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Resumo

O aumento da producdo de peixes em sistema intensivo implica no uso de
antimicrobianos em tratamento de doencas causadas por bactérias. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar toxicidade aguda (CL50;48h) do antimicrobiano
azitromicina (AZT) para alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus). Os seus efeitos em
jovens de tildpia, ap6s exposicdo cronica (14 dias), pela andlise hematoldgica,
morfologia de branquias, figado e rins e respostas do sistema antioxidante no figado,
assim como a determinacdo da eficacia sobre Aeromonas hydrophila, pela analise
hematoldgica e resposta imune inata, além dos efeitos morfolégicos em branquias,
figado e rins e respostas do sistema antioxidante no figado. A toxicidade aguda
(CL50;48h) da AZT para tilapia foi > 100 mg L sendo classificada como praticamente
ndo toéxico. AplOs exposicdo cronica, ocorreu aumento do hematocrito (Hct),
concentracdo de hemoglobina (Hb), e no volume corpuscular médio dos eritrocitos
(VCM) sem alteragcbes nas demais varidveis da série vermelha. Os leucocitos
aumentaram apds exposicdo a 100 mg L de AZT. As alteragdes histoldgicas nas
branquias sugerem resposta de defesa contra agente irritante e indicou estrutura e funcao
normal do 6rgdo; nos rins ndo ocorreu alteracdes e no figado foram classificadas como
moderadas a severas. No ensaio de eficacia, com racdo medicada com AZT (100 e 125
mg kg?t) aos animais infectados com A. hydrophila se mostrou eficiente, e todos 0s
animais tratados sobreviveram. A mortalidade no grupo néo tratado foi de 22 %. O
hematdcrito diminuiu e os indices hematimétricos, hemoglobina corpuscular média e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média aumentaram. A porcentagem de
linfocitos diminuiu e a de neutrdéfilos aumentou nos animais infectados ndo-tratados,
mas sem alteracdo nos animais tratados. N@o ocorreu alteracdo na imunidade inata,
avaliada pela atividade da lisozima, sistema complemento e “burst” respiratorio dos
leucdcitos. As branquias nao apresentaram alteracdes que interferissem na funcdo do
orgdo. No figado as alteracdes foram classificadas de leves a moderadas, sem alteracdo
nos rins. Animais tratados com AZT ndo apresentaram efeitos adversos relacionados as
celulas de defesa e atividade imune inata. O farmaco também néo causou alteragdes nas
enzimas de defesa antioxidantes no figado dos animais ap6s exposi¢cdo cronica, sem
estresse oxidativo. Apos desafio com A. hydrophila ocorreu aumento da atividade da
catalase, glutationa peroxidase, glutationa transferase e nivel de glutationa no figado dos
animais tratados com AZT e o nivel de glutationa diminuiu no grupo infectado e nédo
tratado. Estas respostas sugerem que a infec¢do causada pela A. hydrophila pode induzir
0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente,
estimulou as respostas das defesas antioxidantes. Essas respostas foram eficientes para
evitar a ocorréncia de estresse oxidativo.

Palavras-chave: hematologia, morfologia, imunidade inata, estresse oxidativo, “burst”
respiratorio, peixe.



Abstract

The increase of fish production in intensive systems involves the use of antimicrobians
in the treatment of diseases caused by bacteria. Therefore, the aim of this study was to
evaluate acute toxicity (CL50; 48h) of the antimicrobial azithromycin (AZT) for
fingerlings of tilapia (Oreochromis niloticus), the effects on young tilapia, after chronic
exposure (14 days) via hematological analysis, morphology gills, liver and kidneys and
antioxidant system responses in the liver, and to determine the efficacy of control of
Aeromonas hydrophila via hematological analysis and innate immune response, in
addition to the morphological effects gills, kidneys and liver and antioxidant system
responses in the liver. The acute toxicity (LC50; 48h) of the AZT to tilapia was > 100
mg L being th AZT classified as practically non-toxic. After chronic exposure, there
was an increase in hematocrit (Hct), hemoglobin concentration (Hb) and in the mean
corpuscular volume of erythrocytes (MCV) and no change in the other variables of the
red series was observed. The leukocytes increased after exposure to 100 mg L™ AZT.
Histological changes in gills suggest defense response against irritant agent and indicate
normal structure and function of the organ; in the kidney no changes was observed and
in the liver changes were classified as moderate to severe. In the efficacy trial, the
offering of medicated food with AZT (100 and 125 mg kg™) to animals infected with A.
hydrophila was efficient and all of the treated animals survived; of the untreated
animals 22% came to death. The Hct decreased and the hematimetric indices mean
corpuscular hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration increased, the
percentage of lymphocytes decreased and the percentage of neutrophil increased in
untreated infected animals, but were unchanged in animals treated with AZT. No
change occurred in innate immunity assessed by the activity of lysozyme, complement
system and leukocytes respiratory burst activity. Gills showed no changes that could
interfere in the organ function, in the liver changes were classified from mild to
moderate and didn’t occurred alterations in the kidneys. Animals treated with AZT
showed no adverse effects related to defense cells and the innate immune activity. The
drug also caused no changes in antioxidant defense enzymes in the animals' liver after
chronic exposure and did not generate oxidative stress. After challenge with A.
hydrophila occurred an increased in the activity of catalase, glutathione peroxidase,
glutathione transferase and glutathione level in the liver of animals treated with AZT
and the glutathione level decreased in the infected group and untreated. These responses
suggest that infection caused by A. hydrophila can induce an increased production of
ROS and, consequently, stimulated responses of the antioxidant defenses. These
responses were effective to prevent the occurrence of oxidative stress.

Keywords: hematology, morfologia, innate immunity, oxidative stress, respiratory
burst, teleost.
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1. INTRODUCAO

A pesca e aquicultura supriram 0 mundo com aproximadamente 148 milhGes de
toneladas de peixes em 2010, com um mercado total de US$ 217,5 bi (FAO, 2010).
Mais recentemente, a producdo aquicola mundial alcangou outro recorde histérico de
90,4 milhdes de toneladas (peso equivalente vivo) em 2012 (US$ 144,4 bilhGes),
incluindo 66,6 milhdes de toneladas de peixes destinados a alimentacdo (US$ 137,7
bilhGes) e 23,8 milhGes de toneladas de alga aquatica (maioria algas marinhas, US$ 6,4
bilhGes) e, ainda ocorreu a producdo de 22.400 toneladas de produtos ndo alimenticios
(US$222,4 milhGes), tais como pérolas e conchas para uso ornamental e decorativo
(FAO, 2014).

Neste cenadrio de aumento de producdo de peixes, a tilapicultura tem se
destacado em relacdo aos demais organismos (EL-SAYED, 1999). A tilapia,
(Oreochromus niloticus), destaca-se devido a sua rusticidade, crescimento rapido e
adaptacdo ao confinamento (HAYASHI, 1995); possui hébito alimentar onivoro, e
aceita racdes com grande facilidade, desde o periodo de pés-larva até a fase de

terminacdo (BOSCOLO et al., 2001).

A producdo mundial de tildpias e outros ciclideos, em 2010, foram de
aproximadamente 3,5 milhGes de toneladas (FAO, 2012). Esta espécie € a mais
produzida no Brasil, podendo ser cultivada em todo o territério nacional, exceto nas
regibes abrangidas pelas Bacias do Amazonas e Paraguai, onde seu cultivo ndo é
permitido pela legislacdo ambiental vigente. Em 2013, a producdo de tilapia foi de

169.306 toneladas, correspondendo a 43,1 % do total de peixe produzido (IBGE, 2013).

A intensificagcdo da producgéo tem alguns fatores limitantes, dentre os quais, a
ocorréncia de doencas infecciosas (KIBENGE et al., 2012). Entretanto, em contraste aos

animais de producdo intensiva terrestres, as linhagens usadas na aquicultura séo



derivadas recentemente de linhagens silvestres (DUARTE et al., 2007) e pode néo ter
tido tempo suficiente para desenvolver mecanismos eficientes de adaptacdo ao
confinamento de alta densidade (RODRIGUEZ-RAMILO et al., 2011).

O estresse cronico gerado pelo adensamento de organismos favorece a
emergéncia de doencas causadas por patégenos que, em geral, sdo inofensivos em
condicBes naturais, mas oportunistas quando ha uma reducdo da imunidade animal. A
ocorréncia de doencas bacterianas tem sido um fator limitante para o desenvolvimento
da aquicultura brasileira e mundial. Os agentes causadores de doencas infecciosas mais
comuns na aquicultura sdo as bacterioses (54,9%) seguidas de viroses (22,6%),
parasitoses (19,4%) e doencas fungicas (3,1%) (KIBENGE et al., 2012).

As bactérias sdo parte da microbiota natural do meio aquatico e, algumas
espécies, sdo patogénicas oportunas (KIRKAN et al., 2003) causando grandes perdas
em criacdes intensivas que pode atingir até 100% de mortalidade (COSTA et al., 2008).
Na criacdo de tilapias, as bactérias mais isoladas em surtos com alta mortalidade foram
as Aeromonas spp., Pseudomonas fluorescens, Francisella sp, Vibrio anguillarum,
Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda, Streptococcus spp. e Enterococcus sp.
(MORAES e MARTINS, 2004; BIRCKBECK et al., 2011).

As bactérias do género Aeromonas, estdo entre as mais comuns em habitats de
agua doce em todo mundo, e essa distribuicdo ocorre devido a sua facil adaptabilidade a
diferentes ambientes aquaticos (CIPRIANO, 2001, CARRASCHI, 2012). As
Aeromonas sdo bactérias em forma de bastonete com um flagelo polar, gram-negativas,
anaerdbicas facultativas e ndo esporulantes (ROBERTS, 1993). S&o consideradas como
citocromo oxidase positivas, com capacidade de fermentar glicose com ou sem
producdo de gas, sendo insensivel ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino,6,7-di-

isopropyl pteridine) (CIPRIANO, 2001). Dentre as diferentes espécies, a A. salmonicida



e a A. hydrophila séo responsaveis por doengas severas em espécies de peixes criados
comercialmente (NEWMAN, 1993). A. hydrophila alcanca os diferentes 6rgaos, via
corrente sanguinea, coloniza principalmente o figado e rins, causando infec¢fes agudas
e cronicas com diversas alteragdes patoldgicas que incluem deterioracdo da cauda,das
nadadeiras, incluindo septicemia hemorragica devido a lise de eritrocitos, acompanhado
de ulcerages (SHAPERCLAUS et al., 1992).

Para o controle de bacterioses sdo empregados varios grupos de antimicrobianos,
tais como a tetraciclinas, sulfonamindas e cloranfenicol (DEFOIRDT et al., 2007,
BURRIDGE et al., 2010, ROMERO et al., 2012) dos quais apenas o florfenicol e a
oxitetraciclina estdo registrados (9319/2007 e 9002/2004, respectivamente) para uso
aquicola no Brasil (SINDAN, 2015). Atualmente, antimicrobianos pertencentes ao

grupo dos macrolideos tem despertado o interesse para uso em aquicultura.

1.1. Acao de xenobioticos em peixes e mecanismos de defesa

Os xenobidticos, como o0s agentes terapéuticos ou profilaticos, sdo liberados
diretamente da agua e absorvidos via branquias, pele ou via intestino, pela alimentacao.
O sangue é o meio condutor de xenobidticos até os demais tecidos e 6rgdos, tendo
importancia fundamental em estudos de toxicologia, uma vez que, toda substancia
absorvida é transportada pela corrente sanguinea a outros tecidos e 6rgdos onde serdo
metabolizados, conduzidos a excrecdo. As células sanguineas sdo as primeiras células a
sofrerem os efeitos toxicos de um xenobidtico, respondendo a alteragcdes em tecidos e
orgdos em decorréncia da sua acgdo, além de ser um modelo Util para investigar as
alteracdes nas células de defesa, como leucdcitos, e sistema imune inato. Além do

sangue, 0s 0rgdos que sdo as vias de entrada no organismo e/ou locais de metabolismo e



excrecdo, também podem ser alterados de forma a comprometer a sua funcdo durante
eSSes processos.

Assim, as alteragdes nas células sanguineas e plasma indicam a condi¢do
fisiologica do peixe quando em determinada situacdo ambiental (BANERJIE e
HOMECHAUDHURI, 1990). Além disto, estas altera¢Ges constituem sinais de danos a
salde dos peixes.

Os eritrcitos de peixes sdo nucleados e contém organelas; seus ribossomos
sintetizam proteinas, sendo suas mitocondrias funcionais durante todo o ciclo celular
(NAGASAKA et al., 2004).

Os leucotcitos sdo células de defesa e a contagem diferencial de leucdcitos
permite detectar a porcentagem dos diferentes tipos de células presentes no sangue de
um animal, cuja alteracdo pode indicar ajustes a uma dada condicdo ambiental e/ou
presenga de doengas infecciosas (RANZANI-PAIVA, 1995, TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004). Os peixes possuem varios tipos de leucécitos que estdo envolvidos
em defesas celulares especificas e ndo especificas, como os linfocitos, mondcitos,
granuldcitos, além de células citotoxicas ndo especificas (SECOMBES, 1996). Os
linfocitos sdo células de defesa que atuam principalmente nas infeccdes do sistema
imune inato e adquirido. Os macrofagos sdo células mononucleadas, altamente
fagociticas, que tém a capacidade de secretar espécies reativas de oxigénio (ERO),
nitrogénio e eliminar uma grande variedade de patgenos (bactérias, larvas de
helmintos) (SECOMBES, 1996). Os granulécitos sdo altamente méveis e tendem a
predominar durante os primeiros dias apds a infeccdo; sdo divididos em neutrofilos,
eosinofilos e basofilos, sendo este Gltimo, ausente na maioria das espécies de peixes. Os

granuldcitos, principalmente os neutrofilos, sdo fagociticos e produzem ERO, porém,



sua atividade bactericida é relativamente escassa, quando comparada aos macrofagos
(SECOMBES, 1996).

Os peixes possuem muitos mecanismos ndo-especificos e especificos humorais,
as quais sdo mediados por células para resistir as infecgdes (ELLIS, 1999). As
imunoglobulinas produzidas por linfocitos apresentam importante papel no sistema
imune, neutralizando bactérias ou tornando-as mais susceptiveis a fagocitose
(INGRAM, 1980). O mecanismo de defesa inata dos peixes contra bactérias inclui a
producdo de substancias anti-microbianas de amplo espectro e proteinas de fase aguda,
ativacdo nao cléssica do complemento, liberacdo de citocinas, inflamacgdo e fagocitose
(ELLIS, 2001).

Um fator humoral ndo especifico é a lisozima, uma enzima que hidrolisa o acido
N-acetilmurdmico e N-acetilglucosamina que s&o constituintes da camada de
peptideoglicanos das paredes celulares bacterianas. Esta enzima foi encontrada no
muco, soro e tecidos ricos em leucdécitos (ELLIS, 1999). Em ovos de salmdo prateado
(Oncorhynchus kisutch), apresenta agéo bactericida para A. hydrophila, A. salmonicida
e Carnobacterium piscicola na concentracdo de 700 pg mL™, que é aproximadamente
30 % da concentracdo presente no vitelo da maioria dos ovos de salmonideos (YOUSIF
etal., 1994 apud ELLIS, 1999).

O complemento é um sistema de proteinas do soro que é essencial para muitos
mecanismos de defesa (ELLIS, 1999). Os peixes teledsteos possuem a via alternativa e
a via classica de ativacdo do sistema complemento, diretamente comparaveis aos de
mamiferos (YANO, 1996). A atividade da via alternativa, a qual é anticorpo
independente, é muito alta em soro de peixe quando comparada ao soro de mamiferos
(YANO, 1996), sugerindo que essa via seja mais importante em peixes do que em

mamiferos (ELLIS, 1999, ZANUZZO, 2015).



As células fagociticas tém um importante papel nas defesas antibacterianas.
Resumidamente, essas células podem engolfar a bactéria e maté-la pela producdo de
ERO durante um processo chamado de explosdo respiratoria (burst respiratdrio),
havendonesse processo, inclusdo de produtos que tém atividade bactericida potente que
sdo o anion superoxido (O2), H202 e o radical livre hidroxila (OH") (SECOMBES,
1996).

A biotransformacéo de xenobi6ticos consiste na transformagdo de um composto
lipofilico mais polar em hidrofilico de forma a ser mais facilmente excretado do que o
composto original (VERMEULEN, 1996). Este processo reduz a afinidade do
xenobiotico por proteinas do plasma e dos tecidos, pois compostos hidrofilicos tendem a
ser menos permedaveis nas membranas bioldgicas, por isso, mais facilmente eliminados
(HEATH, 1995). A consequéncia desse processo € a diminuicdo do tempo de
permanéncia do xenobi6tico no organismo e, consequentemente, diminuicdo de sua
toxicidade (LIVINGSTONE, 1998).

As enzimas envolvidas na detoxificacdo de xenobidticos, assim como seus
metabdlitos, sdo as enzimas de biotransformacéo de fase 1, como a familia P450, e de
fase 2, como a Glutationa-S-Transferase (GST), além de compostos como a glutationa.
O processo de detoxificacdo pode gerar ERO que séo sequestradas e/ou transformadas
pelas enzimas e compostos antioxidantes. A perturbacdo do balango pro-
oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes, &€ denominada de estresse oxidativo.
Esta situacdo pode aumentar a producdo de peroxidacdo lipidica em tecidos e causar
danos celulares (SOUTHHORN e POWIS, 1988), tendo sido proposto como
indicadores de estresse oxidativo mediados por poluentes ou outros xenobioticos

(AHMAD et al., 2000, VAN DER OOST et al., 2003).



A geracdo de ERO ¢ inevitavel na vida aerdbia (DiGIULIO e MEYER, 2008),
principalmente quando o processo de respiragdo aerdbia é incompleto, por razdes
fisiologicas e patoldgicas. Regularmente, as ERO atuam como moléculas de sinalizacéo,
porém, em altas concentragdes, podem ocasionar estresse oxidativo (ANDERSEN,
2004). Em geral, todos 0s organismos possuem mecanismos para minimizar os impactos
causados pelas ERO (DiGIULIO e MEYER, 2008); esses mecanismos incluem um
sistema de enzimas que agem removendo as ERO, estas, por sua vez, séo aschaves oara
as denominadas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), além da glutationa (GSH) que é um peptideo, entre outras moléculas; todas estdo
presentes nos tecidos de peixes e sdo abundantes, particularmente nas no figado
(LACKNER, 1998).

A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra o radical superdxido
(O2) (LEITCH et al., 2009); sua atividade consiste na dismutacdo do radical superdxido
(O2) em H20 e H202: 202 + 2H" » H20: + O2. A catalase se localiza nos peroxissomos
e é responsavel pela degradagdo do H202 a H20 e Oz (2 H202 » 2 H20 + O2)
(SCANDALIQOS, 2005). A glutationa peroxidase prové outro mecanismo pelos quais 0s
animais podem detoxificar o peréxido de hidrogénio (H202) (ARTHUR, 2000),
utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para o processo: GSH
+ H20; > GSSG + H20 ou GSH + ROOH » GSSG + H,O ROH. Essa enzima é uma
alternativa eficiente para manter niveis baixos de H>0., uma vez que pouca quantidade
de CAT é encontrada no citosol (CORTELLA, 2010).

A glutationa-S-transferase catalisa o ataque nucleofilico da GSH em compostos
ndo polares que contém um carbono eletrofilico, nitrogénio ou atomo de enxofre

(HAYES, 2005). A glutationa ¢ um tripeptideo vy-glutamil-cistenil-glicina, e é



sintetizada por duas reacdes, a primeira catalisada pela glutamato cisteina ligase e a
segunda por GSH sintetase e é o substrato para a GPx e GST.

As enzimas e proteinas estruturais podem ser atacadas pelas ERO gerados
durante o processo de biotransformagcdo e, como consequéncia, pode ocorrer
modificacdo oxidativa desses compostos numa variedade de processos fisioldgicos e
patologicos. Os danos teciduais promovidos pelas ERO podem ser considerados
proporcionais aos niveis de lipoperoxidagdo tecidual (WILHELM FILHO, 1996), sendo
que, diversos estudos ja evidenciaram o aumento do nivel de lipoperoxida¢do em varios
tecidos de peixes expostos a uma variedade de contaminantes e/ou xenobioticos (VAN
DER OOST et al., 2003).

As proteinas podem ser modificadas por uma grande quantidade de reacdes
envolvendo espécies reativas de oxigénio. Entre essas reacfes, a carbonilacdo tem
atraido atencdo, pois as modificacbes ocasionadas nas cadeias de aminoacidos das
proteinas apresentam uma natureza irreversivel e irreparavel, alterando, assim, a
estrutura da proteina ou sua funcdo (NYSTROM, 2005; McDONAGH et al., 2006,
DORTS et al., 2009). Cadeias de aminodcidos podem modificar-se irreversivelmente,
em grupos aldeidos ou cetonas (carbonilacdo) a qual pode conduzir a agregacao,

inativacdo ou degradacdo de proteinas (LEVINE et al., 1994).

1.2. Uso de antimicrobianos do grupo macrolideos na aquicultura

Os antimicrobianos do grupo dos macrolideos contém um anel de lactona de
varios membros ao qual se ligam um ou mais desoxi-glicéis. Durante mais de 40 anos, o
unico representante dos macrolideos de uso clinico geral foi a eritromicina (ERT) (Fig.
1A) e, atualmente, pelo menos 8 representantes (azitromicina, eritromicina,

claritromicina, diritromicina, roxitromicina, troleandomicina, telitromicina e



espectinomicina) estdo disponiveis no mercado. Esses antimicrobianos sdo agentes de
amplo espectro de acdo e sdo empregados no tratamento de doencgas infecciosas tanto
em humanos como em diferentes animais (BAHAL e NAHATA, 1992).

A eritromicina é constituida por lactona com 14 membros e ndo contém um
atomo de nitrogénio. A azitromicina (AZT, 9-deoxo-9a-aza-9a-methyl-9a-
homoerythromycin) (Fig. 1B) é semelhante estruturalmente semelhante a ERT e ¢
constituida por lactona que tem 15 membros e contém um atomo de nitrogénio,
constituindo uma nova classe de antimicrobiano, os azalideos (BRIGHT et al., 1988).
Os nitrogénios azalideos resultam em um comportamento quimico dibasico, o que
diferencia a AZT de praticamente todos os outros macrolideos, 0s quais possuem uma
natureza monobésica (SHIKAI e OHTA, 1996).

Estas diferencas sdo responsaveis por melhores caracteristicas farmacolégicas e
microbioldgicas da AZT, tais como aumento das propriedades anfipatica, espectro de
acdo mais amplo frente aos microorganismos Gram-positivos, maior atividade contra
bactérias Gran-negativas, difusdo tecidual mais rapida e mais elevada, com meia-vida
tecidual mais prolongada (68 h) do que a da ERT (1,5 h) e outros macrolideos (até 40
h); a AZT é ainda mais estavel em meio acido do que a ERT (GLADUE et al., 1989;
LODE, 1991; PETERS e CLISSOLD, 1992; PETERS et al, 1992,
JARURATANASIRIKUL et al., 1996).

Os estudo com a ERT em peixes relatam que sua toxicidade aumenta com o
tempo e ndo com a concentracdo (MIGLIORE et al., 1997). Entretanto, sdo raros 0s
estudos utilizando o antimicrobiano ERT, ndo havendo estudos com a AZT. Assim, a
avaliacdo da toxicidade aguda e crénica é importante para se determinar os efeitos letais

nos organismos expostos a altas concentracfes de xenobioticos em curto periodo de
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tempo e os efeitos subletais de concentragdes baixas em um longo periodo de exposicao

(OMOREGIE et al., 1994).

Figura 1. A. Eritromicina, B. Azitromicina. Fonte: es.wikipedia.org/wiki/Azitromicina.

A AZT, como um possivel antimicrobiano a ser utilizado na aquicultura, tem
mecanismo de acdo conhecido, com inibi¢do da sintese proteica bacteriana, via ligacdo
com a subunidade ribossomal 50S e impede a translocacdo dos peptideos. Esse
antimicrobiano tem boa penetracédo tecidual, incluindo tecidos fibroblasticos (GLADUE
e SNIDER, 1990; CARLIER et al., 1991) e cerebral (ARAUJO et al., 1991).Com
aumento de biodisponibilidade celular, se acumulando no interior, possivelmente nos
lisossomos de algumas células (CARLIER et al., 1991; SHEPARD et al., 1992), como
nos macrdfagos, nos quais pode atingir altas concentracdes intracelulares (PETERS et
al., 1992; FAIRGRIEVE et al., 2005; DEF, 2006) sem interferir na funcdo fagocitica
celular (BONNET e VAN der AUWERA, 1992). Em geral, intracelularmente esta
presente em forma microbiologica ativa (WILDFEUER et al., 1989), o que permite
transferir o antibidtico das células fagociticas para os locais de infec¢cdo como parte da
resposta organismo a infecgdo. A eliminacdo do AZT é primariamente via hepatica e
somente pequena quantidade é excretado na urina. Aproximadamente 75% é eliminado

de forma inalterada e ndo sdo conhecidos metabdlitos ativos da AZT (ANVISA, 2014)
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Estudos em salmdo-rei (Oncorhynchus tshawytscha) demonstram que as altas
concentragdes teciduais e a prolongada retengdo da AZT no organismo, aumentaram a
eficacia do antimicrobiano contra Renibacterium salmoninarum quando comparada com

a ERT (FAIRGRIEVE et al., 2005).

1.3.  Justificativa

Devido a intensificacdo do processo de producdo de peixes e a consequente
utilizacdo de farmacos de uso veterinarios para o controle de doencas bacterianas, assim
como de outras doengas durante todas as fases do ciclo de producéo, faz-se necessario
conhecer a toxicidade e a eficacia destes farmacos em peixes, uma vez que podem
interferir em sistemas bioldgicos especificos.

A possivel utilizagdo da AZT em criacdo de tilapias para o tratamento de
bacteriose causada por A. hydrophila gera as seguintes questoes:

1) A utilizacdo de AZT pode causar toxicidade aguda ou crénica em tilapia;2) Durante a
exposicdo prolongada, a AZT pode induzir alteragbes que comprometem a salde destes
organismos durante o ciclo produtivo;

3) A AZT é eficaz no tratamento de A. hydrophila e quais as alteracbes morfofuncionais
induzidas nesse processo.

Assim, este estudo foi delineado para responder essas questbes, ou seja,
determinar a toxicidade aguda (CL50;48h) e crénica da AZT em tilapia (O. niloticus),
além de avaliar a eficicia do antimicrobiano apds infeccdo experimental com A.
hydrophila. Para estas avaliagdes, foram selecionados alguns parametros para avaliagcdo
rapida da higidez animal (hematologia), imunidade inata, ocorréncia de estresse
oxidativo e alteracbes morfofuncionais em alguns orgdos relacionados a absorcéo,

metabolismo e excrecdo de xenobioticos.
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Estes estudos poderdo servir como subsidios na tomada de decisdo sobre a

utilizacdo, forma de administracdo, tempo e procedimento terapéutico durante o

tratamento de doencas uma vez que a criacdo de tilapias € o setor dentro da aquicultura

brasileira com maior porcentagem de desenvolvimento.

2. OBJETIVOS

4.

Os objetivos deste estudo foram:

Estimar a toxicidade aguda (CL50;48h) do antimicrobiano azitromicina para
alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus);

Avaliar as variaveis hematoldgicas, as respostas relacionadas a
biotransformacéo, defesas antioxidantes no figado, a morfologia das branquias,
figado e rins apds toxicidade crbnica do antibidtico azitromicina em jovens de
tilapia (O. niloticus);

Determinar a eficacia da azitromicina, administrado na racdo, no controle da
bacteriose causada pela Aeromonas hydrophila em jovens de tilapia (O.
niloticus) apds infeccdo experimental in vivo;

Analisar as variaveis hematoldgicas e sistema imune inato, as respostas
relacionadas a biotransformacédo, defesas antioxidantes no figado, a morfologia
das brénquias, figado e rins em jovens de tilapia (O. niloticus) ap6s experimento
de eficacia do antibidtico azitromicina em peixes infectados com Aeromonas

hydrophila.
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3. MATERIAL E METODOS

Os peixes utilizados neste estudo foram provenientes do Centro de Aquicultura
(CAUNESP) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, SP. Os ensaios
de toxicidade aguda e crénica e de eficicia foram conduzidos no Nucleo de Estudos e
Pesquisas Ambientais em Matologia (NEPEAM/FCAV). As analises hematologicas,
bioquimicas e morfolégicas foram efetuadas no Laboratério de Zoofisiologia e
Bioguimica Comparativa da Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar, S&o Carlos,
SP). As anélises de imunidade inata foram efetuadas no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da FCAV/UNESP. O antimicrobiano AZT foi fornecido pela Cepav
Pharma Ltda.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da Universidade do Estado de S&o Paulo
(FCAV/UNESP, Sao Paulo, Brasil, Protocolo no. 001191/12).

Os alevinos e jovens de tilapia (O. niloticus) foram mantidos (30 dias) em
mesocosmos (400 L) com fluxo de agua continuo (oxigénio dissolvido > 4,0 mg L*;
condutividade elétrica 180 + 20 uS cm™; pH = 7,0 + 0,5; dureza variando entre 48 a 58
mg de CaCOs LY. Os peixes foram alimentados até a saciedade, uma vez ao dia, com

racdo comercial (PoliNutri® com 32 % de proteina bruta).

3.1. Ensaios de sensibilidade e toxicidade aguda

O controle de sensibilidade dos lotes de alevinos de tilapia (O. niloticus) (massa
corporea: 3,0 + 1,0 g) foi realizado com a substancia referéncia cloreto de potassio
(KCI, pro analisis) (CL50; 48h) (ABNT, 2011). Os ensaios foram constituidos de um
controle e cinco concentragbes de KCI (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 g L), com trés

réplicas (n = 3 em cada réplica) e conduzidos em sistema estatico, sem substituicdo da
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agua, em aquarios de 3 litros. A concentracdo letal 50% (CL50; 48h) do KCI para a
tilapia foi estimada em 1,02 g L com intervalo de confianca de 95% entre 0,76 g L e
1,38¢g L™

As caracteristicas fisicas e quimicas da &gua foram semelhantes as de
aclimatagdo.

A seguir, foram realizados ensaios preliminares para determinar o intervalo em
que concentracdo de AZT causa zero e 100 % de mortalidade. Posteriormente, 0s
ensaios definitivos foram realizados com alevinos de O. niloticus (peso corporal = 3,0 +
1,0 g) com um controle (testemunha) e quatro concentracfes crescentes de AZT (25, 50,
75 e 100 mg L), previamente diluido em 1 mL de etanol na proporgdo 1 mL etanol:1g
AZT, com trés réplicas (n = 3 em cada réplica) sendo conduzidos em sistemas estaticos,
sem substituicdo da agua (Fig. 2). O periodo de exposicdo foi de 48 horas. A
mortalidade foi avaliada diariamente.

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua foram mantidas semelhante as da
agua de aclimatacéo e dos testes de sensibilidade. Os experimentos foram limitados ao
teste limite de 100 mg L™ de AZT conforme recomendado pela OECD (2009), pois
nesta concentracao € garantido que, com pelo menos 95 % de confianca, este organismo
é sensivel.

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de regressdo linear para
determinar a relacdo concentracdo-mortalidade e os valores da CL50; 48h foram

estimados pelo método Trimmed Sperman-Karber (HAMILTON et al., 1977).
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Figura 2. Procedimento experimental do ensaio de toxicidade aguda da
azitromicina para a tilapia (Oreochromis niloticus). A e B) Caixa de
aclimatacdo dos animais em condi¢do de bioensaio. C) Vista geral do
experimento de toxicidade aguda na sala de bioensaio. D) e E) Detalhe
do experimento de toxicidade aguda.

3.2. Ensaios de toxicidade crénica
Os ensaios de toxicidade cronica do AZT foram realizados utilizando
exemplares jovens de O. niloticus, compeso médio de 85,0 + 15,0 g). Os ensaios foram
conduzidos em mesocosmos (400 L), em sistema estatico com aeracdo durante 14 dias.
A partir do resultado da toxicidade aguda (CL50; 48h > 100 mg L), foram

determinadas as concentragdes para o ensaio de toxicidade cronica seguindo 0s
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quocientes: CL50/5 (1,0 mg L), CL50/2 (50,0 mg L™?); o préprio valor da CL50 (100,0
mg L1). Considerando que a CL50; 48h foi maior que 100 mg L™ e o experimento foi
encerrado nesta concentragdo de AZT, as concentracOes utilizadas nos testes de
toxicidade cronica foram 1, 50 e 100 mg L™ de AZT. A azitromicina foi previamente
diluida em etanol (1,0 mL etanol: 1,0 g AZT) e, entdo, foram constituidos dois controles
(sem adicdo do antimicrobiano): um controle negativo e um controle positivo em que
foi adicionado etanol (0,01 %). Os peixes foram alimentados a cada 48h, com 2,5 % do
valor de sua biomassa inicial.

As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram mantidas semelhante as da
agua de aclimatacdo, dos testes de sensibilidade e de toxicidade aguda. As mensuragdes
das variaveis para avaliacao da qualidade de 4gua foram efetuadas nos dias 0, 1, 3, 5, 7,
11 e 14 apdbs inicio do ensaio, nos periodos da manhd e tarde. A concentracdo de
oxigénio dissolvido (mg L), pH, temperatura da agua (°C) e condutividade elétrica (uS
cm?) foram medidas utilizando-se um sistema YSI 556 MPS (Yellowspring Co®,

Estados Unidos da América).

3.3. Inducéo de infeccdo experimental por Aeromonas hydrophila e eficacia

A inducéo de infeccdo e a eficacia de controle da bactéria pelo AZT foi efetuada
utilizando-se cepas de A. hydrophila, cedidas pela Prevet® Sanidade Aquicola.Para este
estudo foi utilizado exemplares jovens de O. niloticus com peso entre 85 + 15 g. O
experimento foi conduzido com delineamento inteiramente casualisado (DIC) em
mesocosmos de 100 L com fluxo de 4gua mantido constante em 12 mL s*. O ensaio foi
constituido com seis tratamentos e trés réplicas (20 peixes/ réplica). Os tratamentos
foram: controle sadio (CS), animais ndo infectados e alimentados com ragdo néo

medicada com AZT; controle salina (CSAL), controle negativo (CN) do procedimento
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de infeccéo, inoculado com solucdo salina 0,85%, néo infectado e alimentado com ragéo
ndo medicada com AZT; controle racdo medicada com AZT (CRM), animais néo
infectados e alimentados com racdo medicada (125 mg kg?); infectado ndo-tratado
(INTR), animais infectados e alimentados com racdo ndo medicada e, infectado tratado
com 100 mg kg AZT (AZT100) e infectado tratado com 125 mg kg (AZT125) na
racdo (peixes infectados e alimentados com racdo medicada com AZT). As
caracteristicas fisicas e quimicas da &gua foram mantidas semelhante as dos ensaios
anteriores. A infeccdo foi induzida inoculando via injecdo intramuscular, subcutanea e
intracelomatica, 1,0 mL de concentrado de 6,2 x 10! bactéria mL™ (escala McFarland)
nos grupos de peixes que foram submetidos a infeccdo por A. hydrophila (INTR,
AZT100 e AZT125). Diariamente a mortalidade foi avaliada e o0s peixes mortos

retirados das unidades experimentais.

3.3.1. Obteng&o do inéculo de Aeromonas

A cepa de A. hydrophila foi cultivada, no laboratério NEPEAM, em meio de
enriquecimento especifico constituido de caldo soja triptona (TSB). Apds 24 h de
cultivo, as culturas foram centrifugadas em TSB a 1800 xg, o sobrenadante foi
descartado e o pellet (formado pelo aglomerado de bactérias) foi ressuspendido em
solugdo salina 0,85 % no mesmo volume da solucédo de cultivo (9,0 mL). O indculo foi
obtido apos a centrifugacdo das culturas, o sobrenadante foi descartado e o pellet diluido
em solucdo salina a 0,85 %. Posteriormente, 0,1 mL de cada dilui¢do foi colocado em
placas de agar vermelho contendo fenol-amido-ampicilina para A. hydrophila; apds 24 h
de crescimento em incubadora de. demanda bioguimica de oxigénio (B.O.D) com

fotoperiodo de 12 horas de luz a 27 °C, foi realizada a contagem e conversao do nimero
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de UFC (unidade formadora de coldnia) por mL. A diluicdo escolhida para indculo foi a

que continha a quantidade desejada de UFC/ mL (6,2 x 10! bactéria mL™1).

3.3.2. Confirmacao da infeccao de tilapias por Aeromonas

Amostras assépticas de figado e rins de peixes (n = 5 cada amostragem)
inoculados com Aeromonas hydrophila, foram coletadas por meio de “swab”, 3 e 5 dias
apos o inicio do tratamento e foram incubadas em TSB durante 24 horas, a 28 °C. As
culturas obtidas foram repicadas em agar vermelho de fenol-amido-ampicilina e as
coldnias com caracteristicas de Aeromonas (col6nias amareladas com halo transparente)
foram coletadas, efetuados esfregacos para a realizacdo dos testes fenotipicos e
identificacdo de Aeromonas para confirmacéo da infecgéo.

Os esfregacos foram corados com a técnica de Gram; as culturas que
apresentavam bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas, Gram
negativas foram repicadas em agar triplice-agucar-ferro (TSI) (SAAD et al., 1995) e
encubadas a 28 °C por 24 h. As culturas que apresentaram reacdo &cida com coloracao
amarelada, com ou sem formacdo de gas, foram novamente repicadas em A&gar
tripticase-soja (TSA). Posteriormente, foram submetidas as provas de catalase e oxidase
para identificagéo, seguindo esquema de caracterizagdo adotado por POPOFF (1984).

A prova da catalase foi realizada pela reacdo do peréxido de hidrogénio com a
colonia de bactéria, sendo o resultado considerado positivo sempre que ocorreu
desprendimento de oxigénio dessa reagdo. A prova da oxidase foi realizada utilizando
esfregacos das culturas de bactérias, com a utilizacdo de alga de platina, em fitas para
prova da oxidase adquiridas prontas para uso (Newprov®). As culturas cujos esfregacos

apresentaram coloragédo purpura apés alguns segundos foram consideradas positivas. Os
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cultivos que resultaram em catalase e oxidase positiva foram considerados como de

Aeromonas sp.

3.3.3. Preparacéo da racdo medicada com AZT

Para o tratamento da infecgdo por Aeromonas, foi utilizada a ragdo PoliNutri®
com 32 % de proteina bruta e, em cada quilo, foram adicionados, de forma homogénea,
100 e 125 mg de AZT dissolvida em 2 % de Gleo vegetal. Em seguida, a racdo foi
mantida a 25 °C para secagem. Conforme definido em testes preliminares, 24 horas apds
0 in6culo de bactérias, foi iniciado o tratamento com AZT; a racdo medicada foi
administrada nos tratamentos correspondentes AZT100 e AZT125 durante cinco dias,

no periodo da manha e tarde, na quantidade total de 2 % da massa corpérea.

3.4. Coleta de amostras para analise bioquimica e histoldgica

Ao final do ensaio de toxicidade cronica e de eficacia de controle de Aeromonas,
uma amostra de sangue foi coletada dos peixes, via pungédo caudal, para determinacgéo
das variaveis sanguineas e osmolalidade plasmatica. No experimento de eficacia de
controle das Aeromonas, foi coletado sangue também para a determinacdo do burst
respiratério. Soro sanguineo foi coletado e congelado a -80 °C para andlise da lisozima
e sistema complemento. Posteriormente, os peixes foram mortos por sec¢do da medula e
as branquias, o figado e os rins foram removidos. Sub-amostras destes 6rgdos foram
congeladas a -80 °C para analises bioquimicas e outras foram fixadas em glutaraldeido

2,5 % em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3, por 24 horas, para analises histopatoldgicas.
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3.5. Variaveis hematoldgicas e osmolalidade plasmatica

As varidveis hematoldgicas, numero de eritrocitos (RBC), hematdcrito (Hct) e
hemoglobina (Hb) foram determinadas e, posteriormente, calculados os indices
hematimétricos, quais sejam, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

O Hct (%) foi determinado pelo método de microhematocrito em tubo capilar
heparinizado e centrifugacdo a 16128 xg (5 min) em centrifuga de microhematocrito
FANEN, mod. 207/N. O nGmero de eritrocitos (n mm3) foi estimado em cimara de
Neubauer, utilizando 10 pL de sangue em 2 mL de solu¢do de formol-citrato; a
concentragio de Hb (g.100m L) foi determinada utilizando o método da
cianometahemoglobina (reagente de Drabkin) com 10 pL de sangue total e leitura em
espectrofotdmetro em 540 nm. Os valores de RBC, Hct e Hb foram utilizados para o
calculo dos indices hematimétricos: VCM, (fL), HCM (pg cel) e CHCM (g dL™).

A contagem total e diferencial de leucocitos (mondcitos, neutrofilos, eosindfilos,
basdfilos, linfdcitos, leucocitos imaturos) e trombdcitos foram efetuadas em extensdes
sanguineas coradas com MGGW (May Grinwald-Giemsa-Wrigth) pelo método de
Rosenfeld (1947) sendo o nimero absoluto de leucdcitos e de trombdcitos estimado
pelo método indireto (HRUBE e SMITH, 1998).

O sangue remanescente foi centrifugado, o plasma removido e a osmolalidade
plasmatica determinada, utilizando-se um semi-microsmometro (WOSMETTE
PRECISION SYSTEM) que tem como base o ponto de congelamento expressa em

mOsmol kg.
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3.6. Resposta imune inata
A resposta imune inata dos peixes foi avaliada somente nos animais submetidos
ao experimento de eficdcia, uma vez que nesse experimento os mesmos foram

desafiados a uma infeccéo.

3.6.1. Concentragéo de lisozima

A concentragdo de lisozima sérica foi determinada de acordo com Demers e
Bayne (1997), com método baseado na lise da bactéria gram-positiva Micrococcus
lysodeikticus. Solucdes padrdo (0 — 10 ng puL?) de lisozima de ovo de galinha (L6876,
Sigma - Aldrich) que foram preparadas no momento da andlise a partir de aliquota
congelada, utilizando tampdo fosfato de potassio 66 mM, pH 6,2. Em seguida, as
dilui¢des do padrao e 25uL da amostra foram colocadas em microplacas, em triplicata.
Uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (M3770, Sigma-Aldrich) preparada no
mesmo tampéo foi adicionada em cada poco. A leitura da absorbancia foi realizada em
leitora de microplaca (Molecular Devices) em 450 nm, a cada 20 segundos, durante 10
minutos, a temperatura controlada de aproximadamente 20 °C. Os resultados foram
expressos utilizando-se os valores da variacao de densidade dptica para cada volume de
amostra versus o volume de lisozima da curva padréo. A equacéo de regressao linear da

curva padréo de lisozima foi utilizada para determinar os niveis de lisozima sérica (ng

uLd).

3.6.2. Atividade hemolitica do Sistema Complemento
A atividade hemolitica do complemento sérico foi determinada de acordo com a
metodologia de Polhill et al. (1978), modificada por Ferriani et al. (1990) e descrita por

Zanuzzo et al. (2015). No ensaio, foi utilizada uma suspensao de eritrdcitos de coelhos
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devidamente preparada e depois efetuada a leitura da mistura de trabalho em uma
absorbancia de 700 nm, por 10 minutos, em espectrofotdmetro provido de banho a 37
°C (Hitachi U-2910). Para a leitura, foram utilizados 200 pL da amostra pipetados junto
com 400 pL da mistura de trabalho em uma cubeta. A leitura foi realizada a cada 20
segundos durante 30 minutos. A atividade hemolitica do sistema complemento, para
cada amostra, foi medida como o tempo (segundos) necessario para reduzir a densidade

Optica inicial em 50%.

3.6.3. Atividade respiratoria dos leucocitos

A atividade respiratéria dos leucécitos (burst respiratério) foi determinada
segundo protocolo descrito por Anderson e Siwichi (1994) e modificado por BILLER
(2013). As espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo burst respiratorio dos
leucdcitos foram determinadas por ensaio colorimétrico, baseado na reducdo do corante
nitroblue tetrazolium (NBT) que formam granulos de formazan, que séo precipitados de
material insoltvel e apresentam coloracdo escuro no interior dos fagocitos (KLEIN,
1990). Uma aliquota de 0,1 mL de sangue heparinizado foi colocada em tubos contendo
0,1 mL de NBT (Sigma, St. Louis, MO, USA). A solucdo foi homogeneizada e
incubada por 30 min a 25 °C. Ap0s esse periodo, 50 pL da suspensdo formada foi
colocada em tubos de ensaio com 1 mL de n,n-dimetil-formamida (DMF, Sigma, St.
Louis, MO, USA) e centrifugada a 3000 g por 5 min. O n,n-dimetil-formamida produz a
lise da parede celular dos grénulos de formazan e assim libera na solugdo o corante
NBT reduzido. A densidade optica da solucéo foi determinada em 540 nm (SAHOO et

al., 2005).
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3.7.  Biomarcadores de estresse oxidativo

A atividade das enzimas SOD, CAT, GPx, GST, concentracdo de GSH,
proteinas carboniladas e peroxidos de lipideos foram analisadas no figado dos animais
submetidos a toxicidade cronica e aqueles submetidos ao ensaio de controle de eficacia
da AZT. A concentragdo de proteina totais nos homogeneizados de tecidos utilizados
nas determinacfes enziméticas e ndo enzimaticas, foi quantificada segundo o método
descrito de Bradford (BRADFORD, 1976) adaptado para leitura em microplaca
(KRUGER, 1994). Foi utilizado Coomassie blue e a albumina bovina como padréo. A
leitura em 595 nm foi efetuada em uma leitora de microplacas MRX-HD (DYNEX

TECHNOLOGIES, INC.) para determinagéo da atividade das enzimas.

3.7.1. Atividade da Superoéxido Desmutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da taxa de reducdo do
citocromo C pelo radical superdxido via sistema xantina/xantina oxidase, segundo a
metodologia de McCORD E FRIDOVICH (1969). Em 285 pL da mistura reativa
(tampéo fosfato de sddio 50 mM pH 7,8; EDTA 0,1 mM; xantina 1mM; NaOH 0,001
M), foram adicionados 10 pul de xantina oxidase ¢ 5 ulL da amostra. As leituras foram
feitas em 550 nm durante 1 min com 20 seg de intervalo entre cada leitura. Uma
unidade de SOD representa a quantidade de enzima necesséria para produzir 50% de
inibicdo da taxa de reducdo do citocromo C, uma vez que a SOD dismuta o radical

superdxido em H20 e H20,. A atividade da enzima foi expressa em U SODmin* mgPt,

3.7.2. Atividade da Catalase (CAT)
A atividade da CAT foi mensurada pela avaliagdo do decréscimo da

concentragdo de perdxido de hidrogénio (H202) como descrito por BEUTLER (1975).
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A leitura é feita em espectofotdmetro em 240 nm. A reducgdo da absorbancia foi medida
durante um minuto em cubeta contendo 1 mL de solucdo recém preparada de H>O2 em
agua destilada (30%), tampdo (tris 1M, EDTA 5 mM) e 5uL de amostra. A reacgdo foi
iniciada com a adicdo do H20.. A atividade da enzima foi expressa em pM H-0>

metabolizado min™ mgPt™.

3.7.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pela reacdo da glutationa redutase e da
oxidacgdo do NADPH, utilizando-se o hidroper6xido como substrato. Para a
determinacdo enzimatica, foram adicionados aos pocos de microplaca: 30 pL de Tris-
EDTA 1 M pH 8,0; 6 pL GSH 1 mM; 30 pL glutationa redutase 10 U/mL; 30 pL de
NADPH 2 mM; 114 pL de azida sddica 2,6 pM; 5 pL de homogeneizado diluido e 76
pL de dgua destilada para completar. Esta amostra foi pré-incubada por 2 minutos. Em
seguida, foram adicionados 9 pL de t-butil hidroperoxido 7 mM. A oxidacdo do
NADPH foi determinada durante 2 minutos com registros de 15 em 15 segundos. O
decréscimo da densidade Optica foi determinado contra um branco a 340 nm. O valor do
coeficiente de extingdo molar utilizado para os calculos ¢ €0=6,22.mM>*.cm?. A

atividade da enzima foi expressa em pM NADPH oxidado min*mg Pt 2.

3.7.4. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A glutationa-S-transferase catalisa a conjugacdo de GSH com o substrato
clorodinitrobenzeno (CDNB) produzindo, assim, um composto detectado em 340 nm.
Para a leitura, foi montada uma mistura reativa com CDNB (0,5M), GSH (25mM) e
tampéo fosfato de potassio 0,1M. A essa mistura era adicionado 20uLL das amostras. A

leitura foi realizada por quatro minutos em intervalos de 30 segundos. A atividade da
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GST foi expressa como a quantidade da enzima que catalisa a formacgéo de 1 nM de
produto.min’t.mg.Pt, e o coeficiente de extingdo molar utilizado para o calculo foi de

9,6 mM*t.cm? (adaptado de HABIG e JAKOBI, 1981).

3.7.5. Determinacéo da Glutationa (GSH)

O nivel de GSH foi determinado com base na reagdo do
naftalenedicarboxialdeido (NDA) (10 mM) com a GSH, formando um composto
fuorescente (WHITE et al., 2003). Para a andlise, utiliza-se 20 uL das amostras tratadas
com 4cido tricloroacético 12% (1:1) e centrifugadas para precipitar proteinas. O
sobrenadante resultante e uma solucdo de tampdo fosfato de potassio contendo o
naftalenedicarboxialdeido foram pipetados em uma placa branca. Apos incubacgédo de 30
minutos no escuro a temperatura ambiente, foi realizada a leitura em espectrofotémetro
de fluorescéncia a A= 472 nm de excitacdo ¢ A=528 nm de emissdo e o resultado

expresso em pg de GSH mg Pt

3.7.6. Determinacao de proteina carbonilada

O nivel de proteina carbonilada foi determinado utilizando a 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DPNH) que reage com proteinas carboniladas (apenas do tipo aldeido e
cetona) formando dinitrofenil hidrazonas (DNPH) que sdo detectadas em 340 nm. Foi
calculada de acordo com o método de Levine et al., 1994, adaptado, que consiste em
montar duas séries de amostras, uma série sendo o branco, a qual recebe somente acido
cloridrico (HCI) a 2M e a outra série recebe meio de reagdo contendo a DPNH e HCI,
todas contendo as amostras a serem analisadas.

Foi adicionado 500 uL de HCI 2M aos brancos (200 uL) e 500 uL de meio de

reacdo aos tubos teste (200 uL),incubado a 30-37°C por 90 min e, logo apés, 0s tubos
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foram colocados em gelo. Foi adicionado 700 uL de solugdo de &cido tricloroacético,
agitado em vortex e centrifugado a 9.000 g, a 4°C por 10 minutos e descartado o
sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em 1,0 mL de solucdo de etanol-acetato
de etila gelado, repetindo o procedimento de agitacdo, seguido de centrifugacdo por
mais duas vezes. Terminado esse procedimento, o precipitado foi ressuspendido em 500
uL de solugdo de hidrocloreto de guanidina, agitado e centrifugado novamente, porém,
nesta etapa,por 3 minutos. Por fim, foi pipetado 200 uL das amostras em
microplaca,sendo a leitura realizada a A= 340 nm e os resultados foram expressos em

nM de carbonilas.mg.Pt .

3.7.7. Determinacao de perdxidos de lipideos (LPO)

Os niveis de lipoperoxidacdo foram quantificados utilizando-se 0 método FOX
(“Ferrous Oxidation-Xylenol Orange”), descrito por Jiang et al. (1992), que consiste na
oxidacio do Fe*? (sulfato ferroso amoniacal) a Fe*3 pelos hidroperdxidos em meio acido
na presenca de xilenol laranja. Cem microlitros de amostras foram tratadas com acido
tricloroacético (TCA) 12% e incubadas durante 30 minutos, a temperatura ambiente,
com 900 pL de mistura reativa contendo 100 uM de alaranjado de xilenol, 250 uM de
FeSO4, 25 mM de H2SO4 e 4 mM de butil hidroxitolueno diluidos em metanol 90%
(v/v). As leituras de absorbancia foram feitas em 560 nm. Os niveis de LPO foram

expressos em UM hidroperdxido de cumeno por mg de proteina.

3.8. Analises morfofuncionais
As analises morfoldgicas foram efetuadas nas branquias, figado e rins. Amostras
de brénquias, figado e rim, foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampdo fosfato

0,1M, pH 7,4, foram desidratadas em série crescentes de etanol, permanecendo por 1h
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em alcool em diferentes dilui¢Bes (70, 80, 90 e 95 %), perfazendo um total de 4 horas.
Apos isso, foram imersas em mistura de etanol 95 % com metacrilato (Historesina
Leica®) por 4 horas, embebidas durante a noite em metacrilato (Historesina Leica) e,
posteriormente, incluidas em metacrilato.

A seguir, foram efetuados cortes histolégicos com 3 um em sequéncia semi-
seriada de 1 corte para 100 um de descarte, em um micrétomo automatico (Microm HM
360) com auxilio de navalhas de vidro descartaveis. Os cortes foram corados com azul
de Toluidina (brénquias), azul de Toluidina e fucsina basica (figado e rim).

As analises histopatologicas foram efetuadas de acordo com Cergueira e
Fernandes (2002), seguindo a metodologia descrita por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic
(1994) com algumas modificacdes (Tabelas 1, 2 e 3). Os cortes foram analisados em
microscopio de luz (Olympus BX51) em objetiva de 40x e 100x. As imagens foram
fotodocumentadas com camara de video acoplada a um computador, utilizando-se o
software Motic Images Plus 2.0.

O tipo e a frequéncia de alteracGes histopatoldgicas foram registrados, sendo 0s
indices de Alteracdes Histopatoldgicas (IAH) calculados para cada 6rgdo e condicdo
experimental. As alteracdes foram classificadas em trés estagios progressivos baseados
no grau de possibilidade de restauracao das lesdes: estagio I, lesdes ndo muito severas e
qgue ndo afetam o funcionamento do 6rgdo, reversiveis e pontuais; estagio Il, lesdes
moderadamente severas e que podem afetar o funcionamento do 6rgdo, podem ser
irreversiveis, porém, em geral sdo pontuais; e estagio Ill, lesbes muito severas e
normalmente irreversiveis onde o funcionamento do érgdo fica prejudicado (Tabelas 1,
2 e 3). O 1AH (1) é o resultado da somatoria dos pesos dos diferentes estagios (Poleksic

e Mitrovic-Tutundzic, 1994) e calculado segundo a férmula abaixo:

a b ¢
I=10°Y a;+ 10" ¥ b+ 102 Y ¢

i=1 i=1 i=1



28

em que a = alteracGes de estdgio I, b = alteracGes de estagio Il e ¢ = alteracOes de estagio
I11; multiplicada por 10° 10! e 102, respectivamente, que corresponde ao fator de
importancia da lesdo.

O indice de alteragdes histopatoldgicas é dividido em categorias: 0-10 estrutura
normal do 6rgdo, 11-20 danos leves a moderado, 21-50 altera¢cbes moderadas a severas
no 6rgdo, 51-100 alteracOes severas no 6rgdo e >100 danos irrepardveis no érgao.

A avaliacdo de glicogénio no figado foi efetuada por histoquimica para
carboidratos utilizando acido periodico e reativo de Schiff (PAS) e quantificado de
acordo com a intensidade de coloragdo: 0, células ndo coradas; 1, células pouco coradas;

2, células razoavelmente coradas e 3, células muito coradas.



Tabela 1. AlteracGes histopatolégicas em branquias e estdgios com base no grau de

possibilidade de restauragéo das lesdes.

ALTERACOES BRANQUIAIS

Estagio
Estagio | Estégio 1l
"
Hipertrofia do epitélio lamelar
Hiperplasia do epitélio lamelar
Congestdo vascular
Dilatagdo capilar
Necrose
N Descolamento epitelial Aneurisma lamelar
< Focal
)
o —
zZ Ruptura Epitelial Necrose
< Constricdo capilar
o (hemorragia) Total

Proliferacdo de células cloreto

Proliferacdo de células mucosas

Fusao das lamelas

Edema

29
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Tabela 2. Alteracdes histopatologicas em figado e estdgios com base no grau de possibilidade

de restauracdo das lesdes.

ALTERACOES HEPATICAS

FIGADO

Estagio
Estagio | Estagio Il
i
Hipertrofia nuclear / celular Vacuolizacdo nuclear
Degeneracdo nuclear /
Atrofia nuclear / celular
citoplasmatica
Aumento da frequéncia do
Nucleos Picnéticos
namero de vasos
Deformacdo do contorno Auséncia de nucléolo / Necrose
nuclear / celular ndcleo Focal
Necrose
Nucleos na periferia da célula Rompimento celular
Total

Desarranjo dos cordBes

hepaticos

Estagnacdo biliar

Presenca de melanomacréfagos

Ruptura de vasos

Vacuolizacdo citoplasmatica

Congestéo

Granulos Eosinofilos




31

Tabela 3. AlteracBes histopatologicas em rim e estdgios com base no grau de
possibilidade de restauragéo das lesdes.

ALTERAGCOES RENAIS

i L Estagio
Estagio | Estagio Il “Ig
)
o
5 Hipertrofia nuclear / celular Rompimento celular
)
5 Degeneragdo granular /
N egeneracdo granular
= Vacuolizacdo celular g Q . g
%) hialina
o)
g Dilatag&o da luz tubular Ocluséo da luz tubular Necrose
i
H Tubos em regeneragao Degeneragdo tubular
<
Novos nefrons
. N . Reducao/aumento do espaco
N Dilatacao dos capilares ¢ Pt
m de Bowman
g 2:‘ Espessamento do endotélio Presenca de hemacias no
b . —
2« 5' capilar espaco de Bowman Necrose
o
(2 TT .
'|-'_J S | Aumento do volume glomerular Hemorragia
<9
© Degeneracdo tecido

3.9. Anédlise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média e desvio padrdo. Analise de
variancia (paramétrica ou ndo paramétrica, dependendo da distribuicdo normal e
homogeneidade de varidncia) para determinar as diferengas entre 0s grupos
experimentais e o pos-teste Tukey foi aplicado sempre que diferencas foram detectadas.
As analises foram efetuadas utilizando o programa GraphPad InStat Versdo 3.0 e as

diferencas foram consideradas significantes quando P < 0,05 entre os tratamentos.
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4. RESULTADOS
4.1. Toxicidade aguda

Durante o ensaio de toxicidade aguda, ndo ocorreu diferenga significativa nas
variaveis de qualidade de agua (Tabela 4) e também ndo ocorreu mortalidade dos peixes
expostos a0 AZT em nenhuma das concentragdes testadas. Assim, a concentragdo
testada limite foi de 100 mg L AZT, os testes foram encerrados, uma vez que, esta
concentracdo é considerada limite nos testes de toxicidade aguda (OECD, 2009),
indicando que o organismo teste empregado no estudo ndo pertence ao grupo mais
sensivel para substancia quimica testada. Assim, concentracao letal 50 % (CL50; 48h)

da AZT para a tilapia foi > 100 mg L.

Tabela 4. Valores médios (+ DP) das caracteristicas fisicas e quimicas da dgua durante o ensaio
de toxicidade aguda da azitromicina.

Concentracdo Temperatura 0O.D pH Condutividade
AZT (mg L?) °C mg L*! uS cm?
0,0 245%0,1 3,83+0,51 7,70 190,8 + 2,61
25,0 24,6 £0,2 4,6 +£0,53 7,9+0,10 188,63 + 4,58
50,0 24,6 £0,3 4,9 £ 0,69 8,02+0,19 191,76 + 6,67
75,0 24,6 £0,2 513+0,25 8,15%0,23 193,7 + 8,25
100,0 24,6 £0,2 4,7 £0,46 8,21+0,19 195,4 + 8,89

4.2. Toxicidade crénica

As concentracOes subletais de AZT utilizadas nos testes de toxicidade cronica,
definidas a partir dos testes de toxicidade aguda, foram subletais e, durante o
experimento (14 dias), ndo ocorreu mortalidade de animais.

Os valores médios das caracteristicas fisicas e quimicas da agua estdo expostos
na Tabela 5. N&o ocorreu diferenca significativa entre os valores durante a realizacdo do

ensaio. Os peixes ndo apresentaram sinais de intoxicagao.



Tabela 5. Valores médios (+ DP) das caracteristicas fisicas e quimicas da agua durante o ensaio de toxicidade cronica da azitromicina. Horario das medicGes: Manha — 9h e tarde — 16h.

Concentragéo Temperatura (°C) 02D (mg L) pH Condutividade (uS cm™) Amoénia (mg L?)
AZT (mg L) Manha Tarde Manhé Tarde Manhé Tarde Manhé Tarde Manhé Tarde
0,0 25,74 £156 | 27,47 +1,22|556+056| 6,87+1,10 | 83+0,13|8,71+0,24| 178,74+20,9 | 188,74+9,61 |0,32+0,05| 0,27 £ 0,03
0,0 + etanol 2656+144|2831+156|4,75+080| 6,11+1,21 | 80+0,2 | 867+0,2 | 191,89 +£11,64 | 198,38 £ 11,25 | 0,25+ 0,03 | 0,22 =+ 0,05
1,0 25,87 +£1,56 | 2754+1,23|504+0,46| 493+0,25 [8,1+0,18|8,25+0,06| 216,2+ 32,67 | 224,19 +34,82 | 0,30+ 0,04 | 0,29 £ 0,05
50,0 26,17+16 [28,25+1,28|4,40+1,06| 3,43+0,83 |8,1+£0,33|8,06+0,08| 234,03 + 38,78 | 249,45 + 40,25 | 0,37 £ 0,07 | 0,37 £ 0,05
100,0 26,09+148| 28,14+1,3 |4,02+£0,85| 3,25+0,74 |8,2+0,32|8,05+0,08| 291,9+35,18 | 241,41 +31,53 | 0,34 £ 0,06 | 0,33 £ 0,02

33
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4.2.1. Variaveis hematoldgicas

Apols a exposicdo crbnica, o Hct e concentragdo de Hb aumentaram
significativamente em peixes expostos a 50 e 100 mg L de AZT em relagdo ao
controle negativo, Para o nimero de eritrocitos ndo ocorreu alteracdo (Figura 3). O
aumento do Hct e Hb resultou em aumento do VCM, sem alteragdo no HCM e CHCM
(Figura 3).

O numero de leucdcitos e trombdcitos, no sangue periférico de O. niloticus
(Figura 4), aumentou significativamente nos animais expostos a 100 mg Lt de AZT. O
namero de trombdcitos do controle positivo (etanol) foi similar ao dos animais expostos
a 100 mg L de AZT (Tabela 6). A porcentagem de linfocitos foi maior que os demais
leucdcitos (mondcitos e neutrofilos e leucdcitos imaturos) e ndo diferiu do grupo
controle negativo nos animais expostos ao AZT. A porcentagem média de mondcitos
variou de 6,6 a 9,1 % e ndo diferiu nos grupos expostos ao AZT, entretanto, a
porcentagem média de neutrofilos, que variou de 5,4 a 18,5 % e foi mais alta nos
animais expostos ao AZT. Néo foram identificados basofilos e eosinofilos no sangue
periférico de O. niloticus. A porcentagem diferencial de leucécitos imaturos nao
ultrapassou 10 % em todos os tratamentos, exceto no grupo controle positivo, em que

atingiu 25 %.
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Figura 3. Valores médios (+ DP) das variaveis hematolégicas de Oreochromis niloticus apds exposicéo
a azitromicina (AZT) em ensaio cronico (14 d). Hematécrito (Hct), concentracdo de hemoglobina ([Hb]),
namero de eritrécitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM)
e concentragdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM). As letras diferentes indicam diferenca

significativa entre os grupos (p < 0,05).



36

Linfécitos, (T) Trombdcitos, (M) Mondcitos, (N) Neutréfilos, (LI) Leucécitos imaturos. Barra de escala:

10pum

Tabela 6. Valores médios (x DP) de leucécitos e trombécitos (n 10%) e porcentagem diferencial de
leucocitos de Oreochromis niloticus em ensaio cronico (14 dias).

Ndmero Cont Neg Cont Pos 1mglL? 50 mg L*! 100 mg L
Leucdcitos 13,02+ 757a 11,49+366a 489+3a 8,59+4,64a 26,3+11,15b
Trombdcitos 6,63+516ac 16,55+ 3,36 ¢cb 6,56 £ 5,75 a 15,25+9,12abc 18,8+10,12b
Porcentagem
Linfécitos 786+11,02a 556+19,87b 66,8 £ 12,47 ab 73+8,25a 69,6 + 7,96 ab
Mondcitos 6,9+3,28a 6,6 £521a 6,7t4,64a 7+ 32a 91+£292a
Basdfilos 0 0 0 0 0
Eosindfilos 0 0 0 0 0
Neutrdfilos 54+474a 13,1+5,1ab 18,5+ 10,86 b 15,1+6,26 b 12,8+5,11ab
Leucdcitos
9,1+6,08a 24,7+17,06b 8+36a 49+1,66a 85+6,13a
Imaturos

As letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

A osmolalidade plasmatica ndo diferiu significativamente entre os animais do

grupo controle positivo e controle negativo, cujas médias (+ DP) foram 270,6 £ 59 e

283,2 + 14,8 mOsm kg, respectivamente. Entretanto, nos animais expostos a AZT, a

osmolalidade aumentou significativamente nos animais expostos as concentragdes de
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1,0; 50,0; e 100,0 mg L* em relagdo ao controle negativo, cujas médias (+ DP) foram
297,6 +10,9; 301,9 + 12,9 e 295,2 + 12,5 mOsm kg, respectivamente, indicando que a

azitromicina pode ter interferido na concentracao de ions totais do sangue (Tabela 7).

Tabela 7. Médias (+ DP) de osmolalidade plasmatica de Oreochromis niloticus submetido a azitromicina

em ensaio cronico.

Variavel Cont Neg Cont Pos 1,0mg L*? 50 mg L*! 100 mg L*

Osmolalidade 76 ¢, 5 g, 2839+ 14,77ab 297,6+10,96b 301,0+12,91b 2952 + 12,49b
(MOsmol kg™)

As letras indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

4.2.2 Histologia das branquias

As branquias dos animais do grupo controle apresentam organizagédo estrutural
semelhante a de outros teledsteos. O epitélio do filamento branquial é constituido de 7 a
10 camadas de células, sendo que, a mais externa é constituida principalmente por
células pavimentosas; células de cloreto e mucosas encontram-se distribuidas entre as
células pavimentosas (Figura 5A). O epitélio das lamelas (regido efetivamente
respiratoria) é constituido por duas camadas de células epiteliais: a mais externa e
pavimentosa e a mais interna que esta apoiada na membrana basal € indiferenciada.

A exposicdo a AZT durante 14 dias causou alteracdes nas branquias de tilapia
(Tabela 8 e Figura 5). As mais frequentes neste 6rgdo foram hipertrofia do epitélio do
filamento proximo a origem da lamela (Fig. 5B), reducdo da espessura do epitélio (Fig.
5E), descolamento do epitélio lamelar e do filamento (Fig. 5C, E), congestdo lamelar
(Fig. 5D). O descolamento do epitélio do filamento foi caracterizado por um aumento
do espaco intercelular das células na base do epitélio proximo a membrana basal (Fig.

5C, E). O IAH indicou estrutura normal do 6rgdo em todos os tratamentos (Tabela 9).



Tabela 8. Caracteristicas histologicas das branquias de Oreochromis niloticus ap0s exposicao

cronica (14 dias) a azitromicina (AZT).

38

Concentracdo de AZT (mg L?)

Estagio LESOES
0,0 0,0 + etanol 1,0 50,0 100,0

Hipertrofia do epitélio das lamelas ++ ++ ++ + ++

Espessura do epitélio do filamento + + + 0 0

| Descolamento epitelial da lamela + 0 + 0 +
Descolamento epitelial do filamento + 0 + + ¥
Frequéncia de Células cloreto ++ + ++ ++ ++

Frequéncia de Células mucosas ++ + + + +

Congestao lamelar + + + ++ +

Dilatagdo dos vasos sanguineos + + + + 0

0 = ausente; + = pouco frequente. ++ = frequente. +++ = muito frequente
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it
Figura 5. Fotomicrografias representativas de branquias de Oreochromis niloticus expostas a
azitromicina (AZT) em ensaio de toxicidade crénica (14 d). A) Tratamento controle negativo. SVC:
seio venoso central, F: filamento, L: lamela; B) Tratamento controle positivo, C) Tratamento AZT1 (1
mg L AZT), D) Tratamento AZT50 (50 mg Lt AZT). E) Tratamento AZT100 (100 mg L AZT). Seta
simples: células cloreto, seta grossa: células mucosa, seta dupla: aumento do espago interlamelar, seta
com asterisco: congestdo vascular. Coloracdo: azul de toluidina. Barra de escala: 10um.
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Tabela 9. Indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH) de branquias de Oreochromis niloticus

apos ensaio cronico (14 dias).

Concentragdes IAH
mg L* Branquias
0,0 4,75
0,0 + etanol 2,75
1,0 4.8
50,0 3,69
100,0 3,75

4.2.3. Histologia e histoquimica do figado

O figado de tilapia possui hepatdcitos organizado em arranjo cordonal ao longo
dos capilares sinusoides. Estes tém forma hexagonal ou levemente arredondado com
nacleo central (Figura 6A). A Tabela 10 apresenta as alteracGes identificadas e a
frequéncia com que elas foram observadas no figado dos animais do grupo controle e

dos grupos expostos ao AZT.



41

Tabela 10. Histologia do figado de Oreochromis niloticus em ensaio cronico (14 dias).

Concentracdo de AZT (mg L?)

Estagio LESOES 00
0,0 et:smol 1,0 50,0 100,0
Hipertrofia celular + ++ ++ ++ ++
Atrofia nuclear 0 0 + + +
Aumento da frequéncia de vasos 0 0 + ++ +++
Deformacao celular 0 0 ++ ++ 4+
| Nucleos periféricos ++ ++4+ +++ +++ +++
Vacuolizagdo citoplasmatica ++ +++ +++ + +
Granulos eosinofilos ++ + ++ + +
Lipideos 0 0 0 + ++
Vacuolizagdo nuclear 0 + ++ + +
Degeneracdo nuclear 0 0 + + +
Degeneracdo citoplasmatica ++ ++ +++ ++ ++
! Auséncia de nlcleo 0 + 0 0 0
Rompimento celular 0 ++ ++ 0 0
Congestéo 0 0 0 4+ +

0 = ausente; + = pouco frequente. ++ = frequente. +++ = muito frequente



42

Figura 6. Fotomicrografias representativas de figado de Oreochromis niloticus exposto a azitromicina em
ensaio de toxicidade cronica (14 d). A) Tratamento controle negativo, aspecto geral mostrando o arranjo
dos hepatocitos em corddes. B) Tratamento controle positivo. C) Tratamento AZT1 (1,0 mg L't AZT) D)
Tratamento AZT50 (50,0 mg L AZT). E) Tratamento AZT100 (100,0 mg L AZT). Seta simples:
vacuolizacéo citoplasmatica, seta com tridngulo: granulos eosinéfilos, seta grossa: hipertrofia celular, seta
com asterisco: degeneracdo nuclear, seta dupla: dilatacdo de sinuséides, seta pontilhada: deslocamento
nuclear. Coloracéo: azul de toluidina e fucsina basica. Barra de escala: 10um.
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Figura 7. Fotomicrografia de figado de Oreochromis niloticus expostos a azitromicina submetidos a teste
de toxicidade cronica indicando coloragdes diferentes em resposta a reacdo de PAS. A) Pouco
corado; B) Corado e C) Muito corado. Barra de escala: 20um.

Tabela 11. indice de alteragdes histopatolégicas (IAH) de figado de Oreochromis niloticus apos
ensaio cronico (14 dias).

Concentracdes IAH
mg L* Figado

0,0 19,95

0,0 + etanol 47,5
1,0 57,45

50,0 52,15

100,0 41,3
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As alteracbes mais frequentes no controle negativo (Figura 6A) foram
hipertrofia celular, deslocamento nuclear e vacuolizacdo citoplasméatica. No controle
positivo (com etanol) e em 1,0 mg L™, também ocorreram estas alteragdes, porém, com
maior frequéncia, além de degeneracéo citoplasmatica (Figura 6B e C). Em 50,0 mg L™
também ocorreu aumento na frequéncia de vasos sanguineos e lipideos; e em 100,0 mg
L também ocorreu degeneragéo nuclear (Figura 6 D e E).

A classificacdo do IAH (Tabela 11) para o controle negativo foi de danos leves a
moderados no tecido e o valor 19,95. Para o controle positivo e para 100 mg L? foi de
alteragcbes moderadas a severas e o valor do IAH foi 47,5 e 41,3, respectivamente; e
para as concentracdes de 1,0 e 50,0 mg L2, foi de alteragBes severas no tecido, com o
valor de IAH de 57,45 e 52,15, respectivamente. Os valores constatados em todas as
concentracdes foram similares, com excecdo do controle negativo, sem a presenca do
etanol, indicando que os efeitos podem ter sido causados pelo etanol, sem
comprometimento ao funcionamento do 6rgéo.

N&o ocorreu diferenca na intensidade das coloragdes PAS positivo nos
hepatocitos entre as diferentes concentracdes de AZT testadas. Em todos os tratamentos
foram observados cortes de figado pouco corados, corados e muito corados
evidenciando uma grande variabilidade entre 0s animais em um mesmo tratamento

quanto a reserva de glicogénio no figado (Figura 7).

4.2.4. Histologia do rim

O rim posterior da tilapia é constituido por muitos néfrons e tecido linfoide
intersticial. Os néfrons de rins de teledsteos sdo divididos em corplsculo renal
(glomérulos e capsula de Bowman), tubulo renal e segmentos proximal e distal. O
tubulo proximal apresentou epitélio com células cubicas ciliadas e ndcleos mais

centrais. O tubulo distal apresentou células cubicas ciliadas com nucleos mais basais. O
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rim de O niloticus caracteriza-se por apresentar varios glomerulos juntos em cachos e
outros isolados. O parénquima renal é constituido por tabulos, na sua maioria,
proximais.

Os rins avaliados das tilapias submetidas ao teste de toxicidade crénica do AZT

e 0 grupo controle ndo apresentaram nenhuma alteracdo patolédgica. O IAH dos rins de

O. niloticus em todos os tratamentos indicou estrutura normal do 6rgéo, sugerindo que a

AZT ndo interfere no funcionamento normal deste érgdo (Figura 8).

-

0\ . > . 2 * >‘ 4
Figura 8. Fotomicrografias representativas de rim de Oreochromis niloticus expostos a azitromicina
em ensaio de toxicidade cronica (14 d). As setas indicam as estruturas do rim. Seta simples: tdbulo
distal; Seta grossa: tdbulo proximal; Seta dupla: glomérulo. Coloragdo: azul de toluidina e fucsina
bésica. Barra de escala: 10um.

4.2.5. Defesas antioxidantes no figado

Os resultados da atividade das enzimas de defesas antioxidantes SOD, CAT e
GPx, da enzima de biotransformacdo de fase Il, a GST, e a concentracdo de GSH no
figado dos animais dos grupos controles e grupos expostos a AZT em ensaio crénico
(Fig. 9). Apenas a atividade da GST aumentou significativamente (P < 0,05) no controle

positivo em relacdo aos outros tratamentos.
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Figura 9. Valores médios (+DP) da atividade especifica das enzimas (Superoxido dismutase - SOD,
catalase - CAT, glutationa peroxidase - GSH, glutationa-S-transferase - GST) e nivel de glutationa (GSH)
hepética de Oreochromis niloticus do grupo controles e grupos expostos a azitromicina em ensaio cronico
(14 d). As letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

4.2.6. Danos hepéticos
Na Figura 10 estdo os valores do nivel de proteina carbonilada e lipoperoxidacéo
no figado dos animais dos grupos controles e grupos expostos a AZT em ensaio cronico.

Né&o ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 10. Valores médios (+ DP) da concentragdo de proteinas carboniladas e de hidroperdxido de
cumeno no figado de Oreochromis niloticus submetido & azitromicina ap6s ensaio de toxicidade crénico
(14 d). As letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

4.3. Eficécia da azitromicina em O. niloticus desafiada com Aeromonas hydrophila

Durante o periodo experimental, ocorreu 22% de mortalidade no tratamento
infectado ndo-tratado. Nos demais tratamentos, ndo ocorreu mortalidade de peixes.
Ocorreu uma evidente reducdo na contagem de bactérias isoladas do figado dos peixes
cinco dias ap06s o inicio do tratamento, quando comparado o grupo infectado ndo-tratado
com os tratamentos AZT 100 e AZT 125 (Tabela 12).

Durante o tratamento, ocorreu boa aceitabilidade da racdo fornecida, uma vez
que para favorecer o consumo total da racdo, a mesma foi oferecida em quantidades
pequenas (1% da biomassa de manhd e 1% de tarde), a racdo era consumida total e
rapidamente. Nos animais infectados ndo-tratados, foi observado um inicio de corrosao

de nadadeira, sinal clinico da infec¢do por Aeromonas sp.

Tabela 12. Valores da contagem de col6nias de Aeromonas sp. isoladas de figado de Oreochromis
niloticus apos ensaio de eficacia (5 d).

CS CSAL INTR AZT 100 AZT 125
Peixe 1 11 17 1 3 62
Peixe 2 4 4 Incontavel 4 0
Peixe 3 111 31 Incontavel 347 0
Peixe 4 23 0 364 106 0
Peixe 5 13 288 Incontavel 81 5

* Incontdvel: Superposicdo das colonias de bactérias
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As caracteristicas fisicas e quimicas da agua foram as mesmas da aclimatagao
dos animais, uma vez que os tanques eram mantidos com fluxo aberto (oxigénio
dissolvido > 4,0 mg L*; condutividade 180 + 20 uS cm™; pH = 7,0 + 0,5; dureza

variando entre 48 a 58 mg de CaCOs LY).

4.3.1. Variaveis hematoldgicas

A Figura 11 mostra os valores meédios das varidveis hematoldgicas. O Hct
diminuiu no tratamento INTR em relacdo aos tratamentos CS, CSAL e AZT125; a
concentracdo de Hb diminuiu no tratamento AZT100 e o RBC aumentou no tratamento
CSAL em relagédo aos outros tratamentos. O VCM diminuiu no tratamento CSAL em
relacdo ao CS e AZT125; o HCM e o CHCM aumentaram no tratamento INTR em
relagdo aos demais tratamentos.

O numero total de leucdcitos e trombdcitos e a porcentagem diferencial de
leucdcitos estdo apresentados na Tabela 13. O ndmero de trombdcitos aumentou no
tratamento AZT125 em relacdo ao CS e o numero total de leucdcitos ndo foi
significativamente alterado. A porcentagem de linfécitos no tratamento INTR diminuiu

e a porcentagem de neutréfilos aumentou.
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Figura 11. Valores médios (+ DP) das variaveis hematoldgicas de Oreochromis niloticus apds
exposicao a azitromicina em ensaio de eficacia (5 d). Hematdcrito (Hct), concentracdo de hemoglobina

([Hb]), nimero de eritrocitos RBC de tildpia (O. niloticus) e célculo dos indices hematimétricos: volume

corpuscular media (CHCM) apds exposicdo a azitromicina em ensaio de eficacia (5 dias). As letras

corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).



Tabela 13. Valores médios (+ DP) de leucdcitos e trombdcitos (n 10%) e porcentagem diferencial de leucécitos de Oreochromis niloticus em
ensaio de eficacia (5 d). As letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

CRM INTR AZT 100 AZT 125
31,72 +20,95a 20,84 £ 9,92a 19,24 +9,01a 27,27+ 12,7a
28,32 + 18,58ab 39,9+ 11,79ab 43,15 + 10,86b

Namero CS CSAL
Leucécitos 17,27 + 8,06a 23,7 +10,64a
Trombdcitos 23,34 +12,96a 37,14 + 17,48ab 36,35 + 10,92ab

Porcentagem
Linfécitos 65,7 + 16,18a 75,3 +9,76a 74,2 + 20,07a 30,5 + 23,81b 67,9 + 28,08a 83,2+ 6,21a
Mondécitos 26+19a 22+14a 1,88 +1,6a 4,55 + 3,91a 0,7+0,9a 09+11a

Basofilos 0 0 0 0 0 0
Eosinofilos 0 0 0 0 0 0
Neutréfilos 17,2+ 14,57a 17,3 £ 10,59 20,4 + 18,05ab 40,3 + 28,09b 17,5+ 16,48a 13,7 £5,98a
Leucacitos 45 4 4 6 62a 52 +2,34b 2,7+1,63b 27+27h 3,9+35b 2,2 +1,55h

Imaturos
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A osmolalidade plasmatica ndo foi alterada em nenhum dos tratamentos e se

manteve em torno de 291,3 + 18,18 mOsm kg™ (Tabela 14).

Tabela 14. Médias (£ DP) da osmolalidade plasmatica de Oreochromis niloticus submetido a
azitromicina em ensaio de eficacia (5d).

Variavel cs CSAL CRM INTR AZT 100 AZT 125
Osmolalidade 284 + 289,2 + 303,4 + 2812 + 292,4 + 299,6 +
(MOsmol.Kg) 13,51 17,6 22,6 15,55 27,99 11,83

4.3.2. Imunidade Inata
A resposta imune inata nao foi alterada pela infecgéo e tratamento com o AZT. A
Figura 12 mostra a concentragdo de lisozima, a atividade do sistema complementos e
atividade respiratoria de leucécitos em O. niloticus; ndo ocorreu diferenga significativa

entre os tratamentos.
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Figura 12. Lisozima, sistema complemento no soro e atividade (burst) respiratoria dos leucécitos de
Oreochromis niloticus submetido & azitromicina em ensaio de eficécia (5 dias).
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4.3.3. Histopatologia das branquias
As alteracdes histopatolégicas mais frequentes em todos os tratamentos foram
hipertrofia do epitélio lamelar, proliferacdo de células cloreto e células mucosas e
edema préoximo ao filamento (Figura 13, Tabela 15). O IAH para todas as
concentragdes, inclusive os controles indicaram estrutura e funcionamento normal do

6rgédo (Tabela 16).

.A»‘

. - - ——— - " B — = :
Figura 13. Fotomicrografias representativas de branquias de Oreochromis niloticus submetidos ao ensaio
de eficécia (5 d). A) Controle sadio. B) Controle salina. C) Controle racdo medicada. D) Infectado néo-
tratado. E) Tratamento AZT 100. F) Tratamento AZT 125. Seta simples: células cloreto, seta grossa:
células mucosa, seta dupla: aumento do espaco interlamelar, seta com asterisco: hipertrofia do epitélio

lamelar. Coloracdo: azul de toluidina. Barra de escala: 10um.
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Tabela 15. Caracteristicas histologicas das branquias de Oreochromis niloticus ap6s ensaio de
eficicia (5 d).

B Tratamentos
Estagio LESOES
CS CSAL CRM INTR AZT100 AZT 125
BRANQUIAS
Hipertrofia do epitélio das lamelas + ++ 0 ++ + +
Hiperplasia do epitélio do filamento 0 0 0 0 + +
Fusdo das lamelas 0 0 0 0 0 0
! Descolamento epitelial da lamela 0 0 0 ++ + 0
Descolamento epitelial do filamento 0 0 0 0 0 0
Proliferacdo de células cloreto + + + + ++ +++
Proliferacdo de células mucosas 0 + ++ 0 ++ +++
Congestéo 0 0 0 + 0 0
Edema + + ++ ++ ++ ++
Dilatagdo dos vasos sanguineos 0 0 0 0 0 0

0 = ausente; + = pouco frequente. ++ = frequente. +++ = muito frequente

Tabela 16. indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH) de branquias de Oreochromis niloticus
apos ensaio de eficacia (5 d).

1IAH
Concentragdes Branquias
CS 19
CSAL 2,81
CRM 4.8
INTR 4,37
AZT 100 5,15

AZT 125 5,45
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4.3.4. Histologia e histoquimica do figado

As alteracGes mais frequentes no ensaio de eficacia foram hipertrofia celular,
deslocamento nuclear, vacuolizacdo citoplasmatica, deformacdo na membrana celular,
granulos eosindfilos e degeneracdo citoplasmatica (Figura 14A), atrofia nuclear (Figura
14B) e um aumento na frequéncia dos vasos sanguineos (Figura 14C, D, E e F; Tabela
17). Na analise de PAS ndo ocorreu diferenca nas coloracbes entre as diferentes
concentracdes testadas, pois foram encontradas laminas de figado pouco coradas,
coradas e muito coradas em todos os tratamentos evidenciando uma grande
variabilidade entre os animais quanto a reserva de glicogénio no figado (Figura 15).

O IAH para o controle sadio, infectado ndo-tratado e AZT 100 indicou danos
leves a moderados no érgdo, sendo respectivamente 16,05; 18,3 e 11,05. Para o controle
salina e controle racdo medicada indicou estrutura e funcionamento normal do 6rgao,
10,6 e 9,85, respectivamente, e para o tratamento de AZT 125, indicou alteracfes

moderadas a severas no 6rgdo, sendo o IAH de 23,2 (Tabela 18).
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de figado de Oreochr dos ao ensaio de
eficacia (5 d). A) Controle sadio. B) Controle salina. C) Controle racdo medicada. D) Infectado ndo
tratado. E) Tratamento AZT 100. F) Tratamento AZT 125. Seta com circulo: deformacdo da membrana
celular, seta dupla: dilatagdo de sinusdides, seta com asterisco: degeneragdo nuclear, seta com triangulo:
granulos eosindfilos, seta simples: vacuolizacdo citoplasmatica, seta com quadrado: degeneracao
citoplasmatica, seta grossa: hipertrofia celular, seta pontilhada: deslocamento nuclear. Coloragdo: azul de
toluidina e fucsina bésica. Barra de escala: 10pum.
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Figura 15. Fotomicrografia de figado de Oreochromis niloticus epostos a azitromicina submetidos ao
ensaio de eficacia indicando coloragdes diferentes em resposta a reacdo de PAS. A) Pouco
corado; B) Corado e C) Muito corado. Barra de escala: 20um.
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Tabela 17. Caracteristicas histoldgicas de figado de Oreochromis niloticus ap6s ensaio de eficécia

(5d).
B Tratamentos
Estagio LESOES
CS CSAL CRM INTR AZT100 AZT 125

Hipertrofia celular + + + + + ++

Atrofia nuclear 0 0 0 0 0 +

Aumento da frequéncia de vasos 0 0 + + + +
Deformacao celular 0 0 + + ++ ++
! Nucleos periféricos ++ +++ ++ ++ +++ +++
Vacuolizagdo citoplasmatica + +++ + ++ ++ +++

Granulos eosinofilos + + + 0 0 0

Lipideos 0 0 0 0 0 0

Vacuolizagdo nuclear 0 0 0 0 0 0

Degeneracdo nuclear 0 0 0 0 0 0

Degeneracdo citoplasmética + + + ++ + ++

! Auséncia de nucleo 0 0 0 0 0 0

Rompimento celular 0 0 0 0 0 0

Congestéo 0 0 0 0 0 0

0 = ausente; + = pouco frequente. ++ = frequente. +++ = muito frequente
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Tabela 18. indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH) de figado de Oreochromis niloticus apos

ensaio de eficacia (5 d).

1AH
Concentracdes

Figado

CS 16,05

CSAL 10,6

CRM 9,85

INTR 18,3

AZT 100 11,05

AZT 125 23,2

4.3.5 Histologia do rim
Os rins avaliados das tilapias submetidas ao ensaio de eficacia ndo apresentaram
nenhuma alteracdo em nenhum dos tratamentos e o IAH indicou estrutura normal dos

rins sugerindo que a AZT e a infec¢do ndo interferiram no funcionamento normal deste

orgdo (Figura 16).
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Figura 16. Fotomicrografias representativas de rim de Oreochromis niloticus submetidos ao ensaio de
eficacia (5 d). As setas indicam as estruturas do rim. Seta simples: tGbulo distal; Seta grossa: tbulo
proximal; Seta dupla: glomérulo. Coloracao: azul de toluidina e fucsina basica. Barra de escala: 10um.



4.3.6. Defesas antioxidantes no figado

Na figura 17 estdo apresentados os resultados das analises das enzimas de
defesas antioxidantes SOD, CAT e GPx, da enzima de biotransformacéao de fase II,
a GST, e a concentracdo de GSH no figado dos animais no ensaio de eficacia. A
SOD ndo apresentou diferenga entre o0s tratamentos, mas ocorreu aumento
significativo (P < 0,05) da atividade da CAT no tratamento de AZT 100 em relacao
aos demais tratamentos, com excec¢do do controle salina. A atividade da GPx
aumentou significativamente nos tratamentos controle salina, infectado ndo-tratado
e AZT 100 em relacdo aos demais tratamentos.

A atividade da GST aumentou significativamente no tratamento de AZT
125 em relacdo aos demais tratamentos, com excecao do controle racdo medicada.
O nivel de GSH diminuiu no tratamento infectado ndo-tratado em relacdo aos
demais tratamentos, com excecdo do controle sadio e ocorreu um aumento

significativo no tratamento de AZT 100.
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Figura 17. Valores médios (+ DP) da atividade especifica das enzimas (Superéxido dismutase - SOD,
catalase - CAT, glutationa peroxidase - GSH, glutationa-S-transferase - GST) e nivel de glutationa (GSH)
hepética de Oreochromis niloticus em ensaio de eficacia (5 d). As letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os grupos (P<0,05).

4.3.7.Danos hepéaticos
Na Figura 18 esté@o os valores do nivel de proteina carbonilada e lipoperoxidacéo

em figado de tilapia em ensaios de eficacia. N&o ocorreu diferenca significativa entre os
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tratamentos no nivel de proteina carbonilada, porém o nivel de lipoperoxidagédo
aumentou significativamente no controle salina em relacdo aos tratamentos controle

racdo medicada e infectado nao-tratado.
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Figura 18. Valores médios (= SD) da concentracdo de proteinas carboniladas e de hidroperdxido de
cumeno no figado de Oreochromis niloticus submetido a azitromicina apés ensaio de eficicia (5 d). As
letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

5. DISCUSSAO
5.1. Toxicidade da Azitromicina

Os resultados deste estudo indicam que o antimicrobiano AZT em concentracfes
até 100 mg L no meio aquético ou administrados na ragio ndo causa letalidade, aguda
ou cronica, em O. niloticus. Assim, este antimicrobiano pode ser considerado como
ndo-téxico de acordo com a classificagdo de Zucker (1985). Estudos em espécies de
peixes utilizando a ERT, que pertence ao grupo dos macrolideos como a AZT, e outros
antimicrobiano também ndo causaram toxicidade aguda, uma vez que, as CL50 sdo
acima de 100 mg L, exceto a da oxitetraciclina para o pacu (Piaractus mesopotamicus)
e para 0 mato grosso (Hyphessobrycon eques) (Tabela 19). As espécies com
concentracdo letal 50% (CL50) foram determinadas se mostraram tolerantes aos

macrolideos e ao flofernicol.



Tabela 19. Toxicidade aguda de antibioticos em diferentes espécies de peixes.

Antibiético

Espécie

CL50/DL50

Azitromicina

Oreochromis niloticus

CL50;48nh > 100 mg L™
(este estudo)

Eritromicinat

Morone saxatilis

CL50;96h =349 mg L™

Eritromicina?

Salmo salar

DL 50 = 1041 mg kg

Eritromicina?

Oncorhynchus tshawytscha

DL 50 =505 mg kg*

Eritromicina?

Oncorhynchus clarki

DL 50 = 549 mg kg*

Eritromicina?

Oncorhynchus mykiss

DL 50 =513 mg kg'*

Eritromicina®

Danio rerio

CL50;96h > 1000 mg L*

Oxitetraciclina®

Danio rerio

CL50;96h > 1000 mg L*

Oxitetraciclina®

Salvelinus. namaycush

CL50;24h > 200 mg L™

Oxitetraciclina®

Morone saxatilis

CL50;48h de 125 mg L

Oxitetraciclina®

Oryzias latipes

CL50;48n de 110,21 mg L*

Oxitetraciclina’

Oryzias latipes

CL50;48nh = 215,4 mg L*
CL50;96h =110 mg L™

Oxitetraciclina®

Hyphessobrycon eques

CL50;96h=5,49 mg L*!

Oxitetraciclina®

Piaractus mesopotamicus

LC(1)50;48h =7,6 mg L*

Florfenicol®

Piaractus mesopotamicus

LC(1)50;48h > 1000 mg L™

Florfenicol®

O. mykiss

LC(1) 50;48n >780 mg L*

Florfenicol®

Lepomis macrochirus

LC(1)50;48h >830 mg L*
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1 BILLS et al., 1993; 2KIRYU e MOFFITT, 2002; ® ISIDORI et al., 2005; * WEBB, 2001; °
BOXALL et al., 2002; °KIM, 2007; * PARK e CHOI, 2008; ®FUJIMOTO et al., 2012;
®CARRASCHI et al., 2011; °'SCHERING-PLOUGH, 2009.

Em geral, os antimicrobianos s&o produzidos para atuar em microrganismos alvo

especificos, as bactérias ou outros organismos pluricelulares e apresentam toxicidade

seletiva sem afetar o hospedeiro. A baixa toxicidade da AZT para O. niloticus favorece
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0 seu possivel uso nesta espécie em relacdo a ERT pelo fato da AZT ter espectro de
acao mais amplo (PETERS et al., 1992) e maior estabilidade em meio &cido uma vez
que, em geral, a administracéo de antibidticos no controle de doencgas em piscicultura se
faz via oral, sendo administrado na racao.

A AZT é relativamente estavel no pH do estbmago; em pH 2, a ERT decai 10 %
em 3,7 segundos, enquanto que, a AZT decai 10 % em 20 min (FIESE e STEFFEN,
1990). Apresenta poténcia melhorada contra organismos gram-negativos (RETSEMA et
al., 1987) e excelente atividade in vivo contra infec¢Bes localizadas devido aos niveis
altos e prolongados da AZT nos tecidos (GIRARD et al., 1987, GIRARD et al., 1990).
A AZT apresenta uma longa meia vida em canideo, felino, répteis e equideos de 35
horas (HUNTER, 2003). A AZT em mamiferos é eliminada praticamente inalterada
(SHEPARD e FALKNER, 1990; HUNTER et al., 1995).

A toxicidade é um fator fundamental para a regulacdo da dose (concentracao) a
ser utilizada no tratamento de peixes. Entretanto, a baixa toxicidade dos antibioticos as
diferentes espécies ndo significa que ndo causem efeitos colaterais e/ou alteracdo nas
funcGes organicas. Em humanos, o uso prolongado de AZT causa alteracdes
hematoldgicas, hepaticas, renais e, em menor extensao, no sistema nervoso (ANVISA,

2015).

5.2. Variaveis Hematologicas

As varidveis hematoldgicas proporcionam informacdes rapidas sobre a higidez
dos animais e, na aquicultura, sdo recomendadas como rotina para 0 monitoramento da
salde dos estoques e efeitos colaterais em resposta a um tratamento terapéutico

(OMOREGIE e OYEBANUJI, 2002). A exposicdo cronica ao AZT e o teste de eficacia
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com o antimicrobiano ndo evidenciaram alteracGes severas na hematologia e nos
leucocitos de O. niloticus.

Em geral, alteracbes das varidveis hematologicas, série vermelha, podem ser
interpretadas como respostas compensatérias para aumentar a capacidade de
carregamento do oxigénio e manter a transferéncia de gas para os tecidos (Li et al.,
2011b). Apds exposicdo crénica, o aumento do Hct, concentracdo de Hb nos animais
expostos as concentracdes mais altas de AZT e do VCM nos animais expostos a 1,0 e
50,0 mg L de AZT indicaram que pode ter ocorrido devido a liberagdo na corrente
sanguinea de eritrocitos imaturos que possuem tamanho maior e/ou a0 movimento de
agua entre o plasma e os eritrocitos com possivel entrada de agua nos eritrocitos
(FLETCHER 1975; ABHIJITH et al. 2012).

A possibilidade de entrada de agua nos eritrocitos e, consequente, aumento do
volume é indicado pelo aumento da osmolalidade plasmética durante a exposicéo
cronica. Estas alteragdes sugerem um ajuste fisiologico devido ao aumento da demanda
metabdlica e/ou falha na absorcdo de O devido a alteracdo na barreira &gua sangue da
lamela branquial e tem sido descrito em diferentes espécies expostas a agentes
terapéuticos, como, por exemplo, o cloranfenicol incorporado a ragdo nas concentracoes
de 15, 30 e 45 mg Kg* (SHALABY et al., 2006).

A presenca do AZT na agua pode atuar como um agente irritante e induzir a uma
maior producdo de muco pelas células mucosas nas branquias. Nesse caso, as alteracdes
no Hct, concentracdo de Hb e VCM poderiam proporcionar uma maior absor¢éo de O>
nas lamelas branquiais e maior capacidade de carrear O, aos tecidos (LI et al., 2011a;
ABHUITH et al.,, 2012, PAULINO et al., 2014). A exposicdo de Labeo rohita a
oxitetraciclina, que possui uma parte do espectro de acdo semelhante ao AZT, durante

25 dias, induziu aumento no Hct e na concentracdo de Hb concomitantemente com
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aumento do batimento opercular e secre¢do de muco (AMBILI et al., 2013), sugerindo
aumento da barreira de difusdo de O nas branquias.

No caso de O. niloticus desafiados com A. hydrophila e tratados com AZT
administrado na ragdo, ndo foram observadas, nos animais do grupo CRM, alteracGes na
série vermelha similares aos dos grupos expostos ao AZT na agua (toxicidade aguda).
Reducdo do Hct e RBC ocorreu apenas nos animais infectados ndo tratados (grupo
INTR) evidenciando efeito da infec¢do associado ao rompimento de pequenos vasos
sanguineos com consequentes regibes hemorragicas, uma vez que, NnoOs animais
infectados, porém tratados com 0 AZT (AZT 100 e AZT 125) essas variaveis nao foram
alteradas, indicando que esse antimicrobiano, quando administrado via racdo, ndo
interfere nestes parametros.

A resposta a um dado farmaco parece depender da sensibilidade da espécie, forma
e concentracdo administrada e tempo de exposicdo/administracdo. Em O. niloticus, a
oxitetraciclina administrada na racdo a concentracdo de até 5% da massa Umida da
racdo, alimentados 3 vezes ao dia a 6% da massa corpdrea, durante oito semanas,
causou diminuicdo do Hct, da concentracdo de Hb e do RBC diretamente proporcional a
concentragdo de oxitetraciclina evidenciando a indugéo de anemia possivelmente por
lise dos eritrdcitos e/ou inibicdo da producdo de eritrécitos (OMOREGIE e OYEBANUJI,
2002). Em Cyprinus carpio, a administracdo de diclofenaco (anti-inflamatoério) causou
diminuicdo do RBC que também foi atribuido a possivel lise dos eritrocitos ou inibigdo
da eritropoiese (SARAVANAN et al., 2011).

Os leucocitos estdo envolvidos na regulacdo das fungbes imunologicas ou
mecanismo de defesa celular ndo especifico associado aos linfocitos,

monocitos/macrofagos e granulocitos sendo sua alteragdo, em geral, proporcional a
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poténcia do agente toxico ou infectante (McLEAY e GORDEN, 1977; SECOMBES,
1996; AMBILI et al., 2013).

Os monocitos e granuldcitos sdo células fagociticas mdveis do sangue e em
tecidos linfoides secundéarios e sdo importantes no processo inflamatério, pois sdo a
resposta celular a invasdo microbiana e/ou injuria ao tecido levando ao acumulo de
leucdcitos e fluidos ao local (SECOMBES, 1996). Os granuldcitos podem ser
subdivididos em neutrofilos, eosinofilos e basofilos, sendo este dltimo ausente na
maioria das espécies de peixes (SECOMBES, 1996). Em O. niloticus, no presente
estudo, o aumento dos leucdcitos e auséncia de alteracdo na percentagem dos diferentes
tipos de leucocitos, apds a exposicdo cronica a 100,0 mg AZT L, e de trombdcitos,
apos exposicdo cronica a 50,0 e 100,0 mg AZT L sugere que o AZT, dependendo da
concentracdo estimula esse sistema. Nos animais infectados ndo tratados (INTR), a
diminuicdo da porcentagem de linfdcitos (linfocitopenia) sem a reducdo do nimero total
de leucdcitos demonstrou a ocorréncia de infeccdo, uma vez que, esse tipo celular é o
primeiro a ocorrer no local de infeccdo. Concomitantemente, o aumento de neutrofilos
(neutrofilia), que sdo células fagociticas e aparecem nos locais de infeccdo
posteriormente, nesse grupo de animais (INTR) sugere a ocorréncia de liberagdo destas
células na corrente sanguinea que, com a nao alteracdo nos niveis de leucécitos totais e
porcentagem diferencial confirmam o efeito estimulante do AZT.

Em relacdo aos trombdcitos, que tem papel semelhante as plaquetas nos
mamiferos em relacdo a coagulagdo sanguinea e que, em peixes, evidéncias sugerem
que tenha também papel no sistema de defesa do organismo, uma vez que apresentam
substancias envolvidas na atividade fagocitaria, 0 aumento dessas células parece ter sido
estimulado nos animais expostos a 100 mg L™ de AZT na agua (exposicdo cronica) e

nos animais desafiados com A. hydrophila e tratados com 125 mg kg AZT na racéo.
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Outros antibidticos tém apresentado efeito contrario ao AZT. A exposicdo a
oxitetraciclina induziu leucopenia e trombocitopenia em O. niloticus (OMOREGIE e
OYEBANUJI, 2002) e linfocitopenia em O. mykiss (LUNDEM et al., 1998) e em
Hyphessobrycon eques (FUJIMOTO et al., 2012).

A alteracdo na distribuicdo de leucdcitos e sua ativacdo sdo conhecidas como uma
resposta a injaria e alteracdes na concentracdo de certas proteinas plasmaticas podem
auxiliar na identificacdo, destruicdo e remocéo do agente agressor ou tecido danificado
(DEMERS e BAYNE, 1997). Como nos demais animais, 0S peixes possuem
mecanismos ndo especificos e especificos humorais inatos mediados por células para
resistir a doencas bacterianas como a producédo de substancias antimicrobianas de amplo
espectro, proteinas de fase aguda, ativacdo ndo classica do sistema complemento,
liberacdo de citocinas, inflamacéo e fagocitose (ELLIS, 2001).

A lisozima € uma proteina plasmatica que cliva as superficie das bactérias Gram
positivas e Gram negativas hidrolizando o é&cido N-acetilmuramico e N-
acetilglucosamina constituintes da camada de peptideoglicanos das paredes celulares
bacterianas e constitui um dos agentes do sistema de defesa inata (ELLIS, 1999). O
sistema complemento, constituido por um conjunto de proteinas presentes no soro, é um
importante mecanismos de defesa com duas vias de ativacdo, via alternativa e via
classica (ELLIS, 1999). A via alternativa é anticorpo independente e € muito alta em
soro de peixe comparada com os mamiferos sugerindo que essa via é mais importante
em peixes do que em mamiferos (YANO, 1996; ELLIS, 1999). Paralelamente, as
células fagociticas tem um importante papel nas defesas antibacterianas por engolfar e
matar as bactérias pela producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante um
processo denominado explosdo respiratéria (burst respiratorio), que inclui a produgéo

do anion superdxido (O2), H20 e o radical livre hidroxila (OH") (SECOMBES, 1996).
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A ativacdo de macrofagos e granuldcitos pela invasdo de microrganismos € a primeira
linha de defesa celular contra infeccdo; falha em gerar essa resposta leva a uma
persistente ameaca de infecgdo a menos que um antibidtico apropriado seja fornecido ao
animal (TAN e BERRIDGE, 2000). Neste estudo, o desafio com A. hydrophila e a
administracdo de AZT as tilapias ndo alteraram a atividade da lisozima, sistema
complemento no soro e o burst respiratorio em leucocitos ndo evidenciando estimulagéo
ou inibicdo desse sistema. A atividade da lisozima, como os demais parametros,
apresentou grande variabilidade entre os animais de um mesmo grupo. O aumento da
atividade da lisozima € principalmente observado em 10 min e até 30 min ap0s a injdria,
ou seja, estresse agudo pode aumentar a atividade da lisozima e, segundos esses autores,
0 aumento da atividade da lisozima ndo € indicativo de uma maior resisténcia do peixe,
mas pode refletir uma maior suscetibilidade do organismo ao agente estressor ou
patdgeno (FEVOLDEN et al., 1994). Apos estresse crénico ou injaria, como no caso do
desafio com A. hydrophila, poderia ser esperado, inclusive ocorrer reducao da atividade.
A atividade da lisozima depende do grau de estresse, intensidade e duracdo e tipo de
agressor (YILDIZ, 2006, SAURABH e SAHOO, 2008).

O AZT ndo afetou o sistema imunoldgico inato dos peixes desafiados com A.

hydrifila medicados e/ou tratados com AZT.

5.3. Alteracdes Morfologicas
5.3.1. Branquias
A estrutura branquial de tilapia, O. niloticus, segue o padréo basico ja descrito
para outros teledsteos (HUGHES, 1972; FERNANDES e RANTIN, 1986). As
branquias estdo situadas nos dois lados da faringe, s@o constituidas por quatro arcos

branquiais que possuem duas fileiras de filamentos ou lamelas primarias e acima e
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abaixo de cada filamento se encontram as lamelas ou lamelas secundarias, que sdo a
regido onde ocorre as trocas de gases (O2 e CO2) no processo de respiracdo. O epitélio
que cobre o filamento € constituido por varias camadas de células e o epitélio lamelar é
constituido por 2 camadas de células. A superficie epitelial € constituida por células
pavimentosas e entre elas encontram-se células-cloreto e células mucosas. Esses dois
tipos celulares, em geral, ndo estdo presentes no epitélio lamelar, exceto em peixes que
vivem em ambientes pobres em ions e com baixa dureza ou quanto ocorre disfungdo no
equilibrio i6nico e acido-base (FERNANDES e MAZON, 2003).

Apds a exposicdo cronica ao AZT e desafio com A. hydrophila, o IAH calculado
para as branquias de O. niloticus indicaram estrutura e funcdo normal. As alteracbes no
epitélio do filamento e lamelas como descolamento do epitélio do filamento e lamela,
hipertrofia de células pavimentosas constituem respostas de defesa que aumentam a
distancia de difusdo agua-sangue e dificultam a absor¢do do xenobiotico presente na
agua (MALLAT, 1985).

O descolamento do epitélio do filamento (regido basal) e lamela, observado com
maior intensidade nos animais desafiados com A. hydrophila e ndo tratados (grupo
INTR), embora também observados nos grupos tratados com AZT ou expostos a esse
composto (toxicidade cronica), evidenciam a presenca de edema, com consequente
aumento dos espacos intercelulares. O descolamento do epitélio pode produzir uma
diminuicdo da superficie de troca gasosa que, juntamente com a hipertrofia do epitélio,
pode resultar num aumento da barreira agua-sangue e comprometer a funcdo
respiratoria (SAYED et al.,, 2012). NUNES et al., 2015, estudando os efeitos da
exposicdo aguda da tetraciclina em Gambusia holbrooki, reportaram alteragdes
histopatologicas em branquias tais como: descolamento epitelial, fusdo de lamela,

hipertrofia, aneurismas e alguns sinais de necrose e associou a aumento na barreira



70

agua-sangue e possivel reducdo das trocas de gases. Entretanto, no caso do presente
estudo, o descolamento ocorreu, principalmente, na regido basal do epitélio do
filamento e ndo ha evidencia de que tenha interferido nas trocas gasosas. A nao
alteracdo na frequéncia de células cloreto mostra que a AZT ndo interferiu na regulagédo
ibnica, entretanto a diminuicdo das células mucosas sugere possivel diminuicdo da
producdo de muco. A presenca de xenobioticos na agua pode induzir a producdo de
muco mais viscoso e que dificulta as trocas gasosas nas lamelas (PAULINO et al., 2012,
2014).

De forma geral, as alteracbes nas branquias de O. niloticus ap6s exposicao
crénica ao AZT e desafiadas com A. hydrophila ndo foram severas e, nos tratamentos, o
IAH indicou estrutura e funcdo normal do 6rgdo. Oreochromis niloticus tem extensa
area de superficie branquial, alta frequéncia de lamelas (FERNANDES e RANTIN,
1986), alta extragdo de O do meio aquético e custo metabdlico da ventilagdo branquial
relativamente baixo (FERNANDES e RANTIN, 1994), de forma que ajustes
fisiolégicos como os relacionados as variaveis hematoldgicas podem suprir as
necessidades metabdlicas em periodos que as respostas morfologicas de defesa

dificultam as trocas gasosas.

5.3.2. Figado

O figado da tilapia do Nilo (O. niloticus) é um 6rgdo grande dividido em dois
I6bos. O lobo esquerdo é maior e se espalha por quase toda a cavidade corporal. O
parénquima hepatico é constituido por hepatocitos arranjados em duas camadas
celulares formando corddes anastomdticos cercados por sinusoides; os hepatdcitos
apresentam um nucleo redondo, usualmente localizado centralmente, com nucléolo

(VICENTINI et al., 2005). Além de ser um importante 6rgdo de armazenamento de



71

substancias, a funcéo primaria deste 6rgdo em peixe € desintoxicacdo (OLSSON et al.,
1996).

Ap0s exposicao cronica a AZT, o figado de O. niloticus apresentou lesbes leves
a severas distribuidas por todo o 6rgdo com o IAH variando de 19,95 no controle a
57,45 nos demais grupos apos a exposicdo crbnica; nos animais desafiados com A.
hydrophila o 1AH variou de 10,6-16,05 no grupo controle e salina, respectivamente, a
18,3 a 23,2 nos animais desafiados com A. hydrophila e ndo tratados (INTR) e o tratado
com AZT na racdo (AZT125). Dentre as alteracdes histopatologicas, a hipertrofia
celular, deslocamento nuclear e vacuolizacdo citoplasmatica foram as mais frequentes.
Essas alteracGes sdo sinais de processos degenerativos que podem envolver danos
metabolicos (PACHECO e SANTOS, 2002, CAMARGO e MARTINEZ, 2007). O
aumento da frequéncia de vasos que ocorreu nos animais dos grupos expostos ao AZT
no ensaio crénico e nos grupos CRM, INTR, AZT100 e AZT125 dos animais
desafiados com A. hydrophila caracterizam alteracdo em resposta a Xenobioticos
(poluentes ou farmacos) com aumento da perfusao do figado.

Alguns antibi6ticos causam respostas mais severas; a exposicao a tetraciclina
causou dilatacdo dos sinusoides, sinais de hemorragia, processos inflamatérios e
vacuolizacdo generalizada no figado de Gambusia holbrooki (NUNES et al., 2015).
Trutas arco-iris (O. mykiss) nas quais o antibiético fumagilin foi administrado oralmente
nas doses de 30 e 60 mg kg, causou necrose hepatica focal (LAUREN et al., 1989), o
que ndo foi observado no presente estudo.

Hepatdcitos armazenam granulos de glicogénio no citoplasma que podem ser
visualizados pela técnica do PAS e sdo reservas energéticas para o organismo. N&o
ocorreu diferenca nas coloragdes entre as diferentes concentracdes de AZT testadas no

ensaio cronico e nem nos animais desafiados com A. hydrophila devido a grande
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variabilidade entre os animais quanto a reserva de glicogénio no figado. Assim, néo foi
possivel estabelecer possivel evidéncia de mobilizacdo de reservas energeéticas entre 0s

grupos.

5.3.3. Rins

O rim posterior de peixes & constituido por muitos néfrons e tecido linféide
intersticial. Os néfrons de rins de teledsteos sdo divididos em corplsculo renal
(glomérulos e capsula de Bowman), tibulo renal e segmentos proximal e distal (ALVES
e PINHO, 1984). O rim de O. niloticus caracteriza-se por apresentar varios glomerulos
juntos e outros isolados, o tabulo proximal tem epitélio com células cubicas ciliadas e
nacleos mais centrais enquanto que o tabulo distal tem células cubicas ciliadas com
nacleos mais basais. A exposi¢do ou a administracdo de AZT ndo alterou a estrutura e
organizacao celular dos rins de O. niloticus.

Entretanto, outros antibidticos causam alteracdes nos rins de peixes. Em
Oncorhynchus tshawytscha, injecdo de eritromicina (Erythro-200) causou vacuolizagédo
citoplasmatica, associada com aumento de volume celular, degeneracdo hialina e
necrose nos tubulos proximais renais (KIRYU e MOFFITT, 2001). Em Cyprinus
carpio, apds administracdo de 150,0 mg kg™ de oxitetraciclina, ocorreu necrose em
tecidos hematopoiéticos no rim anterior (SVOBODOVA, 2006). Em Tinca tinca, a
oxitetraciclina casou necrose do epitélio tubular e do tecido hematopoiético renal ap6s a
administracdo intramuscular por sete dias (SOLER et al., 1996) e, em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), o antibiotico fumagillin administrado oralmente nas doses de
30 e 60 mg kg causou alteragdes nas células tubulares, vacuolizago e desprendimento
da membrana basal no rim posterior (LAUREN et al., 1989). Entretanto, em Piaractus

mesopotamicus, diferentes concentracdes de oxitetraciclina ndo causaram alteracfes no
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tecido renal (CARRASCHI et al., 2012). Estes dados sugerem que, embora o antibidtico
seja excretado pelos rins, a toxicidade dos farmacos varia de acordo com a sensibilidade

da espécie estudada.

5.4. Respostas antioxidantes e estresse oxidativo no figado

O metabolismo aerdbico produz espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo
neutralizadas pelas substancias do organismo que constituem as defesas antioxidantes
enzimaticas ou nao enzimaticas. As defesas antioxidantes das quais a SOD, CAT e GPx
constituem a primeira linha sdo encontradas em maior abundancia no figado, uma vez
que ele é o principal 6rgdo de desintoxicacdo de xenobiGticos no organismo e
processamento de produtos metabdlicos para excre¢do (LUSHCHAK et al., 2005).

A exposicdo cronica a AZT ndo induziu alteracdes nas defesas antioxidantes
indicando nas concentragdes a que O. niloticus foi exposta, 0s processos que
envolveram a absorc¢do, distribuicdo no organismo e excre¢do do farmaco, via bile, ndo
produziram ERO em concentracdo que induzisse respostas dessas enzimas. Outros
estudos, entretanto, reportaram a inducdo da atividade da SOD no figado de Carassius
auratus apés exposicdo ao roxithromicina, um macrilideo (20 dias) (LIU et al., 2014), a
eritromicina, outro macrolideo, (28 dias) (LIU et al., 2014) e a sulfamethoxazole, um
antibidtico sintético (LI et al., 2012); de O. mykiss exposta a carbamazepine, um
anticonvulsivo (LI et al., 2011a) em concentra¢cdes mais baixas do que as utilizadas nos
ensaios com 0 AZT no presente estudo. Por outro lado, O. niloticus exposta via banho e
via administracdo na alimentacdo aos antibioticos enrofloxacina e ciprofloxacina néo
apresentaram alteracéo da atividade da CAT (ANDRIEU et al. 2015).

O aumento da atividade GST nos animais do grupo controle positivo (etanol

0,01%) poderia estar relacionado ao metabolismo e excrecdo do etanol. A GST é uma



74

familia importante de enzimas agindo na fase Il do processo de detoxificacao,
conjugando xenobioticos com a glutationa para facilitar sua excrecdo (OLIVEIRA,
2013). Entretanto, nas exposicdes as diferentes concentraces de AZT, as quais também
recebem o etanol como diluente, ndo foi observada a mesma alteragéo, o que sugere que
a presenca do AZT poderia interferir na disponibilidade do etanol. Considerando que,
ndo ocorreram danos no tecido hepatico analisados pelo nivel de proteinas carboniladas
e perdxido de lipideos, pode-se inferir que ndo ocorreu estresse oxidativo nos animais
expostos a AZT. As alteracGes histopatoldgicas observadas no figado dos animais
expostos ao AZT podem estar associadas ao aumento da atividade metabdlica hepatica
(hipertrofia celular, aumento da perfusdo sanguinea) e a acdo direta do etanol e
antibiotico nos hepatocitos.

Nos animais submetidos ao ensaio de eficacia neste estudo, o0 aumento da CAT e
GPx nos grupos CS pode ser devido a um processo de inflamagéo e estresse nesse grupo
e indica que ocorreu um aumento de H2O2, entretanto 0 aumento da atividade dessas
enzimas ndo foi suficiente para diminuir o estresse causado, visto que houve um
aumento na LPO. O aumento da atividade da CAT, GPx e do nivel da GSH observado
no tratamento AZT100 também indica alta concentracdo de H.O> no figado desses
organismos, porém o nao aumento do LPO e proteinas carboniladas sugere que nesses
grupos a acdo das enzimas foram eficientes para prevenir o estresse oxidativo. A
atividade da SOD-CAT esta, em geral, correlacionada. Entretanto o ndo aumento da
SOD pode estar relacionado a baixa concentragdo de Oz e 0o H202 que estimulou a
atividade da CAT pode ter tido origem em outro processo metabélico. De acordo com
MATOZZO et al (2012), a SOD ¢ inibida quando o nivel de ROS é baixo e ativada em
altas concentracGes. A GPx, em geral, é ativada em concentracfes baixas de H20 e

responde a outros peroxidos (PANDEY et al., 2003). No tratamento infectado néo-



75

tratado (INTR), o aumento na atividade da GPx e a diminui¢do na quantidade de GSH
indica a utilizacdo desta via de detoxificacdo da H20O> nestes grupo de animais. No
tratamento AZT125, o aumento da CAT sugere a producdo de alta concentracdo de
H>O, também por outros processos que ndo via SOD e o aumento da GST e GSH
possivelmente esta relacionado a conjugacdo do antimicrobiano para excre¢do. GSH é
essencial para o sistema de defesa como substrato para a atividade da GPx e GST.

Uma vez que os antibioticos sdo especificamente designados para controlar
microrganismos, eles ndo sdo altamente toxicos para peixes (efeitos letais podem
ocorrer apenas em doses extremamente altas) (HALLING-SORENSEN et al., 2000;
PARK e CHOI, 2008). Entretanto, os possiveis efeitos colaterais podem ocorrer
modificando a salde do peixe e/ou sua capacidade de responder as mudancas do
ambiente. A quimioterapia antibacteriana tem sido aplicada na aquicultura por mais de
60 anos. A descoberta de antibacterianos mudou o tratamento de doencas infecciosas,
levando a uma dréstica reducdo na morbidade e mortalidade, e contribuindo para um
significativo avanco na saude da populacdo em geral (SEKKING e KUM, 2011).

Antibacterianos sdo comumente usados tanto profilaticamente como
terapeuticamente, quando um surto da doenca ocorre no sistema. Infelizmente, nem
sempre os antibacterianos, tém sido usados de uma maneira responsavel e, em
consequéncia disso, 0 quimioterapico pode desencadear resisténcia microbiana
ocasionando problemas de satde publica e ambiental (SEKKING e KUM, 2011).

Por essa razdo, seria indicado o uso da azitromicina de maneira responsavel, uma
vez que esse antibidtico ndo apresentou praticamente nenhuma toxicidade e foi eficaz

contra a infecgdo por Aeromonas sp.
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6. CONCLUSOES

A AZT ndo é toxica para O. niloticus e, em ensaio cronico, a AZT ndo causou
alteracdo severas nas variaveis sanguineas, nas estruturas das branquias e rins, e causou
alteracdes moderadas a severas no figado. A exposicao ao antibiotico fornece evidéncias
de estimulacdo das células de defesa e ndo causa estresse oxidativo.

No ensaio de eficacia, a AZT mostrou eficacia no tratamento da infeccéo
causada por A. hydrophila e ndo interferiu na atividade imune inata. Os valores de IAH
das branquias, figado e rins, indicam que as lesGes observadas ndo comprometem o
funcionamento dos o6rgaos. A infeccdo e tratamento com AZT administrado na ragédo
ocasionou alteracdo nas enzimas antioxidantes, de biotransformacéo de fase I, e niveis

de glutationa, mas ndo resultou em estresse oxidativo.
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