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Disturbios morfologicos em leucdcitos de exemplar de kinguio
(Carassius auratus auratus Linnaeus, 1758) com septicemia
hemorragica bacteriana: relato de caso

Morphologic disorders in leukocytes of goldfish sample ( Carassius
auratus auratus Linnaeus, 1758) with bacterial hemorrhagic septicemia:
case report
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Resumo

O presente estudo teve por objetivo relatar um caso sobre as alteragdes morfolégicas em leucécitos de kinguio com
septicemia hemorragica bacteriana. Um exemplar foi atendido no Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do
CAUNESP, Unesp de Jaboticabal, apresentando apatia, natagdo erratica, anorexia e discreta perda de equilibrio, buscando
constantemente a superficie da dgua. Através de andlise visual da superficie corpérea, foram observadas areas de hemorragia
petequial na base das nadadeiras peitoral, pélvica e caudal, além da 6rbita bucal, periocular e anal e efusdo celomatica. Na
extensdo sanguinea foram observadas a presen¢a de mondcitos ativados, hiperativados, e fagécitos mononucleares
realizando eritrofagocitose e leucofagocitose, neutrofilos com basofilia citoplasmética e com vacuolizagéo citoplasmatica,
além de imundcitos e leucdcitos imaturos com anisocitose e anisocariose. As alteracdes morfolégicas descritas no presente
estudo revelaram parte da patogenia e resposta organica de kinguio com septicemia hemorragica bacteriana. Dessa forma,
as analises qualitativas das células sanguineas devem ser também utilizadas como ferramenta complementar aos estudos
do estado geral da salude de peixes em cultivo.
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Abstract

The morphological changes in leukocytes of goldfish with bacterial hemorrhagic septicemia were reported. One sample was
served at the Laboratory of Pathology of Aquatic Organisms of CAUNESP, Unesp in Jaboticabal. The fish showed lethargy,
erratic swimming and without force, slight loss of balance, trying constantly to the water surface. In the body inspection, areas
of petechial hemorrhage at the base of the pectoral fins, pelvic fins and caudal fin were observed, beyond the periocular and
oral orbitand anal. Blood smears presented hiperactivated monocytes, performing erythrophagocytosis and leukophagocytosis,
the cytoplasm of neutrophils presented basophilia and vacuolization, beyond immunocytes, immature leukocytes with
anisocytosis and anisokaryosis. The morphological changes described in this study revealed part of the pathogenesis and
organic response of Kinguio with bacterial hemorrhagic septicemia. Then, the qualitative analysis of blood cells should also
be used as a complementary tool to study the general health status of fish farmed.
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Introducéo

Muitas doengas causam anormalidades no sangue e em seus
constituintes, sendo estes distlrbios caracterizados por
aberracfes na estrutura, fungdo ou nos mecanismos de
coagulacdo (Clauss et al., 2008). Os disturbios morfolégicos
das células sanguineas tém sido utilizados como ferramenta
adicional no estudo da patogenia de enfermidades que
acometem os peixes, sendo uma importante ferramenta para
avaliacé@o progndstica de peixes morbidos (Satake et al., 2009).

Neste sentido, Martins et al. (2004) relataram anisocitose
eritrocitica, poiquilocitose e ocorréncia de eritrocitos em
divisdo no sangue circulante de Leporinus macrocephalus
infectados naturalmente por Goezia leporini. Ranzani-Paiva
et al (2004) descreveram alteragdes toxicas em neutrofilos e
mondcitos de tilapias Oreochromis niloticus experimental-
mente infectadas por Mycobacterium marinum. Distarbios
morfolégicos ocorreram em monécitos de Piaractus
mesopotamicus parasitados por Anacanthorus penilabiatus
e Piscinoodinium pillulare (Tavares-Dias et al., 2008). Satake
et al. (2009) encontraram alteragdes em eritrdcitos, leucocitos
e trombocitos de surubim hibrido (Pseudoplatystoma
reticulatum x P. corruscans) naturalmente infectados com
Pseudomonas sp. Porém, sdo ainda escassas as informa-
¢Oes sobre os distirbios morfolégicos em leucécitos san-
guineos em peixes expostos aos diferentes desafios de
cultivo.

O objetivo do presente estudo foi relatar as alteracfes
morfolégicas em leucocitos de exemplar de kinguio
(Carassius auratus auratus L. 1758) com septicemia
hemorragica bacteriana.

Relato de caso

Um espécime de kinguio (C. auratus auratus), foi atendido
no Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do
Centro de Aquicultura da Unesp, Jaboticabal, SP. O peixe foi
conduzido até o laboratério por um aquariofilista, dentro de
um recipiente plastico contendo agua do lago artificial de
criacao.

A agua do recipiente de transporte apresentava-se turva, com
odor fétido, possivelmente com qualidade inadequada para
a espécie. O peixe encontrava-se prostrado, apéatico, com
natacéo erratica e sem vigor, apresentando discreta perda
de equilibrio, buscando constantemente a superficie da agua.
Na inspecdo corporea, foram observadas areas de
hemorragia petequial na base das nadadeiras peitorais,
pélvicas e caudal, além da orbita bucal, periocular e anal.

Foram realizadas andlises parasitoldgicas a partir de
raspado de tegumento e da superficie branquial para a
pesquisa de ectoparasitos, diagnosticando-se a presenga
de platelmintos monogendides e protozoarios da espécie
Piscinoodinium pillulare parasitando a superficie corpérea e
as branquias do kinguio, mas as infestagBes apresentavam-
se baixas.
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A colheita sanguinea foi realizada por puncao do vaso caudal,
utilizando seringa contendo EDTA 10%. Extensdes
sanguineas foram confeccionadas imediatamente e coradas
com May-Grinwald-Giemsa. Logo apoés a colheita sanguinea,
0 peixe veio a 6bito devido ao agravamento de sua condigédo
clinica, somado ao estresse de transporte e manipulagéo
durante a avaliacdo clinica. Procedeu-se entdo a necrépsia
do peixe, utilizando técnicas descritas por Noga (2000).
Foram feitos cortes em série do rim e figado para expor o
parénquima para analise mais detalhada e realizacdo de
imprint. As laminas foram posteriormente coradas com May-
Grinwald-Giemsa e avaliadas qualitativamente em micros-
copia optica.

No exame necroscoépico, pdde-se verificar leve efusdo
celoméatica, com aspecto seroso e de coloragdo translucida.
O trato gastrintestinal apresentava-se vazio, com a mucosa
hiperémica. Os rins estavam edemaciados e com coloragéo
pélida. No figado néo foi verificada nenhuma alteracao digna
de nota, no entanto, a vesicula biliar apresentava-se repleta.
A avaliacdo da citologia renal e hepéatica pela técnica do imprint
nao permitiu maiores esclarecimentos sobre a patogenia
da enfermidade que acometia o espécime estudado, uma
vez que ainda ndo existe uma metodologia apropriada para
avaliagdo do tecido hematopoiético em peixes. Além disso,
nos peixes teledsteos, a fungcdo hematopoiética, em geral, é
desempenhada por mais de um 6rgdo (Tavares-Dias e
Moraes, 2004).

Nas extensdes sanguineas foram observadas severas
alteragBes morfoldgicas em todos os leucdcitos circulantes,
identificando-se mondécitos com intenso grau de
pleomorfismo, sendo classificados como mondcitos ativados
(Figura 1A) e hiperativados (Figura 1B-C), onde alguns destes
fagécitos apresentavam-se aglomerados (Figura 1D) e por
vezes alguns exibiam células sanguineas englobadas (Figura
1E-G). Os monocitos ativados e hiperativados foram
caracterizados pela presenca de pseudépodes e
vacuolizagdo citoplasméatica, sendo que os vacuolos
apresentavam diferentes tamanhos. A diferenciagédo entre
mondcitos ativados e hiperativados se deve a intensidade
destas alteracdes, sendo mais pronunciadas nos mondcitos
hiperativados. Por vezes foram verificados leucécitos
englobados por estas células, caracterizando um quadro de
leucofagocitose. Da mesma forma, foram observadas
situacOes de eritrofagocitose, onde eritrécitos encontravam-
se englobados por mondcitos.

Neutréfilos também apresentavam pleomorfismo, exibindo
moderada vacuolizagdo citoplasmatica (Figura 1H),
moderada anisocitose com anisocariose e basofilia
citoplasmatica (Figura 11). Foram observadas muitas células
imaturas nas extensfes sanguineas (Figura 1K). Estas
apresentavam anisocariose, com a cromatina nuclear frouxa,
anisocitose e citoplasma de coloragdo basofilica. Linfécitos
também apresentavam anisocitose e intensa basofilia
citoplasmatica que por vezes exibiam uma zona perinuclear
mais clara ou com pequenos vacuolos (Figura 1J). Nao foi
verificada a presenca de eosinéfilos e basofilos no peixe em
estudo.
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Figura 1: Disturbios morfolégicos nos leucécitos sanguineos de kinguio. (A) mondcito ativado; (B-C) mondcitos hiperativados;
(D) aglomerado de fagécitos mononucleares, representado por trés células cujos nucleos estdo indicados pelas setas; (E)
mondcito hiperativado com atividade fagocitica; leucofagocitose (seta continua) e eritrofagocitose (seta pontilhada), o
nlcleo do mondcito esta indicado na ponta da seta; (F) mondcito hiperativado exibindo leucofagocitose; (G) mondcito
ativado praticando eritrofagocitose; (H) neutréfilo com moderada vacuolizagéo citoplasmatica; (I) neutréfilo com basofilia
citoplasmatica; (J) imundcitos (setas continuas) e linfécito com caracteristicas normais (seta pontilhada); (K) leucécitos

imaturos. Coloracdo May Grunwald-Giemsa. Barra= 5um.

Discussao

Na avaliagdo clinica, os sinais observados sdo compativeis
com infeccao bacteriana, especialmente com septicemia
hemorragica bacteriana que pode ser causada por bactérias
gram-negativas como Aeromonas moveis, Pseudomonas

spp. e Edwardsiella tarda (Rahman et al., 2001; Harikrishnan
et al., 2003; Austin e Austin, 2007; Satake et al., 2009).

Em Piaractus mesopotamicus infestados por Piscinoodinium
pillulare e Anacanthorus penilabiatus foi descrita a presenca
de mondcitos aglomerados e com vacuolizagéo citoplasma-

R. bras. Ci. Vet., v. 17, n. 1, p. 16-20, jan./abr. 2010



tica (Tavares-Dias et al., 2008). Porém, estes disturbios des-
critos ndo apresentaram a mesma magnitude quando
comparado com as alteragdes observadas no presente
estudo. Estas diferencas se devem ao agravamento do
quadro clinico do animal, que apresentou distlrbios
hematologicos proeminentes, ocasionados pela infeccao
bacteriana concomitante.

Em trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), lesGes
provocadas pelo crustaceo Argulus coregoni foram portas
de entrada para Flavobacterium columnare apés infeccao
experimental. Os peixes infestados com este crustaceo
foram mais susceptiveis a infec¢do bacteriana quando
comparados aos peixes ndo parasitados (Bandilla et al.,
2006). Neste sentido, a infestacdo primaria pelo protozoario
P. pillulare e pelos platelmintos monogendides no kinguio,
somado a ma qualidade da agua, possivelmente favoreceram
a infeccdo bacteriana.

Shao et al. (2004) relataram a ocorréncia de apoptose de
linfécitos de kinguio apds a exposi¢éo in vitro a bactéria A.
hydrophila. A morte celular dos linfocitos provavelmente
ocorreu devido a liberagdo de exotoxinas pela bactéria.
Dentre os distarbios morfolégicos identificados esta a
intensa vacuolizacao linfocitaria (Shao et al., 2004). De forma
semelhante, Guimardes et al. (2002) relacionaram o potencial
de vacuolizagéo citoplasmatica de células Caco-2, com a
viruléncia de cepas de A. hydrophila. Neste sentido, a
ocorréncia da vacuolizagdo nos leucécitos sanguineos do
kinguio, pode estar relacionada com a ac¢do de toxinas
bacterianas. Além disso, a vacuolizagé@o citoplasmatica em
mondocitos também pode estar associada ao aumento da
atividade fagocitica que ocorre durante processos
infecciosos (Bienzle, 2000). Satake et al. (2009) corroboram
estes mecanismos de vacuolizagdo citoplasmatica ao relatar
a ocorréncia de vacuolizacao nos leucécitos de surubins
hibridos (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans)
infectados com Pseudomonas sp.

A fagocitose é efetuada a partir de opsoninas especificas e
ndo especificas, sendo os agentes opsonizados
reconhecidos pelos fagécitos por meio de receptores de
superficie apropriados (Jain, 1993). Esta estratégia é
considerada o melhor mecanismo de defesa imune nao
especifico dos peixes (Adeyemo et al., 2002). A ocorréncia de
leucofagocitose e eritrofagocitose no sangue circulante de
peixes ndo tem sido reportada na literatura. A atividade
fagocitica é restrita aos centros melanomacrofagos em
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orgados especializados, como no baco, figado e rim.
Ocasionalmente ocorrem em outros tecidos sob injdria. Falk
et al. (1995) descreveram a eritrofagocitose realizada por
macréfagos presentes nos centros de melanomacréfagos
do baco de salmdo (Salmo salar) infectados experimental-
mente pelo virus da anemia infecciosa do salméo. Afonso et
al. (1998) descreveram a ocorréncia de leucofagocitose por
neutréfilos e macréfagos presentes no infiltrado inflamatério
peritoneal de trutas arco-iris apds a inoculacdo de
Renibacterium salmoninarum, revelando interacdo entre
estes fagocitos no foco inflamatorio.

A ocorréncia de alteragGes téxicas em neutro6filos esta
frequentemente associada as infecgdes bacterianas.
Condi¢des de anisocitose neutrofilica normalmente estéo
relacionadas com a neutrofilia e ocorréncia de neutréfilos
em diferentes estagios de maturagdo (Satake et al., 2009),
sendo estas situacdes observadas no presente estudo.
Ranzani-Paiva et al. (2004), similarmente ao presente estudo,
observaram a ocorréncia de basofilia e vacuolizagao
citoplasmatica em neutréfilos de O. niloticus infectadas
experimentalmente com Mycobacterium marinum, a qual foi
relacionada com a presenca de neutréfilos imaturos na circu-
lacdo sanguinea. Estas células imaturas sao liberadas
precocemente dos 6rgdos leucopoiéticos como parte da
resposta a infeccdo instalada (Ranzani-Paiva et al., 2004;
Thrall, 2006; Liongue et al., 2009).

Os imunoécitos ou linfocitos reacionais séo linfocitos
estimulados antigenicamente e podem ser encontrados
frequentemente em extensGes sanguineas de mamiferos
enfermos (Schultze, 2000). Sua identificacdo em peixes pode
ser dificultada pela presenca de leucécitos imaturos, que
normalmente ocorrem na circulacéo (Tavares-Dias e Moraes,
2004). No entanto, esta resposta também pode ser verificada
em peixes, revelando a ocorréncia de reconhecimento
antigénico pelas células imunocompetentes responsaveis
pela imunidade adaptativa, sendo este mecanismo
imprescindivel para o inicio da resposta imune-especifica
com a producgdo de anticorpos.

As alteragGes morfolégicas descritas no presente estudo
revelaram parte da patogenia e resposta organica de C.
auratus auratus com septicemia hemorragica bacteriana.
Dessa forma, além da avaliagdo quantitativa dos leucécitos
sanguineos, analises qualitativas devem ser também
utilizadas como ferramenta complementar aos estudos do
estado geral da saude de peixes em cultivo.
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