos uma letra mindscula em comum nao diferiram

comparando diferentes tempos do mesmo grupo, pelo teste de Tukey (p>0,05).

6.2.3. Hemograma
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Os resultados do hemograma podem ser observados na Tabela 2. N&o
foram identificadas diferencas significativas entre grupos em nenhum dos
guesitos avaliados. Na hemoglobina foi observada diminuicdo significativa 9
HAD no grupo T2, quando comparada com o tempo zero. Peixes que
receberam tratamento com MET e o desafio bacteriano tiveram decremento
significativo 6 HAD, quando comparados com o tempo zero. Finalmente os
peixes que receberam tratamento com MET, sem estimulo inflamatério
apresentaram diminuicdo significativa 3h apds injecdo. No hematdcrito existiu
diferenca significativa entre o tempo 9h e os tempos restantes do grupo com
MET e a bactéria.

Na contagem total de células sanguineas foram observados
predominantemente trombdcitos, linfécitos, mondcitos e granulécitos. Dentre os
granulocitos foram considerados predominantemente neutrdfilos, células
granulociticas especiais, eosindfilos e basofilos.

Na analise do leucograma podem-se verificar diferencas significativas
entre grupos no numero de leucadcitos totais, linfocitos e trombdcitos. No
namero de leucdcitos totais observou-se valor significativamente maior as 6 e 9
HAD no grupo com MET e sem bactéria quando comparado ao grupo sem MET
e com bactéria. Também foi observado numero significativamente maior de
linfécitos nos grupos T3 e T4 quando comparados com o T2. O numero de
trombdcitos foi significativamente maior no grupo T4 quando comparado aos
grupos T3 e T2.

N&do houve diferenca significativa entre grupos e entre tempos no
namero de monécitos. O numero de granuldcitos totais mostrou diferencas
entre tempos do mesmo grupo. A inoculacdo da bactéria induziu reducao
significativa dos granulécitos as 3h no grupo T2, e aumento no grupo T3 as 6 e
9h (Tabela 3).
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Tabela 2. Valores médios, erro padrdo e andlise de variancia da série vermelha do hemograma de P. mesopotamicus submetidos a

tratamento prévio com metirapona e desafiados com A. hydrophila em diferentes tempos.

Hb (g.dL™?) Hct (%) Ert (10°.pL™) CHCM (g.dL™?) HCM (pg) VCM (fL)
T1: Basal
Oh 959 + 1,68 a 36,2 + 3,30 a 182 = 0,31 a 264 + 3,6 a 05 + 0,10 a 204 + 0,37 a
T2: Sem MET bactéria
ih 852 + 031 Aab 330 + 404 Aa 169 + 021 Aa 261 + 30 Aa 05 + 007 Aa 197 * 021 Aa
3h 881 + 082 Aab 347 + 358 Aa 165 * 025 Aa 254 + 21 Aa 05 + 007 Aa 214 + 0,34 Aa
6h 853 + 153 Aab 352 + 528 Aa 1,71 + 033 Aa 242 + 28 Aa 05 + 008 Aa 209 =+ 027 Aa
9h 732 + 226 Ab 332 + 403 Aa 1,78 + 047 Aa 234 + 38 Aa 04 + 027 Aa 208 + 080 Aa
T3: Com MET bactéria
ih 9,17 + 106 Aab 345 + 404 Aa 158 + 031 Aa 266 + 23 Aa 06 =+ 013 Aa 224 + 047 Aa
3h 9,12 + 145 Aab 346 + 250 Aa 18 + 013 Aa 263 + 39 Aa 05 + 008 Aa 189 =+ 0,21 Aa
6h 715 + 135 Ab 336 + 407 Aa 158 + 028 Aa 212 + 30 Aa 04 + 014 Aa 217 + 034 Aa
9h 842 + 198 Aab 30,2 + 446 Ab 1,71 + 038 Aa 269 + 53 Aa 05 + 019 Aa 193 + 061 Aa
T4: Com MET sem bactéria
ih 9,38 + 0,77 Aab 313 + 362 Aa 168 + 020 Aa 242 + 53 Aa 04 + 009 Aa 190 =+ 035 Aa
3hh 800 + 113 Ab 33,7 + 438 Aa 164 +* 019 Aa 248 + 37 Aa 05 + 008 Aa 208 =+ 040 Aa
6h 846 + 122 Aab 348 + 372 Aa 167 +* 021 Aa 224 + 62 Aa 04 + 013 Aa 211 + 031 Aa
9h 847 + 082 Aab 355 + 481 Aa 166 * 022 Aa 237 + 21 Aa 05 + 006 Aa 216 =+ 0,39 Aa

Médias seguidas de pelo menos uma letra maiuscula em comum néo diferiram no mesmo tempo entre grupos. Médias seguidas de pelo menos
uma letra mintscula em comum néo diferiram comparando diferentes tempos do mesmo grupo, pelo teste de Tukey (p>0,05). O grupo controle
basal foi utilizado como o tempo zero de todos o0s grupos experimentais. Hb — Hemoglobina; Hct — Hematécrito; Ert — Eritrocitos totais; CHCM —
Concentracdo da Hemaoglobina Corpuscular Médida; HCM — Hemoglobina Corpuscular Média; VCM Volume Corpuscular Médio.



Tabela 3. Valores médio, erro padrdo e andlise de variancia da série branca do hemograma de P. mesopotamicus submetidos a
tratamento prévio com metirapona e desafiados com A. hydrophila, em diferentes tempos.

Leucdcitos totais Granulécitos* Linfocitos Monécitos Trombocitos
(10% pL?) (10% pL?) (10% pL?) (10% pL?) (10% pL?)

T1: Controle basal

Oh 58 + 11 a 0,7 = 0,2 a 11 + 0,3 a 01 + 03 a 39 + 16 a |
T2: Sem MET bactéria
1h 56 = 21 Aa 05 + 03 Aab 09 * 07 Aa 01 + 06 Aa 41 + 0,7 Aa
3h 46 + 24 Aab 0,1 + 01 Ab 13 + 04 Aa 02 + 03 Aa 30 + 12 Aa
6h 39 + 13 Aab 0,7 + 04 Aa 05 + 0,2 Ab 08 + 04 Aa 19 + 11 Aa
9h 30 + 09 Ab 09 + 06 Aa 04 + 0,3 Ab 07 + 04 Aa 10 * 05 Ab
T3: Com MET bactéria
1h 57 = 15 Aa 05 =+ 0,3 Aa 1,7 + 09 Aab 04 + 03 Aa 31 + 1.3 Aa
3h 42 + 272 Aa 07 + 05 Aa 09 + 04 Aab 03 + 05 Aa 23 + 04 Aa
6h 48 + 11 Aa 1.4 + 0,3 Ab 06 + 0,3 Ab 07 + 03 Aa 21 + 14 Aab
9h 49 + 05 Aa 08 + 04 Aab 22 + 0,6 Ba 04 + 02 Aa 15 + 08 Ab
T4: Com MET sem bactéria
1h 54 + 19 Aa 05 + 05 Aa 13 + 04 Aa 02 + 04 Aa 34 + 19 Aa
3h 45 + 0,8 Aa 03 * 0,6 Aa 15 + 07 Aa 03 + 07 Aa 24 + 13 Aa
6h 70 += 09 Ba 06 + 07 Aa 20 + 15 Aa 04 + 04 Aa 40 =+ 07 Ba
9h 6,0 + 0,7 Ba 06 + 09 Aa 18 + 0,3 Ba 02 + 03 Aa 34 <+ 0,6 Ba

Médias seguidas de pelo menos uma letra mailscula em comum néo diferiram no mesmo tempo entre grupos. Médias seguidas
de pelo menos uma letra mintscula em comum néo diferiram comparando diferentes tempos do mesmo grupo, pelo teste de
Tukey (p>0,05). O grupo controle basal foi utilizado como o tempo zero em todos 0s grupos experimentais. *Granulécitos
constituidos de neutrdfilos, basofilos, eosindéfilos e células granulociticas especiais.



6.2.4. Atividade respiratéria dos fagdocitos sanguineos

Na analise da atividade respiratoria foram observadas diferencas
significativas entre grupos as 3h, T2 significativamente menor que T3 e T4, e as 6h,
T3 significativamente maior que T2 e T4. Reporta-se queda significativa as 3h no

grupo T2 quando comparado com o tempo zero (Figura 5).
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Figura 5. Atividade respiratoria dos fagdcitos sanguineos (média + erro padrdo) em
pacus submetidos a tratamento prévio com MET e desafiados com A. hydrophila, em
diferentes tempos. T1: Basal. T2: Sem MET, com bactéria. T3: Com MET, com
bactéria. T4: Com MET, sem bactéria. O grupo Basal foi usado como tempo zero
para todos os outros grupos. Médias seguidas de pelo menos uma letra maiuscula
em comum nao diferiram no mesmo tempo entre grupos. Médias seguidas de pelo
menos uma letra mindscula em comum nao diferiram comparando diferentes tempos

do mesmo grupo, pelo teste de Tukey (p>0,05).

6.2.5. Lisozima sérica
N&o foram observadas diferencas entre grupos avaliados ou entre tempos do

mesmo grupo (p>0,05) (Figura 6).

6.2.6. Atividade bactericida do plasma

A atividade bactericida do plasma apresentou diferencas entre grupos nos
tempos de 6 e 9 HAD. As 6h, o grupo T3 foi significativamente maior que 0s grupos
T2 e T4, e as 9h o grupo T2 foi significativamente maior que o grupo T4. (Figura 7).
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Figura 6. Atividade da lisozima sérica (média + erro padrdo) em P. mesopotamicus
submetidos a tratamento prévio com MET e desafiados com A. hydrophila, em
diferentes tempos. T1: Basal. T2: Sem MET, com bactéria. T3: Com MET, com
bactéria. T4: Com MET, sem bactéria. O grupo Basal foi usado como tempo zero

para todos 0s outros grupos.
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Figura 7. Atividade bactericida do plasma (média + erro padrdo) em pacus
submetidos a tratamento prévio com MET e desafiados com A. hydrophila, em
diferentes tempos. R: Valor de referéncia (PBS estéril + A. hydrophila). UFC:
Unidades formadoras de col6nias. T1: Basal. T2: Sem MET, com bactéria. T3: Com
MET, com bactéria. T4: Com MET, sem bactéria. O grupo T1 foi usado como tempo
zero para todos os outros grupos. Médias seguidas de pelo menos uma letra
mailscula em comum nédo diferiram no mesmo tempo entre grupos. Médias
seguidas de pelo menos uma letra minuscula em comum néo diferiram comparando
diferentes tempos do mesmo grupo, pelo teste de Tukey (p>0,05).

VIl. DISCUSSAO



A aplicacdo de metirapona, na maioria dos casos, ndo consegue diminuir
significativamente os niveis basais do cortisol (LEACH; TAYLOR, 1980), sendo
necesséario induzir a liberacdo de altas quantidades de cortisol para testar a
capacidade de inibicdo hormonal deste farmaco. No presente trabalho, o modelo
escolhido para induzir a liberacdo do cortisol foi o estresse agudo por exposicéo
aérea, modelo amplamente validado para peixes, particularmente para o pacu
(ZANUZZO; URBINATI, 2015; MONTOYA et al., 2017).

A administracdo de inje¢Bes Unicas de MET mostrou-se eficaz para inibir a
liberacdo de cortisol apos estresse agudo em salmonideos (MILLIGAN, 2003;
DINDIA et al., 2013), ao contrario do observado em pacus neste ensaio (protocolo
1). Como alternativa, foi testada a inclusédo oral e reforco por injecdo de MET
(protocolo 2). A literatura recomenda utilizar protocolos ndo invasivos para evitar
interferéncias hormonais no bloqueio do cortisol (ZANUZZO; URBINATI, 2015),
motivo pelo qual ndo foram testadas injecbes mudltiplas que provocassem maior
estresse aos animais (BENNETT; RHODES, 1986). Porém, a administracao oral de
MET por periodos prolongados, mostrou-se ineficaz para bloquear o aumento
imediato de cortisol em matrinxds (MONTOYA et al.,, 2017). Pelo exposto, no
segundo protocolo testado neste estudo foi incluido um reforco intracelomatico de
MET junto com o estresse.

Uma dose intracelomatica de 50 mg.kg™* PV de MET foi incapaz em inibir a
liberacdo de cortisol e o incremento da glicemia ap0s estresse agudo por exposi¢cao
aérea por cinco minutos em juvenis de pacu, ao contrario do observado em juvenis
de truta arco-iris em que doses Unicas de 30 mg.kg™* de MET foram capazes de
bloguear o pico da cortisolemia induzida pelo exercicio intenso (perseguicdo por 5
minutos) via endovenosa (PAGNOTTA et al., 1994; MILLIGAN, 2003). Nesta mesma
espécie, doses menores (1 mg.kg™ PV) conseguiram inibir o aumento significativo da
cortisolemia 30 min apls exercicio intenso e adensamento, porém diferenca na
glicemia nao foi observada (DINDIA et al., 2013).

Diferencas fisiologicas entre as espécies e na temperatura da agua dos
citados experimentos podem ter alterado a farmacodindmica e farmacocinética da
MET. A temperatura da agua possui efeitos profundos no metabolismo dos farmacos
em peixes (TREVES-BROWN, 2000). O presente estudo foi realizado a 27°C e os
estudos com truta arco-iris foram realizados a 12-15°C. Diferencas no protocolo
experimental, tipo de estresse (perseguicdo contra exposicdo aérea) e anestésico

utilizado (benzocaina contra MS-222 e 2-fenoxietanol) também poderiam explicar a



ineficacia da injecdo Unica intracelomatica para inibir a liberacdo de cortisol apés
estresse no pacu. Martinez-Porchas et al., (2009) fez uma revisao listando valores
de cortisol espécie-especificos e estressor-especificos. Estes autores relataram
variacbes nas respostas do cortisol decorrentes do tipo de anestésico e da
temperatura da agua. Destes dados conclui-se que variaveis como dose ou vias de
administracdo tem papel fundamental no sucesso do efeito inibitério do farmaco.

O segundo protocolo testado, administracdo oral de MET por cinco dias e
injecdo intracelomatica de 50 mg.kg™® de MET no sexto dia, ndo conseguiu inibir
completamente a elevacao da cortisolemia, porém a manteve em valores reduzidos
em todos os tempos avaliados. As diferencas foram mais discretas na glicemia.
Estes resultados corroboram com os relatados por Bennett e Rhodes, (1986), que
utilizando doses de 30 e 40 mg.kg™ de MET na racéo, trés vezes por dia durante 7
dias, conseguiram diminuir significativamente os niveis basais do cortisol em trutas
arco-iris. Os resultados também séo similares aos descritos por Zanuzzo e Urbinati,
(2015), em que a administracdo de 30 e 40 mg.kg™® de MET na racdo por 10 dias
inibiu o incremento na cortisolemia 30 min apds exposicao aérea por quatro minutos,
no pacu. Porém, ndo houve efeito inibitério quando a droga foi administrada por
apenas trés ou sete dias. Outro experimento feito com matrinxas relata diminuicao
significativa nos niveis basais de cortisol apds suplementacdo com 30 mg.kg™ racéo,
durante 15 dias, porém néao foi possivel suprimir o aumento na cortisolemia 30 min
apos estresse agudo, nem 24h apos inoculacdo com A. hydrophila (MONTOYA et
al., 2017). A diferenca entre os protocolos supracitados € o reforco de MET via
intracelomatica, considerado no presente estudo, que poderia ter acrescentado o
efeito inibidor imediato da MET.

A inoculacdo na bexiga natatoria de A. hydrophila no pacu induziu a sepse e
forte resposta imune-inflamatéria, evidenciada pelas alteracbes clinicas,
hematoldgicas e nos parametros da resposta imune avaliados. Pacus desafiados
com A. hydrophila manifestaram elevacao progressiva da cortisolemia, detectavel
uma hora apos desafio (HAD), com valor maximo as 3 e 6 HAD e reducéo as 9 HAD,
altimo tempo avaliado. O estresse € conhecido por provocar diversas respostas
fisiolégicas que ajudam o organismo na manutengdo da homeostase. O aumento na
concentracdo plasmatica de cortisol em resposta ao estresse agudo é um desses
exemplos (ACKERMAN; IWAMA, 2001). A cinética da liberacdo do cortisol apos
infeccbes bacterianas foi estudada anteriormente no pacu com resultados similares.

Claudiano (2015) descreveu aumento significativo na cortisolemia 3 HAD e Pahor-



Filho et al., (2017) 1 HAD, em ambos casos com A. hydrophila. Por outro lado,
Castro et al., (2014) reportaram aumento tardio na cortisolemia 24 apds desafio com
A. hydrophila inativada pelo calor, que explica a reacdo mais lenta quando
comparada ao uso de bactéria viva.

O tempo de liberacdo maxima e a quantidade de cortisol liberada varia entre
diferentes espécies de peixes e com o tipo de estimulo aplicado. Ackerman e lwama,
(2001) relatam incremento tardio no nivel de cortisol, entre o quinto e oitavo dia ap6s
desafio com Vibrio anguillarum. Mesa et al. (1998) relataram aumento na
cortisolemia durante a fase tardia da infecdo por Renibacterium salmoninarum no
salmédo chinook, Oncorhynchus tshawytscha. No entanto, Suzumoto et al. (1977)
relataram diminuigdo no cortisol durante o desenvolvimento da mesma doenga no
salmdo coho. Laidley et al. (1988) ndo observaram aumento significativo na
cortisolemia em trutas arco-iris infectadas com o hemoflagelado Cryptobia
salmositica. Rand e Cone (1990) também ndo observaram resposta do cortisol a
infeccdo pelo fungo Ichthyophonus hoferi, em trutas arco-iris O. mykiss. O tempo da
liberacdo maxima do cortisol apds o desafio bacteriano coincide com os resultados
descritos por Haukenes e Barton, (2004), que injetaram LPS de Escherichi coli via
intracelomatica em Perca flavescens e avaliaram a cinética da liberacdo de cortisol
reportando incremento significativo a partir dos 90 minutos com valor maximo as 6h
pés-inoculacéo, e normalizacdo dos niveis 22h apo6s-inoculacao.

As endotoxinas modificam o eixo hipotalamo-hipofise-tecido inter-renal
trazendo profundas alteracdes endocrinas. A exposicdo a LPS em peixes tem
mostrado incrementar os niveis de CRH, ACTH, cortisol e modular a expressao de
GR (MATHIEU et al., 2014). A A. hydrophila é uma bactéria Gram-negativa, com
LPS na sua parede celular que interage fortemente com as células imunes do
hospedeiro (PAKIET et al., 2017), fato que explica os efeitos observados na
cortisolemia. O aumento transitério nas concentracdes do cortisol plasmético é
apenas uma caracteristica de diversas mudancas fisiolégicas associadas ao desafio
com LPS em peixes. Os LPS também séo responsaveis por alteragdes na imunidade
celular e humoral, metabolismo dos carboidratos e lipideos e mudancas nos
parametros hematoldgicos (SWAIN et al., 2008).

A hiperglicemia imediata e transitéria seguida de hipoglicemia observadas no
presente estudo foi relatada anteriormente na mesma espécie em desafios com A.
hydrophila (CLAUDIANO, 2015). Assim mesmo, os resultados coincidem com o
observado em carpas, Cyprinus carpio que se mantiveram hipoglicémicas até 30



dias apés a inoculacéo intracelomatica com A. hydrophila (HARIKRISHNAN et al.,
2003). Porém, trutas injetadas com LPS ndo apresentaram diferencas na glicemia 24
e 72 HAD (MAGNONI et al., 2015). As diferencas podem ser produto da espécie,
tempos de coleta, concentragdo do in6culo bacteriano, tipo de anestésico
empregado e do modelo de desafio experimental (MARTINEZ-PORCHAS et al.,
2009).

A glicemia aumentou significativamente 1 HAD em todos 0S grupos
experimentais. No caso do grupo sem MET e desafiado com A. hydrophila este
aumento pode ser produto do incremento significativo na cortisolemia. O cortisol
estimula a liberacdo de glicose através da ativacdo da glicogendlise e
gliconeogénese (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2009).

No entanto, nos grupos suplementados, o aumento na glicemia néo foi
acompanhado por niveis elevados de cortisol, indicando que outros mecanismos
hiperglicémicos nédo relacionados ao cortisol estdo envolvidos. Alguns autores
consideram que casos de hiperglicemia sem alteracdo na cortisolemia podem ser
explicados pelo efeito das catecolaminas (TRENZADO et al. 2006). As
catecolaminas possuem efeitos hiperglicémicos conhecidos em teleésteos (EPPLE;
NIBBIO, 1985). Estas moléculas promovem a fosforilacdo da enzima glicogénio
fosforilase que resulta em aumento de glicogendlise (VIJAYAN; MOON, 1992).
Finalmente a medicdo da glicemia frequentemente apresenta inconsisténcias, e
deve ser um complemento de testes de estresse ao invés de um parametro primario
(MARTINEZ-PORCHAS et al., 2009).

Os parametros hematolégicos sado importantes indicadores do estado
imunoldgico e fisioldgico dos peixes, e ajudam no monitoramento de alteracdes por
fatores, como estresse, infeccdo, nutricdo, suplementacdo com nutracéuticos e
condicBes ambientais e poluicdo (YARAHMADI et al., 2016). No entanto, ndo houve
maiores alteracbes na série vermelha produto da infegdo ou da aplicagdo da MET.
Estes resultados coincidem com os descritos em outras pesquisas para a mesma
espécie e a mesma bactéria até 9 HAD (YUNIS-AGUINAGA, 2017). Reque et al.,
(2010) também n&o conseguiram identificar alteracdes hematoldgicas evidentes até
6 HAD com A. hydrophila inativada, em tilapias do Nilo.

Neste estudo constatou-se que a diminuicdo no numero de leucdcitos e
linfécitos na fase inicial da inflamacdo por A. hydrophila esta associada com a
elevacdo marcada do cortisol, uma vez que o grupo desafiado com a bactéria e

suplementado com a MET apresentou resultado antagdnico ao observado no grupo



desafiado ndo suplementado. Pulsford et al., (1994) descreveram também
diminuicdo do numero de linfocitos e trombdcitos apds estresse agudo Limanda
limanda. Reque et al., 2010 sugeriram gque a diminui¢do significativa no numero total
de leucdcitos, principalmente de neutréfilos e mondcitos circulantes 6 HAD com A.
hydrophila no pacu poderia ser resultado do incremento dos niveis de
corticosteroides enddgenos plasmaticos. Nao obstante, os resultados contradizem
os reportados por Montoya et al., (2017) sobre o0 aumento no nimero de mondcitos
diretamente associado aos niveis altos de cortisol.

Pacus desafiados com A. hydrophila evidenciaram queda na atividade
respiratoria dos fagocitos sanguineos. O grupo com MET e desafiado com a bactéria
apresentou valores maiores as 3 e 6 HAD quando comparado ao grupo sem MET e
desafiado com a bactéria, 0 que permite concluir que a queda neste parametro esta
relacionada aos altos niveis de cortisol. Estes dados corroboram o efeito negativo in
vitro da incubacao de leucdcitos do rim cranial, com cortisol na atividade respiratoria
de Spaurus aurata (ESTEBAN et al., 2004). Por outro lado, os resultados diferem
com os descritos por Soares et al., (2018) para o aumento significativo na atividade
respiratoria dos fagocitos sanguineos 3 HAD com A. hydrophila no pacu. No entanto,
no citado experimento ndo foi observado aumento significativo na cortisolemia,
provavelmente pela baixa dose do inéculo (1x10° UFC/mL™) ou devido as diferencas
na patogenicidade da cepa utilizada. Este fato poderia explicar o efeito oposto de
aumento na atividade respiratéria dos leucocitos.

N&o foram observadas alteracfes significativas na atividade da lisozima
plasmatica em nenhum dos grupos experimentais. Yunis-Aguinaga, (2017) também
reportou auséncia de alteracOes evidentes neste parametro na fase inicial da
infeccdo com A. hydrophila no pacu. Nao obstante, utilizando modelo de infecéo
similar, Soares et al., (2018) descreveram aumento significativo na atividade da
lisozima sérica 3 HAD. Por outro lado, incrementos tardios na atividade da lisozima
sérica decorrentes da suplementacdo com cortisol exdgeno via implante foram
descritos em trutas arco-iris (CORTES et al., 2013), indicando efeito do cortisol sob
este parametro. Nesse sentido, Montoya et al., (2017) reportaram efeitos favoraveis
na atividade da lisozima sérica associados a exposi¢cao aguda ao cortisol.

Em trutas arco-iris suplementadas com prebiéticos a melhora dos parametros
imunologicos como atividade da lisozima, atividade do sistema complemento e de
enzimas antioxidantes foi acompanhada pela diminuicdo na cortisolemia trés

semanas apos o desafio com A. hydrophila. Porém, ndo foi determinada uma



associacdo causa-efeito entre ambas variaveis (YARAHMADI et al., 2016). Montoya
et al., (2017) determinaram em matrinxds que a hipercortisolemia, induzida pela
suplementacdo com B-glucano, aumentou significativamente o numero de mondécitos
circulantes e a atividade da lisozima sérica. Baixos niveis de estresse podem induzir
melhora do sistema imune, enquanto eventos mais severos tendem a ser
imunossupressores (YADA; TORT, 2016), que podem explicar que ambos efeitos
pré ou anti-inflamatoérios estejam associados ao cortisol.

Acredita-se que respostas de estresse aos desafios, como 0 aumento na
cortisolemia sejam necessarios para a manutencao da homeostase (SEYLE, 1973).
Entretanto, o0s corticosteroides sdo classicamente considerados como
imunossupressores (YADA; TORT, 2016), razdo pela qual respostas de
hipercostisolemia marcadas durante processos infecciosos poderiam ser
interpretadas como prejudiciais comprometendo a capacidade do peixe para
combater a infeccdo (ELLIS et al., 2007). Todavia, existe uma hip6tese na qual
considera-se a resposta dos corticosteroides como "pré-adaptativa”, e que o papel
de cortisol é suprimir e moderar a resposta de defesa, para assim impedir possiveis

danos colaterais.

VIIl. CONCLUSSAO

A hipercortisolemia induzida na fase inicial apos desafio experimental com A.
hydrophila no pacu é responsavel por alteracdes na resposta imune inibindo alguns
parametros hematoldgicos e imunoldgicos. O bloqueio farmacolégico com MET foi
capaz de incrementar a quantidade de linfocitos e leucdécitos totais no sangue,
incrementar a atividade respiratoria dos fagécitos sanguineos e a atividade litica do

plasma.
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