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Resumo

Objetivo do estudo foi avaliar a cinética da resposta inflamatéria
induzida experimentalmente com BCG em peixes modernos
pertencentes ao género Centropomus sp. Os animais foram
experimentalmente inoculados com BCG por via intramuscular na
regido do pedunculo caudal sendo realizada a coleta do material nos
tempos experimentais de 1, 3, 7, 14, 21 e 33 dias pds-inoculagio. A
fase aguda da resposta inflamatéria se mostrou na forma de infiltrado
composto predominantemente por células mononucleares, edema
intersticial e necrose de tecido muscular. A medida que o processo se
desenvolve, observa-se a organiza¢ao do foco lesional na forma de
um granuloma formado por células epitelidides. Essas células, ao
exame imunohistoquimico apresentaram positividade a proteina S100
e citoqueratina, indicando caracteristicas macrofagicas e secretéria, além
de apresentarem ao exame ultra-estrutural a presenca de desmossomos
entre as células adjacentes. Ndo houve participacio efetiva de células
gigantes e pigmentares, sugerindo ser uma caractetistica relacionada a
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espécie.
Introducao

A resposta inflamatéria pode ser
definida sob duas formas, aguda e cronica.
A inflamac¢do cronica caracterizada pela
forma¢ao de granulomas pode ser
composta de varias de células, como
macréfagos, linfocitos, fibroblastos e
granulécitos.! Os granulomas podem ser
denominados em “granulomas por corpo
estranho” e “granulomas imunes”. O
primeiro é formado em resposta a particulas
inertes, como talco e fio de sutura cirurgico,
caracterizado pela presenca de camadas de
células epitelidides e células gigantes, com o
in6culo no centro da lesdao. Os granulomas
imunes sio formados em resposta as
particulas insoldveis com capacidade de
estimular a resposta imune celular, como nas
mycobacterioses ou com a utiliza¢io do
BCG - cepas atenuadas de Mycobacterinm bovis.
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Hsses sao compostos por células epitelidides
com conteddo necrdtico na regido central
do granuloma.'

Baseando-se na teoria evolutiva de
Darwin, Metchnikoff? desenvolveu estudos
sobre a resposta inflamatéria com espécimes
de diferentes filos, classes e ordem de
metazoarios propondo que a complexidade
do processo inflamatério acompanha a
complexidade da evolu¢do natural das
espécies animais. Em peixes, tal
complexidade estd presente na resposta
inflamatéria cronica de diversas espécies, e
pertencentes filogeneticamente a grupos
distintos. Segundo Gosline’® os peixes
teledsteos podem ser divididos em trés
grupos distintos: primitivos, intermediatios
e modernos.

Em peixes modernos da espécie
Channa striatus, “snakehead” | Odonthestes
bonariensis, peixe tei’, Oreochromis niloticus, tllapia



do Nilo®, Dicentrarchus labrax, “seabass”
europeu’ e Sparus anrata, “gilthead sebream™®
a resposta inflamatéria  crénica
granulomatosa é composta por células
epitelidides circunscrevendo o indculo, os
quais possuem amplo citoplasma
vacuolizado e nucleo contendo cromatina
frouxa podendo apresentar células
pigmentares ao redor do granuloma®® "%,
Em contrapartida, na maioria dos peixes
telebsteos primitivos, Prosopium williamson?’,
Ictalurus puntactus, bagre do canal', Corydora
nattereri, corydora,'' hi formacio de
células gigantes circunscrevendo o patégeno
no decorrer do processo inflamatério sem
a formacdo de um granuloma e
diferenciagdo dos macréfagos em células
epitelidides'> >,

Dentre os vertebrados ectotérmicos,
o estudo do processo inflamatério ja é
conhecido; mas ha extensas lacunas no
conhecimento deste fenomeno que devem
ser preenchidas, principalmente dos pontos
de vista filogenético e patoldgico, ja que o
fendmeno em peixes ainda ndo esta
claro devido a falta de estudos morfologicos
em condi¢oes controladas. O objetivo desse
trabalho foi caracterizar a resposta
inflamatoria cronica do robalo (Centropomus
spp.) dos pontos de vista histopatologico,
imuno-histoquimico, ultraestrutural e
filogenético.

Material e Método

Animais

Foram utilizados 52 robalos (média
de 26,83 cm), peixe pertencente ao género
Centropomus, considerado moderno, ordem
dos Perciformes, subordem Percoidei,
superfamilia Percoidae’ coletados através de
linha e anzol no canal de Bertioga — SP/
Brasil e mantidos nas instalaces do ACQUA
MUNDO - Aquitio do Guaruji/Brasil, em
tanques circulares com 1.000 litros de
capacidade, aerag¢do constante e troca de
agua a cada dois dias.

Procedimento experimental
Os animais foram anestesiados, por

59

meio de imersdo em solucdo alcodlica de
benzocaina 1:10.000"> ', Na regiio de
pedunculo caudal, acima da linha lateral no
lado direito, foram inoculados 0,05mlL.
da vacina BCG (Bacilo Calmette — Guerin)
proveniente do Instituto Butanta — SP, na
concentracao de 8mg mL'. O grupo
controle era composto por animais
que nao sofreram inoculagio do
BCG no tecido muscular. Apés o
procedimento, os animais foram
devolvidos ao tanque, para recuperagao
do comportamento normal apos
5 minutos. Seguindo a metodologia de
Matushima®, foi realizada a coleta de material
um, trés, sete, 14, 21 e 33 dias apds a
inoculagdo. Para tanto os animais foram
sacrificados em solucdo supersaturada de
benzocaina e extraido fragmento de tecido
muscular no local da inocula¢io utilizando-
se lamina de bisturi. O fragmento colhido
foi imediatamente fixado em solucdo de
formol a 10% para posterior preparo para
analises histopatolégica e imuno-
histoquimica.

Histopatologia

O material coletado foi fixado por
24 horas, sendo posteriormente processado
pelas técnicas histolégicas usuais e corado
pela técnica da hematoxilina-eosina (HE);
sendo montados entre lAmina e laminula.!”

As laminas montadas foram
observadas em microscopio de luz comum
em objetivas de 40, 100, 200, 400 e 1000
vezes.

Imunohistoquimica

Apbs inclusio do material em
parafina, foram obtidos cortes de cinco
micréometros de espessura. Estes foram
montados em laminas que continham filme
de silano a 4% em acetona. Essas laminas
foram processadas e submetidas a reacGes
com anticorpos primarios para Mycobacterinm
bovis - BCG (Dako A/S Denmark),
citoqueratina AE1/AE3 (Dako A/S
Denmark) e proteina S100 (Dako A/S
Denmark) na diluicao de 1:10.000, 1:800 e
1:15.000, respectivamente.
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Microscopia eletrdonica

Fragmentos de tecido muscular
coletados 14, 21 e 33 dias ap6s inoculagao
foram fixados em glutaraldeido a 2% em
tampao Milloning para posterior
processamento e visualizacdo em
microscopio eletronico de transmissao.

Resultados

Histopatologia

Ao exame histopatolégico, o grupo
controle apresentou musculatura esquelética
estriada normal com feixes musculares
apresentando nucleos periféricos, com
auséncia de lesao tecidual ou infiltrado
inflamatétio.

Inicialmente, ap6s 24h da inoculagiao
do BCG, ha processo inflamatério difuso
com infiltrado moderado composto
predominantemente por células
mononucleares 20 redor do indculo, além
da presenca de edema intersticial e necrose
tecidual (Figura 1A). Trés dias apos
inoculacao, observa-se formacido de
algumas células gigantes com posterior
organizacao do foco lesional, com aumento
de camadas de células ao redor do in6culo.
Essas células apresentam amplo citoplasma
acid6filo com inumeros vacuolos,
assemelhando-se a células epitelidides (Figura
1B). Apés o 14° dia da inoculacdo havia
maior organizaciao da lesio em diversos
granulomas. Até o 33° dia de inocula¢io nao
houve mudancas significantes no quadro
reacional, apenas maior organizac¢ao da lesdao
na forma de granuloma composto
predominantemente por células epitelidides
(Figura 1C).

Imunohistoquimica

Ao exame imuno-histoquimico para
o BCG observou-se positividade nos
fragmentos observados em todos os
tempos, sendo difusa nos primeiros dias,
tornando-se mais restrita ao interior dos
granulomas nos tempos subseqtientes (Figura
1D). A reagdo imunohistoquimica para
proteina S100 foi positiva nos fragmentos
em todos os tempos, demonstrando a
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presenca de células macrofigicas no foco
lesional (Figura 1E). Em contrapartida, a
reacdo para citoqueratina foi negativa para
AE1/AE3 até o sétimo dia ap6s inoculagio.
A partir do 14° dia, apresentou-se positiva,
demonstrando a diferenciacio dos
macr6fagos em células epitelidides excretoras
de citoqueratina (Figura 1F).

Ultra-estrutura

A ultra-estrutura das células epitelidides
presentes na resposta inflamatéria cronica
desses animais, mostra a presenca de
juncdes desmossémicas entre as células
adjacentes que compde o granuloma
(Figura 2).

Discussao

Hspécies de peixes primitivos,
implantes hormonais na cavidade peritoneal
do bagtre do canal, Ictalurus punctatus”, BCG
intramuscular em cotydora, Corydora natterer'!
e micobacteriose em “goldfish”, Carassins
anratus’® verificou-se uma resposta
inflamatéria crénica difusa composta
basicamente por células gigantes, sem
formacio de granuloma e diferenciagio dos
macréfagos em células epiteliédes' ',
conseqientemente negativas a expressao de
citoqueratina.

Diferencas morfoldgicas e celulares se
fazem presentes no decorrer do processo.
Apbs 24 horas da inoculacio do BCG, a
fase aguda se caracteriza com uma reagao
inflamatoria difusa composta por infiltrado
inflamatorio, edema intersticial e necrose
tecidual, sendo essa fase inicial também
verificada por Finn e Nielsen", Timur,
Roberts e McQueen™, Matushima® e Rego®.

A intensa reacao inflamatéria
perivascular observada por diversos
autores®'”?, também pode ser observada no
presente estudo, sugerindo a migracao de
células macrofagicas para o foco lesional.
No decorrer do experimento, ocorrem
mudangas na morfologia das células
fagociticas, como sua diferenciacdo em
células com caracteristicas epiteliais, as quais



Figura 1 - (A) Tecido muscular de Centropomus sp., 24 horas apds inoculagao do BCG, infiltrado inflamatorio
moderado ao redor do in6culo, edema (E) e necrose tecidual (N), HE X 1000. (B) Tecido muscular de
Centropomus sp., 7 dias pos-inoculagao do BCG, formagao de estrutura granulomatosa, possuindo no
centro o inéculo (I), e na periferia camadas de células (C) com cromatina frouxa, e amplo citoplasma
aciddfilo e vacuolizado, HE X 4000. (C) Tecido muscular de Centropomus sp., 33 dias pds-inoculagéo,
formacao de diversos granulomas (G) compostos por células epitelivides (CE), contendo na regiao
central, o BCG, HE X 2000. (D) Tecido muscular de Centropomus sp., 21 dias ap6s inoculagao. As setas
indicam positividade para imunohistoquimica anti-BCG, ABC X 400. (E) Tecido muscular de Centropomus
sp., setas indicam positividade para imunohistoquimica anti-proteina S100, ABC X 400. (F) Tecido
muscular de Centropomus sp., setas indicam reacao imunohistoquimica anti-AETAE3 positiva,
ABC X 2000

entre as células adjacentes. x168.000
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se organizam ao redor do indculo,
formando varias camadas a medida que o
processo se cronifica. A presenga de algumas
células gigantes multinucleadas na resposta
inflamatdria do presente estudo, de peixes
considerados filogeneticamente modernos
pode ser um fenémeno ligado nao s6 a
posicio filogenética do animal, mas também
uma caracterfstica ligada a espécie, ja que em
linguados (Pleuronectes platessa) inoculados
com carragenina® e tilapias (Oreochromis
niloticus) inoculadas com BCGS, peixes
classificados como modernos, também
apresentam esse tipo celular durante a
resposta inflamatoria cronica, ao passo que
em douradas, Sparus aunrata, peixe também
considerado filogeneticamente moderno
ndo apresentam® %,

No decorrer do processo inflamatorio,
ha organizagdo da lesiao na forma de granuloma
composto por células com cromatina frouxa, e
amplo citoplasma vacuolizado sugestivas de serem
epiteliides. Essas caracteristicas também sdo
encontradas em algumas espécies primitivas
(salmonideos) e  demais  espécies
modernas.4,5,6,12,l3,14,18,1‘),20,21,22,23,24,25,2(),27

A positividade a reagdo imuno-
histoquimica anti-BCG observada nos
fragmentos de todos os tempos constituiu-
se em padrio reacional semelhante aos
encontrados por Radhakrishman et al.*,
Matushima®, Carabias et al.*” e Rego?'.

Da mesma forma, a reagdo positiva
para proteina S100 se desenvolveu desde o
primeiro fragmento observado, tornando-
se mais intensa no decorrer do tempo,
corroborando Rego?, que observou o mesmo
em peixes do género Poecilia, considerados
filogeneticamente intermedidrios’, e em
granulomas de mamiferos, formados por
células epitelidides™ " 2. Em contrapartida,
a reacado imuno-histoquimica para
citoqueratina AE1/AE3 se mostrou positiva
somente apés o 14° dia da inoculagio do
BCG, tempo em que ¢ possivel observar
células com caracterisitcas epitelidides por
meio da histopatologia, fend6meno que vai
se intensificando até o 33° dia. O resultado
verificado em muito se assemelha ao
encontrado por Noga, Wright e Pasarell** e
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Matushima® que observaram positividade
para citoqueratina em peixes considerados
filogeneticamente modernos.

A ultra-estrutura das células epitelidides
demonstrou a presenca de desmossomos. As
mesmas caracteristicas ultra-estruturais
também foram observadas por Rego® em
peixes intermediarios do género Poecilia
(Molinésia), e Noga, Wright ¢ Pasarell** e
Matushima® em peixes modernos (Oreochronsis
niloticus).

Pelo fato de peixes considerados
primitivos, como a truta arco-iris'’,
“goldfish”** apresentarem a formacio de
células epitelidides'*'%, essas espécies podem
estar numa posi¢ao na escala filogenética
proxima aos animais pertencentes ao grupo
dos intermediarios, comec¢ando assim, a
apresentar algumas caracteristicas desse
grupo, mas niao apresentando tamanha
especializagao celular a ponto de expressarem
caracterfsticas morfoldgicas e funcionais de
uma célula epitelial, como a presenca de
desmossomos entre células adjacentes e
positividade a rea¢do imunohistoquimica
para citoqueratina AE1/AE3 observados
em algumas espécies intermedidrias® e
espécies modernas, como a tildpia do Nilo®
e “striped bass”', mas apenas caracteristicas
macrofagicas.

Conclusao

Ha diferencas histologicas, histoquimicas
e ultraestruturais na resposta inflamatoria cronica
em peixes pertencentes a diferentes posi¢oes
filogenéticas, ou seja, primitivos,
intermediarios ou modernos. Sendo que, em
peixes modernos, na formac¢ido de um
granuloma imune, os macréfagos se
diferenciam em células epitelidides, ao passo
que em peixes primitivos, os macréfagos se
diferenciam em gigantdcitos, sem a
formag¢ao de um granuloma.
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Histopathological, immunohistochemical, and ultra-structural evaluation of
chronic inflammatory response of robalo (Centropomus spp) to BCG

Abstract

This study set out to evaluate inflammatory response kinetics after
experimental inoculation with BCG in modern Centropomus sp. fish.
BCG was applied through intramuscular injection in the caudal
peduncular region, and samples were collected for analyses at days 1,
3,7,14, 21, and 33 post-injection. Acute phase inflammatory infiltrate
was characterized by predominant mononuclear cells, intersticial edema,
and muscular tissue necrosis. As the inflammatory response evolved,
the lesion organized into a granuloma formed by epithelioid cells.
These epithelioid cells were positive for the S100 protein and cytokeratin
at histochemical analysis, which demonstrates macrophage and
secretory activity, besides ultra-structural analysis showed desmosomic
junctions within adjacent cells. It didn’t have an expressive participation
of giant cells and pigment containing cells in the inflammatory reaction,

Key words:
Fish.
Histopathology.
Inflammation.
Epithelioid cells.
Granuloma.

suggesting that it’s a specie-specific characteristic.
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