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RESUMO

Em uma piscicultura intensiva 0s peixes estdo mais susceptiveis a lesbes diversas e estas
servem como porta de entrada para agentes patogénicos, ocasionando perda econdmica.
Portanto é de extrema importancia que o reparo tecidual deve seja rapido e eficaz para retorno
a homeostasia. Assim, objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdo de diferentes fontes de
acidos graxos da séric ®3 e w6 no desempenho, composicdo bromatoldgica, parametros
hematoldgicos e na regeneracao de lesdes cutaneas em curimbas (Prochilodus lineatus). Foi
realizado um ensaio experimental com dietas isoproteicas, isoenergéticas e isolipidicas, com
diferentes fontes de 6leo (peixe, milho e linhaga). Utilizou-se 216 animais alojados em 12
tanques (250L) em sistema de recirculacdo, sendo 18 peixes cada. O delineamento foi em
blocos casualizados composto de trés dietas (fontes de 6leo) e quatro classes de peso (blocos)
por tratamento. N&o foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) entre os
tratamentos para variaveis de desempenho, composicdo bromatologica e parametros
hematoldgicos dos animais. Observou-se que as dietas com 0Oleo de peixe e linhaca aceleraram
a regeneracdo das feridas cutaneas, no 7° dia apés a inducdo da lesdo. Os tratamentos com
6leo de peixe e linhaca apresentaram uma reducdo na area da lesdo de 24 e 24,8%
respectivamente, em relacdo ao tratamento com éleo de milho. Diante dos resultados obtidos,
sugere-se a suplementacdo com 6leo de linhaca em dietas para peixes tropicais, uma vez que a
linhaca apresenta grande disponibilidade em relacdo ao 6leo de peixe, sendo mais vidvel para

pisciculturas.

Palavras-chave: Nutricdo. Imunidade. Reparo Tecidual. Peixes.



ABSTRACT

In intensive fish farming, fish are more susceptible to diverse lesions and serve as a gateway
to pathogens, causing economic loss. Therefore, it is extremely important that tissue repair
should be fast and effective for a return to homeostasis. The objective of this study was to
evaluate the effect of supplementation of different fatty acid sources of the ®3 and w6 series
on performance, bromatological composition, hematological parameters and regeneration of
cutaneous lesions in curimbas (Prochilodus lineatus). An experimental experiment was carried
out with isoproteic, isoenergetic and isolipidic diets, with different sources of oil (fish, corn
and linseed). A total of 216 animals housed in 12 tanks (250L) were used in a recirculation
system, 18 fish each. The experimental design was a randomized block design consisting of
three diets (oil sources) and four weight classes (blocks) per treatment. There were no
significant differences (P> 0.05) between treatments for performance variables,
bromatological composition and hematological parameters of the animals. It was observed
that diets with fish oil and flaxseed accelerated the regeneration of cutaneous wounds, on the
7th day after induction of the lesion. The treatments with fish oil and linseed showed a
reduction in the lesion area of 24 and 24.8%, respectively, in relation to treatment with corn
oil. In view of the results obtained, supplementation with flaxseed oil in diets for tropical
fishes is suggested, since flaxseed has great availability in relation to fish oil, being more

feasible for fish farms.

Key-words: Nutrition. Immunity. Tissue Repair. Fishes.
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1 INTRODUCAO

A pele forma a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos, atuando como
uma barreira protetora do sistema imunolégico inato. Entretanto, esse blogqueio pode ser
rompido por uma infinidade de microrganismos, tais como ectoparasitas, bactérias, fungos
bem como por trauma fisico. Essas podem ocasionar lesdes cutaneas, que agravadas por
infeccbes secundarias, podem resultar em depreciacdo do valor comercial, bem como
culminar com a mortalidade dos peixes.

De extrema importancia para reduzir os impactos negativos para a piscicultura, o
reparo tecidual deve ser rapido e eficaz para retorno da homeostasia do animal. Embora a
resposta inflamatdria seja bem conhecida em mamiferos e um dos processos fisiopatologicos
mais importantes para manter a salde do hospedeiro, nos peixes, esse fenémeno ndo é bem
conhecido e merece atengéo do ponto de vista fisiopatologico.

As membranas bioldgicas das células da pele sdo constituidas por uma dupla camada
fosfolipidica, rica em &cidos graxos. Os &cidos graxos serdo utilizados para a sintese dos
mediadores inflamatdrios, interferindo em diversas fases do processo de regeneragdo. A
ingestdo desses constituintes modifica a membrana da célula e altera os substratos em uma
lesdo. Nesse ponto de vista, a modificacdo da dieta de animais lesionados, proporcionara uma
nutricdo adequada e desempenhard um papel importante na manutencao da fisiologia normal
da pele e nos mecanismos de reparo, auxiliando a resolucéo das lesGes.

O Oleo de peixe € composto pelos acidos graxos (AG) 6mega 3 (®3), 0 &cido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaexaenoico (DHA). Ele tem sido amplamente utilizado
como uma terapia complementar para o tratamento de doencas e dores inflamatorias, inclusive
na cicatrizacdo de feridas em diversas espécies (CALDER, 2011; VEIGAS et al., 2011;
NOBRE et al., 2013). J4 0 6leo de linhaca, apresenta alta concentracdo de &cido linolénico da
série m3. Esse composto pode apresentar os mesmos beneficios da utilizacdo do 6leo de peixe,
através do alongamento e dessaturagdo por algumas enzimas, originando EPA e DHA. Por
outro lado, o 6leo de milho, rico em AG’s da série dmega 6 (w6), tem demonstrado uma forte
atuacdo como mediador pré inflamatério em diversas doencas. No entanto ndo ha até o
presente momento, nenhum estudo nutricional, com a utilizacdo de AGs, em peixe lesionados.

A utilizacdo de espécies agressivas em experimentos com lesdes dificulta a
interpretacdo dos resultados obtidos, ndo sendo possivel diferir se 0 dado encontrado foi fruto

do tratamento em questdo ou da interferéncia de outros animais do tanque. Por ser um animal



16

docil em grupo, a curimba (Prochilodus lineatus), é um importante modelo para tais
experimentos, o que possibilita isolar o efeito da agressividade.

Desta forma, este trabalho, pioneiro na area, tem como objetivo avaliar a eficacia da
suplementagao dietética de diferentes fontes de acidos graxos da série ®3 e ®6, na
regeneracdo de lesdes cutdneas em peixes juvenis da espécie Prochilodus lineatus,

popularmente conhecido como curimba.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Prochilodus lineatus

A contribuicdo da aquicultura para a producdo mundial de alimentos aumentou
significativamente nas ultimas décadas e este setor fornece agora quase metade do total de
peixes e moluscos utilizados para consumo humano (ORGANIZACAO DAS NACOES
UNIDAS PARA ALIMENTACAO E AGRICULTURA - FAQ, 2010). O genéro Prochilodus
esta entre 0os mais abundantes e amplamente distribuidos grupos de peixes da América do Sul,
ocorrendo nos rios das Bacias Solimdes-Amazonas, Tocantins, S8o Francisco, Parana-
Paraguai, Paraiba do Sul e Uruguai (SIVASUNDAR et al., 2001; CAROLSFELD, 2003). Na
bacia do rio Parand, o Prochilodus lineatus representa de 50 a 90% da biomassa nas regides
mais a jusante do rio e nas lagoas marginais. Segundo Sivasundar et al. (2001), existem trés
diferentes espécies do género Prochilodus na bacia do rio Sdo Francisco, sendo P. lineatus
uma delas.

Essa espécie ndo apresenta um dimorfismo sexual aparente, dificultando a
diferenciacdo entre machos e fémeas. (CEMIG/CETEC, 2000; FURUYA, 2001). Por
apresentar um comportamento décil em grupo, a utilizacdo de Prochilodus lineatus, facilita a
interpretacdo dos resultados de experimentos com lesdes. Além disso, a rusticidade e a
relativa facilidade com que se induz a reproducdo nessa espécie tornam o cultivo da curimba
bastante atrativo (NAKATANI, 2001).

Entretanto, a compreensdo acerca da nutricdo, fisiologia e imunidade desta espécie,
ainda é limitada, apesar de ser uma ferramenta indispensavel para a elaboracdo de dietas
artificiais adequadas.

2.2 Sistema imunoldgico dos peixes

Do ponto de vista evolutivo, 0s peixes sdo considerados a primeira classe de
vertebrados com imunidade inata e adaptativa (WARR, 1995; TORT et al., 2003). Suas
estruturas e funcbes refletem as adaptacdes do seu organismo as propriedades fisicas,
qguimicas e biologicas do meio em que vive, operando seus mecanismos de defesa
eficientemente (PLOUFFE et al., 2005).
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Na natureza, os peixes sdo capazes de se proteger com a ajuda de um complexo
mecanismo de defesa inato que pode ser constitutivo ou responsivo (ELLIS, 2009). No
entanto, a probabilidade de infeccdo é muito maior nas pisciculturas devido as praticas
intensivas de cultivo comumente adotadas, uma vez que as barreiras de defesa priméria tais
como 0 muco e epiderme, podem ser comprometidas através de abrasdes fisicas,
proporcionando facil acesso dos agentes patogénicos aos tecidos (EISSA et al., 2013). Apesar
de certas diferencas, os peixes dependem de respostas imunes tanto celulares como humorais,
como nos vertebrados superiores, e tém oOrgaos dedicados a defesa imunologica (ELLIS,
2009).

Com excecdo dos nédulos linfaticos e da medula 6ssea que sdo funcionalmente
substituidos pelo rim cranial, a maioria dos 6rgdos linféides observados em mamiferos
também sdo encontrados em peixes (PRESS E EVENSEN, 1999). Nos teledsteos, 0 rim
cranial é um 6rgdo aglomerular, que bifurca na parte anterior e penetra sob as branquias
(ZAPATA et al., 1996). Apresenta fungdo na hematopoiese, na fagocitose e no processamento
do antigeno, auxiliando na formacao de imunoglobulina M (IgM) e memdria imune através de
centros melano-macréfagos (HERRAEZ & ZAPATA, 1986; BRATTGJERD & EVENSEN,
1996). O rim cranial ainda funciona como um 6rgdo endécrino liberando corticosterdides e
outros hormonios, sendo central para as interacBes imuno-endocrinas. O bago geralmente
desempenha um papel secundario em relacdo ao rim cranial nos mecanismos de defesa
especificos e ndo especificos. Este 6rgdo é composto principalmente de células sanguineas,
células endoteliais, células reticulares, macréfagos e melano-macréfagos (KIRON, 2012).
Além do seu envolvimento na hematopoiese, estd envolvido na depuragdo das
macromoléculas, na degradacéo / processamento do antigeno e na producédo de anticorpos.

Outro 6rgdo imunologicamente importante para 0s peixes € o timo. Localizado na
regido dorsolateral da camara branquial, proximo ao cavo opercular e difundido entre os
tecidos musculares, ele é responsavel pela producéo de linfocitos T e células B geradoras de
anticorpos (ZAPATA & AMEMIYA, 2000).

Os centros melano-macrofagos ou agregados de macréfagos que se presume serem
analogos primitivos dos centros germinativos dos ganglios linfaticos sdo vistos
principalmente no estroma do tecido hematopoiético do bago, rim e figado de certos peixes.
Eles contém linfocitos e macrdfagos, bem como uma variedade de pigmentos. Estes
agregados capturam antigenos e o0s apresentam a linfécitos, sequestram produtos de
degradacéo celular, melaninas e radicais livres (AGIUS & ROBERTS, 2003).
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Os componentes humorais da resposta ndo especifica inibem a aderéncia e colonizagéo
de microrganismos e ocorrem no soro, muco, pele, branquias e intestino. Incluem varios
agentes antimicrobianos tais como tripsina, lisozima, anticorpos, fatores de complemento e
outros fatores liticos (ALEXANDER & INGRAM, 1992).

O sistema complemento tem um papel primario na imunidade inata do peixe,
facilitando a quimiotaxia, opsonizacao e destruicdo de patdogenos (HOLLAND & LAMBRIS,
2002), mas também esta ligado ao sistema imunologico adquirido, uma vez que a ativacao do
complemento aumenta a proliferacdo de células B (MORGAN et al. 2005). Entre os varios
componentes do sistema complemento (C3, C7, C4, C5 e fator B) encontrados nos teledsteos,
0 C3 ¢ essencial para todas as vias do complemento. E um constituinte vital do sangue e dos
fluidos linfaticos e extravasculares em diferentes orgdos e tecidos (LOVOLL et al., 2007).
Eles sdo principalmente sintetizados no figado, mas os tecidos extra-hepaticos, tais como o
rim cranial, musculo esquelético, brénquias, pele, intestino e bago, também produzem
componentes de sistema complemento em quantidades menores, mas biologicamente
significativas (LOVOLL et al.,, 2007). Evidéncias recolhidas durante os ultimos anos
utilizando ferramentas gendmicas levaram a identificacdo de varios marcadores de células T
(CD4, CD8, CD3, CD28, CTLA-4) e citocinas (interleucinas, interferons e fatores ativadores
de macrofagos, fator de necrose tumoral, fator de crescimento transformador, fator
quimiotactico e fator de inibicdo da migragdo de macr6fagos)(CASTRO et al., 2011).

A pele é um dos tecidos associados com o sistema imunologico dos peixes. Ela produz
lipideos bioativos que participam dos estados fisiologicos e patoldgicos, incluindo
homeostase, inducédo, propagacéo e resolucdo da inflamacéo (KENDAL et al., 2015). Fornece
em associagcdo com 0 seu muco, a primeira linha de defesa contra patdgenos microbianos e
insultos fisicos e quimicos (NESTLE et al., 2009).

O sistema imunoldgico cutaneo € altamente organizado, regulado e engloba aspectos
da imunidade inata e adaptativa, uma vez que a ruptura dessa barreira pode representar um
sério risco para a saude do hospedeiro (NESTLE et al., 2009). A pele contém um variado
perfil de células imunitéarias e mediadores, incluindo peptideos antimicrobianos, proteinas do
sistema complemento, mastdcitos e fagocitos, como neutréfilos e macréfagos, que realizam a
vigilancia de rotina do tecido cutaneo e permeiam 0s vasos sanguineos (BANGERT et al.,
2011). J& 0 muco é constituido por glicoproteinas, proteoglicanos e proteinas, existentes como
uma camada na interface entre o peixe e o ambiente (DALMO et al., 1997). Diversos fatores
antimicrobianos ali encontrados inibem a colonizacdo do tegumento por microrganismos
potencialmente nocivos (RUANGSRI et al., 2010).
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2.3 Reparo tecidual e o processo inflamatorio

Nos sistemas de producdo intensivos, a alta densidade de estocagem e as constantes
brigas dos peixes, atuam como elemento estressante e compromete a sanidade do cultivo, o
que acarreta o aparecimento de lesdes cutaneas e consequentemente prejuizos econémicos aos
produtores. Esses desafios iniciam um processo inflamatério, visando a reparacdo do tecido
danificado. Entretanto, apesar de ser um mecanismo normal de defesa do hospedeiro, uma
resposta imune excessiva pode causar danos aos tecidos, levando a inflamacdo cronica
(ALBANESI & PASTORE, 2010; CALDER, 2013).

Em peixes, o reparo de lesbes na pele é caracterizada por processos inflamatérios da
ferida, incluindo as fases de hemostasia, inflamac&o, proliferagdo e remodelacdo (TAVARES-
DIAS, 2009). A duracdo e a magnitude da inflamacdo dependem de processos fisiol6gicos
concorrentes e mecanismos que amplifiguem a inflamacdo e programas de frenagem

enddgena que controlam a resolucdo da inflamacédo (DOONG-SOON, 2012).

23.11 Fase hemostatica

O processo de regeneracdo de lesdes em peixes comega com a hemostasia, mecanismo
do corpo para limitar a hemorragia. As membranas de células feridas liberam
vasoconstritores, tromboxano A2 e prostaglandina 2a, promovendo a formagdo de coagulos
(KAMPFER et al., 2005; TAVARES-DIAS, 2009). A medida que 0s vasos sanguineos se
constroem, as plaquetas circulantes ativam-se pelo coldgeno exposto e liberam mediadores
quimicos, promovendo a agregacdo e ativacdo plaquetarias (DRYDEN et al., 2013). O
coldgeno exposto também desencadeia a cascata de coagulacdo que possibilita a formacao de
uma matriz de fibrina, que suporta o tampdo de plaquetas e outras células invasoras
(leucécitos, células endoteliais, fibroblastos) (CASTILLO-BRICENO et al., 2009). O tamp&o
plaquetario e as proteinas adesivas (fibronectina) formam uma matriz proviséria, ou coagulo
de fibrina. A matriz proviséria é crucial para a hemostasia precoce e previne sangramento

apos a lesao.
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23.1.2 Fase inflamatoria

Apb6s a hemostasia inicial, as células detectam moléculas liberadas por tecidos
lesionados, sendo essas moléculas denominadas padrdes moleculares associados a lesdes
(DAMPs). Os sinais gerados pelos DAMPs estimulam a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, por células sentinelas, como os macréfagos, desencadeando aumentos locais no
fluxo sanguineo, atragdo de células de defesa e aumento da permeabilidade vascular,
permitindo que moléculas antimicrobianas e células inundem os tecidos acometidos
(TIZARD, 2009). O colageno tipo | em Sparus aurata, peixe teledsteo, pode atuar como
DAMPs, aumentando a explosdo respiratéria em leucdcitos e os niveis de RNAm do gene
codificante para a IL-1B e outras moléculas pro-inflamatérias em fagdcitos (CASTILLO-
BRICENO et al., 2009).

O fator de crescimento derivado de plaquetas e o fator de crescimento transformador
B, liberados pelos trombdcitos, sdo quimiotaticos para neutrofilos circulantes e mondcitos,
recrutando-os para o local da ferida. Adicionalmente, as citocinas pré-inflamatdrias, como o
fator de necrose tumoral-a, interleucina-1e interleucina-6 atuam como sinais quimiotaticos
para os neutréfilos (DELAVARY et al., 2011).

A marginacdo e aderéncia dos neutrofilos ao longo da parede das células endoteliais
adjacentes a ferida conduzem a diapedese, ou seja, passagem para o local lesionado. Os
neutréfilos comecam a eliminar detritos bacterianos e necréticos do local ferido, liberando
enzimas proteoliticas. Em seguida, os mondcitos circulares sdo atraidos e transformados em
macrofagos na area da lesdo (DRYDEN et al., 2013). Os macréfagos liberam citocinas e
enzimas adicionais para regeneracdo de feridas. Os respondedores celulares durante a fase
inflamatoria promovem a formacdo precoce de tecido de granulacdo e o desbridamento de
tecido, estabelecendo o estagio para a fase proliferativa.

Em peixes, diversos autores demonstraram que na primeira hora apds a injdria,
diferentes tipos de leucocitos migram para o local inflamatério. Iger & Abraham (1990)
observaram que 1 hora ap0s um processo de injaria em Cyprinus carpio, 0s macréfagos eram
0s principais responsaveis pelo desbridamento da ferida e que numero desses fagocitos

novamente aumentava apos 48 horas.

2.3.1.3  Fase de proliferacdo e remodelagdo
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As principais alteracbes durante a fase de proliferacdo incluem epitelizacéo,
angiogénese e granulacao.

A epitelizacdo ocorre em uma membrana basal intacta ou na margem da ferida. E
estimulada pelo fator de crescimento epidérmico e pelo fator de crescimento transformante o
e macrofagos. Os fibroblastos sintetizam e liberam fatores de crescimento e interleucina-6,
que ativam a migracgéo celular sobre a ferida, criando uma barreira precoce (DRYDEN et al.,
2013). Mittal & Datta Munshi (1974) acompanharam a migracéo de células epiteliais em Rita
rita e fizeram referéncia quanto a migracéo celular das bordas da ferida em relagdo ao centro
recobrindo a lesdo, a nivel histoldgico, entre quatro e seis horas. Esse mesmo tempo de
evolucdo, foi observado por Dutta & Ray (1994), em Clarias batrachus. Ja em salméo do
atlantico, Anderson & Roberts (1975), descreveram o recobrimento da ferida apos trés horas,
similarmente ao observado por Iger & Abraham (1990) em Cyprinus carpio. Todos 0s autores
citados induziram nos peixes feridas cirdrgicas que variavam de 0,2 a 0,6¢cm.

Estimulada pelo fator de necrose tumoral-a, a angiogénese, € a formacdo de novos
capilares dentro do leito da ferida. Os novos vasos sanguineos promovem o fluxo sanguineo
para gerenciar 0 aumento da atividade metabolica dentro da ferida. Como resultado da
angiogénese, existe uma maior disponibilidade de oxigénio e acesso celular imune a detritos
celulares e contaminantes bacterianos para depuragé&o.

Apos o debridamento da lesdo pelas células inflamatorias, a derme lesada comeca a
ganhar volume para a formacao do tecido de granulacéo, iniciando a fase de proliferacdo dos
fibroblastos (DELAVARY et al., 2011). O tecido de granulacdo é uma rede densa de capilares
recém-formados e vasos sanguineos, fibroblastos e fibras de coldgeno depositadas
aleatoriamente. O tecido de granulacdo forma-se a medida que os fibroblastos migram para o
local da ferida a partir das areas circundantes, tornam-se ativados, sintetizam o colageno e
proliferam (DRYDEN et al., 2013). Os capilares transportam nutrientes e oxigénio para
suportar a elevada taxa metabolica de migracdo celular, divisdo e sintese de proteinas. De
acordo com Moraes et al. (2003), em peixes a angiogénese € maxima no sétimo dia,
permanecendo intensa até o 14° dia, para entdo regredir. A proliferacéo fibroblastica comeca a
ser observada no sétimo dia, onde é possivel notar a existéncia de fibras colagenas dispostas
desorganizadamente ou desalinhadas. Aos 14 dias elas se mostram em maior quantidade e
mais organizadas. Macroscopicamente as areas lesionadas ndo tém sua forma e tamanho
modificado até o 14° dia (ANDERSON & ROBERTS, 1975; IGER & ABRAHAM 1990;
DUTTA & RAY, 1994; MORAES et al., 2003).
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A ativacdo de macrofagos na lesédo, a elaboracdo de fatores de crescimento especificos
e 0 aumento do numero de fibroblastos ativados para a producdo de colageno no local, fazem
com que a matriz extracelular comece a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e
mais elastico (BALBINO et al., 2005). Alem desta fibroplasia ativa, ocorre a proliferacdo e
diferenciacdo de células epidérmicas, restabelecendo a integridade da epiderme, contracdo da
ferida e neoangiogénese (DELAVARY et al., 2011). Na fase de remodelamento hd um
balanco entre as taxas de sintese de colageno, sua degradacédo e seu remodelamento (BAUM
& ARPEY, 2005).

De acordo com Tavares-dias (2009), gradativamente a area ao redor da ferida em
peixes, vai se tornando escura pela deposicdo de melanina, cujos granulos aparecem livres ou
no interior de macréfagos, quando observadas a microscopia de luz. A melanina tem
propriedade bactericida (ELLIS, 1977) e os melandcitos podem desempenhar papel
preventivo as infeccBes secundarias apos a injuria (IWASHITA et al., 2009).

Como ultimo evento no processo de regeneracdo dos tecidos, constata-se a formacéo
das escamas processando-se da periferia para o centro da lesdo (TAVARES-DIAS, 2009).

2.4 Hematologia

Os parametros sanguineos podem fornecer informacGes importantes para a avaliacdo
do estado nutricional e imunoldgico dos peixes, uma vez que atuam como indicadores
bioldgicos no acompanhamento da salde tanto dos animais em questdo, quanto do ambiente,
sendo uma ferramenta chave na identificacdo de estresse e enfermidades. Estudos
citoquimicos de leucocitos de peixes parecem sustentar o uso da terminologia empregada em
mamiferos na classificacdo de leucocitos (ZELIKOFF, 1998). Em geral no esfregaco de
sangue periférico de peixes da classe Osteichthyes (peixes teledsteos) relatam-se neutrofilos,
linfécitos e monacitos. Eosinofilos e basofilos sdo raros no sangue desses animais (THRALL
et al., 2006).

Os rins, baco e timo séo os 6rgdos hematopoiéticos dos peixes. O timo, primeiro 6rgdo
linfoide que se desenvolve, coloniza o bago e os rins com linfocitos. Células progenitoras
encontradas nos rins, ttm mostrado ser capazes de se diferenciar em eritrocitos, trombdcitos,
linfécitos, granulécitos e mondcitos (MORITOMO et al., 2004; KOBAYASHI et al., 2006;
KOBAYASHI et al.,2007).
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2.4.1 Neutréfilos

Os neutréfilos sdo essenciais para a resposta inflamatoria aguda, constituindo a
primeira linha de defesa contra agentes patogénicos. O envolvimento celular na resposta
inflamatdéria em peixes teledsteos parece ser bifasico, comecando com esse influxo de
neutrofilos, seguido da chegada de mondcitos / macrofagos. Os neutrofilos se originam a
partir do rim cranial, onde ao receberem os sinais necessarios, entram na circulagdo e sdo
observados num processo de marginacdo em direcdo ao endotélio capilar, antes de atravessar
a parede do vaso sanguineo para o local de inflamac¢éo. (REITE & EVENSEN, 2006).

Uma das principais diferencas entre peixes e mamiferos refere-se ao nimero relativo
de neutréfilos em circulagdo. Considerando que, em mamiferos (seres humanos e suinos)
neutrdfilos representam a maior quantidade de leucécitos em circulagdo (40%-70% e 30%-
40%, respectivamente), em teledsteos, constituem menos de 5% de leucdcitos circulantes
durante periodos de homeostase, sendo o rim o principal abrigo para maioria das populacdes
neutrofilicas (SCHARSACK et al., 2003; KATZENBACK & BELOSEVIC, 2009; WOO et
al., 2011; HAVIXBECK et al., 2015). No entanto, este nimero pode aumentar para cerca de
50% imediatamente apds desafio intraperitoneal com zymosan (HAVIXBECK et al., 2015).
Uma vez no local da inflamacdo, Havixbeck e colaboradores (2015) verificaram que 0s
neutrofilos possuiam a capacidade para mediar respostas pré e anti-inflamatéria em tempos
divergentes. 18 horas ap6s o desafio, os neutréfilos presentes no local exibiram uma
caracteristica pro-inflamatoria classica com aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e liberacdo de leucotrieno B4 (LTB4). J& com 48 horas, os neutrofilos
apresentavam uma maior capacidade de modular a funcdo dos macréfagos, diminuindo a
producdo de ROS e aumentando lipoxina A4 (LXAA4), caracterizando a fase pro-resolutiva da
inflamacéo.

O pensamento convencional tem assumido que neutrofilos apresentam uma via uni
direcional, terminando com a sua morte no local da inflamag&o. No entanto, um estudo com
peixes-zebra, demonstrou que os neutrofilos sdo capazes de quimiotaxia retrograda de volta
para a vasculatura, ou seja, podem emigrar de tecidos danificados por um processo de
transmigracao reversa (MATHIAS et al., 2006).

2.4.2 Macrdéfagos
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O reconhecimento inicial de danos celulares ou de agentes patogénicos é mediado
pelos macrdfagos residentes de tecido atraves de varios receptores de reconhecimento de
padrdo, tais como os receptores do tipo Toll (TIZARD, 2009). Em resposta a estimulos
distintos, esses macrdéfagos ativam-se para produzir uma ampla variedade de citocinas e
moléculas bioativas, algumas das quais atraem outras células para o local da inflamacéo, e
outras que ditam o curso de uma resposta inflamatéria e eventual reparacdo de tecidos
(GRAYFER & BELOSEVIC, 2012). As principais citocinas inflamatorias produzidas por
essas células sdo o fator de necrose tumoral a (FTN a), interleucina 1 (IL1) e interleucina 6
(IL6). Assim como outras celulas sentinelas estimuladas, os macréfagos sintetizam a enzima
cicloxigenase 2 (COX2), responsaveis pela sintese dos lipideos inflamatérios, como
prostaglandinas e leucotrienos.

Os macréfagos que chegam aos tecidos lesionados sdo origindrios de mondcitos
derivados do sangue, sendo que a monocitopoiese em teledsteos normalmente ocorre no rim
cranial e no bago (REITE & EVENSEN, 2006). Depois da chegada ao local de inflamacdo, os
macrofagos tornam-se estimulados com o aumento da atividade antimicrobiana e aumento do
potencial fagocitario. Esta célula imune é provavelmente responsavel pela organizacdo do
processo de regeneracdo de lesdes ao longo das diferentes fases (LEIBOVICH & ROSS,
1975; DEVALARAJA et al., 2000; MIRZA et al., 2009, LUCAS et al., 2010).

Os mondcitos de peixes sdo células fagociticas ativas que participam da resposta
inflamatdria aguda. Na contagem diferencial de leucocitos no sangue periférico de peixes em
homeostase, existe uma pequena quantidade desse tipo celular, < 5%. Nesses animais, uma

monocitose sugere resposta inflamatéria (THRALL et al., 2006).

2.4.3 Trombbcitos

O sangue de peixe coagula em resposta a lesdo, como acontece em outros vertebrados.
Durante o processo de coagulacdo sdo formados fibrinopeptideos, apds a clivagem do
fibrinogénio, sob o controle da trombina. A agregacdo de trombdcitos de peixes € diferente da
agregacdo plaquetaria em mamiferos. Em peixes, os tromboécitos convertem o acido
araquidénico em prostaglandinas e em pequena quantidade de tromboxanos; por outro lado o
tromboxano é potente indutor de agregacdo plaquetaria em mamiferos (THRALL et al.,
2006). Matushima & Mariano (1996) verificaram que a injecdo de carragenina na bexiga

natatdria de tilapias induz reacéo inflamatoria caracterizada por congestdo vascular, acimulo
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predominante de trombdcitos e macrofagos e edema. Os autores colheram de 63 a 90% de
trombdcitos, apds 3 e 72 horas, respectivamente. Em pacu, ap6s 6 horas da injecdo de
carragenina, encontrou-se valores de trombdcitos a 83,6%( MARTINS et al., 2006). J& em
ratos, aplicacdo do mesmo agente, provoca resposta bifasica, onde, apds 4 horas observa-se
90% de neutrdfilos, percentual que se reduz para 60% apds 24 horas e ap6s 48 horas
predominam os mononucleares com cerca de 80% do total de leucdcitos (MORAES et al.,
1987).

Em Piaractus mesopotamicus, a injecdo de tioglicolato, LPS e Aeromona hydrophila,
induz ao acimulo predominante de trombdcitos, seguidos de macrofagos e menor nimero de
linfocitos. Essas propor¢des foram verificadas 6 horas apés a aplicagdo, atingido o méaximo
(de quatro a sete vezes mais) ap0s 24 horas (TAVARES-DIAS, 2009). J& em tilapias a
administracdo de adjuvante imcompleto de Freud resultou em elevadas contagens de
trombdcitos na cavidade peritoneal (Vale et al., 2002). O componente celular, dessa mesma
espécie, desafiada com carragenina, demonstrou ser composto por 63% de trombacitos e 17%
de macrdéfagos, 3 dias ap6s o estimulo (MATUSHIMA & MARIANO, 1996).

2.5 Lipideos

Os experimentos com lipideos vém ganhando espaco nas mais variadas areas de
publicacfes, tanto humana quanto nos demais animais. O grande interesse nesses estudos
reflete a complexidade que envolve o metabolismo desses compostos (HATANAKA et
al.,2007).

Os lipideos podem ser classificados de acordo com sua estrutura e funcdo,
apresentando em comum & baixa solubilidade em agua. Os triacilglicerois, principais
constituintes dos 0leos e gorduras, representam a classe mais expressiva dos lipideos neutros
presentes nos alimentos. Eles séo constituidos de trés moléculas de é&cidos graxos,
esterificadas aos grupos hidroxila do glicerol. Os &cidos graxos podem ser classificados de
acordo com o numero de insaturagdes, sendo chamados monoinsaturados (MUFA) quando
apresentam apenas uma insaturagéo; poli-insaturados (PUFA) com duas ou mais insaturacoes;
e com quatro ou mais insaturag0es séo chamados altamente insaturados (HUFA). Caso néo
apresentem nenhuma insaturacdo sao denominados saturados (SAFA) (TOCHER, 2003).

Devido a auséncia de enzimas dessaturases Al12 ¢ Al5, os PUFAs ndo podem ser

sintetizados por vertebrados, devendo ser fornecidos na dieta (SARGENT et al., 2002). Os
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acidos graxos de cadeia longa (LC) tém papéis estruturais importantes como componentes de
fosfolipideos, sendo os principais integrantes das biomembranas celulares, que confere vérias
propriedades funcionais ao afetarem tanto as propriedades fisico-quimicas da membrana
(fluidez), bem como na influéncia funcGes das proteinas de membrana (receptores,
transportadores e enzimas) (TOCHER, 2010).

Os acidos graxos apresentam dois tipos de essencialidade, a nutricional e a fisioldgica.
Os nutricionalmente essenciais sdo aqueles AG que devem estar presentes na dieta, sendo
utilizados como precursores para a sintese dos acidos graxos fisiologicamente essenciais, por
meio de reagdes de alongamente e dessaturagdes, sdo eles o acido linoleico (C18:2 w6) e o
acido linolénico (C18:3 w3) (TOCHER, 2003). Ja os fisiologicamente essenciais sdo aqueles
importantes para as fun¢@es metabdlicas do individuo, sdo esses o &cido araquidénico (ARA-
®6), acido eicosapentaenoico (EPA- w3) e acido docosa-hexaenodico (DHA- ®3).

Um &cido graxo pode sofrer acdo de enzimas alongases, aquelas que adicionam
atomos de carbono na cadeia, e de enzimas dessaturases, que atuam na oxidacdo de dois
carbonos e na adicdo de uma dupla ligagdo na cadeia (BRETT & MULLER-NAVARRA,
1997; MARTIN, et al. 2006). Existe uma distincdo entre as espécies de agua doce e as
espécies de agua salgada quanto a sua habilidade de converter o acido linoleico em ARA e o
linolénico em EPA e DHA (SARGENT et al., 1997; BELL & SARGENT, 2003; TOCHER,
2010). Os peixes marinhos, apresentam baixa atividade das enzimas C18-C20 alongase e A5
dessaturase, ndo conseguindo realizar tal conversdo, sendo totalmente dependentes da dieta
para suprir a demanda do organismo de ARA, EPA e DHA (SARGENT et al., 1999a, 1999b;
TOCHER, 2010). Salmonideos e muitas espécies de agua doce tém percursos completos e
podem biossintetizar EPA e DHA a partir acido linolénico (MONROIG et al.,, 2011;
TOCHER, 2010).

Nos peixes de agua doce, o figado é responsavel por grande parte da produgdo de
ARA, EPA, DHA. A sintese de EPA a partir de 18:3n-3 ocorre por dessaturacdo na posi¢do
A6, seguida por um alongamento de dois carbonos na cadeia e posteriormente, por mais
uma dessaturagdo na posi¢do A-5. J& na sintese do DHA, o 22:5n-3 sofre alongacdo, se
transformando em 24:5n-3 que, por sua vez, é convertido, por dessaturagdo A6, em 24:6n-3.
Por meio de reagdes de encurtamento de cadeia nos peroxissomas, o 24:6n-3 é convertido em
22:6n 3. Esse encurtamento de cadeia é a Gnica rea¢do gque ocorre no espaco extramicrossomal
(LUTHRIA et al., 1996; SPRECHER, 2000; BELL & SARGENT, 2003; TOCHER, 2003).

As mesmas enzimas alongases e dessaturases atuam em acidos graxos ®3 e w6

havendo uma competicdo entre as duas series de PUFAs. Devido a essa competicdo
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enzimatica dos acidos graxos preconiza-se uma propor¢ao na ingestdo de ®6 : ®3 (BORGES
et al., 2014). A essencialidade de LC-PUFA tém papéis funcionais mais especificos como
importantes reguladores do metabolismo, quer com eles proprios ou seus derivados. Essa
regulacdo pode ser extracelular, a nivel dos tecidos, por meio de derivados de LC-PUFA
incluindo mediadores lipidicos, tais como prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, resolvinas
e protectinas, ou intracelular como ligantes para fatores de transcricdo que controlam a
expressao génica (TOCHER, 2010). Quando um tecido é danificado suas fosfolipases atuam
sobre os fosfolipideos da parede celular, liberando acidos graxos, AA ou EPA. Esses AGs séo
entdo convertidos em leucotrienos, através da enzima 5-lipoxigenase, ou em prostaglandinas a
partir da enzima COX. Esses lipideos sdo chamados coletivamente de mediadores lipidicos.

O deshalanceamento na relacdo de acidos graxos poli-insaturados da dieta, pode causar
alteracdes nas respostas metabolicas, afetando as respostas ao estresse oxidativo (MELO et
al., 2014), respostas inflamatérias (CALDER, 2003) e estimulando a producdo de mediadores
inflamatorios (ALLAYEE et al., 2009). Tais resultados demonstram que os desequilibrios
nutricionais, particularmente durante os estagios larvais e juvenis, tém um efeito profundo no
crescimento, na resisténcia a doenca e na sobrevivéncia dos peixes (KIRON, 2012).

Apesar dos inumeros beneficios do 6leo peixe para o organismo, existem restricdes com
relacdo a sua utilizacdo na aquicultura. A principal restricdo é que este € um recurso finito
marinho, com producao necessariamente limitada por meio de uma rigida regulamentacéo das
quotas de pesca e de captura (SHEPHERD & JACKSON, 2013). As pressdes sobre as
unidades populacionais de peixes selvagens a medida que a producdo de aquicultura cresce
juntamente com uma maior concorréncia para as fontes de LC-PUFA das industrias
nutracéutica e farmacéutica resultaram em mudancas nas formulagdes de alimentos para
aquacultura. Os ingredientes terrestres, tais como as fontes vegetais, principalmente de origem
oleaginosa, como o6leo de linhaca e milho, sdo cada vez mais utilizados nos alimentos para

peixes, sem detrimento da saude ou do crescimento dos animais (BELL et al., 2004)

2.5.1 Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) sdo pequenas moléculas derivadas de acidos graxos poli-
insaturados liberados dos fosfolipideos da membrana celular através da agdo da enzima
fosfolipase A2 (PLA2) (Fig.1). Elas desempenham um papel significativo no progresso da

resposta imune em multiplos niveis, muitas vezes em conjunto com ligantes microbianos,
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citocinas e varios outros fatores (SIMMONS et al., 2004). Dependendo do precursor de acidos
graxos, serdo produzidas diferentes séries de PGs: PGs série 2 sdo produzidas a partir do AA e
PGs série 3 sdo produzidos a partir do EPA. Assim, o primeiro passo limitante na biossintese
de PG ¢ a biodisponibilidade destes &cidos graxos (GOMEZ-ABELLAN & SEPULCRE,
2016). O segundo passo limitante refere-se as enzimas ciclooxigenases (COX, também
conhecidas como prostaglandina G/H sintase e prostaglandina-endoperoxido sintase 2) que
convertem AA ou EPA em PGH2 ou PGH3, respectivamente (Fig.1). Existem pelo menos
duas isoformas de COX, as isoformas constitutivas (COX-1) e indutiveis (COX2). COX-1 ¢
expressa em muitos tipos de células distribuidas por todo o corpo, enquanto que a expressao
de COX-2 ¢ altamente restrito sob condic¢Ges basais e up- regulation durante a inflamagéo em
diferentes tipos de células (SIMMONS et al., 2004).

Fig.1 Via biossintética da prostaglandina.
Fonte: GOMEZ-ABELLAN & SEPULCRE, 2016.

A PGH2 é convertida em PGE2 pela acdo da PGE sintase (PGES, Fig. 1) (JOO &
SADIKOT, 2012). Em mamiferos, existem varias isoformas dessa enzima: o PGES citosélico
(cPGES) e 0 PGES associado a membrana ou PGES microssomal (mPGES)(MURAKAMI et
al., 2002). Uma destas sintases (mPGES-1) é altamente indutivel e apresenta acoplamento

funcional com enzimas COX-2 a montante nas células. No peixe-zebra, a existéncia de
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homdlogos de mPGES-1 e c-PGES tem sido relatada juntamente com uma aparente
correlagéo entre mPGES-1 e perfil de expressdo de COX-2 (PINI et al., 2005).

A PGH2 é ainda convertida, conduzindo a geracdo de PGD2 através da acdo da PGD
sintase (PGDS, Fig. 1). Bayne e colaboradores (2001) identificaram a presenca de PGD
sintase em figados de truta arco-iris desafiadas com uma bactéria, Vibrio anguillarum. Um
trabalho recente relatou a existéncia de dois ortologos do L-PGDS de mamiferos (PGDS1 e
PGDS2) na dourada (GOMEZ-ABELLAN et al , 2015). A analise e o seu perfil de expresséo
mostraram que o0 PGDS2 néo é expresso em fagocitos de rim cranial. Em contraste, 0 PGDS1
é expresso nestas células e regulado positivamente em granulécitos acidéfilos de rim cranial
por estimulacdo com diferentes padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPS). Os
resultados mostraram uma correlacao entre os perfis de expressdo de PGDSL1 e a liberacédo de
PGD2. Além disso, varios homdlogos para L-PGDS de mamifero estdo disponiveis nas bases
de dados do genoma do peixe-zebra. O estudo da atividade enzimética de um destes
homédlogos mostrou que ndo foi capaz de converter PGH2 em PGD2 (FUJIMORI et al.,
2006). No entanto, € necessario um trabalho adicional para esclarecer se as enzimas L-PGDS
sdo responsaveis pela sintese de PGD2 em peixes.

Existem ainda mais dois grupos de prostaglandinas pro6 inflamatorias: os tromboxanos,
produzidos por plaquetas, e as prostaciclinas, produzidas por células endoteliais vasculares,
sendo ques estas apresentam funcGes antagonicas.

Existem poucos relatos sobre a disponibilidade dos acidos graxos e sua contribuicéo
para a producdo de PG nos peixes (GOMEZ-ABELLAN & SEPULCRE, 2016). O primeiro
estudo a este respeito foi realizado por Matsumoto et al. em 1989, utilizando suspensdes de
trombdcitos de diferentes espécies de peixes. Seu estudo revelou que a incubacdo de
trombocitos com AA resultou na produgdao de PGF20, PGE2 e PGD2 em todas as espécies
estudadas, embora dentre as espécies testadas apenas 0s trombaocitos de peixe-rocha pudessem
metabolizar o EPA, produzindo principalmente PGE3 e PGD3. Pesquisas mais recente
demonstraram que a administracéo exdgena de AA ou/e EPA a leucdcitos de peixe em cultura
aumenta significativamente a produgdo de PGE de uma forma dependente da concentragéo.
Em leucdcitos de rim cranial de bacalhau do atlantico, a suplementacéo de culturas com uma
combinacdo de AA e EPA promoveu um aumento na producdo de PGE2 e PGE3 enquanto a
suplementacdo com AA sozinho, s6 aumentou os niveis de PGE2 (FURNE et al., 2013).
Resultados semelhantes foram obtidos utilizando-se macrofagos renais de corvina amarela,
nos quais a suplementacdo com AA aumentou a producdo de PGE2 de forma dependente da

dose (LI et al., 2012), enquanto que apenas as doses mais elevadas de EPA ndo tiveram
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qualquer efeito na geracdo de PGE2 (LI et al., 2013). Nos ensaios de suplementacdo, AA e
EPA s&o, presumivelmente, incorporados nas membranas celulares como ocorre com &cidos
graxos dietéticos. Em relacdo ao possivel efeito da PGE2 no meio inflamatério, a
suplementacdo de culturas de macrofagos de rim cranial com AA ou EPA também ndo teve
efeito significativo na producéo de interleucina-1 (IL-1p), apesar do aumento da producdo de
PGE2. A falta de estimulos imunes neste processo pode explicar este resultado (LI et al.,
2012; 2013).

O ¢leo de peixe, apresenta em sua composicao os acidos graxos altamente insaturados
da série ®3, o EPA e DHA. Esses compostos sdo metabolizados em mediadores lipidicos com
acdo anti-inflamatdria e ainda podem ser convertidos em resolvinas, protectinas e maresinas
com importante acdo pré resolutiva (LOBO et al.,, 2016), modulando potencialmente a
inflamacéo e os marcadores de estresse oxidativo (SILVA et al., 2015). Lobo e colaboradores
(2016), avaliaram os efeitos de doses orais de ®3 em ratos com dor inflamatdria induzida pelo
adjuvante completo de Freund (CFA). Os resultados indicaram que o grupo tratado com ®3
reduziu eficazmente a dor inflamatéria num curto periodo de tratamento, através da
modulacdo do TNF-a e das resolvinas, com relagdo ao grupo controle. Também nessa especie,
a suplementacdo com diferentes proporcoes de EPA:DHA, evidenciaram uma modulagédo na
atividade das enzimas COX e LOX, diminuindo a producdo de eicosanoides pro6 inflamatérios
e refletindo um ambiente menos oxidativo, demonstrando o efeito protetor exercido pela

diminuigdo a razdo ®-6 / ®-3 no plasma e nas membranas (SILVA et al., 2015).

2.5.2 Dieta e a producdo de mediadores lipidicos

Os é&cidos graxos cumprem uma variedade de papéis dentro das células imunes. Os
fosfolipideos da membrana celular, como precursores para a sintese de mediadores lipidicos
bioativos, regulam a resposta imune através da producdo de mediadores lipidicos (CALDER,
2008). A composicdo lipidica das células e a produgdo de medidores podem ser modificadas
atraveés da suplementacédo dietética de certos acidos graxos. Nesse sentido, a substituicdo do
0leo de peixe por fontes vegetais na dieta e seus efeitos sobre o sistema imunoldgico de
teledsteos, tem sido extensivamente estudado (BELL et al., 1992; 1994; 1995; 1996; 1998;
GANGA et al., 2005).

Um estudo realizado com salméo do atlantico por Bell e colaboradores (1992) mostrou

que o aumento da ingestdo de acido linoleico resultou em maior proporcdo de AA, em
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comparagdo com EPA, em fosfolipideos de membrana de leucdcitos, o que resultou em
alteragdes nos perfis de produgdo de mediadores lipidicos. De forma semelhante, um estudo
realizado em dourada (GANGA et al.,2005) mostrou que a substituicdo do 6leo de peixe por
0leos vegetais ricos em acidos oleico, linoleico e linolénico em dietas, afetou a composicéo de
acidos graxos dos leucécitos sanguineos, reduzindo o conteido de EPA e ligeiramente o AA.
Contudo, enquanto a concentracdo de PGE2 plasmatica ndo foi afetada, houve uma correlacéo
entre a concentracdo plasmatica de PGE3 e EPA.

Alguns autores ja demonstraram a producdo de PGE2 por leucdcitos, principalmente
macrofagos, em diferentes espécies de peixes, bem como seus efeitos nas atividades
imunoldgicas relevantes (GOMEZ-ABELLAN & SEPULCRE, 2016). Secombes et al (2001),
verificaram que a adi¢do exogena de PGE2 a leucdcitos de rim cranial de truta inibe a sua
resposta proliferativa, regulando a expressdo de IL-10, IL-6 e COX-2 e regula negativamente
a expressao de IFNy, TNFa. Além disso, foi demonstrado que a PGE2 modula a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em leucdcitos renais de Gasterosteus aculeatus
(KUTYREV et al., 2014) e Scophtalmus maximus (PARAMA et al., 2007). Resultados
semelhantes foram encontrados por Novoa et al. (1996) trabalhando com trutas. Contudo, 0s
perfis de expressdo das enzimas que regulam a producdo de PGE2 em fagdcitos de peixes, as
suas atividades biologicas em diferentes populacdes de fagdcitos e as vias de sinalizacdo
intracelular que medeiam os seus efeitos s&o largamente desconhecidos.

Além dos mecanismos ja demonstrados, a modulacao dos fatores de transcricdo a nivel
de Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma (PPAR) pode também explicar os
efeitos anti-inflamatorios dos acidos graxos ®3 (DOONG-SOON, 2012). Em 2008, Marion-
Letellier et al., trabalhando com enterdcitos e células dendriticas humanas estimuladas com
interleucina 1, demonstraram que EPA e DHA aumentaram os niveis de PPAR-y e reduzindo
a producdo das citocinas pro-inflamatodrias, interleucina 8 e interleucina 6, sendo que a

intensidade dos efeitos estava ligada ao nimero de insaturagdes desses AG.

2.5.3 Leucotrienos

Os leucotrienos sdo biosintetizados através de conversdo enzimatica sequencial das
lipoxigenases, principalmente por células fagocitarias, tais como os neutréfilos, macréfagos,
atuando como uma potente molécula quimiotactica e amplificando a inflamacdo aguda
(KENDALL & NICOLAOQU, 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163782712000562
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163782712000562
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Os leucotrienos, advindos do &cido araquidénico, como o LTB4, aumentam a
permeabilidade vascular e o fluxo sanguineo local, além de atuarem na inducdo da liberacéo
de enzimas lisossomais e no aumento da produgdo do TNFa, IL1, IL6, IFN-y e de espécies
reativas do oxigénio (PETERS-GOLDEN & HENDERSON, 2007). Em contraste, 0s
leucotrienos da série 3, produzidos pelos AG da série 3, estimulam a sintese de outros tipos
de mediadores lipidicos, tais como lipoxinas, resolvinas e protectinas favorecendo a resolucao
de processos inflamatdrios (KENDALL & NICOLAQU, 2013).

2.5.4 Lipoxinas

As lipoxinas foram os primeiros mediadores lipidicos reconhecidos com atividades
tanto anti-inflamatoria quanto prd-resolutiva (SORDI et al., 2012), sendo produzidas pela
acdo sequencial das lipoxigenases (GODSON et al., 2000). A biossintese de lipoxinas é
realizada, entre outros tipos de células, nas células epiteliais, endotélio vascular e leucécitos,
mediante interacBes que sdo reguladas por citocinas especificas (GARLET, 2010). Na
resposta inflamatoria, elas sdo geradas essencialmente no interior do limen vascular por
interagBes plaquetas-leucdcitos (KENDALL & NICOLAOU, 2013).

A lipoxina A4 (LXA4) fornece potentes sinais para diferentes tipos de células, tais
como neutrofilos e mondcitos, nos quais bloqueia a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
tais como TNF-a e IL-1p, inibindo assim trafego de neutrdfilos para o local afetado. A LXA4
é secretada por macrofagos e também estimula a atividade fagocitéaria, o que implica um
importante mecanismo pro resolutivo ajudando a restaurar a homeostase do tecido.

Nos altimos anos, mediadores lipidicos especializados na resolucdo da inflamacéo,
derivados de acidos graxos essenciais poli-insaturados @3, foram identificados como sinais
término do processo inflamatorio e na inducdo dos mecanismos de reparacdo de tecidos
(BANNENBERG et al., 2005). Dentro deste grupo estdo as resolvinas e as protectinas,
capazes de modular a duragéo e magnitude da inflamag&o aguda. Com as propriedades anti-
inflamatorias e pro resolutivas, elas detém a infiltracdo de neutrofilos e promovem a sua
apoptose, revertem a vasodilatacdo e a permeabilidade vascular, promovem mecanismos de
defesa antimicrobianos e coordenam a limpeza das células inflamatorias mediante a
fagocitose por macrofagos, limitando assim a progressdo de uma inflamacdo aguda para

crbnica, e evitando maiores danos nos tecidos (SERHAN et al., 2000).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163782712000562
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163782712000562
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163782712000562
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163782712000562
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2.5.5 Resolvinas e Protectinas

As resolvinas sdo potentes mediadores pré-resolutivos da inflamacgéo, da qual deriva o
seu nome, tendo duas formas quimicas, séries E e D, produzidas a partir de EPA e DHA
respectivamente. As resolvinas da série E formam parte dos granulos de neutréfilos e
estimulam as fungdes fagociticas dos macrofagos, e a sua adicdo as células dendriticas
(SERHAN et al., 2009). Ambos, resolvina E1 (RvE1) como resolvina E2 (RVE2) inibem
significativamente a migracéo trans endotelial de neutrofilos em relacdo ao local lesionado
(SERHAN et al., 2008). Por outro lado, a resolvina E1 pode atuar em BLT1 (receptor de
leucotrieno B4), através da antagonizacdo das respostas quimiotacticas induzidas por
leucotrieno B4 e consequentemente na inibicdo da migracdo de neutréfilos (DOONG-SOON,
2012). Além disso, resolvina E1, inibe o recrutamento de neutrdéfilos, regula a producdo de
guimiocinas / citocinas, promove a remocéo linfatica de fagocitos, previne a perda de tecido
conjuntivo e 0sso, promove a cicatrizacdo de tecidos doentes, inibe a dor e diminui a
expressdo de genes pré-inflamatério em muitos modelos de doenca inflamatdria, tais como
periodontite, colite e dor inflamatdria (SERHAN et al., 2009, DOONG-SOON, 2012). Esses
compostos atuam na protecdo contra doencas periodontais, prevenindo o estabelecimento de
uma resposta cronica apos infeccdo por patdgenos, tais como a Porphyromonas gingivalis.
Em 2006, Hasturk et al., avaliaram o potencial pré resolutivo de RVE1 na periodontite. O
tratamento concluiu que a aplicacdo tdpica favoreceu a resolucdo completa da inflamacéo
periodontal e restauracdo de tecidos, melhorando a aparéncia irregular, edematosa e
hiperémica da gengiva. Uma pesquisa mais recente (AZUMA et al.,2017) analisou o efeito da
suplementacdo com EPA+DHA, por 45 dias, em 28 ratos com periodontite apical. Os
resultados demonstram que o ®3 ndo apenas suprime a reabsor¢ao, mas também promove
nova formacédo 0ssea na area periapical em conjungdo com downregulation da infiltracdo de
células inflamatdrias na lesdo, através da acdo de resolvinas e protectinas. Também em
coelhos, a aplicacdo tdpica de Oleo de peixe, apresentou um efeito protetor sobre a
periodontite, diminuindo as respostas inflamatorias do hospedeiro a Porphyromonas
gingivalis. Esta diminuicdo da reagdo inflamatoria resulta em menor degradacdo do tecido,
tornando esses microrganismos incapazes de sustentar sua fonte de energia derivada de
proteinas (HASTURK et al., 2006, HASTURK et al., 2007).

No que diz respeito a resolvinas da série D sdo descritos 4 tipos, de RvD1 a RvD4.
Eles também sd@o capazes de inibir a infiltracdo de neutrofilos e estimular a fagocitose

macrofagos (SERHAN, 2009). Assim como as resolvinas, as protectinas sao mediadores pro
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resolutivos do processo inflamatdrio, sendo sintetizadas pelos tecidos neurais e de células
mononucleares do sangue (SERHAN, 2006). Seu nome refere-se a sua fungéo de protecdo na
inflamacédo, podendo a mesma atuar em sinergia com RVEL, potencializando as suas acoes,
reduzindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias, bloqueando o recrutamento de

neutrdfilos e linfocitos T e promove sua apoptose (SERHAN et al., 2008).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da suplementacdo de diferentes fontes de acidos graxos da série w3 e

®6 na regeneracao de lesdes cutaneas em Prochilodus lineatus.

3.2 Objetivos especificos
e Medir e avaliar a &rea das lesGes através de software fotogréafico;

e Avaliar o estado nutricional e parametros de desempenho, utilizando os dados

biométricos em associa¢do com o consumo das dietas;

e Analisar o perfil imunoldgico dos juvenis em fungdo das dietas experimentais, através da

determinacéo dos valores hematoldgicos.
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4 MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo do Setor de Piscicultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), com sistema de recirculacdo e controle térmico da
agua, entre os meses de outubro/2016 a dezembro/2016. Os procedimentos adotados nesse
experimento foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFLA,

certificado pelo protocolo n° 005/17.

4.1 Dietas experimentais

Os tratamentos consistiram de trés dietas semi purificadas isoproteicas (35% de
proteina bruta), isoenergéticas (3899 Kcal de energia digestivel/Kg de racao) e isolipidicas,
variando apenas as fontes de 6leos, sendo 6leo de peixe (fonte de EPA e DHA), linhaga (fonte
de linolénico, C18:3 »3) e milho (fonte de linoleico, C18:2 w6). As dietas foram processadas
e peletizadas no Setor de Piscicultura da UFLA, e sua composicdo de ingredientes esta

apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Composicdes das ragdes experimentais

Composicao Dietal Dieta? Dieta 3
Isolado proteico de soja 31,6 31,6 31,6
Amido 33,00 33,00 33,00
Farelo de trigo 13,3 13,3 13,3
Celulose 5,00 5,00 5,00
Gelatina 5,00 5,00 5,00
Suplemento vitaminico mineral* 0,50 0,50 0,50
BHT? 0,02 0,02 0,02
DL-Metionina 0,1 0,1 0,1
Lisina 0,3 0,3 0,3
Vitamina E 0,025 0,025 0,025
Caulim 1,7 1,7 1,7
Fosfato bicalcico 1,9 1,9 1,9
Cloreto de sodio 0,5 0,5 0,5
Fontes de 6leo 7,00 7,00 7,00
Oleo de coco 2,00 2,00 2,00
Oleo de peixe 5,00 0,00 0,00
Oleo de linhaca 0,00 5,00 0,00
Oleo de milho 0,00 0,00 5,00
TOTAL 100 100 100

'Niveis calculados de suplementos vitaminicos e minerais (Mogiana Alimentos S/A — GUABI):
Vitamina A, 16.000 Ul; Vitamina D, 4.500 Ul; Vitamina E, 250 mg; Vitamina K, 30 mg; Vitamina B1, 32
mg; Vitamina B2, 32 mg; Vitamina B12, 32 mcg; Vitamina B6, 32mg; Vitamina C, 42000 mg; Acido
Pantoténico, 80 mg; Niacina, 170 mg; Biotina, 10 mg; Acido Félico, 10 mg; Caulim, 2.000 mg; Cobalto, 0,5
mg; Cobre 20 mg; Ferro, 150 mg; lodo, 1 mg; Manganés, 50 mg; Selénio, 1 mg; Zinco, 150 mg; Aditivo
Antioxidante, 150 mg. *Butil-Hidroxi-tolueno (antioxidante).
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Tabela 2. Composigdo quimica calculada das dietas experimentais

Composicao estimada

Peixe Linhaca Milho
Proteina Bruta (%) 35 35 35
Energia bruta (kcal/kg) 3899 3899 3899
Extrato etéreo (%) 7,4 7,4 7,4
Fibra Bruta (%) 8,1 8,1 8,1
Lisina 3,12 3,12 3,12
Metionina 0,85 0,85 0,85
Met + Cist 0,82 0,82 0,82
Arginina 4,75 4,75 4,75
16:00 0 0 0
18:2 (n-6) 0,54 0,88 3,14
18:3 (n-3) 0,08 2,67 0,04
n-6/ n-3 0,21 0,27 85,21
EPA 0,385 0 0
DHA 0,49 0 0
EPA/DHA 0,79 0 0
ARA 0,035 0 0

4.2 Delineamento experimental

Foram utilizados 168 juvenis de Prochilodus lineatus, sem distingdo sexual,
distribuidos em 12 tanques com capacidade para 250 litros de dgua, com 14 peixes cada. Os
juvenis foram marcados através da introducdo de um microchip, onde cada animal foi
considerado uma unidade experimental para avaliacdo das lesdes. Os juvenis foram

alimentados com as dietas experimentais duas vezes ao dia ad libitum durante 30 dias antes da
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confeccdo das lesGes. Apds esse periodo alimentar realizou-se as coletas experimentais. As
caixas foram sifonadas diariamente para a retirada dos residuos de fezes.

Realizou-se delineamento em blocos casualizados composto de trés dietas (fontes de
0leo) e quatro classes de peso (blocos) por tratamento. Ao final do periodo alimentar 2
individuos de cada tanque foram eutanasiados no tempo 0 e 4 animais no 1°, 7° e 14° dia apds

a realizacéo da ferida.

4.3 Biometria

O periodo de adaptacdo aos tratamentos consistiu de 30 dias antes da realizacdo das
feridas cutaneas. No dia da realizacdo da lesao (dia 0) e no 14° dia ap6s a ferida, 12 peixes de
cada tratamento foram submetidos & eutanasia por meio de uma concentracdo de 300 mg
L de benzocaina (ROSS e ROSS, 2008).

Nesses a biometria foi efetuada através de paquimetro e balanca de precisdo,
respectivamente, fornecendo medidas individuais de comprimento padrdo (CP) e peso

corporal dos juvenis.

4.4 Parametros de desempenho

No periodo de alimentar, o consumo de racdo foi registrado diariamente em cada

caixa, para analisar o desempenho dos peixes, através da avaliacdo dos seguintes parametros:

e Ganho de peso (GP) = peso final — peso inicial;

e Conversdo alimentar (CA = consumo de ra¢cdo/ ganho de peso);

e Taxa de Crescimento Especifico (TCE) = [(peso final) - (peso inicial)/ nimero de dias
x 100].

4.5 Indices corporais

Foi realizada a dissecacdo e mensuracdo do peso do figado, intestino,visceras e
gordura visceral para os célculos dos seguintes indices:
e Indice hepatosomético (IHS) = [(peso do figado*100) / peso do peixe];

e indice intestinosomatico (IHS) = [(peso do intestino*100) / peso do peixe];
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e Indice viscerosomatico (IGS) = [(peso das visceras*100) / peso do peixe];

e Indice de gordura visceral (IGV) = [(peso da gordura visceral*100) / peso do peixe].

4.6 Analise bromatolégica

A composicao centesimal das dietas experimentais e dos peixes coletados no dia 0 e
dia 14, foi realizada no Laboratério de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da
UFLA.

As carcacas dos peixes passaram pelo processo de pré-secagem em liofilizador a 50°C
por 72h. As dietas e os peixes foram homogeneizados e analisados para matéria seca, cinzas,
proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE), de acordo com o método padréo.

A matéria seca foi determinada ap6s processo de secagem de 12h a 105°C, até peso
estavel e as cinzas foram determinadas por incineracdo dos componentes organicos, apés 5h a
550°C, utilizando a mufla (LF 0213, JUNG, S&o Paulo, Brasil).

Detectou-se o teor de proteina bruta (N x 6,25) pelo método de Kjeldahl e o teor de
extrato etéreo foi determinado por extracdo com éter etilico com um sistema de extracdo
Soxleth (AOAC, 2007).

4.7 Inducéo da ferida cutanea

Para a realizacdo das lesfes foi adotado inicialmente um protocolo de anestesia. Os
juvenis foram mergulhados em uma solucdo anestésica obtida através da mistura entre alcool
e 1% de eugenol (sendo utilizados 3ml desta solugcdo em 1 litro de agua).

Apds a anestesia, cada peixe foi posicionado e as escamas ao redor da area cirdrgica
foram retiradas. Em seguida, com a utilizacdo de um bisturi punh metalico de 5 mm realizou-

se a ferida na superficie da pele do lado esquerdo do animal, logo acima da linha lateral.

4.8 Analise da lesédo

Para acompanhar o processo de cicatrizagdo, cada animal foi fotografado utilizando
camera fotogréafica digital posicionada sobre um tripé. O programa utilizado, Axio Vision LE
Release 4.1, foi calibrado possibilitando a caracterizagdo morfologica do material analisado.
Todas as analises foram realizadas as cegas. O célculo da area de superficie da ferida (cm) foi

realizado utilizando a seguinte formula:
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e

4.9 Analises hematoldgicas

No dia da realizacdo das lesbes (dia 0), 6 peixes sadios e sem as feridas cuténeas de
cada tratamento foram utilizados como controle para as analises hematologicas.

No 1°, 7° e 14° dia ap6s a lesdo, o sangue foi coletado da veia caudal localizada na
regido ventral da coluna vertebral, com o auxilio de seringas descartaveis de 3mL contendo
EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético). Em seguida, o sangue foi acondicionado em
microtubos do tipo Eppendorf.

As extensfes sanguineas foram feitas em duplicatas e coradas pelo método May-
Grunwald-Giemsa (ROSENFELD, 1947) e posteriormente realizou-se a contagem total de
leucdcitos e trombdcitos e a contagem diferencial de leucécitos.

A contagem total de leucdcitos e trombdcitos realizou-se a partir dos esfregacos
sanguineos pelo método indireto (ISHIKAWA et al., 2008) usando os valores das contagens
de eritrdcitos, obtidos na cAmara de Neubauer, em associacdo com o numero de leucécitos e
trombdcitos encontrados nas extensdes sanguineas.

Para a contagem manual das hemécias, utilizando a camara de Neubauer, o sangue foi
diluido na proporcdo de 1:200 em solucdo salina 0,65% (NaCl) com o auxilio de uma pipeta

automatica (10 puL de sangue para 1990 puL de solucdo salina).
4.10  Analise estatistica

Os resultados de desempenho foram expressos por médias e erro padrdo da média
(SEM). Para as avaliacdes das lesOes cada peixe foi considerado uma unidade experimental
devido a variacdo individual da cicatrizacdo em resposta ao tratamento fornecido. As lesdes
foram avaliadas pela anélise de variancia de uma via, onde a fonte de variacdo nos tempos foi
a dieta. Para os demais parametros adotou-se uma analise de variancia de duas vias (tempo X
dieta).

Os resultados foram analisados com auxilio do software IBM SPSS Statistics para

Windows, Versdo 23.0 (Armonk, NY, EUA). As diferencas significativas entre as médias
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foram comparadas pelo teste de probabilidade de Tukey HSD, ao nivel de significancia de
0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores relacionados aos parametros zootécnicos sdo mostrados na tabela 3. Nao
houve diferenca significativa nos dados de ganho de peso, comprimento padréo final e taxa de
crescimento especifico nos diferentes tratamentos. Resultados semelhantes foram registrados
por Navarrete et al. (2010) para juvenis de truta alimentados com dietas contendo 6leo de
tomilho, e por Campagnolo et al.(2013), para tilapias suplementas com 06leo de orégano,
canela e alecrim. Meer et al. (1997) para tambaqui, Martino et al. (2002) para surubim
(Pseudoplatystoma coruscans) e Boscolo et al. (2004) para tilapia do Nilo também n&o
observaram diferencas no ganho de peso dos peixes, quando suplementados com diferentes
fontes de acidos graxos. A suplementacdo dietética com Oleo de peixe, canola, girassol e
palma também ndo apresentou diferenca na taxa de crescimento especifico em tilapias
(CHAIW-YEE e WING-KEONG, 2016).

Com relacdo aos indices corporais, hepatossomatico, viscerossomatico,
intestinossomatico e de gordura visceral, ndo houve influéncia significatica dos tratamentos a
base de Oleo de linhaca, milho e peixe (Tabela 3). Esses dados corroboram com os relatados
por Losenkann et al. (2008) para jundid, onde a adicdo de dleo de canola, de arroz e de soja, a
5 ou 10%, ndo influenciou tais indices corporais . Ainda para a mesma espécie, Melo et al.
(2002) testando 6leo de canola, figado de bacalhau e banha suina, e Martino et al. (2002),
testando 6leo de milho, soja, linhaca, ndo observaram diferencas significativas sobre as

variaveis de desempenho, indices corporais e taxa de crescimento especifico.
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Tabela 3. Desempenho zootécnico de curimbas (Prochilodus lineatus) alimentadas com ragdes com
diferentes fontes de &cidos graxos.

TRATAMENTO
DESEMPENHO

LINHACA MILHO PEIXE SEM
Peso inicial 46,6 46,7 46,6 2,89
Peso final 72,8 715 70,9 3,06
Ganho de Peso 438,4 429,9 420,4 12,68
Comprimento padrao inicial 12,6 12,6 12,7 0,21
Comprimento padréo final 14,3 14,2 14,2 0,15
Taxa de crescimento especifico 1,5 1,4 1,4 0,11
Converséo alimentar 2,5 2,6 2,4 0,05
INDICES CORPORAIS
Viscerossomatico 7,8 6,6 6,7 0,22
Hepatossomatico 0,6 0,6 0,5 0,03
Intetinossomatico 2,5 2,6 2,6 0,13
Gordura Visceral 1,7 1,6 1,6 0,16

SEM (Erro Padrdo da Média). As letras nas linhas representam a diferenca dentro de cada tratamento.

A analise bromatoldgica da carcaca dos animais suplementados com diferentes fontes
de 0Oleo nas dietas e sua interacdo com os tempos de coletas ndo influenciaram (P>0,05) os
teores de matéria seca, proteina bruta e extrato etéreo no musculo dos peixes desse
experimento (Tabela 4). Com relagdo a cinzas, o tratamento com linhaga foi maior em ralagéo
aos demais grupos. Normalmente, os animais alimentados com dietas isoprotéicas,
isoenergéticas e sem variacbes nos teores lipidicos totais ndo apresentam diferencas na
composi¢do quimica basica (MELO et al., 2002; MEURER et al., 2002;MENOYO et al.,
2003, REGOST et al., 2003; FRANCIS et al., 2005; HUANG et al., 2007; YILDIRIM-
AKSOQY et al., 2007; LOSEKANN et al., 2008;). Resultado diferente foi obtido por Ribeiro et
al. (2008;2011;2013) e Ferreira et al. (2011), onde o teor de extrato etéreo foi diminuido em
peixes alimentados com dieta a base de 6leo de linhaca e peixe comparados aos que foram
suplementados com dleo de soja, milho e oliva, podendo estar relacionado a maior atividade
das enzimas lipogénicas nos animais que receberam racoes a base de w6. Essa divergéncia de
resultados pode estar relacionada a espécie estudada e a fase de crescimento em que 0s

animais se encontram.
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Tabela 4. Composicdo quimica (% da matéria seca) de juvenis de Prochilodus lineatus alimentados
com diferentes fontes de dleo.

Dia 0 Dia 14

Peixe Linhaca Milho SEM Peixe Linhaca Milho SEM
Matéria Seca 95,29 95,74 95,34 0,20 95,09 95,61 95,35 0,12
Cinzas 19,3a 20,96b 19,02a 0,50 20,21b 20,00b 20,58b 0,20
Lipideos 10,69 10,65 1149 0,30 10,38 10,23 10,64 0,31
Proteina 58,74 59,27 61,22 0,70 56,37 57,31 56,57 0,39

Fontes de variacéo Dieta

Dieta Tempo Interacdo Peixe Linhaca Milho
Matéria Seca 0,193 0,648 0,939 - - -
Cinzas 0,205 0,181 0,018 - - -
Lipideos 0,462 0,238 0,862 - - -
Proteina 0,437 0,001 0,358 - - -

SEM (Erro Padrdo da Média). As letras nas linhas representam a diferenca dentro do tempo.

Os animais dos grupos suplementados com 6leo de peixe e de linhaca apresentaram
uma menor &rea da ferida no 7° dia apds a inducdo da lesdo, com uma reducéo de 24 e 24,8%,
respectivamente, quando comparado aos grupos tratados com 6leo de milho. Entretanto, tal
diferenca ndo foi observada no 1° dia apds a realizacdo da lesdo. Esse resultado ja era
esperado, uma vez que a lesdo foi feita utilizando um bisturi punh que possibilitou a
padronizacdo das lesbes em 5mm (Tabela 5). Resultados semelhantes foram encontrados em
experimentos realizados com lesdes em diferentes espécies de peixes, os quais induziram
feridas cutaneas semelhantes e sem nehuma alteracdo macroscopica neste periodo de coleta
(MORAES et al., 2003, TAVARES-DIAS, 2009).

Tabela 5. Medicdo da area da ferida cirdrgica de curimbas alimentadas com 6leo de linhaca, milho e
peixe por 30 dias.

AREA DA LESAO (cm)

TEMPO
LINHACA MILHO PEIXE SEM
1 dia 0,4512 0,464a 0,4452 0,01
7 dias 0,2972 0,421b 0,3012 0,03
14 dias 0 0 0 0

SEM (Erro Padrdo da Média). As letras nas linhas representam a diferenga dentro de cada tratamento.

Na fase inicial do processo de reparo, os padrdes moleculares associados a lesdes
(DAMPs) liberados pelos tecidos lesionados geram sinais que estimulam a secrecdo de
citocinas pro-inflamatdrias, desencadeando aumentos locais no fluxo sanguineo, atracdo de

células de defesa e aumento da permeabilidade vascular, permitindo que enzimas digestivas e
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leucdcitos inundem os tecidos acometidos (SERHAN, 2006; TIZARD, 2009). A capacidade
de geracdo dessas células pelos 6rgdos hematopoiéticos varia de acordo com a saude e
nutricdo do individuo e sdo responsaveis pelo sucesso ou ndo da resposta de reparo (LI et al.,
2015).0s mediadores pré inflamatorios gerados durante essa fase inicial da inflamacao, como
as prostaglandinas e leucotrienos, e fatores quimiotaticos, como as células do sistema
complemento, principalmente C5a e C5b, sdo essenciais para o controle do fluxo sanguineo e
da dilatacdo de vasos, necessarios para que os leucocitos sofram firme adesdo, diapedese e
possam chegar ao local lesionado (SERHAN e SAVILL, 2005). Neste contexto, a utilizacao
de qualquer dos tratamentos aos quais 0s animais foram submetidos no presente estudo,
parece promover 0 mesmo tipo de resposta.

A analise realizada no 7° dia apresentou evidente resposta positiva na reducédo da area
do ferimento nos animais que receberam o tratamento com 6leo de peixe e linhaca (tabela 5).
Tal processo provavelmente estd relacionado a sequéncia do processo inflamatdrio, onde as
vias de sinalizag&o para término normal da inflamacéo ou auto limitagdo devem ser ativadas.
Essas vias atuam através da transcricdo de enzimas anti-inflamatérias, advindas dos w6
(lipoxinas), bem como dos ®3 (como resolvinas e protectinas) (SERHAN et al., 2002;
MARCHESELLI et al., 2003).



48

Figura 2. Regeneracdo da lesdo em curimbas suplementadas com fontes de 6leos. la, 1b, 1c
tratamento com 6leo de linhaca no dia 1, 7 e 14. 2a,2b, 2c tratamento com 6leo de milho no dia 1,7 e
14. 3a, 3b,3c tratamento com Oleo de peixe no dia 1, 7 e 14 apés a lesdo.
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A suplementacdo com Oleos de peixe e linhaca atuou de maneira benéfica no
fechamento da éarea da ferida no 7° dia, fato que pode ter ocorrido devido a sintese de
mediadores lipidicos anti-inflamatorios e a reducdo de mediadores pro-inflamatdrios, uma vez
que 0s AGs da série m3, encontrados nessas fontes, podem atuar na modulacao desse processo
(MESQUITA et al.,, 2011; SILVA et al.,, 2015). Recentes trabalhos observaram que o
acréscimo de 6leo de peixe na dieta de ratos, pode modular a atividade enzimatica de COX e
LOX (SILVA et al., 2015), bem como reduzir a sintese de derivados do acido araquidénico,
como prostaglandina E2 (PGE2), tromboxano A2 (TXA2), prostaciclina (PGI2) e leucotrieno
B4 (MESQUITA et al., 2011).

Além disso, sugere-se que a melhor resolucdo do processo cicatricial, nos grupos em
que foram utilizados os 0Oleos de peixe e linhaca na dieta, possam estar correlacionados a
atuacdo de mediadores pré-resolutivos, como as resolvinas e protectinas, sintetizadas pelos
AGs ali presentes (SERHAN e SAVILL, 2005; HASTURK et al., 2006, HASTURK et al.,
2007; LEVY et al., 2007). Diversos autores ja demonstraram a importancia da atuacdo do o3,
evidenciando seu papel central na resolucdo do processo inflamatério, como substrato para a
producdo de resolvinas e protectinas, em diferentes lesdes em modelos experimentais animais,
bem como em humanos (IWASAKI et al., 2010; NAQVI et al., 2010; COATES et al., 2016;
AZUMA et al., 2017).

Uma vez que o tratamento com 6leo de linhaga apresentou resultados semelhantes ao
Oleo de peixe na regeneracdo de lesbes cutaneas (tabela 5), € possivel inferir que a curimba
apresenta em organismo as enzimas alongases e dessaturases, sendo capaz de biossintetizar
mediadores lipidicos, a partir de seus precursores. Como demonstrado por varios autores, 0S
peixes tropicais de &gua doce apresentam em seu organismo estas enzimas, tendo a
capacidade de converter os acidos graxos linolénico, em EPA e DHA, e linoleico, em AA
(SARGENT et al., 1999a; SEILIEZ et al., 2003; TOCHER et al., 2003; VISENTAINER,
2003; FURUYA et al., 2013).

A completa regeneragéo epitelial dos peixes foi obervada aos 14 dias apos a lesdo em
todos os tratamentos (tabela 5). Esse mecanismo de reparo acelerado em relacdo aos
mamiferos estd de acordo com o que ja foi evidenciado em outras espécies teledsteas
(ANDERSON e ROBERTS, 1975; IGER e ABRAHAM 1990; DUTTA e RAY, 1994;
MORAES et al., 2003).

Como ja eram esperados, os peixes que foram desafiados com a ferida cutdnea
apresentaram um diferente padrdo de células imunitérias nos diferentes tempos de coleta, mas

sem diferenca entre os tratamentos, como observado na tabela 6 e 7. A auséncia de diferenca
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hematoldgica entre os tratamentos, em contraste com o melhor resultado encontrado no
tratamento de peixe e linhaca para a regeneracdo da ferida, demonstra que a quantidade de
células que chegam ao local lesionado, pode ser a mesma, 0 que varia € 0 modo de atuagédo
daquele tipo celular, que pode ora ser pré-inflamatorio e ora pro-resolutivo. Havixbeck e
colaboradores (2015) verificaram que os neutrofilos possuiam a capacidade para mediar
respostas pro e anti-inflamat6ria em tempos divergentes.

Na coleta realizada no 1° dia apds a lesdo, houve um aumento no nimero de eritrdcitos
em relacdo aos peixes controles (tabela 7). Isso acontece devido a vasodilatacdo decorrente do
processo inflamatorio, que permite a saida de fluidos e células da corrente sanguinea para o
tecido lesionado, 0 que gera um aumento no percentual de eritrécitos na circulacdo
(TAVARES-DIAS, 2009). A leucocitose observada no 1° dia é resultante da intensa
guimiotaxia e diapedese de células imunes para o local da ferida (tabela 7). Esse aumento no
namero de leucdcitos totais € proveniente de uma neutrofilia e monocitose, que levou a uma
linfocitopenia. Ghiraldelli et al. (2006) e Marinho et al.(2015) também observaram um
aumento no numero de neutréfilos e monaocitos em peixes desafiados. Além disso, foi notada
uma trombocitose nessa primeria coleta (tabela 7), o que demontra o importante papel dos
trombdcitos na cascata de coagulacdo e no impedimento do extravasamento sanguineo. Esse
resultado é corroborado por Matushima & Mariano (1996), Afonso et al., (1997) e Vale et al.
(2002) que apds o estimulos dos peixes com diversos agentes observaram um aumento na

contagem de trombacitos.

Tabela 6. Parametros hematol6gicos de curimbas alimentadas com diferentes fontes de dleo.

- TRATAMENTO
PARAMETROS

LINHAGA MILHO PEIXE SEM
Hemécias (10%/uL) 1.575.472 1.485.172 1.507.636 2,048
Trombécitos(10%/pL) 121.450 123.812 133.354 5.910
Leucocitos (10%/uL) 144.052 128.625 121.474 7.088
Neutréfilos (10%/uL) 37.309 38.221 31.787 5.217
Linfécitos (10%/uL) 99.469 81.999 80.820 3.614
Monécitos (10%/uL) 6.692 7.356 7.069 855
Eosindfilos (10%/uL) 431 472 432 535
Basofilo (10%/uL) 0 3 8 0,2

SEM (Erro Padrao da Média).



Tabela 7. Contagem absoluta de pardametros hematoldgicos de curimbas com lesdo cutanea em
diferentes tempos de coleta.
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PARAMETROS Controle 1 dia 7 dias 14 dias SEM
Eritrocitos(10%/uL) 1.583.333bc 1.825.111¢ 1.358.889ab 1.402.444ab 18.570
Trombocitos(10%/uL) 98.004a 159.616b 113.776ab 128.798ab 5.836
Leuctcitos totais (10%/uL) 157.333bc 201.880c 98.602ab 74.580a 7.035
Neutrofilos (10%/uL) 15.314a 98.986b 7.658a 6.873a 5.183
Linfocitos(10%/uL) 137.800b 86.501a 88.173a 62.639 3.728
Monécitos(10%/uL) 3.658a 14.193b 22253 4.758a 849,1
Eosin6filos(10%/uL) 556a 562a 303a 232a 532
Basofilos (10%/uL) 0a 0a 0a 14a 01

SEM (Erro Padrdo da Média). As letras nas linhas representam a diferencga dentro do tempo.

No 7° e 14° dia, como observado na tabela 7, foi constatada uma leucopenia, resultante

de um elevado consumo de neutrdfilos, devido a sua atuagdo frente ao processo inflamatorio.

Durante o processo inflamatorio, pode ocorrer um quadro hematoldgico em que o consumo

tecidual suplante a capacidade de producdo da hematopoiese, 0 que caracteriza um quadro de

leucopenia (SILVA et al. 2015)
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6 CONCLUSAO

Os tratamentos com 0Gleos de peixe e linhaca influenciaram a regeneracdo de feridas
cutaneas em Prochilodus lineatus, sendo eficazes na diminuicdo da area da lesao.

Sugere-se a suplementacdo com 6leo de linhaga em dietas para peixes tropicais devido
a sua maior disponibilidade em relacdo ao 6leo de peixe, 0 que torna mais viavel a utilizacdo

nas pisciculturas.
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